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RESUMO

SILVA, Laiz Aparecida Azevedo. Efeito do acai jussara (Euterpe edulis Martius)
sobre marcadores de risco cardiovascular em camundongos submetidos a
uma dieta hiperlipidica. 2016. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos) - Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre — ES. Orientador: Prof.
DSc. André Gustavo Vasconcelos Costa. Co-orientadoras: Profa. PhD. Neuza Maria
Brunoro Costa e Profa. DSc. Daniela da Silva Oliveira.

As doencas cardiovasculares (DCV) sado as maiores responsaveis pelas taxas de
morbimortalidade no mundo. A ingestdo de alimentos ricos em compostos
antioxidantes, como o0 acai, pode contribuir para a reducdo do risco de DCV. O
objetivo deste trabalho foi investigar o efeito do acai da palmeira jussara (Euterpe
edulis Martius) sobre marcadores de risco cardiovascular em camundongos
submetidos a uma dieta hiperlipidica. A polpa de acai jussara foi liofilizada e
avaliada quanto a sua composicao centesimal, contetdo de compostos fendlicos e
antocianinas totais e sua capacidade antioxidante in vitro. Para o ensaio bioldgico,
foram utilizados 43 camundongos machos adultos Swiss. Inicialmente, os animais
foram submetidos a uma dieta normolipidica (n=22) ou dieta hiperlipidica (n=21),
durante 8 semanas. Por um periodo de mais 8 semanas, 0 grupo em dieta
normolipidica recebeu:dieta controle (AIN-93M) (CT, n=10) ou dieta controle (AIN-
93M) suplementada com 2% de polpa do acai jussara liofilizado (CT+A, n=12); o
grupo em dieta hiperlipidica recebeu: dieta hiperlipidica (HF, n=9) ou dieta
hiperlipidica suplementada com 2% de polpa do acai jussara liofilizado (HF+A,
n=12). Ao final do periodo experimental, os animais foram eutanasiados e colhidas
amostras de sangue para analises de aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), colesterol total, HDL-c, LDL-c, triacilglicerdis, acidos graxos
livres, glicose, inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1), molécula de
adesdao celular intercelular (ICAM) e e-selectina. Ainda, foram realizadas analises
histoldgicas do figado e do tecido adiposo. Os resultados foram analisados por o
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 e do fruto
e/ou suas interacdes entre 0os grupos experimentais (CT, HF, CT+A e HF+A). Os
dados foram apresentados em média e erro padrdo, com nivel de significancia de
5%. Os grupos experimentais CT, CT+A e HF+A apresentaram menos que 33% dos
hepatécitos com acumulo de lipidios, entretanto, a intensidade da esteatose hepética
do grupo HF foi classificada entre 33 e 66% do parénquima hepatico com deposicao
de gordura. Quanto a area dos adipdcitos ndo foi observado efeito da dieta, fruto ou
da interacdo entre os grupos experimentais. A suplementagédo com 2% de polpa de
acai jussara liofilizado néo foi eficaz para melhorar os niveis de AST, ALT, colesterol
total, HDL-c, LDL-c, triacilglicerdis, acidos graxos livres e glicose. O agai jussara ndo
promoveu alteragcbes nos marcadores de risco cardiovascular, ICAM, PAI-1 e e-
selectina. Conclui-se que, a suplementacdo com acai jussara ndo foi eficaz em
melhorar os marcadores de risco cardiovascular e demais parametros bioquimicos
avaliados. Por outro lado, o0 acai jussara promoveu reducdo da esteatose hepatica
dos camundongos submetidos a dieta hiperlipidica.

Palavras-chave: antioxidante, saude cardiovascular, antocianinas, dieta
hiperlipidica, acai jussara.



ABSTRACT

SILVA, Laiz Aparecida Azevedo. Effect of jussara acai (Euterpe edulis Martius)
on markers risk cardiovascular in mice submitted to a high fat diet. 2016.
Dissertation (MSc in Food Science and Technology) - Federal University of Espirito
Santo, Alegre-ES. Advisor: Prof. DSc. André Gustavo Vasconcelos Costa. Co-
advisor(s) Prof2. PhD. Neuza Maria Brunoro Costa and Prof2. DSc. Daniela da Silva
Oliveira.

Cardiovascular diseases (CVD) are the major responsible factor for morbidity and
mortality rates worldwide. The intake of foods rich in antioxidants, such as acai, can
help reducing the risk of CVD. The objective of this study was to investigate the effect
of the jussara acai (Euterpe edulis Martius) on cardiovascular risk biomarcador in
mice submitted to a high fat diet. The pulp of jussara acai was lyophilized and
analysed for its chemical composition, phenolic compounds, anthocyanins and
antioxidant capacity. For the biological assay, 43 adult male Swiss mice were used.
Initially, the animals were submitted a control diet (AIN-93M) (n = 22) or high fat diet
(n = 21) for 8 weeks. For a period of additional 8 weeks, the group received the
control diet (AIN-93M): control diet (AIN-93M) (CT, n = 10) or control diet (AIN-93M)
supplemented with 2% lyophilized jussara acai pulp (CT+A, n = 12); the group
received high fat diet: high fat diet (HF, n = 9) or high fat diet supplemented with 2%
lyophilized jussara acai pulp (HF+A, n = 12). At the end of the experiment the
animals were euthanized and blood samples collected for analysis: aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), total cholesterol, HDL-C,
LDL-C, triglycerides, free fatty acids, glucose, activator inhibitor plasminogen type 1
(PAI-1), intercellular cell adhesion molecule (ICAM), e-selectin, were histologically
analyzed liver and adipose tissue. The results were analyzed by t test to evaluate the
control and HF groups prior to supplementation. The 'two-way' analysis of variance
(ANOVA) was performed to evaluate the effect of diet and fruit and/or its interaction
among the experimental groups (CT, HF, CT+A and HF+A). The data were
presented as mean and standard error, with 5% significance level. The experimental
groups CT, CT+A and HF+A had less than 33% of hepatocytes with lipid
accumulation, however, the intensity of hepatic steatosis HF group was classified
between 33 and 66% of the hepatic parenchyma with fat deposition. As for the area
of adipocytes was no effect of diet, fruit or the interaction between the experimental
groups. Supplementation with 2% lyophilized jussara acai was not effective to
improve the levels of AST, ALT, total cholesterol, HDL-C, LDL-C, triglycerides, free
fatty acids and glucose. The jussara acai did not change cardiovascular risk
biomarcador ICAM, PAI-1 and e-selectin. In conclusion, supplementation with acai
jussara was not effective in improving cardiovascular risk biomarcador and other
biochemical parameters evaluated. On the other hand, acai jussara promoted
reduction of hepatic steatosis of the mice subjected to high-fat diet.

Keywords: antioxidant, cardiovascular health, anthocyanins, high fat diet, acai
jussara.
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV) sdo responsaveis pelas maiores taxas de
morbimortalidade na populagdo brasileira e mundial, desencadeando perdas
significativas no campo social, financeiro, coletivo e individual (WHO, 2014).

A etiologia das DCV sédo mdltiplas e complexas, nas quais diferentes fatores
estdo relacionados com seu desenvolvimento, tais como, condicbes ambientais,
estresse, fisiologia e genética (MANCINI-FILHO, 2008). Sua prevencdo baseia-se
em identificar fatores de risco associados, que se dividem em modificaveis e nao
modificaveis. Entre os fatores ndo modificaveis estdo incluidos: individuos
pertencentes a raca negra, aumento na faixa etéria, sexo masculino e fatores
genéticos. Por outro lado, os fatores modificaveis incluem habitos de vida, uso de
medicamentos, inatividade fisica, tabagismo, alcoolismo, sobrepeso/obesidade,
diabetes e dislipidemias (GUS; FISCHMANN; MEDINA, 2002).

O desbalanco energético provocado pelo excessivo consumo alimentar,
especialmente por dietas hiperlipidicas, demanda importantes alteracdes fisioldgicas
e metabdlicas em diversos tecidos. Diante da sobrecarga de nutrientes, o tecido
adiposo perde a capacidade tamponante de liberar e estocar lipidios, provocando
aumento da concentracdo de acidos graxos ndo esterificados (AGNE) no sangue
(MONTEIRO; AZEVEDO, 2010), bem como deposicdo de gordura em outros tecidos
(QUEIROZ et al., 2009). No figado, os AGNE podem causar esteatose hepatica,
além de aumentar a sintese de triacilglicerois, ao passo que no muasculo esquelético
promovem reducdo da sensibilidade a acdo da insulina, inibindo a captacdo de
glicose mediada por este horménio (CORNIER et al., 2008).

Neste contexto, o adipdcito hipertréfico, associado a infiltracdo de macréfagos
e aumento do estresse oxidativo, promovem aumento na expressao e secrecao de
adipocinas proé-inflamatérias e pré-aterogénicas, como interleucina-6 (IL-6), proteina
guimioatrativa de macrofagos 1 (MCP-1), fator de necrose tumoral (TNF-a), inibidor
do ativador de plasminogénio (PAI-1), molécula de adesao intracelular soluvel
(sICAM), angiotensinogénio, proteinas de fase aguda, entre outras (VAN DE
VOORDE et al., 2013; CHOE et al., 2016; LIN; CHUN; KANG, 2016; VIEIRA; SADIE-
VAN; FERRIS, 2016). Em contrapartida, ocorre uma reducdo da expressédo e
secrecdo de adiponectina, uma adipocina anti-inflamatoria (MAURY; BRICHARD,
2010).



Deste modo, o aumento do estresse oxidativo, desencadeando pelo aumento
da gordura corporal, € um fator responsavel pelo aumento do processo inflamatério
e a modificacdo da funcdo do endotélio. Como resultado tem-se um estado de
inflamac&o subclinica, acompanhado da expressdo aumentada de biomarcadores de
coagulacao, inflamacgéo e estresse oxidativo (CALDER et al., 2011).

Uma alternativa viavel para minimizar o equilibrio oxidativo e inflamatério do
organismo é o consumo de alimentos ricos em polifendis, como o0 acai jussara
(Euterpe edulis Martius) (COSTA et al., 2013). A espécie Euterpe edulis Martius é
proveniente da palmeira Jussara, nativa do Dominio da Floresta Tropical, localizada
na Mata Atlantica, principalmente nos estados de Minas Gerais, Bahia, Espirito
Santo, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul,
adentrando até o leste do Paraguai e norte da Argentina (LORENZI et al., 2006). Os
frutos, quando maduros, apresentam a casca (epicarpo) de cor roxa escura a preta,
caracteristicos de frutos ricos em antocianinas. Destacam-se por serem frutos
carnosos, fibrosos e globosos com 1 a 1,4 cm de diametro, do tipo drupa (um soé
caroco), com polpa e fibras (mesocarpo) formando uma camada protetora para as
sementes globosas em seu interior (SCHAUSS et al., 2006).

O Brasil € um grande produtor e consumidor do acai, principalmente o acai da
Amazbnia (Euterpe oleracea Martius). Entretanto, o fruto da palmeira jussara
(Euterpe edulis Martius) € pouco explorado para o consumo, mesmo sendo
nutricional e sensorialmente semelhante ao acai da Amazénia (BORGES et al.,
2011). Ainda, o uso de produto regional promove a valorizagao da agricultura familiar
e pode contribuir para o incentivo do consumo de hortali¢cas e frutas. Adicionalmente,
diversificar a producdo alimentar é uma estratégia com repercussdes positivas no
consumo de alimentos saudaveis e no estado nutricional dos consumidores.

A polpa do acai jussara (Euterpe edulis Martius) vem sendo alvo de estudos
devido ao seu valor nutricional e sensorial (NOVELLO, 2011; SANTA’NA, 2014;
CONSTANCIO, 2015; OYAMA, et al., 2016). Segundo Noratto et al. 2011, o extrato
de acai tem capacidade de bloquear os efeitos indutores do lipopolissacarideo (LPS)
sobre a sinalizacdo de NF-kB e a expressao de moléculas de adesao, tais como
VCAM-1, ICAM 1 e E-selectina. Estudos sugerem que o acai (Euterpe oleracea)
apresenta capacidade de diminuir significativamente o colesterol total, LDL, indice

aterogénico, além de aumentar o HDL e a excrecdo de colesterol total nas fezes
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(SOUZA et al., 2010; SOUZA et al., 2012.). Ainda, pode favorecer menores areas de
placas ateroscleroticas na artéria aorta e menor relagdo camada intima/média (FEIO
et al., 2012).

Em estudos anteriores, nosso grupo de pesquisa demonstrou que a
suplementacdo com 2% de polpa de acai jussara liofilizada em camundongos
submetidos a dieta de cafeteria foi efetiva em aumentar a atividade antioxidante
sérica, em relacdo aos animais que receberam dieta controle (SANTA'NA, 2014),
bem como promoveu a reducdo das concentraces de triacilglicerois e colesterol
total (CONSTANCIO, 2015). Neste contexto, 0 agai jussara apresenta potencial para

contribuir como um tratamento coadjuvante das doencas cardiovasculares.



2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Investigar a propriedade antioxidante do acai da palmeira jussara (Euterpe
edulis Martius) na reducéao de biomarcadores de risco de doencas cardiovasculares

em camundongos submetidos a uma dieta hiperlipidica.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a composicéo fisico-quimica do produto liofilizado;

e Avaliar a composicao de polifendis e de antocianinas totais na polpa de acai
jussara liofilizada;

¢ Identificar os principais compostos fendlicos presentes na polpa de acai
jussara liofilizada;

e Avaliar a capacidade antioxidante do produto liofilizado;

e Avaliar os marcadores de risco cardiovascular, assim como verificar as
alteragbes bioquimicas no metabolismo da glicose e do colesterol nos
camundongos;

e Avaliar qualitativa e quantitativamente o tecido adiposo;

e Avaliar o efeito do produto teste sobre a infiltrac&o lipidica no tecido hepatico.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A doenca cardiovascular

As DCV sdo responsaveis pelas maiores taxas de morbimortalidade na
populacdo brasileira e mundial, desencadeando perdas significativas no campo
social, financeiro, coletivo e individual (WHO, 2014). No final dos anos de 1980,
houve uma queda da mortalidade por DCV nos paises desenvolvidos, enquanto
elevacbOes relativamente rapidas e substanciais tém ocorrido nos paises em
desenvolvimento, entre os quais se inclui o Brasil (CARDOSO et al.,, 2011). Em
2008, estimou-se que 17,3 milhdes de pessoas morreram de doencas
cardiovasculares, correspondendo a 30% das mortes globais. Projecdes da
Organizacdo Mundial de Saude sugerem que o numero de pessoas que morrerdo de
DCV, principalmente de doencas cardiacas e derrames, sera de aproximadamente
23 milhdes em 2030 (WHO, 2011).

No Brasil, a prevaléncia das DCV varia de acordo com as regides. Nos
estados do sul e sudeste, por exemplo, observou-se maior percentual de ébitos por
causa cardiovascular, 33,5% e 34,9%, respectivamente (CARDOSO et al., 2011). As
DCV foram responsaveis por um terco de todos os 6bitos no Brasil e cerca de 30%
do total de mortes na faixa etéria de 20 a 59 anos de idade, acometendo a
populacao adulta em plena fase de reproducéao (BRASIL, 2004).

A etiologia das doencas cardiovasculares é considerada complexa e
multifatorial, sofrendo influéncias de fatores fisioldgicos e bioquimicos, que
associados a fatores ambientais, atuam sinergicamente no inicio e no
desenvolvimento da enfermidade. Sua prevencao baseia-se em identificar fatores de
risco associados, que se dividem em modificaveis e ndo modificaveis, de acordo
com possiveis intervencdes sobre os mesmos. Os fatores ndo modificaveis
compreendem: pertencer a raga negra, aumento na faixa etaria, sexo masculino e
fatores genéticos. Entre os modificAveis estdo habitos de vida, uso de
medicamentos, inatividade fisica, tabagismo, alcoolismo, sobrepeso/obesidade,
diabetes e dislipidemias (GUS; FISCHMANN; MEDINA, 2002).

A dislipidemia é considerada um dos principais distarbios metabdlicos,
podendo ser conceituada como modificagdes do metabolismo de lipidios que alteram

0s niveis das lipoproteinas no sangue e as concentracfes dos seus diferentes
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componentes (KOLANKIEWICZ; GIOVELLI; BELLINASO, 2008).

As dislipidemias podem ser classificadas em primarias ou secundarias de
acordo com a sua etiologia. As primarias ocorrem devido a fatores genéticos,
engquanto que as secundarias em decorréncia de enfermidades pré-existentes, como
a diabetes, apds o uso de alguns medicamentos, assim como a habitos alimentares
inadequados, tais como dietas ricas em gorduras saturadas, tabagismo e alcoolismo
(ROCHA, 2009). Ainda, as dislipidemias primarias podem ser classificadas
fenotipicamente por meio de analises bioquimicas ou genotipicamente. Na
classificacdo genotipica, as dislipidemias se dividem em monogénicas, provocadas
por mutacbes em um unico gene, e poligénicas, causadas por associacbes de
diversas mutacdes que isoladas ndo seriam de grande repercusséo (XAVIER et al.,
2013).

A base fisiopatolégica das dislipidemias primarias consiste no acumulo de
quilomicrons e/ou de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) no
compartimento plasmatico, desencadeando em hipertrigliceridemia. Este quadro
pode ser provocado por meio da reducdo da hidrolise dos triacilglicerdis destas
lipoproteinas ou elevagéo da sintese de VLDL. O acumulo de lipoproteinas ricas em
colesterol como a LDL-c no compartimento plasméatico provoca hipercolesterolemia,
que pode ocorrer devido a presenca de doencas monogénicas, decorrentes de
defeito no gene do receptor de LDL-c (XAVIER et al., 2013).

Os quilomicrons séo responsaveis por transportar os lipidios provenientes da
dieta, enquanto que a VLDL é sintetizada inicialmente no figado, contendo elevadas
concentracbes de triacilglicer6is e moderadas quantidades de fosfolipidios e
colesterol, ambas estdo associadas a progressdo da aterosclerose. A medida que
circula na corrente sanguinea, a VLDL é metabolizada pela enzima lipase
lipoproteica, responsavel por catalisar a hidrélise dos triacilglicerois, liberando acidos
graxos nao esterificados que podem ser usados como fonte de energia ou
depositados no tecido adiposo (SILVA, 2011).

Por outro lado, a HDL-c é constituida por aproximadamente 50% de proteinas
e pequenas quantidades de lipidios, cuja principal funcédo é realizar o transporte
reverso de colesterol do sangue e dos tecidos para o figado, onde pode ser
convertido em acidos biliares e excretado. Assim, 0s niveis plasmaticos de HDL sao

inversamente associados as doencas cardiovasculares (DANIELS et al., 2009).
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Evidéncias indicam que o estresse oxidativo e as dislipidemias apresentam
mecanismos relacionados ao desenvolvimento da aterosclerose e doencas
cardiovasculares (RIZZO et al., 2009). O estresse oxidativo elevado é considerado o
ambiente caracteristico no organismo do individuo obeso assim como em portadores
de diabetes (ANDO; FUJITA, 2009).

Nas doengas cardiovasculares, o estresse oxidativo ocupa um papel de
destaque, uma vez que a modificacdo oxidativa da LDL-c € a hipdtese mais
referendada, sendo responsabilizada pelo inicio e a progressdao do processo
aterosclerotico (ROBERTS; SINDHU, 2009). Adicionalmente, os fatores de riscos
associados as DCV alteram a fungdo do endotélio tornando-o mais permeével e
ativo, facilitando a entrada de LDL-c oxidada para o espaco subendotelial. Apos a
les&o tecidual, moléculas de adeséo localizadas nas células do endotélio, como as
interleucinas e fator de necrose tumoral a (TNF-a), aumentam o recrutamento de
células imunoldgicas, em especial os mondcitos, que liberam moléculas
quimiotaticas, perpetuando e aumentando o processo aterosclerético (SIMAO et al.,
2013).

Entre as principais moléculas de adesdo, destacam-se as E-seletina, a
molécula de adesado vascular 1 (VCAM-1) e a molécula de adesao intercelular 1
(ICAM-1). Estudos sugerem que, além de atuarem como molécula de adesdo de
leucdcitos, estas moléculas contribuem de maneira direta na resposta inflamatéria
no interior da parede dos vasos sanguineos, elevando a ativacdo de células
endoteliais e a formacdo da placa aterosclerética (LAWSON; WOLF, 2009;
CALABRISO et al, 2015; KUNTZ et.al, 2015). Ainda, destaca-se no grupo das
adipocinas, o inibidor de ativacdo do plasminogénio 1 (PAI-1), que € considerado um
promotor da aterogénese, por aumentar a deposicéo de plaquetas e fibrina na placa
aterosclerotica em formacdo (KERSHAW, 2004).

Por outro lado, na obesidade, o tecido adiposo esta infiltrado por macréfagos
ativados, os quais também liberam quantidade excessiva de citocinas pro-
inflamatorias, tais como interleucina-6 (IL-6), proteina quimioatrativa de macrofagos
1 (MCP-1), proteina ligadora de retinol 4, TNF-a, PAI-1 e proteinas de fase aguda. A
excessiva producéo desses fatores promove uma inflamacéao local no tecido adiposo
induzindo a resisténcia a insulina, disfungbes cardiacas e vasculares (PERMANA,
2006).



O aumento da adiposidade provoca maior liberacdo de acidos graxos livres
(AGL), em decorréncia do aumento na taxa de lipolise. Os AGL estimulam a
deposicao de triacilgliceréis em tecidos periféricos, sendo apontando como causa
mais provavel para o desenvolvimento de resisténcia a insulina em mausculos e
figado (VOLP; REZENDE; ALFENAS, 2008). A resisténcia insulinica nesses tecidos
resulta em varias alteragbes metabdlica como elevacdo das concentracdes de
triacilglicerdis e LDL-c, hiperglicemia, hiperinsulinemia, além de diminuicdo da
concentracédo de HDL-c (VAN GAAL; MERTENS; BLOCK, 2006).

A inflamacdo subclinica também pode estar relacionada com o padrdo
alimentar (TSUKUMO et al., 2007). A alimentacdo rica em carboidratos pode
favorecer ao desenvolvimento de dislipidemias por proporcionar aumento dos niveis
de triacilgliceréis e reducédo dos niveis de HDL-c. Entretanto, os efeitos negativos
dos carboidratos sobre os niveis de triacilglicer6is e HDL-c s&o reduzidos quando
associado ao consumo de uma dieta balanceada e rica em fibras (SANTOS et al.,
2013). Os principais determinantes dos niveis de colesterol plasmatico sdo os acidos
graxos saturados, apresentando um maior efeito que a ingestdo de colesterol
dietético devido a falta de limitacdo na absorcéo intestinal desse tipo de gordura
(SIMAO et al., 2013).

3.2 Antocianinas e saude cardiovascular

Os compostos fendlicos sdo 0 maior grupo de compostos organicos bioativos
encontrados nos vegetais e frutas, sendo estes metabodlitos secundarios. Séo
substancias caracterizadas por possuirem um ou mais grupos hidroxilas (-OH),
ligados a um ou varios anéis aromaticos (JANIQUES, et al, 2013). Entre o0s
compostos fendlicos, os flavonoides sdo o0s mais estudados, uma vez que sao
associados a efeitos benéficos no organismo, como modulagdo das atividades de
enzimas especificas, antibidtico, anti-inflamatoério, antialérgico e sequestro de
especies reativas de oxigénio (ERO) (MANACH et al., 2005).

As frutas, principalmente as que apresentam a coloracdo vermelha a roxo,
sdo as mais importantes fontes de compostos fendlicos em dietas alimentares.
Outras fontes sao frutas citricas (liméo, laranja e tangerina), cereja, uva, ameixa,
péra, maca, mamao, pimenta verde, brocolis, repolho roxo, cebola, alho e tomate

(DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004; JANIQUES, et al, 2013).
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Existem mais de 5.000 estruturas ja identificada de flavonoides. Essas
substancias possuem nucleo fundamental com anel aromatico e cada tipo pode
apresentar modificacdes, como hidroxilacdo, metilacdo, acilacdo, glicosilacdo, ou
ramnosilacéo, resultando numa enorme diversidade destes compostos na natureza
(COOK; SAMMAN, 1996). Entre as principais classes de flavonoides incluem-se
flavondis, flavonas, flavanonas, isoflavonas e antocianinas (OLIVEIRA et al., 2010).

As antocianinas estdo presentes na natureza sob a forma de heterosideos,
principalmente, e sua forma aglicona € chamada antocianidina, a qual é sensivel a
luz e insolavel em 4gua. Desse modo, as antocianinas raramente apresentam-se em
seu estado livre, estando presentes no vacuolo das células ligadas a agucares, que
proporcionam estabilidade e solubilidade em &gua, formando os glicosideos
antocianinas (PASCUAL-TERESA, SANTOS-BUELGA, RIVAS-GONZALO, 2000). O
ndamero e posicdo dos grupos hidroxil e metoxil definem os diferentes tipos de
antocianinas, sendo seis deles comumente encontrados em frutos e vegetais:
pelargonidina, cianidina, delfinidina, petunidina, peonidina e malvidina (Figura 1)
(CLIFFORD, 2000).
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Antocianidina R1 R2 Cor

pelargonidina H H Laranja-avermelhado
cianidina OH H Avermelhado
delfinidina OH OH Rosado

petunidina OCH; H Roxo-azulado
peonidina OCH; OH Arroxeado

malvidina OCH; OCH3; Roxo-avermelhado

Figura 1. Estrutura das antocianidinas.
Fonte: Adaptado de: COSTA et al., 2013; DEL RIO; BORGES; CROZIER, 2010.

O tipo de acucar e acido organico ao qual cada antocianidina ira se ligar é
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responsavel por gerar antocianinas de diferentes cores, que varia de laranja e
vermelho a azul e roxo, sendo assim facilmente visiveis em frutas e flores.
Evidéncias sugerem que a absorcédo e excrecdo das antocianinas sao influenciadas
pela por¢céo de acucar e a estrutura da antocianidina (DEL RIO et al., 2013).

Estima-se que o consumo médio total de antocianinas seja de 200 mg/dia, o
qual é quatro vezes mais elevado do que outros compostos fendlicos (ZAMORA-
ROS et al., 2011).

Uma pequena parte da antocianina ingerida é absorvida no intestino delgado,
seguindo para o célon, onde séo desglicosiladas pela microbiota intestinal. Uma vez
hidrolisadas, as antocianinas séo rapidamente absorvidas no intestino e entram nas
células epiteliais por difusdo passiva ou mediada por transportadores (KEPPLER;
HUMPF, 2005; CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009). Nos enterdcitos, as
antocianidinas sao metiladas, sulfatadas ou conjugadas. Posteriormente, sao
transportadas para o figado onde sdo metabolizadas e encaminhadas para outros
tecidos e 6rgaos. A eliminacdo ocorre via urina ou bile, em concentracdes que varia
de acordo com a estrutura da aglicona e da porcdo de acucar (ICHIYANAGI et al.,
2006).

As antocianinas podem agir como redutores de oxigénio singleto, atuando nas
reacfes de oxidacao lipidica, bem como agir como quelante metais. Essas acodes
sdo essenciais na prevencdo de varias doencas, dentre elas, as doencas
cardiovasculares, céancer, doencas degenerativas como Parkinson e Alzheimer,
assim como processos inflamatérios e agravos causados pelo envelhecimento
celular (BANERJEE; DASGUPTA; DE, 2005; DUARTE-ALMEIDA, 2006). Ainda,
outros beneficios das antocianinas incluem a protecéo contra a obesidade, reducéo
da hipoglicemia, melhora da memoaria e protecéo do tecido cerebral fetal (BRITO, et
al. 2007).

Apesar das atividades biologicas que associadas a estes compostos, a
literatura cientifica sugerem que as antocianinas sdo pouco biodisponiveis, sendo
encontradas no plasma em apenas 1% das quantidades consumidas (POJER et al.,
2013). Alguns possiveis fatores podem contribuir para a baixa biodisponibilidade,
como: a capacidade dos compostos em atravessar as membranas intestinais, o
efeito do pH, a acdo das enzimas digestivas e dos &cidos biliares, a composicéo da

microbiota intestinal, bem como fatores metodolégicos, como a falta de sensibilidade
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do meétodo analitico que identifica esses compostos e a influéncia da matriz
alimentar (FERNANDES et al., 2014).

A forma aglicona (antocianidina) apresenta maior efetividade antioxidante do
gue a heterosidica (antocianina) e o nimero de residuos de agucar na posicao C3
podem ser de grande importancia para o desempenho da atividade antioxidante, que
reduziria com o aumento do nimero de unidades de agucar em C3 (GALVANO et
al., 2004).

A capacidade antioxidante das antocianinas é um fator protetor contra uma
série de doencas no organismo, como as DCV, pelos efeitos protetores dos
polifendis na oxidacdo das LDL-c, reducdo da absorcdo hepatica do colesterol,
modulacdo do metabolismo lipoproteico com diminuicdo das concentracfes
plasmaticas dos triacilglicerdis e da apoB. Além disso, destaca-se o efeito benéfico
na inflamagé&o por redugao da produgdo de citocinas envolvidas na adesao celular,
como de TNF-a e IL-6 (ZERN; FERNADEZ, 2005; WALLACE, 2011; KRUGER et al.,
2014; PASCUAL-TERESA, 2014; MULERO et al., 2015).

Kopff et al. (2006) avaliaram a influéncia de 240 mg/dia de antocianina no
balanco oxidativo e antioxidativo em pacientes com hipercolesterolemia. Ap6s 30
dias de suplementacdo, foi observado aumento significativo da atividade das
enzimas superéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, bem como da
concentracdo das vitaminas C e E no plasma, sugerindo que as antocianinas podem
exercer um papel protetor no processo de aterosclerose.

Em um estudo realizado com 60 individuos (40-65 anos) com dislipidemia,
suplementado com cépsulas de antocianina (80mg x 4/dia) ou placebo por 12
semanas, foi observado reducéo significativa dos niveis de LDL-c e da atividade da
proteina de transferéncia do colesterol esterificado no plasma. Ainda, verificou-se
aumento nas concentragbes de HDL e do efluxo do colesterol no plasma, em
comparacao ao grupo placebo (QIN et al., 2009).

A capacidade de antocianinas para limitar o estresse oxidativo e 0 processo
inflamatério tem sido estudada extensivamente utilizando diversos modelos
experimentais. CHIANG et al. (2006), realizaram estudos in vitro e in vivo
objetivando investigar se a suplementacdo com extrato de arroz preto poderia
melhorar o estresse oxidativo e atividade das enzimas catalase (CAT) e superéxido

dismutase (SOD). Esses autores observaram uma supresséo das espécies reativas
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de oxigénio e anions superoxido, associadas ao aumento da atividade das enzimas
CAT e SOD. As formas cianidina-3-glicosideo e peonidina-3-glicosideo foram os
principais componentes responsabilizados pela eliminacdo de radicais livres e
propriedades antioxidantes.

Em outro estudo, sobre o estresse oxidativo em homens e mulheres adultos
saudaveis (n=12), avaliou-se o efeito do tart cherry juice (suco concentrado de
cereja), rico em cianidina-3-glicosideo (TRAUSTADOTTIR et al, 2009). Os
participantes receberam 240 mL do suco duas vezes ao dia, durante 14 dias. A
intervencdo com o suco reduziu os niveis de F2-isoprostana, indicando reducdo da
peroxidacgdo lipidica. Ainda, ocorreu redugdo na excrec¢do urinaria basal de acidos
nucléicos oxidados, mas ndo na excrecao urinaria de isoprostanas. Deste modo, 0
consumo dessa bebida possibilitou maior protecdo contra o dano oxidativo nos
individuos participantes.

Rouanet et al. (2010), em um estudo com hamsters, avaliaram o potencial
anti-aterogénico dos compostos fendlicos presentes no suco de diversas frutas da
familia das berries e chas preto e verde. Durante o periodo de 12 semanas, 0S
hamsters foram distribuidos em 6 grupos (n=10/grupo), 0s quais receberam uma
dieta aterogénica, com 0,5% de colesterol suplementada com suco de framboesa,
morango, mirtilo, cha verde ou preto por gavagem. Apenas 0 grupo controle recebeu
agua ad libitum. O volume que os animais recebiam foi ajustado diariamente ao
peso, baseado no célculo de 275 mL/dia para um humano de 70 kg. Os resultados
demonstram que a deposicdo de gorduras na parede da aorta foi significantemente
menor (p< 0.001) nos grupos suplementados com berries ou chas em comparacao
ao controle. Entretanto, os animais suplementados ndo apresentaram redug¢do no
colesterol circulante, indicando que a oxidacdo da LDC-c é o principal determinante
da aterogénese, e nao a hipercolesterolemia.

As antocianinas possuem grande potencial em reduzir o risco de
desenvolvimento das DCV. Os mecanismos envolvidos neste processo sao,
principalmente, referentes as atividades antioxidantes e a capacidade destes
compostos em reduzir fatores pro-inflamatorios. Entretanto, existem lacunas quanto
a de antocianina que seria necessario para exercer estes efeitos no organismo. Para
exercer atividade biolégica, o composto bioativo deve atingir o sitio fisiol6gico numa

concentracdo que determine seus efeitos no organismo, desse modo, uma
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compreensao dos processos de absorcdo, metabolismo e biodisponibilidade é
fundamental para verificar o impacto real da ingestao diéria na protecdo e melhoria

da saude.

3.3 Acai

O acai (Euterpe spp) € um fruto ndo climatérico, com coloracdo arroxeada,
guase negra quando maduros, formato globoso, medem de 1 a 1,4 cm de diametro e
mesocarpo com cerca de 1 mm de espessura (TOAIARI et al., 2005), contém
somente uma semente, que representa aproximadamente 90% do seu peso. Do
fruto pode-se extrair a polpa e produzir uma bebida densa, de cor escura e de sabor
agradavel, sorvetes e doces (BORGES et al., 2011; YAMAGUCHI et al., 2015).

A legislacao brasileira define acai como o produto obtido apds a extracdo da
parte comestivel dos frutos do acaizeiro (Euterpe oleracea, Mart.) posterior ao
amolecimento, através de procedimentos tecnologicos adequados. O acai é
classificado de acordo com o teor de sdlidos totais em fino (8 a 11 %), médio (11 a
14 %) e grosso (14%) (BRASIL, 2000).

Na regido Amazénia, o acai é obtido através da polpa dos frutos do acaizeiro
(Euterpe oleracea Martius) e do acaizeiro da terra firme (Euterpe precatoria Martius).
Na regido da Mata Atlantica, obtém o acai dos frutos do palmiteiro ou jussara
(Euterpe edulis Martius) (ROGEZ, 2000).

Tradicionalmente, a producdo do acai consiste em despolpar manualmente os
frutos de palmeiras do género Euterpe. Neste processo, os frutos sdo embebidos em
agua morna (40°C) e posteriormente amassados sobre uma peneira de fibras
naturais. Nesta etapa, ocorre a separacado da polpa, casca e caro¢co. Adiciona-se
progressivamente a agua objetivando uma separacao definitiva da casca e caroco.
A mistura de agua e polpa é amassada novamente por 10 a 15 minutos para
formacdo de uma emuls&o a qual é filtrada por uma peneira e, em seguida, coleta-se
0 acgai em um recipiente (ROGEZ, 2000).

A procura pelo agai, nacionalmente, elevou consideravelmente apds os anos
90. Este mercado cresceu devido & descoberta do acai, pelo publico jovem de
classe média a alta do Brasil extra-amaz6nico, na procura por um alimento exaético,
com elevado valor caldrico, consumido em geral associado com outras frutas,

granola, banana e guarana. Ainda, sdo encontrados disponiveis, no mercado
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nacional, como doces, bolos, sorvetes, pudins, vinho e outros pratos culinérios
(NOVELLO, 2011)

Nacionalmente, a producéo de frutos de espécies nativas da palmeira de acai
(Euterpe oleracea) totalizou 215.381 toneladas, em 2011, sendo 73,1% maior que
em 2010, aumentando em quase todos os estados produtores, exceto Bahia e
Tocantins (IBGE, 2011). O maior crescimento ocorreu ha Amazonas, sendo de
89.480 toneladas em 2011 contra 3.256 toneladas em 2010. Todavia, o maior
produtor nacional é o estado do Para que, na safra de 2011, totalizou 109.345
toneladas, destacando-se como responsavel por 71,4% da producdo nacional
(IBGE, 2011). Na Figura 2, podem ser visualizados dados referentes a producédo de

acai no Brasil, entre os anos de 2000 a 2012.

Producdo (toneladas/ano)

2012
2011
2010
2009
2008
2007
2006
2005
2004
2003
2002
2001
2000

0 50.000 100.000 150.000 200.000 250.000

Figura 2. Série historica da producdo do acai (Euterpe oleracea) no Brasil, entre os

anos de 2000 e 2012.
Fonte: IBGE, 2011.

O acai é considerado um alimento caldrico, 247 kcal/100g de polpa,
apresentado altos teores de proteinas, lipidios, carboidratos, calcio, fésforo, ferro e
tiamina (CORDOVA-FRAGA et al., 2004). Ainda, é notavel um interesse por ser um
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fruto com o sabor exético, diferente e devido aos potenciais efeitos benéfico a
saude, atribuido a sua composicéo fitoquimica (PACHECO-PALENCIA et al., 2007).

A espécie Euterpe oleracea consiste em uma palmeira tropical nativa na
regido Amazonia, nos Estados do Tocantins, Maranhdo, Pard, Amapa e Mato
Grosso e em ecossistemas de varzea, influenciado pelas marés e inundacdes, ou
seja, em solos muito umidos (ROGEZ, 2000; LORENZI et al, 2006).

A espécie E. precatoria é uma palmeira de estipe solitaria unico, ereto, 3 a 20
metros de altura, ndo forma densas touceiras, ocorre naturalmente em florestas de
terras baixas ao redor de rios, em areas de inundactes periodicas, abaixo de 350m
de altitude, encontrada nos Estados do Para, Rondbnia, Acre e Amazonas (ROGEZ,
2000).

Em um estudo comparativo sobre as espécies E. oleracea e E. precatoria,
Pacheco-Palencia et al. (2009) encontraram um conteudo total de antocianinas 50%
maior no acai da espécie E. precatoria em comparacao ao E. oleracea. Embora as
guantidades desse composto fossem diferentes para ambas, o perfil de antocianinas
das polpas foi similar, quando avaliados por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia. As duas espécies apresentaram predominancia de cianidina-3-glicosideo
e cianidina-3-rutinosideo. Todavia, observaram-se diferencas em relacédo a presenca
de pelargonidina-3-glicosideo em E. precatéria e peonidina-3-rutinosideo em E.
oleracea.

Rufino et al. (2010), ao avaliarem o acai da Amazonia (Euterpe oleracea),
encontram o0s seguintes teores de compostos fendlicos (455 acido galico
equivalente/100 g de matéria fresca), antocianina (111 mg/ 100g de matéria fresca)
e atividade antioxidante pmols (15,1 TEAC/g de matéria fresca). Gordon et al.
(2012), por sua vez, identificaram um total de oito &cidos fendlicos e derivados na
espécie E. oleracea: acido gdlico, acido protocatecuico, acido p-hidroxibenzéico,
acido vanilico, p-cumarico, acido caféico, acido siringico e acido clorogénico. Ao
comparar o perfil fendlico com E. precatoria nota-se semelhanca quanto a p-
hidroxibenzéico, vanilico, siringico, acidos ferulico e protocatecuico como 0s
principais contistuintes de ambas espécies (PACHECO PALENCIA et al., 2009).

A espécie Euterpe edulis Martius é proveniente da palmeira Jussara, nativa
do dominio da Floresta Tropical, localizada na Floresta Atlantica, principalmente nos

estados de Minas Gerais, Bahia, Espirito Santo, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Parana,
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Santa Catarina e Rio Grande do Sul, adentrando, no sul até o leste do Paraguai e
norte da Argentina (LORENZI et al., 2006).

A polpa do acai jussara vem sendo alvo de alguns estudos devido ao seu
valor nutricional e sensorial (NOVELLO, 2011; SANTA’NA, 2014; CONSTANCIO,
2015). O despolpamento do acai jussara gera um produto, semelhante
nutricionalmente a polpa do acai da espécie Euterpe oleracea (BRITO et al., 2007,
LIMA et al., 2012).

Em estudos prévios conduzidos pelo nosso grupo, verificou-se que a
concentragdo de antocianinas totais no acai jussara liofilizado, em base seca, foi de
1,80 g cianidina-3-glicosideo/100g e contetdo de compostos fendlicos totais no acai
jussara foi de 47,84 mg de &cido galico equivalente/g, sendo estes valores
superiores ao do jambolédo (0,91g cianidina-3-glicosideo/100g) e jabuticaba (1,22 g
cianidina-3-glicosideo/100g) (SANT'ANA, 2014; CONSTANCIO, 2015). Em um
estudo com polpa do acai jussara liofilizado, Novello (2011) encontrou valores de
antocianina totais de 2,59 g/100 g do liofilizado, no qual 63,12% era na forma de
cianidina 3-O-rutinosideo e 36,88% eram na forma de cianidina 3-O-glicosideo.

Rufino et al. (2010), ao avaliarem a polpa de acai jussara, encontraram
quantidades de compostos fendlicos iguais a 755 mg GAE/100 g de matéria fresca,
antocianina 192 mg/100g de matéria fresca e atividade antioxidante in vitro 78,3
pmols TEAC/g de matéria fresca. Quanto ao agai da regido Amazénia (Euterpe
Oleracea) foram encontrados o teor de 455 mg GAE/100 g de matéria fresca de
compostos fendlicos, 111 mg/100 g de matéria fresca de antocianinas e atividade
antioxidante 15,1 ymols TEAC/g de matéria fresca, sendo estes valores inferiores ao
do acai jussara.

Quanto aos &cidos fendlicos e flavonoides encontrados no jussara (Euterpe
edulis) sdo similares aos de acai (Euterpe oleracea). Quatro &cidos fendlicos
(ferulico, galico, protocatecuico, e p-cumarico) e trés flavonoides (catequina,
epicatequina e quercetina) estdo presentes. Entretanto, as concentracdes desses
compostos sdo superiores, nas espécies E. edulis, E. precatoria e E. oleracea,
respectivamente (BORGES et al. 2010).

O acai jussara in natura possui elevada quantidade de lipidios (18 a 44%) e
0S outros componentes séo cinzas (1,5 a 3,3%), proteinas (5 a 8%) e umidade (34 a

42%). Em relacdo ao perfil lipidico os acidos graxos monoinsaturados sao
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predominantes (45% a 57%), destacando o &cido oléico (44 a 55% do total de
monoinsaturados). Os &cidos graxos saturados sdo responsaveis por 24% a 29% da
guantidade de lipidio, sendo o acido palmitico o componente principal (20% a 25%).
Os acidos graxos polinsaturados representam 19% a 26% do perfil lipidico, com o
destaque para o acido linoleico (18% a 25%) (BORGES et al., 2011).

3.4 Propriedade antioxidantes e efeitos terapéuticos do acai na reducao de

risco de doencas cardiovasculares

O estresse oxidativo ocorre quando a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) excede a capacidade da defesa antioxidante do organismo em
remové-las (LIMON-PACHECO; GONSEBATT, 2009). O sistema de defesa
antioxidante consiste em uma seérie de enzimas, dentre elas, a superdxido
dismutase, glutationa peroxidase (GSH-Px) e catalase. Além disso, existem
numerosos compostos antioxidantes enddgenos e de origem dietética que reagem
com as ERO neutralizando-as (ROBERTS; SINDHU, 2009). Dentre esses
antioxidantes ndo enzimaticos, inclui-se a vitamina E, C, carotenoides e polifendis
(ANGELOPOULOU; LAVRANOS; MANOLAKOU 2009; ROBERTS; SINDHU, 2009).

Os compostos fendlicos podem exercer acdo na protecdo celular de maneira
direta ou indireta. Diretamente, por atuar como antioxidante e reduzir as espécies
reativas de oxigénio e, indiretamente, por inibir a ativagao de fator nuclear kappa 3
(NF-kB), reduzindo as concentracdes de citocinas inflamatérias e moléculas de
adesdo (NORATTO et al.,, 2011). Deste modo, o consumo de alimentos ricos em
compostos fenodlicos poderia atuar inibindo o estresse oxidativo e reduzindo o
processo inflamatorio que sdo os mecanismos chave no desenvolvimento das
doencgas cardiovasculares.

O alto teor de compostos antioxidantes presentes no acai torna-o um alimento
promissor nos beneficios para a saude. Sugere-se um aumento na capacidade
antioxidante no plasma ap6s o consumo de polpa e suco de acai por individuos
saudaveis (MERTENS-TALCOTT et al., 2008).

Em estudos anteriores, nosso grupo de pesquisa demonstrou que a
suplementacdo com 2% de polpa de acai jussara liofilizada em camundongos
submetidos a dieta de cafeteria foi efetiva para aumentar a atividade antioxidante
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sérica, em relacdo aos animais que receberam dieta controle (SANTA’NA, 2014).
Ainda, foi observada reducéo dos niveis de triacilglicerdis, colesterol total, &rea dos
adipécitos e aumento da tolerancia a glicose, entretanto, ndo foi observado reducéo
da endotoxemia provocada pela dieta de cafeteria (CONSTANCIO, 2015). Neste
contexto, 0 acai jussara apresenta potencial para contribuir como um tratamento
coadjuvante das doencas cardiovasculares.

Souza et al. (2010) observaram reducdo das concentracbes séricas de
proteinas carbonila e de grupos sulfidrila livres pela ingestdo de acai (Euterpe
oleracea Martius) em ratos que receberam dieta padrdo ou hipercolesterolémica. A
suplementacdo com acai induziu reducdo significativa na atividade da superéxido
dismutase nos ratos com hipercolesterolemia e aumentou a atividade da
paraoxonase. A ingestdo de 200g/dia de polpa de acai por mulheres saudaveis
aumentou a atividade da catalase, capacidade antioxidante total e proteinas do
grupo sulfridila no plasma, em contrapartida, reduziram a producdo de EROs e
proteinas do grupo carbonila no soro. Estes resultados mostram o efeito benéfico
dos antioxidantes presentes neste fruto (BARBOSA et al., 2016).

Souza et al. (2012) verificaram que a suplementacdo com 2% de polpa de
acai (Euterpe oleracea Martius) promoveu reducao significativa nas concentracdes
de colesterol total do soro, LDL-c e do indice aterogénico, além do aumento do HDL-
c e maior excrecao de colesterol total nas fezes. Além disso, a expressdo dos genes
ABCG5, ABCGS8 e LDL-R foi significativamente aumentada pela presenca de polpa
de acai, sugerindo um efeito hipocolesterolemiante do acai em ratos. Feio et al.
(2012) observaram reducdo nas concentracbes de colesterol total, LDL-c e
triacilglicerdis, bem como menores areas de placas ateroscleréticas na artéria aorta
e menor relagdo camada intima/média em coelhos suplementados com extrato de
acai.

A suplementagdo com acai (Euterpe oleracea Martius) nos ratos com infarto
do miocardio impediu o desenvolvimento de intolerancia ao exercicio, hipertrofia
cardiaca, fibrose e disfungcéo diastdlica. Os autores atribuem esses resultados a
acado vasodilatadora do acai, por meio da via 6xido nitrico/3’5’ guanilato ciclase
soltvel/guanosina monofosfato ciclica (NO/GCs/cGMP)(ROCHA et al., 2007). Esta
acdo pode melhorar o fluxo sanguineo no musculo esquelético e, portanto, a

capacidade de exercicio. O papel do acgai na prevencéo da intoleréncia ao exercicio
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pode também estar relacionado com o atraso no desenvolvimento da hipertrofia
cardiaca, reducéo da presséo diastdlica final do ventriculo e um aumento da taxa de
relaxamento do musculo cardiaco (ZAPATA-SUDO et al., 2014).

O efeito vasodilatador do extrato de acai € dependente da ativacdo de 6xido
nitrico/guanosina monofosfato ciclica (NO-cGMP) e pode também envolver liberagéo
de fatores hiperpolarizantes derivado do endotélio. O efeito vasodilatador sugere a
possibilidade de usar o extrato do acai como planta medicinal no tratamento de
doencas cardiovasculares (ROCHA et al., 2007).

Moura et al. (2012) demonstraram que o0 extrato de acai (Euterpe oleracea
Martius) reduziu a inflamacao pulmonar aguda em ratos, através da diminuicdo do
namero de macréfagos alveolares e neutréfilos em cortes de pulméao e da expressao
do TNF-a. Outra importante agcao do acai no controle da inflamacéao € a inibicdo da
producéo de oxido nitrico através da reducdo da expressao de 6xido nitrico sintetase
(INOS). Efeitos esses que podem diminuir o risco de inflamacdes também nas
artérias sanguineas, reduzindo o risco de desenvolvimento de complicacbes
cardiovasculares.

O extrato de acai produz efeito anti-hipertensivo e previne a disfuncdo
endotelial e alteragbes estruturais vasculares na hipertenséo 2K-1C, provavelmente
por meio de mecanismos que envolvem efeitos antioxidantes, ativacdo da 6xido
nitrico sintetase e a inibicdo de ativacao de metaloproteinase 2 (MMP-2) (COSTA et
al., 2012).

Sugere-se que 0 extrato de acai apresenta capacidade para bloquear os
efeitos indutores do lipopolissacarideo (LPS) sobre a sinalizacdo de NF-kB e sobre a
expressao de moléculas de adeséo, tais como VCAM-1, ICAM 1 e E-selectina. Neste
sentido, extratos do acai induziram um aumento de dose-resposta na expressao de
MiRNA-126, um modulador de VCAM-1, demonstrando correlacdo negativa com a
aderéncia de leucocitos (NORATTO et al., 2011).

O extrato da semente do acai (Euterpe oleracea Martius) atenuou de forma
substancial a obesidade e esteatose hepatica em camundongos, por meio da
diminuicdo da lipogénese, aumento da excre¢do de colesterol e melhoria do
estresse oxidativo no figado (OLIVEIRA et al., 2015). Xie et al. (2011), ao
suplementar a dieta de camundongos ApoE -/- com 5% de suco de acai liofilizado,

verificaram reducdo da peroxidagéo lipidica, aumento na atividade antioxidante e
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reducdo das citocinas pro-inflamatérias, TNF-a e IL-6. Por outro lado, a
suplementacdo de 2% de acai jussara liofilizado na dieta de camundongos ApoE-/-
nao foi eficaz em melhorar o estresse oxidativo hepatico e a esteatose hepatica
(CASTRO et al., 2014).

A suplementacdo com 2% de acai jussara em uma dieta hipercaldrica e
hiperlipidica em camundongos, reduziu a inflamacdo, a atividade da enzima
catalase e os niveis de IL-10 e IL-6 no tecido adiposo epididimal e mesentérico,
respectivamente (OYAMA et al., 2016).

Udani et al. (2011) observaram reducdo na glicemia de jejum, nos niveis de
insulina, colesterol total e LDL-c, apds 30 dias de tratamento com polpa de acai em
adultos com sobrepeso. Entretanto, ndo houve efeito sobre a presséo arterial,
metabdlitos de 6xido nitrico e nos niveis plasmaticos de proteina C-reativa de alta
sensibilidade (PCR-hs).

Os polifendis presentes no extrato do acai exercem efeito anti-inflamatério em
células intestinais, por meio da inibicAo de espécies reativas de oxigénio e
expressao do receptor toll like 4 (TLR-4) e NF- kB. Ainda, o extrato do acai regulou a
expressdo de genes pro-inflamatorios em células CCD-18Co, estimulada por
lipopolissacarideos (DIAS et al., 2015).

Dessa forma, as informaces cientificas sobre 0 acai demonstraram que este
fruto apresenta propriedades farmacodinamicas relevantes (Tabela 1). O extrato
hidroalcodlico das sementes de acai tem acdo antioxidante, efeito vasodilatador
dependente do endotélio, anti-hipertensivo, anti-obesidade, anti-diabético e efeito
protetores renais e cardiovasculares. Atribui-se esta propriedade ao teor de
compostos fendlicos presente no fruto. Sugere-se que a acdo no organismo esteja
associada a estimulacdo da 6xido nitrico sintetase, fosforilacdo da proteina quinase
ativada por AMP (AMPK), ativacdo da adiponectina e reducao do estresse oxidativo
(MOURA; RESENDE, 2015). Ainda, estudos sugerem que 0 acai atua contra a
translocacdo microbiana, mensurado por LPS sanguineo, além de reduzir a
oxidacéo da LDL-c (KANG et al., 2011).
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Tabela 1. Beneficios a saude das espécies de acai Euterpe oleracea Mart. e Euterpe edulis Mart.

Espécie Parte da planta Modelo Periodo/Dose Efeitos na saude Referéncia
Euterpe Extrato do acai Células CCD- 1-5 mg EAG/L Efeito anti-inflamatério em células intestinais DIAS et al., 2015
oleracea 18Co humanos

Mart.
Euterpe Extrato do acai Células 5-20 mg de EAG/L Reducao do estresse oxidativo e efeito anti- NORATTO et al.,
oleracea endoteliais inflamatorio 2011

Mart. vasculares
Euterpe Polpa do agai Ratas Fischer 6 semanas/ Reducéo dos niveis séricos de proteina SOUZA et al., 2010
oleracea 2% da polpa do acai carbonila, grupos sulfidrila e SOD

Mart.
Euterpe Polpa do agai Ratas Fischer 6 semanas/ Reducéo dos niveis triacilglicerois, colesterol SOUZA et al., 2012
oleracea 2% da polpa do acai total, LDL-c, indice aterogénico e aumento

Mart. do HDL-c e excrecgéo de colesterol total nas

fezes;
Aumento da expressao dos genes
transportadores ABCG5 e ABCG8, bem
como LDL-R
Extratos hidro-alcoélico Ratos Wistar 4 semanas/ Impediu o desenvolvimento de intolerancia ZAPATA-SUDO et

Euterpe de acai obtidos a partir de 100 mg/kg peso ao exercicio, hipertrofia cardiaca, fibrose e al., 2014
oleracea uma decoccao das corporal/dia disfuncéao diastélica

Mart. sementes
Euterpe Extrato hidro-alcodlico de Ratos 0,3-100 pg Efeito vasodilatador ROCHA et al., 2007
oleracea acai

Mart.
Euterpe Extrato hidro-alcodlico de Ratos 40 dias/200 mg/kg de Efeito anti-hipertensivo e previne a disfuncdo COSTA et al., 2012
oleracea acai peso corporal/dia endotelial

Mart.
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Continuacao Tabela 1. Beneficios a salude das espécies de acai Euterpe oleracea Mart. e Euterpe edulis Mart.

Espécie Parte da Modelo Periodo/Dose Efeitos na saude Referéncia
planta
Euterpe Extrato da Ratos 12 semanas Anti-obesidade, reducdo da esteatose hepatica, OLIVEIRA et al.,
oleracea semente do C57BL/6 300 mg/kg de peso lipogénese e aumento da excrecdo de colesterol e 2015
Mart. acai corporal/dia melhora do estresse oxidativo hepatico
Euterpe Extrato do Coelhos New 12 semanas/ Menores areas de placas ateroscleréticas na artéria FEIO et al., 2012
oleracea acai Zealand 80 ml do extrato aorta e menor relacdo camada intima/média
Mart.
Euterpe Suco da Individuos 7 ml/ kg de peso Aumento da capacidade antioxidante no plasma MERTENS-
oleracea polpa do saudaveis corporal TALCOOT etal.,
Mart. acai 2008
Euterpe Polpa do 35 mulheres 4 semanas/ Aumento da atividade da CAT, capacidade antioxidante BARBOSA et al.,
oleracea acai saudaveis 200 g/dia total e reducdo da producéo de ERO, concentracao 2016
Mart. sérica de proteina carbonila e aumento de grupos
sulfidrila total no soro
Euterpe Polpa do Camundongos 14 semanas/ Aumento da capacidade antioxidante sérica SANTA'NA, 2014
edulis acai Swiis 2% da polpa do
Martius acai
Euterpe Polpa do Camundongos 14 semanas/ Reducéo dos niveis de triacilglicerois, colesterol total, CONSTANCIO,
edulis acai Swiis 2% da polpa do LDL-c, area dos adip6citos e aumento da tolerancia a 2015
Martius acai glicose
Euterpe Polpa do Camundongos 10 semanas/ Reducéo da inflamacao, a atividade da CAT os niveis  OYAMA et al., 2016
edulis acai Swiis 2% da polpa do de IL-10 e IL-6 no tecido adiposo epididimal e
Martius acai mesentérico, respectivamente

SOD: superéxido dismutase. ERO: espécie reativa de oxigénio. CAT: catalase. LDL-c: lipoproteina de baixa densidade. HDL-c: lipoproteina de alta
densidade. ABCG5 e ABCG8: subfamilia G de transportadores. LDL-R: receptor de lipoproteina de baixa densidade IL-10: interleucina-10 IL-6: interleucina-6.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Aquisicao e preparo da matéria-prima

A polpa do acai jussara (Euterpe edulis Martius) foi adquirida da empresa Vip
Polpa®, localizada no municipio de Rio Novo do Sul, Espirito Santo. O transporte foi
realizado sob refrigeracdo, apds, a polpa foi estocada a -20°C até o momento da
liofilizacao.

A liofilizagdo foi realizada em liofilizador de bandeja, no Laboratério de
Corantes Naturais e Compostos Bioativos do Departamento de Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federal de Vicosa. ApoOs, o po liofilizado foi
acondicionado em recipientes laminados, isento do contato com luz e ar,

permanecendo estocado -80° C até o momento das analises.

4.2 Andlises fisico-quimicas

As determinacdes das caracteristicas fisico-quimicas da polpa de acai jussara
liofilizado e das dietas experimentais 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).

As andlises foram conduzidas conforme normas analiticas da Association of
Official Analytical Chemists (AOAC, 1997). Para a analise de umidade foi utilizado o
método de secagem direta em estufa (BIOPAR®) a 105°C. Os lipidios foram
analisados por meio de extracdo intermitente em aparelho extrator de Soxhlet
(MARCONI® MAA491) durante 5 horas, utilizando-se o éter de petréleo como
solvente extrator. As proteinas foram analisadas pelo método de Kjeldahl, em que a
quantidade de nitrogénio foi convertida em teor de proteina, multiplicando-se o valor
encontrado pelo fator 6,25. Cinzas, por incineragdo em mufla (MARCONI® MA38512)
a 550°C até a obtencdo de cinzas claras. O percentual de carboidratos, incluindo
fibras, foi calculado por diferenca, em que foram subtraidos do total de 100% as
porcentagens de umidade, proteinas, lipidios e cinzas. Todas as analises foram

realizadas em triplicata.
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4.3 Andlise de compostos fendlicos e capacidade antioxidante in vitro

As analises de compostos fendlicos totais, antocianinas totais e capacidade
antioxidante in vitro foram realizadas no Laboratorio 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

Os extratos, para quantificar os compostos fendlicos totais e capacidade
antioxidante in vitro, foram preparados utilizando como referéncia a metodologia
adaptada de RUFINO et al. (2010). Brevemente, 1 g de amostra liofilizada foi
acrescida de 40 mL de solucdo metanol/agua (50:50 v/v). Esta solucdo permaneceu
por 2 horas em agitador mecanico (CIENLAB®) a 25°C com agitacéo de 150 rpm.
Apds, a solucao foi filtrada a vacuo e ao residuo obtido da filtragéo foi adicionado 40
mL de solugdo de acetona/agua (70:30 v/v), o qual retornou ao agitador mecanico,
por um periodo de 2 horas. Finalmente, a solucéo foi filtrada a vacuo e os filtrados
misturados em baldo volumétrico de 100 mL, com volume ajustado com &gua
destilada. Os extratos foram estocados em vidro ambar a -20°C até o momento das

anéalises.

4.3.2 Quantificacdo de compostos fendlicos do produto liofilizado

Os compostos fendlicos totais da polpa liofilizada foram quantificados pelo
ensaio do reagente de Folin-Ciocauteu, com base na metodologia adaptada de
SINGLETON; 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 razdo de 1/10. Os tubos
foram agitados vigorosamente em vértex e permaneceram em repouso durante 3
minutos. Posteriormente, foram acrescentados 2,4 mL de solucdo de carbonato de
sédio 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 compostos fendlicos totais foi determinado por meio de
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uma curva padrao de acido galico (0-150 mg/L; y=0,010x+0,009 e Rz = 0,999) e os
resultados expressos em acido galico equivalente por grama de matéria seca (mg
EAG/ g de matéria seca). Todas as analises foram realizadas em ambiente isento de

incidéncia direta de luz.

4.3.3 Determinacao da capacidade antioxidante dos produtos liofilizados

4.3.3.1 Método do radical ABTS

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

O preparo do radical foi realizado por meio de uma mistura, em proporcoes
iguais, da solucdo estoque de ABTS (7mM) e solucdo de persulfato de potassio
(2,45 mM), em seguida foram armazenados em vidro ambar por 16 horas, sob
refrigeracao.

Em um tubo de ensaio foram adicionados 0,5 mL do extrato do fruto liofilizado
e 3,5 mL do radical ABTS (Sigma-Aldrich®) e a mistura que foi homogeneizada em
vortex. Os tubos permaneceram em repouso por 6 minutos. Apos, foi realizada a
leitura da absorbancia das amostras por espectrofotometria (BEL PHOTONICS®
2000 UV), em comprimento de onda de 734 nm. A capacidade antioxidante foi
determinada utilizando curva padrdo de Trolox (*)-acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico, Sigma-Aldrich®) (0-150 mg/L; Rz = 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 Teste do 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH))

A atividade antioxidante in vitro foi determinada de acordo com o método de
neutralizagdo do radical DPPH, conforme descrito por Brand-Williams et al. (1995).
Brevemente, em um tubo de ensaio foi adicionado 0,2 mL do extrato do fruto
liofilizado e 3,8 mL de solucdo metandlica de DPPH’ (Sigma-Aldrich®) e a mistura foi
homogeneizada em vértex. Os tubos permaneceram em repouso por 30 minutos, ao

abrigo da luz. Apés, foi realizada a leitura da absorbancia das amostras por
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espectrofotometria (BEL PHOTONICS® 2000 UV), em comprimento de onda de 517
nm. Em paralelo, foi preparado o sistema branco, sendo composto por todos os
reagentes, exceto o DPPH'". Os resultados foram expressos como porcentagem de
inibicdo do radical DPPH’, calculado de acordo com a equacao seguinte:

Atividade de retirada de radical (%) = {(Aamostra = Abranco/Acontrole)} X 100

Em que: Aamostra € @ absorbancia da amostra-teste (solucdo de DPPH mais a
amostra-teste); Apranco € @ absorbancia da amostra apenas (amostra sem a solucao

de DPPH); Acontrole € @ absorbancia do controle (solugdo de DPPH sem a amostra).

4.4 Quantificacdo de antocianinas totais dos produtos liofilizados

As antocianinas das amostras liofilizadas foram quantificadas segundo o
método espectrofotométrico proposto por FRANCIS, 1982. Para o preparo do
extrato, foi pesado 1 g de amostra liofilizada e adicionado 60 mL de metanol/agua
(70:30 v/v). O pH da solucao foi ajustado para 2 com o auxilio de uma solucédo de
HCI 3 mol/L. A solucéo foi armazenada em vidro ambar e permaneceu em repouso
por 24 horas a 8°C. Apés, a solucdo foi filtrada a vacuo e o filtrado diluido (1:10 v/v)
em metanol-HCI 1,5 mol/L para a leitura da absorbancia, em espectrofotdmetro (BEL
PHOTONICS® 2000 UV), com comprimento de onda de 535 nm.

O teor de antocianina foi expresso em cianidina-3-glicosidio na matéria seca,

conforme a seguinte formula:

Antocianinas totais (mg/100g) = (A x MM x FD x 1000)/ (€ x 1)

Em que: A é a absorbancia da amostra, MM é a massa molecular referente a
cianidina-3-glicosideo (449,2 g/mol), FD é o fator de diluicdo, e € é a coeficiente de

absortividade molar = 26900 L.cm™ mol™.

4.5 ldentificacdo e quantificacao das antocianinas da amostra liofilizada

A quantificacdo e identificagdo das antocianinas foram realizadas utilizando-
se Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), sendo executada no Laboratorio
de Analise de Vitaminas do Departamento de NutricAo e Saude da Universidade
Federal de Vigosa.
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As antocianinas foram extraidas das amostras com solucdo extratora
metanol-HCL (99:1; %/%) em banho metabdlico por 2 horas. Apos a extragcdo, as
amostras foram centrifugadas e mantidas em freezer (-18+2°C) até o momento das
analises.

A andlise de antocianinas seguiu as seguintes condi¢cbes cromatogréficas
desenvolvidas por Schauss et al. (2006), com modificagOes: sistema CLAE-DAD
(detector de arranjo diodo) com deteccdo a 520 nm; fase mével — agua ultrapura, pH
2, 0 qual foi ajustado com acido formico (linha A) e acetonitrila (linha B) (89:11, v/v).
O gradiente de eluicao 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% B; 27-29 minutos,
aumento linear de 0% de B; 29-45 minutos, o reequilibrio da coluna cromatografica.
A taxa de fluxo da fase mével foi de 1,0 mL/minuto e tempo de corrida de,
aproximadamente, 45 minutos. A separagdo de antocianinas foi realizada com
coluna C18 (Phenomenex Gemini, 250 x 4,6 mm, 5 pm), equipada com coluna
guarda (Phenomenex ODS C18, 4 mm x 3 mm). As antocianinas (cianidina-3-
glicosideo e cianidina-3-rutinosideo) foram identificados utilizando padronizacao

externa.

4.6 Delineamento Experimental

Foram utilizados 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 (AIN-93M) (CT, n=22) (REEVES et al., 1993) ou dieta hiperlipidica (HF,
n=21), durante 8 semanas (Tabela 2) (CINTRA et al., 2012). ApGs esse periodo, 0s
grupos CT e HF foram divididos em 4 grupos, em que receberam, por 9 semanas,
um dos seguintes tratamentos: dieta controle (AIN-93M) (CT, n=10), dieta controle
(AIN-93M); suplementada com 2% de polpa do acai jussara liofilizado (CT+A, n=12),
dieta hiperlipidica (HF, n=9) ou dieta hiperlipidica suplementada com 2% de polpa do
acai jussara liofilizado (HF+A, n=12) (Figura 3) (NOVELLO et al., 2011).

Os animais foram mantidos em pares em caixas de polietileno, com
temperatura controlada a 21 + 2° C, fotoperiodo de 12 horas claro/escuro,
receberam agua e dieta ad libitum. O peso corporal e consumo alimentar dos

animais foram avaliados semanalmente. Ao final das semanas experimentais, 0
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peso corporal foi calculado da seguinte forma: Po= peso corporal inicial dos animais,
no tempo Ty, P1 = peso corporal dos animais na 82 semana, no tempo T; e P, = peso
corporal dos animais na 172 semana, no tempo T,. Os coeficientes de eficiéncia
alimentar (CEA) foram avaliados por meio da equacao:
CEA; = (P, — Pg) / CA,
CEA, = (P, — P1) / CA,
CA;. Consumo alimentar periodo 1 (To a Ty).

CA,. Consumo alimentar no periodo 2 (T a Ty).

Ao final do periodo experimental, os animais foram submetidos a jejum de 12
horas e anestesiados com cetamina (60 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg) por via
intraperitoneal. A eutanasia procedeu-se com a coleta do sangue por puncao
cardiaca e acondicionado em microtubos ndo heparinizados. O soro foi obtido por
centrifugacéo a 25009, por 15 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante transferido para
microtubos identificados e armazenado a -80° C para analises posteriores.
Adicionalmente, foram coletados o figado e tecido adiposo epididimal esquerdo para
analises morfologicas.

O ensaio com animais foi realizado no Laboratoério de Nutricido Experimental e
Fisiologia Humana do Departamento de Farmacia e Nutricdo do Centro de Ciéncias
Exatas, Naturais e da Saude (CCENS/UFES), Todos os procedimentos 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 1).

28



T1

T2

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

Ingrediente CT CT+A HF HF+A
Amido de Milho 465,7 445,7 153,7 133,7
Caseina* 140 140 140 140
Sacarose 155 155 155 155
Amido Dextrinizado* 100 100 100 100
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
Polpa de acai jussara liofilizada - 20 - 20

CT= dieta controle (AIN-93M); CT+A= dieta controle (AIN-93M) + 2% de acai jussara liofilizado; HF=
dieta hiperlipidica; HF+A= dieta hiperlipidica + 2% de acali jussara liofilizado. Ingredientes: *Produtos
adquiridos na Rhoster®, amido (Maizena®), sacarose (Unido®), 6leo de soja (Soya®) e banha animal
(fornecedor local).

Animais
(n=43)

CcT HF
(n=22) (n=21)

CT
(n=10)

CT+A
(n=12)

HF
(n=9)

HF+A
(n=12)

Figura 3. Fluxograma do delineamento experimental.

CT= dieta controle (AIN-93M); CT+A= dieta controle (AIN-93M) + 2% de acai jussara liofilizado; HF=
dieta hiperlipidica; HF+A= dieta hiperlipidica + 2% de agai jussara liofilizado. T1: 1° a 8° semana. T2:
9° semana a 17° semana.
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4.7 Andlises do tecido hepatico e adiposo

As andlises histolégicas foram realizadas no Laboratorio de Morfologia do
Departamento de Biologia (CCENS/UFES). Ap6s a eutanasia dos animais
experimentais, o figado e o tecido adiposo epididimal esquerdo foram pesados, para
o calculo da relacdo peso do figado ou tecido e peso corporal (P,). As amostras de
figado e tecido adiposo foram coletadas e fixadas em formol tamponado (10%),
durante 3 e 21 dias, respectivamente. Apds, os fragmentos foram desidratados em
concentracdes crescentes de etanol (70%, 80%, 90% e 100%) por 30 minutos em
cada etapa. Os fragmentos de tecido receberam um banho de etanol 100%
acrescido de xilol por 15 minutos (1:1), sendo que apds foram diafanizados com dois
banhos de xilol por 5 minutos. Os tecidos foram embebidos em trés banhos de
parafina (65°C), por 30 minutos cada. Posteriormente, os blocos foram armazenados
em freezer até o momento do corte. Os cortes foram efetuados com o auxilio de um
micrétomo (Leica RM2235).

Os cortes foram estendidos em banho-maria (40°C) e colocados em laminas
de vidro. Apos, foram acondicionados 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, os cortes foram desidratados
com dois banhos de etanol 100% por 5 minutos cada. Apdés, as laminas foram
colocadas em &gua corrente, por 3 minutos. Entdo, os cortes foram submetidos a
coloracdo com Hematoxilina-Eosina, por 30 segundos e 10 minutos,
respectivamente. Apos a coloracdo, 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.

Foram realizadas microfotografias dos cortes histolégicos utilizando
microscopio Optico acoplado a uma camera de captacdo de imagens (Zess) com
auxilio do software Zen 2.0. Para a analise do tecido hepatico, 5 imagens de cada
animal, foram capturadas aleatoriamente utilizando a lente objetiva de 20x. No
figado, a analise procedeu-se de forma qualitativa, em que a intensidade da
esteatose hepatica foi classificada em nenhum hepatoécito afetado (0), menos que

33% do parénquima afetado (+), entre 33% e 66% do parénquima afetado (++) e
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maior que 66% do parénquima afetado (+++) (CINTRA et al., 2006). Para o tecido
adiposo, foram tomadas microfotografias de uma regido para observar
aleatoriamente regido de 30 adipdcitos (2-3 fotos), sendo avaliada a area de cada

adipécito, com auxilio do software Image J® (National Institutes of Health, USA).

4.8 Biomarcadores metabdlicos e inflamatoérios

As andlises de AST (aminotransferase de aspartate), ALT (aminotransferase
de alanina), colesterol total, lipoproteina de alta densidade (HDL-c), triacilglicerdis,
acidos graxos livres e glicose foram realizadas por analisador bioquimico automatico
(Mindray BS120, Bioclin® /Quibasa) do Laboratorio de Bioquimica do Departamento
de Farmacia e Nutricdo (CCENS/UFES). As dosagens foram determinadas a partir
do soro utilizando-se kits comerciais enzimaticos colorimétricos da marca Bioclin®.
O Indice Aterogénico: (colesterol total — HDL-c) x (HDL-c)-* foi calculado de acordo
com SOUZA et al. (2012). O conteudo de lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) foi
estimado pela Equacdo de Friedewald (FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON,
1972).

LDL-c (mg/dL)= Colesterol total — HDL-c — (Triacilglicerois /5).

A determinagdo das moléculas de adesdo inibidor do ativador do
plasminogénio tipo 1 (PAI-1), e- selectina e molécula de adesao celular intercelular 1
(ICAM-1) foram realizadas por meio de kits milliplex (MILLIPORE®), no Laboratério

Especializado em Andlises Clinicas (LEAC, Sao Paulo — SP).

49 Analise Estatistica dos Dados

Inicialmente foi empregado o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov
para avaliar a simetria dos dados. Os dados que ndo seguiram uma distribuicao
normal foram transformados, utilizando-se funcdo log 10. Para as variaveis com
distribuicdo normal, empregou-se o teste t para avaliar os grupos CT e HF, antes do
periodo de suplementacdo. A “Two-way” andlise de variancia (ANOVA) foi realizada
para avaliar o efeito da dieta e do fruto e/ou sua interacdo entre 0S grupos
experimentais (CT, HF, CT+A e HF+A). Os dados foram apresentados em média e

erro padrdo, com nivel de significancia de 5%. O tratamento estatistico dos
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resultados foi realizado, utilizando o programa Statistica versdo 10. O numero de

animais utilizados em cada experimento esté descrito nas figuras e tabelas.
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5 RESULTADOS

5.1 Composicao centesimal, compostos fendlicos totais, antocianinas totais
e capacidade antioxidante da polpa de acai jussara liofilizada

A composicdo centesimal, os teores de compostos fendlicos totais,
antocianinas totais e capacidade antioxidante in vitro da polpa de acai jussara

liofilizada podem ser visualizadas na Tabela 3.

Tabela 3. Composicéo centesimal, compostos fendlicos totais, antocianinas totais e
capacidade antioxidante in vitro da polpa de acai jussara liofilizada.

Determinacédo analitica Concentracao

Cinzas (%) 5,36
Umidade (%) 7,14
Proteinas (%) 8,36
Carboidratos (%) 50,57
Lipidios (%) 28,53
Compostos fendlicos totais (mg de EAG/Q) 26,14
Antocianinas totais (g cianidina-3-glicosideo/100g) 0,72
Atividade antioxidante — ABTS (umols Trolox/g) 1010,7
Atividade antioxidante — DPPH (% retirada do radical DPPH) 53

Dados referentes a média de triplicata.

De acordo com a analise cromatogréfica utilizando os padrdes das
antocianinas, cianidina 3-O-glicosideo e cianidina 3-O-rutinosideo, verificou-se
qualitativamente e quantitativamente a presenca destas, podendo ser visualizadas
na Figura 4.

O primeiro pico do cromatograma refere-se a cianidina 3-O-glicosideo,
guantificada no extrato de acai jussara com concentracdo de 0,08 mg/g de acai
liofilizado. O segundo pico refere-se a cianidina 3-O-rutinosideo, e apresentou um
teor de 0,68 mg/g de acai liofilizado. Somada as concentracdes de ambas as

antocianinas detectadas, totalizou-se 0,76 mg/g de acai liofilizado.
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Figura 4. Cromatograma de antocianinas presentes na polpa de acai jussara
liofilizado, obtido por CLAE.

CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia. C3G: cianidina 3-O-glicosideo. C3R: cianidina 3-O-
rutinosideo. Condi¢c6es cromatograficas: sistema CLAE-DAD com detec¢do 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 &cido férmico (linha A) e
acetonitrila (linha B) (89:11, v/v); fluxo da fase mével: 1,0 mL/minuto; tempo de corrida de,
aproximadamente, 45 minutos.

5.2 Composigao centesimal das dietas experimentais

A composi¢cdo centesimal das dietas experimentais esti apresentada na
Tabela 4. As dietas HF e HF+A apresentaram um conteldo de lipidios
aproximadamente nove vezes maior que as dietas CT e CT+A (p<0,05). As dietas
CT e CT+A apresentaram maior teor de umidade e carboidratos (p<0,05). A
qguantidade de calorias nas dietas HF e HF+A foram cerca de duas vezes maiores
que as dietas CT e CT+A. Por outro lado, o percentual de proteinas nao foi

estatisticamente diferente para todas as dietas.
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Tabela 4. Composicdo centesimal e contetdo calérico das dietas experimentais
ofertadas aos animais no periodo entre T, e To.

Composicgao
_ CT CT+A HF HF+A
centesimal
Cinzas (g/100g) 2,96+0,17°  3,98+0,46%°  4,00+0,22®  4,02+0,14%
Umidade (g/100g) 26,57+0,25% 27,67+0,25°  4,08+0,24°  3,68+0,25°
Protefinas (g/100g) 10,02+0,55  10,09+1,63  13,09+2,39  13,86+1,26
Carboidratos* (g/100g)  57,42+0,47% 53,89+2,13% 43,61+4,89° 41,53+2,06"
Lipidios (g/100g) 3,98+0,18"  4,36+0,38"°  35,21+0,39% 36,90+1,56°

Calorias (Kcal/100 g) 296,9+2,01° 295,1+1,24° 543,7+13,92® 553,7+7,33%

Dados expressos em média + DP. Letras diferentes em uma mesma linha representam diferenca
estatistica, pelo teste de Tukey (p < 0,05). * Carboidratos totais, incluindo fibras. CT= dieta controle
(AIN-93M); CT+A= dieta controle (AIN-93M); + 2% de acai jussara liofilizado; HF= dieta hiperlipidica;
HF+A= dieta hiperlipidica + 2% de acai jussara liofilizado.

5.3 Consumo alimentar, ganho de peso e coeficiente de eficiéncia alimentar

Os dados referentes ao consumo alimentar, ganho de peso e coeficiente de
eficiéncia alimentar estdo apresentados na Tabela 5. Nas oito semanas iniciais (To a
T1), os animais submetidos a dieta hiperlipidica apresentaram um maior ganho de
peso e menor consumo diario (p<0,05). A dieta hiperlipidica apresentou maior
coeficiente de eficiéncia alimentar (p<0,05).

Tabela 5. Peso corporal inicial e final, ganho de peso, consumo médio diario dos

animais e coeficiente de eficiéncia alimentar da dieta, no periodo entre To e Ty,

Variaveis Grupos Teste t (valor de p)
CT (n=31) HF (n=32)
Po(g) 49,3+1,13  49,6+1,12 0,833
P. (9) 59,2+1,15  62,3+1,70 0,139
Ganho de Peso (g) 9.70+£0.92 12.7£1.16 0,048
Consumo médio diario (g) 8.06+0.08 4.35+0.04 <0.001
CEA (%) 2.132+0.22  5.145+0.45 <0.001

Valores apresentados como médiatEP. Teste t (p<0,05). CT= dieta controle (AIN-93M). HF= dieta
hiperlipidica. CEA: Coeficiente de Eficiéncia Alimentar. Py= peso corporal inicial dos animais, no
tempo T, P, = peso corporal dos animais na 82 semana, no tempo Tj.
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Na Tabela 6 estdo os dados referentes ao consumo alimentar, ganho de peso
e coeficiente de eficiéncia alimentar da 92 a 172 semanas (T, e T,). O acai jussara
exerceu influéncia no peso final dos animais, sendo maior nos grupos que
receberam o fruto (p<0,05). A dieta hiperlipidica e o acai jussara influenciaram o
ganho de peso, sendo maior no grupo HF+A (p<0,05). Os grupos que receberam a
dieta hiperlipidica apresentaram menor consumo alimentar (p<0,05), em
comparacdo aos grupos CT e CT+A. O coeficiente de eficiéncia alimentar foi

influenciado pela dieta hiperlipidica, sendo maior nos grupos HF e HF+A (p<0,05).
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Tabela 6. Peso corporal inicial e final, ganho de peso, consumo meédio didrio dos animais e coeficiente de eficiéncia alimentar da
dieta, no periodo entre T, e T».

Grupos ANOVA (valor de p)
Variaveis Efeito da Efeito do Interacao Dieta x

CT (n=5) CT+A(n=10) HF (n=5) HF+A (n=11) _ ) ]

Dieta Acali Acai

P1(9) 56,3+3,82 58,8+2,70 58,6+3,82 59,7+2 57 0,609 0,648 0,746
P2 (9) 62,5+2,42 68,31+2,31 65,9+2,55 73,0£2,21 0,103 0,010 0,805
Ganho de Peso (9) 51+2,5 10,119 9,4+2,5 15,6£1,72 0,036 0,018 0,773
Consumo médio diario (g) 6,7+0,25 7,5+0,19 4,0+0,25 4,3+0,17 <0,001 0,027 0,336
CEA (%) 1,2+0,99 2,2+0,74 3,9+0,99 6,0+0,67 <0,001 0,093 0,541

Valores apresentados como médiatEP. CT= dieta controle (AIN-93M). CT+A= dieta controle (AIN-93M) + 2% de acai jussara liofilizado. HF = dieta
hiperlipidica. HF+A = dieta hiperlipidica + 2% de acai jussara liofilizado. CEA: Coeficiente de Eficiéncia Alimentar. Po= peso corporal inicial dos animais, no
tempo Ty, P, = peso corporal dos animais na 82 semana, no tempo T;. P, = peso corporal dos animais na 172 semana, no tempo T»,.

37



5.4 Andlise do tecido hepéatico e tecido adiposo

Na Tabela 7 estdo os resultados referentes a analise morfolégica do figado e
tecido adiposo. A relacdo figado/P, foi influenciada pela interacdo entre os fatores
dieta e acai, sendo maior nos grupos CT+A, HF e HF+A, em comparac¢ao ao grupo
CT (p<0,05). Por outro lado, ndo foi observada diferenca estatistica significativa
entre 0s grupos experimentais para o peso do figado (p>0,05).

Para a analise da presenca de esteatose hepatica foi observada um
percentual entre 33 e 66% dos hepatocitos com acumulo de lipidios no grupo HF.
Para os demais grupos, a intensidade da esteatose hepatica foi classificada em
menor que 33% de deposicdo de gordura no parénquima hepatico (Figura 5).

O peso do tecido adiposo e relacdo tecido adiposo/P, foram influenciados
pelo fator dieta (p<0,05), sendo maiores nos grupos que receberam dieta
hiperlipidica. Entretanto, ndo foi observada diferenca estatistica significativa entre os
grupos experimentais para a area dos adipécitos (p>0,05).
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Tabela 7. Analise morfologica do tecido hepatico e do tecido adiposo dos grupos experimentais.

Grupos ANOVA (valor de p)
o Efeito _ Interacéo
Variaveis Efeito '

CT (n=5) CT+A (n=10) HF (n=5) HF+A (n=11) da ] Dieta x

_ do Acai )

Dieta Acal

Figado (g) 2.02+0,29 2.51+0,22 2.28+0,29 2.53+0,19 0592 0,158 0,635
Figado/ Py(%)* 2.02+0,33° 3,65+0,23° 3,41+0,33° 3,38+0,22° 0,061 0,009 0,007
Tecido Adiposo (g) 1,16+0,14% 0,92+0,11° 1,38+0,14° 1,49+0,10° 0,004 0,612 0,170
Tecido Adiposo/P; (%)* 1,03+0,172 1,37+0,12° 2.04+0,172 2.01+0,122 0,018 0,064 0,094
Area dos adipdcitos 8,00x10%+1,41x10°  7,90x10%+1,41x10° 1,30x10%1,41x10° 9,14x10°%41,41x10° (0gos 01209  0,3665

Valores apresentados como médiatEP. CT= dieta controle (AIN-93M); CT+A= dieta controle (AIN-93M) + 2% de acai jussara
liofilizado; HF = dieta hiperlipidica HF+A = dieta hiperlipidica + 2% de acai jussara liofilizado. *(Peso do figado/peso corporal dos
animais 17° semana)X100 ou *(Peso do tecido adiposo/peso corporal dos animais 17° semana)X100.
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A—CT (+) B— CT+A (+) C — HF (++) D — HF+A (+)

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

CT= dieta controle (AIN-93M); CT+A= dieta controle (AIN-93M) + 2% de acai jussara liofilizado; HF = dieta hiperlipidica; HF+A =
dieta hiperlipidica + 2% de acai jussara liofilizado. Menos que 33% (+), entre 33% e 66% (++) e maior que 66% (+++). Coloracao
hematoxilina-eosina (HE), barra 20 um. Resolucéo: 500 pixels. As setas indicam deposic¢ao lipidica no parénquima hepatico.
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5.5 Biomarcadores metabdlicos e inflamatérios

Os resultados dos parametros bioquimicos estdo apresentados na Tabela 8.
Os niveis de triacilglicerdis e acido graxo livre foram influenciados pelo fator dieta
(p<0,05). Os animais que receberam dieta HF e HF+A apresentam menores
concentracdes de triacilglicerdis e acido graxo livre, em relagdo aos grupos CT e
CT+A (p<0,05). Os fatores dieta e acai jussara influenciaram ALT (p<0,05), sendo
este valor maior no grupo HF+A. Os demais marcadores e indices ndo apresentaram
diferenca estatistica (p>0,05).

Quanto aos marcadores inflamatérios e-selectina, ICAM e PAI-1 nao foi
observado influéncia dos fatores dieta e acai jussara para os diferentes grupos

experimentais (p>0,05) (Figura 6).
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Tabela 8. Biomarcadores metabdlicos e inflamatérios em soro dos animais experimentais.

Grupos ANOVA (valor de p)
Variaveis _ _ _ _ Efeito da Efeito do Interacao Dieta x

CT (n=5) CT+A(n=9)  HF(n=5)  HF+A (n=11) i~ Acaf Acai
Triacilglicerois(mg/dl) 115 641532  77+11,42  56,8+1532  63,2+10,33 0,011 0,237 0,103
Colesterol (mg/dI) 147,0+18,48 119,3+13,77 151,45+18,48 129,55+12,46 0,645 0,134 0,857
HDL (mg/dl) 65,0+7,43 5954553  72,147,43  63,245,00 0,414 0,277 0,794
LBL (mo/di) 58,0+11,69 51,849,30  68+11,69  58,81+826 0,441 0,436 0,919
Indice Aterogénico 1,18+0,64  1,68+0,47  1,09+0,63 1,08+0,43 0,541 0,656 0,648
CT/HDL 2,240,64  2,740,48 2,1%0,64 2,1%0,43 0,541 0,656 0,648
LDL/HDL 0,84+0,51  1,47+0,41  0,93:051  0,96+0,36 0,651 0,469 0,518
Acido graxo livre 4,9+0,84  3,8+0,63  3,0£0,85 2,6£0,57 0,043 0,298 0,237
Glicose (mg/dl) 320,64¢50,7 238,8+37,8 337,1#+50,71 344,6+34,19 0,210 0,352 0,274
AST (U/l) 111,1#20,99 92,9+16,60 126,21+20,99 118,6+14,84 0,282 0,495 0,777
ALT (U7) 22,9+8,78  24,1+6,5  38,9+8,78  552+6,20 0,010 0,014 0,128

Valores apresentados como mediatEP. CT= dieta controle (CT, AIN-93M); CT+A= dieta controle normolipidica + 2% de acai
jussara liofilizado; HF = dieta hiperlipidica; HF+A = dieta hiperlipidica + 2% de acai jussara liofilizado. Indice Aterogénico:
(Colesterol total - HDL-C) x (HDL-C)-* (SOUZA et al., 2012). AST: aspartato aminotransferas. ALT: alanina aminotransferase.
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Figura 6. Marcadores cardiovasculares em relacao ao tipo de dieta dos animais experimentais (p>0,05).

CT= dieta controle (AIN-93M) (n=5); CT+A= dieta controle (AIN-93M) + 2% de acai jussara liofilizado (n=10); HF= dieta
hiperlipidica (n=4); HF+A = dieta hiperlipidica + 2% de acai jussara liofilizado (n=10). ICAM: molécula de adeséao celular intercelular
PAI-1:inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1.
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6 DISCUSSAO

A composicdo centesimal, os teores de compostos fendlicos e antocianinas
totais sado influenciados pela regido de plantio e as caracteristicas ambientais que o
acai jussara € submetido durante o cultivo (BORGES et al., 2011). Estes autores
observaram que as maiores variacdes na composicao centesimal do fruto sdo nos
teores de lipidios (18 a 44%), proteinas (5 a 8 %) e cinzas (1,5 a 3,3%). Resultados
similares ao presente estudo foram descritos por Castro et al. (2014), ao avaliarem a
polpa de acai jussara liofilizada encontraram os valores de 49,4% de lipidios, 5,3%
de proteina, 8,5% de umidade e 42,9% de carboidratos. Entretanto, estes autores
encontraram resultados superiores para antocianinas, 26,0 mg cianidina-3-
glicosideo/100g, sendo 9,5 mg/g cianidina 3-glicosideo e 16,4 mg/g cianidina 3-
rutinosideo mg/g.

Os compostos fendlicos encontrados nos diferentes cultivares de acai jussara
foram &cidos ferulico, galico, protocatecuico, p-cumarico, catequina, epicatequina e a
quercetina (BORGES et al., 2011). As principais antocianinas no acai jussara sao
cianidina 3-glicosideo e cianidina 3-rutinosideo (BRITO et al., 2007), os achados
deste estudo corroboram com os dados encontrados neste trabalho. Outras
antocianinas sdo encontradas em menor quantidade como a peonidina-3-glicosideo
e a peonidina-3-rutinosideo (SCHAUSS et al., 2006).

A quantidade de antocianinas encontradas na polpa de acai jussara liofilizada,
por andlise de cromatografia liquida de alta eficiéncia, foram 0,08 mg/g de cianidina
3-0O-glicosideo e 0,68 mg/g de cianidina 3-O-rutinosideo, somada a concentracédo de
ambas antocianinas totalizou-se 0,76 mg/g de acai liofilizado, sendo este valor
inferior ao teor de antocianinas totais (Figura 4). Justifica-se esse resultado pelo fato
que em estudos quantitativos, a hidrélise das antocianinas poderia gerar resultados
superestimados, principalmente se o0 método de andalise empregado for
espectrofotométrico por quantificar apenas antocianinas totais. Ainda, o uso de
solvente acido durante a extracdo deve ser cauteloso, pois 0 excesso pode levar a
formacéo de antocianidinas e outros flavonoides por hidrolise (REVILLA et al., 1998).

Outro fator que pode ter contribuindo para a diferenga encontrada nos valores
de antocianinas refere-se a metodologia para analise de antocianinas totais, utilizar
apenas um comprimento de onda. Assim poderia ocorrer uma superestimacéo do

teor de antocianinas, visto que, compostos de degradacdo também sé&o
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quantificados.

Rufino et al. (2010) ao avaliarem a concentracdo de antocianina totais,
compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante no fruto do acai jussara,
encontraram os seguintes valores: 196 mg/100g de matéria fresca, 755 mg EAG/100
de matéria fresca e 78,3 ymols Trolox/g de matéria fresca, respectivamente. Para
todos estes parametros avaliados os resultados encontrados no presente estudo
foram superiores.

A diferenca entre o teor de compostos bioativos encontrados neste estudo e
os descritos na literatura, pode ser justificada pela variacdo de diferentes fatores,
tais como: variedade do fruto, época de crescimento, localizacdo geografica e
praticas agronémicas. Ainda, quando é levado em consideracdo o tratamento da
amostra, fatores como método de extracdo, luz e temperatura podem promover
modificacdes na quantidade desses constituintes (KAPASAKALIDIS et al., 2006).
Quando os frutos séo cultivados em locais com altitudes médias, alta incidéncia
solar e altas temperaturas tendem a apresentar maiores teores de compostos
fendlicos e antocianinas (BORGES et al. 2011).

Para a composicdo centesimal das dietas experimentais foi observado que as
dietas HF e HF+A apresentaram um teor de lipidios de aproximadamente nove
vezes maior que a dieta normolipidica, justificado pela presenca de 31,2% de banha
animal na composicao destas dietas. O maior teor de umidade encontrado na dieta
normolipidica foi devido a adicdo de agua, necessaria para a elaboracdo dos pellets.
A quantidade de calorias nas dietas HF e HF+A foram cerca de duas vezes maior
que nas dietas CT e CT+A. Desse modo, a dieta adotada neste estudo além de ser
hiperlipidica, pode ser considerada hipercalorica (Tabela 4).

As dietas com alta densidade cal6rica, como as hiperlipidicas, sdo eficientes
para induzir disfuncdo metabdlica, alteragcbes do perfil lipidico e glicémico em
diferentes modelos animais (HIGA et al., 2014). Um aspecto relevante para
validacdo desse modelo refere-se a eficiéncia energética destas dietas. Embora os
animais que receberam a dieta hiperlipidica tinham tido um menor consumo diario,
apresentaram maior eficiéncia calérica em comparagcdo aos animais que receberam
dieta controle (Tabela 5). Deste modo, pode-se sugerir que o0 ganho de peso e de
tecido adiposo nos animais que receberam dieta hiperlipidica foi devido a maior

densidade calorica e o tipo de gordura utilizada, e ndo em funcdo de uma provavel
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hiperfagia. E importante ressaltar que a presenca do agai jussara, embora no tenha
reduzido, ndo intensificou o efeito da dieta hiperlipidica, em relagdo ao ganho de
peso dos animais (Tabela 6). Portanto, estes dados demonstraram que o modelo
experimental utilizado foi efetivo para promover um maior ganho de peso nos
animais que receberam dieta hiperlipidica.

A suplementacdo com 2% de polpa de acai jussara liofilizada promoveu uma
reducdo da esteatose hepatica, em relacdo aos animais submetidos a uma dieta
hiperlipidica (Figura 5). Os resultados deste estudo corroboram com Xie et al.
(2011), ao suplementarem a dieta de camundongos ApoE-/-, com 5% de suco de
acai liofilizado (Euterpe oleracea Martius), durante 20 semanas. Estes autores
verificaram uma reducao da peroxidacao lipidica associada ao aumento da atividade
de enzimas antioxidantes no figado e plasma, como glutationa redutase e glutationa
peroxidase, por meio da regulacdo da expressdo de genes responsaveis pela
sintese dessas enzimas. Entretanto, resultado contrario foi apresentado por
CASTRO et al. (2014) ao suplementar com 2% de acai jussara liofilizado, na dieta
de camundongos ApoE-/-, ndo verificaram melhora da esteatose e 0 estresse
oxidativo hepatico.

Uma das explicagbes para o aumento de lipidios no citoplasma dos
hepatécitos é que a dieta hiperlipidica estimula a expresséo do receptor X do figado,
especificamente os receptores LXRa, desencadeando o aumento da atividade da
acido graxo sintase. Quando a sintese de acidos graxos livres supera oS
mecanismos responsaveis por seu catabolismo, os triacilgliceréis excedentes séo
acumulados no figado contribuindo para o desenvolvimento de esteatose (Al et al.,
2011).

O tipo de gordura utilizada para a composicao da dieta também é um fator de
importante contribuicAo para maior adiposidade, independente de uma maior
ingestao calorica. A gordura saturada € capaz de desencadear, de maneira mais
pronunciada, resisténcia a insulina e obesidade quando comparadas a gordura poli-
insaturada, sendo estas capazes de desenvolverem aumento da lipogénese e
depdsito de microvesiculas lipidicas no figado (BUETTNER et al., 2006).

Em relagdo a gordura monoinsaturada, existem evidencias relatando efeitos
benéficos para um controle eficaz dos fatores de risco para a doenca cardiovascular

ateroscleroética, atribuido principalmente aos efeitos hipocolesterolémicos quando os
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acidos graxos monoinsaturados substituem a gordura saturada (SANTOS et al.,
2013). Deste modo, pode justificar o resultado encontrado no presente estudo
qguanto a dieta hiperlipidica néo ter provocado alteracdes acentuadas no parametro
inflamatorio e perfil lipidico dos animais experimentais, pois a banha animal é
constituida por aproximadamente 45% de gordura saturada, 40% de gordura
monoinsaturada e 14,7% poli-insaturada (ALMEIDA et al., 2011)

Em um estudo conduzido por Oliveira et al. (2015) utilizando o extrato de
semente de acai (Euterpe oleracea Martius), na concentracdode 300 mg/kg/dia,
verificou que o fruto foi eficaz na reducdo de forma substancial da obesidade e
esteatose hepatica, induzida pela dieta hiperlipidica em camundongos deficientes
em apolipoproteina E (ApoE-/-). Um mecanismo subjacente para este efeito benéfico
€ a reducdo da lipogénese, que estd associada com a reducdo da expressado da
proteina 1c ligadora do elemento regulado por esteréis (SREBP-1c) e aumento da
expressdo de proteina quinase ativada por AMP (pAMPK), que modula
negativamente acetil-Coa carboxilase e HMG-CoA redutase. E importante ressaltar
gue os animais utilizados por estes autores sdo deficientes no gene que codifica a
ApoE-/-, o que pode desencadear o desenvolvimento prematuro e espontaneo de
graves lesbes ateroscleréticas, que ndo sdo necessariamente de origem dietética.
Por outro lado, no presente estudo o efeito da polpa de acai jussara liofilizado foi
testado em animais em que as alteracdes no peso corporal e perfil lipidico foram
desenvolvidas por meio do alto consumo energético e lipidico, sendo estimulado por
condi¢bes ambientais e ndo genéticas.

Os camundongos apresentam, com algumas excecdes, conjunto de genes
gue controlam o metabolismo de lipoproteinas similares ao dos seres humanos, e
diante de facilidades como, conhecimento amplo da sua genética, reproducéo rapida
e o tamanho dos animais, sdo considerados modelos experimentais eficazes para o
estudo das alteracbes cardiovasculares. Algumas das diferencas entre
camundongos e humanos séo: alta eficiéncia da apolipoproteina E murina, quando
comparada com a apolipoproteina E humana, no que diz respeito a remocao de
lipoproteinas remanescentes; lipase hepatica, a qual é ligada a membrana em
humanos e sollveis em camundongos; auséncia da CETP (proteina de transferéncia
de ésteres de colesterol) no plasma de camundongos; reduzida sintese de apo B-

100 em camundongos (FAZIO; LINTON, 2001). Deste modo, s&o animais resistentes
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a alteragcbes do metabolismo lipidico, o que também pode esta associado ao fato da
dieta hiperlipidica ndo ter provocado alteracbes acentuadas de perfil lipidico nos
animais experimentais do presente estudo.

A dieta hiperlipidica promoveu aumento do peso do tecido adiposo e relacao
tecido adiposo/P, dos animais, em comparacédo a dieta normolipidica. Por outro lado,
a suplementacdo com 2% de acai jussara liofilizada néo foi eficaz para reduzir a
area dos adipoécitos dos animais (Tabela 7). O tamanho dos adipdcitos € um
importante modulador da funcéo endocrina do tecido adiposo. Adipécitos de menor
didmetro secretam moléculas que aumentam a sensibilidade insulinica, como a
adiponectina e leptina, entretanto, adipdcitos de maior didmetro secretam moléculas
gue desencadeiam resisténcia a insulina, como TNF-a e resistina (TSUBOYAMA-
KASAOK et al., 2006).

Os compostos fendlicos, presente no suco de manga uba, foram eficazes na
reducdo da area, perimetro, diametro e armazenamento de lipidios nos adipdcitos de
ratos obesos submetidos a dieta hiperlipidica. O mecanismo atribuido a esse efeito
benéfico deve-se a acdo dos compostos fendlicos em alterar a expressao de gene
adipogéncio, como receptor gama ativado por proliferador de peroxissoma (PPAR-
y). Este é responsavel por controlar fatores relacionados com secrecdo de
hormonios, sinalizacdo celular, metabolismo de glicose e lipidios, que resulta em
melhoria do estado inflamatdério e estresse oxidativo (NATAL et al., 2016)

O acumulo excessivo de gordura nos adipdcitos promove aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio no tecido adiposo, por meio da ativacédo
da NADPH oxidase e reducdo da atividade de enzimas antioxidantes,
desencadeando aumento do estresse oxidativo. Ainda, o aumento do estresse
oxidativo promove uma producdo desregulada de adipocinas no tecido adiposo
(FURUKAWA et al., 2004). Deste modo, 0 estresse oxidativo medeia o
desenvolvimento da sindrome metabolica associada a obesidade através do
aumento de EROs e produgéo exacerbada de adipocinas. Portanto, o estado redox
no tecido adiposo é um alvo potencialmente Utii em novas terapias para estas
enfermidades.

Os polifenois atuam indiretamente na reducdo do estresse oxidativo por
favorecer o aumento da expressao de enzima com acgao antioxidante, como

glutationa e superéxido dismutase, através da ativacdo dos fatores de transcricao
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nuclear fator-erythroid 2 - related fator 2 (Nf-E2/Nrf2) (CHUANG; MC INTOSH,
2011).

Entre os mecanismos moleculares responsaveis por desencadear a resposta
inflamatoria induzida pela obesidade, destaca-se a via de sinalizacao do fator de NF-
KB, 0 qual aumenta a expressdo de variados genes que codificam proteinas
envolvidas na resposta inflamatéria. A estimulacdo da via de sinalizacdo do NF-kB
pode ocorrer pela ligacdo de um ligante num receptor de superficie celular, como o
receptor para o TNF-a (TNF-R) e o receptor do tipo toll like (TLR-4), que pode ser
ativado tanto por lipopolissacarideos (LPS), quanto por acidos graxos saturados
(CANCELLO; CLEMENT 2006).

Neste contexto, a dieta hiperlipidica atua promovendo o aumento da
concentracdo plasmatica da interleucina (IL-6) e do fator de necrose tumoral (TNF-
a), assim como da molécula de adesdo intercelular (ICAM-1) e da molécula de
adesdo celular vascular (VCAM-1), responsaveis por favorecer a disfuncao
endotelial (NAPPO et al., 2002). O aumento da concentracdo plasmatica do PAI-1, o
principal inibidor da fibrindlise, correlaciona-se como a obesidade abdominal e outros
componentes da sindrome metabdlica (SHAH; MEHTA; REILLY, 2006)

Noratto et al (2011), ao administrarem doses de 5-10 mg EAG/ L proveniente
do extrato de acai (Euterpe oleracea Mart.), observaram reducdo do estresse
oxidativo em células endoteliais vasculares, induzidas a inflamacao por LPS, por
meio da eliminacdo das espécies reativas de oxigénio e inducdo das enzimas
antioxidantes. Foi observado também efeito antiinflamatério por meio da inibicdo da
ativacdo de NF-k[3, que resultou em redugéo nos niveis de IL-6, IL-8, e da inibicdo da
traducdo de moléculas de adesdo como VCAM-1, via expressdo do microRNA-126.
Outra importante acdo do acai no controle da inflamacédo é a inibicdo da producéo
de oxido nitrico através da reducdo da expressao de Oxido nitrico sintetase (iNOS)
(MOURA et al., 2012). Xie et al (2011), ao suplementar com 5% de suco de acai
liofilizado a dieta de camundongos ApoE -/-, verificaram reducdo das citocinas pro-
inflamatoérias TNF-a e IL-6.

No presente estudo, a suplementacdo com 2% de polpa de acai jussara
liofilizada n&o promoveu alteracdes no perfil lipidico, glicémico e de marcadores
inflamatorios, em camundongos submetidos a dieta hiperlipidica (Figura 6). A dieta

influenciou os niveis de triacilglicer6is e acido graxo livre dos animais, sendo

49



menores nos grupos que receberam dieta hiperlipidica (Tabela 8). Sugere-se que o
alto teor de lipidios na dieta pode ter estimulado a atividade da lipoproteina lipase e,
consequentemente, a absorcdo de gordura pelo tecido adiposo, diminuindo a
lipogénese hepatica e reduzindo os niveis de triacilgliceréis no soro, como
observado no presente estudo (VOSHOL et al. 2009; BECHMANN, et al. 2012). Os
resultado de OYAMA et al. (2016) corroboram com os achados deste estudo. Os
animais que receberam dieta hiperlipidica suplementada com 2% de acai jussara
apresentaram menores niveis de acido graxo livre e triacilglicerois.

Outro fator que pode ter contribuindo para o maior nivel de triacilgliceréis
encontrados nos animais submetidos a dieta normolipidica € a quantidade de
carboidrato presente nesta dieta. O consumo elevado de carboidratos,
principalmente de rapida absorcdo, favorece um desequilibrio entre a oferta de
lipidios e o0s demais nutrientes, possibilitando o desenvolvimento de
hipercolesterolemia. Ainda, a alta ingestdo de carboidratos refinados atua
diretamente no excesso de peso e desenvolvimento da obesidade (SANTOS et al.,
2013).

O consumo excessivo de lipidios e carboidratos pode desencadear aumento
da glicose, insulina circulante e dos AGL independentemente ou em associacao,
estes fatores, contribuem para a resisténcia a glicose insulino-mediada em nivel de
tecido adiposo e musculo esquelético, assim como, para a resisténcia a hidrélise do
triacilglicerdis insulino-mediada no tecido adiposo (SALMENNIEMI et al., 2004).
Deste modo, como o influxo de glicose no figado ndo depende de insulina, o nivel
elevado de glicose favorece a captacdo de glicose pelo figado (ZIVKOVIC;
GERMAN; SANYAL 2007).

Em estudos anteriores, nosso grupo de pesquisa demonstrou que a
suplementacdo com 2% de polpa de acai jussara liofilizada em camundongos
submetidos a dieta de cafeteria foi eficaz no aumento da atividade antioxidante
sérica, em relacdo aos animais que receberam dieta controle (SANTA’NA, 2014).
Ainda, foi observada uma reducgdo significativa nos niveis de triacilglicerdis,
colesterol total, na area dos adipOcitos e aumento da tolerdncia a glicose
(CONSTANCIO, 2015). Entretanto, a adicdo desse fruto a dieta de cafeteria nao
promoveu alteracdes nos niveis de TNF-a, IL-6 e IL-10 (SANTA'NA, 2014). Ainda, a

suplementacdo com acai jussara nao foi eficaz para redugdo do ganho de peso
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corporal, melhora da resisténcia a insulina, reducdo da endotoxemia provocada pela
dieta de cafeteria e na preservacdo da histologia glomerular e infiltracéo lipidica no
figado (CONSTANCIO, 2015).

E importante ressaltar as diferencas quanto & metodologia utilizando neste
estudo e os citados anteriormente. O estudo conduzido por SANTA’NA, 2014 e
CONSTANCIO, 2015 objetivou avaliar o efeito da polpa de acai jussara como fator
protetor contra alteracbes metabdlicas induzidas pelo consumo de dieta de cafeteria
em camundongos. O estudo atual verificou o potencial do acai como tratamento para
alteragcbes induzidas pelo consumo de dieta hiperlipidica em camundongos. Deste
modo, ao comparar os resultados destes estudos, € possivel verificar que o acai foi
mais eficaz quando utilizado como medida preventiva no desenvolvimento de
alteracdes metabdlicas nos animais.

O efeito na dislipidemia do extrato do acgai pode estar relacionado nao apenas
com a reducao da sintese de colesterol, mas também com a diminuicdo da absorcéo
e aumento da remoc¢ao do excesso de colesterol no organismo. Estes mecanismos
sdo regulados pela proteina transportadora de cassete de ligacdo de ATP,
transportadores da subfamilia (ABCG), que induzem o efluxo de colesterol ndo
esterificados dos enterécitos para o limen intestinal, assim como secrecdo de
colesterol biliar. O extrato da semente de acai foi eficaz na inducdo da expressao de
transportadores ABCG5 e ABCGS8, reduzindo a esteatose hepdética induzida em
ratos alimentados com uma dieta hiperlipidica (OLIVEIRA et al., 2015). De forma
semelhante, Souza et al. (2012), ao suplementar a dieta hipercolesterolémica com
2% de polpa de acai verificaram diminuicdo significativa no colesterol total do soro,
do LDL e do indice aterogénico, além do aumento do HDL e maior excrecdo de
colesterol total nas fezes, em comparacdo com o grupo que recebeu apenas dieta
hipercolesterolémica. Além disso, a expressdo dos genes ABCG5, ABCG8 e LDL-R
foi significativamente aumentada pela presenca de polpa de acai, sugerindo um
efeito hipocolesterolémico do acai em ratos.

Diferentemente do presente estudo, a suplementacdo de 0,5% de acai
jussara liofilizado a dieta hiperlipidica administrada a ratas Wistar prenhas,
promoveu diminuicdo nos niveis de colesterol total e triacilglicer6is comparado ao
grupo controle (MORAIS et al., 2014). Ainda, em um estudo com ratos submetidos a

dieta hiperlipidica, verificou-se que os niveis de triacilglicerdis plasmético, colesterol
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total, hiperglicemia, teste de tolerancia oral a glicose e resisténcia a insulina foram
reduzidos significativamente pelo extrato do acai (OLIVEIRA et al., 2010). Novelo
(2011) ao suplementar a dieta de camundongos APOE com 2% e 6% de polpa de
acai jussara liofilizado verificou reducédo dos niveis de colesterol total, LDL-c, glicose
e ndo houve indicios de efeitos nefro e hepatotdxicos nos animais.

Por outro lado, no estudo de Castro et al (2014) a suplementagcéo da dieta
AIN-93M de camundongos ApoE-/- com 2% de acai jucara liofilizado, ndo melhorou
0s niveis de colesterol e triacilgliceréis sanguineos. O presente estudo corrobora
com estes achados da literatura cientifica, em que foi verificado que a
suplementacdo com 2% de polpa acai jussara liofilizado ndo promoveu alteracdes
no perfil lipidico, assim como na hiperglicemia de camundongos Swiis submetidos a
dieta hiperlipidica

Quanto as enzimas hepaticas, a AST esta presente em elevada concentracdo
em diferentes tecidos, como musculo esquelético, rins, coragdo, figado, cérebro e
plasma. O aumento da atividade sérica dessa enzima pode ser resultado de
alteracdo na permeabilidade da membrana, necrose e inflamacdo. Quando a
elevacdo de AST esta relacionada a doenca hepatica esta € acompanhada do
aumento da ALT (CASTRO et al. 2013). No presente estudo a dieta hiperlipidica e o
acai jussara influenciaram nos niveis de ALT, sendo maiores nos grupos HF e
HF+A, porém nao alteraram estatisticamente os niveis de AST.

Para exercer atividade biologica, o composto bioativo deve atingir o sitio
fisiologico numa concentracdo que determine seus efeitos no organismo. A ingestédo
diaria de compostos bioativos néo reflete necessariamente a quantidade que atingira
o alvo fisiologico e exercer suas acdes no organismo (OLIVEIRA, BASTOS, 2011).

As diferentes metodologias utilizadas para se determinar os efeitos do fruto
sobre o organismo geram uma inconsisténcia na interpretacdo dos dados.. Ao
comparar diferentes estudos do nosso grupo de pesquisa, utilizando a mesma dose
e diferente tempo e forma de suplementacéo, verificou-se que o fruto exerceu efeito
no perfil lipidico, glicémico e capacidade antioxidante sérica, quando administrado
como prevencéo de desenvolvimento de alteragbes metabdlicas.

Além dos efeitos beneficios a saude humana, o acai possui potencial para ser
aplicado na industria de alimentos, podendo ser utilizado na forma de pd, polpa ou

extrato. Portanto, é relevante realizar novas pesquisas para avaliar o potencial efeito
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do acai na reducdo do estresse oxidativo e inflamatorio no tecido adiposo e figado,
visto que, sao mecanismos chave para o desenvolvimento de desordens

metabolicas.
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7 CONCLUSAO

Como esperado, o desenho experimental utilizado promoveu maior ganho de
peso nos animais tratados com dieta hiperlipidica.

A suplementacdo com 2% de polpa de acai jussara liofilizada, apds um
periodo de 8 semanas, promoveu reducdo da esteatose hepatica em relacdo aos
animais submetidos a dieta hiperlipidica.

Por outro lado, a suplementacdo com polpa de acai jussara liofilizada n&o foi
eficaz em melhorar o perfil lipidico e glicémico, bem como as enzimas hepaticas e as
moléculas de adesdo dos animais tratados com dieta hiperlipidica. Os efeitos
evidenciados pelo presente estudo foram majoritariamente devido a dieta (controle
ou hiperlipidica) e ndo a suplementacéo do fruto.
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