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RESUMO

O acai Euterpe oleraceaeMartius) € um fruto tipicamente brasileiro e
economicamente importante. Relatos populares indioan efeito positivo do uso
medicinal do seu suco e trabalhos que descrevent@u@osicdo demonstraram a
presenca de compostos fendlicos, fibras, acidosogransaturados e fitosterois,
componentes dietéticos relacionados com o contdalehipercolesterolemia e do
balanco redox fisioldgico. Assim, o objetivo detsdalho foi avaliain vivo algumas
propriedades funcionais do acai, especialmente feiso® hipocolesterolemiante e
antioxidante, em ratos controles e hipercolesterai@s alimentados com a polpa do
acai.

RatosFischer(fémeas) foram divididos em quatro grupos (8 arsrpar grupo):
grupo C recebeu dieta padrdao AIN-93M (4% 6leo d@)s@rupo H recebeu dieta
hipercolesterolemiante (25% de Oleo de soja e 1%oatksterol); grupo CA recebeu
dieta padrdo suplementada com 2% de acai e grupo reldebeu dieta
hipercolesterolemiante suplementada com 2% de @gadnimais foram alimentadad
libitum por 8 semanas. Os dados foram analisados por ANGMAlise bivariada.
Diferencas de €0,05 foram consideradas significativas.

Como esperado a dieta hipercolesterolemiante poovagm aumento do
colesterol sérico total e da fragdo ndo-HDL e urmairdiigdo do colesterol HDL.
Reducao na atividade da paraoxonase e aumentivitlade da superdxido dismutase
foram também observados. A adicdo de acai, tantdigta hipercolesterolemiante
quanto na padrdo, mostrou efeito positivo. Os aisida grupo HA apresentaram
reducdo de 33% nos niveis séricos de colesteral ¢otla fracdo ndo-HDL, quando
comparados aos animais do grupo H. Além disso,vadate da Paraoxonase —
Arilesterase foi aumentada significativamente qgoandmbas as dietas eram
suplementadas com o agai (C: 37.1 £ 7.6U/mL / CAL1B + 7.45 U/mL / H: 16.7 %
3.24U/mL / HA: 27.39 £+ 9.09U/mL). A atividade da gwoxido Dismutase e a
concentracdo de Glutationa Total também foram atadas no grupo H e a presenca
de acai na dieta hipercolesterolemiante reverteuedsito. Aléem disso, foi observada

uma reducdo de 48% na concentracdo de proteinaniéch (produto de oxidacao

Vi
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protéica) nos animais onde as dietas foram suplemi@rcom acai (grupos CA e HA)
comparado aos grupos C e H.

Nossos resultados mostram que o consumo da polpagaienelhora status
antioxidante e o perfil lipidico em um modelo anirda hipercolesterolemia induzida

pela dieta, sugerindo ter o acai um valor sigrificacomo alimento funcional.

Vil
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ABSTRACT

Acai (Euterpe oleraceaeMartius) is a tipically brazilian fruit and it is
econimically important. Popular reports indicatgoaitive effect of the medicinal use of
its juice and the papers that describe the frummosition demonstrate the presence of
phenolics, fiber, unsaturated fatty acids and ptgtols and these are dietetic
compounds related to the control of hypercholetterm and of the physiological
redox balance. Thus the aim of the present work twassess vivo some functional
properties of acai, especially the antioxidant tmedhypocholesterolemic effects in both
control and hypercholesterolemic rats consuminggaf fruit pulp.

Female Fisher rats were divided into 4 groups (&als per group): Group C
received the standard AIN-93M diet (4% soybean ;odyoup H received a
hypercholesterolemic diet (25% soybean oil and Ylesterol); Group CA received
the standard diet supplemented with 2% of acai gnoup HA received the
hypercholesterolemic diet plus 2% acai. Animalsesfedad libitumfor 8 weeks. Data
were analysed by two-way ANOVA and differences with 0.05 were considered
significant.

As expected the hypercholesterolemic diet provakedhcrease of total serum
cholesterol and of the non HDL fraction as wellaadecrease in HDL the fraction.
Reduction of the paraoxonase and increase inugerexid dismutase (SOD) activities
were also observed. Acai addiction both in the mdrdnd the hypercholesterolemic
diets showed a positive effect. HA animals had 38¥er levels of total and non-HDL
cholesterol fractions as compared with the conti®ésides it paraoxonase - arilesterase
activity was significantly increased when the distse supplemented with the fruit. (C:
37.1 + 7.6U/mL / CA: 65.17 + 7.45 U/mL / H: 16.7 324U/mL / HA: 27.39 *
9.09U/mL). SOD activity and total glutathione contation were also found
augmented in the H group and the presence of tiiteirirthe hypercholesterolemic diet
reverted this effect. In addiction a 48% reductionthe concentration of carbonilic
protein (product of protein oxidation) was obserirethe acai supplemented animals as

compared with non supplemented ones.
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Our results show that acai intake improves theoaitant status and lipid
profile in an animal model of diet-induced hypergsterolemia, suggesting that the

fruit has a significant value as a functional food.
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1 — INTRODUCAO

Elevacdes rapidas e substanciais da mortalidadegusias cardiovasculares tém
sido observadas no Brasil, de forma semelhanteuaooqorre para outros paises em
desenvolvimento (Sociedade Brasileira de CardialogD07). Projecdes indicam que
em 2020 as doencas cardiovasculares (DCV) serponséveis pela maior parcela dos
Obitos no mundo (World Health Organization, 2003).

A distribuicdo do colesterol entre as varias fragdas lipoproteinas plasmaticas
€ utilizada como marcador bioldgico para avaliaisoco de desenvolvimento dessas
doencas. Sendo a lipoproteina plasmatica de baixwsidhde (LDL) associada a
propriedades aterogénicas, enquanto que a lipopeotie alta densidade (HDL) esta
associada a fatores de protecao a lesdo aterdgero

Espécies reativas de oxigénio (EROS) podem atdehs liransformando-as em
LDL oxidada, a qual é reconhecida por macrofagddceorigem as células espumosas,
caracterizando a primeira manifestacdo da lesamsaterdtica (Gant& Heinecke,
2001).

Portanto, a reducdo do colesterol total e do amlelsiLDL s&o os primeiros
passos para a prevencdo de DCV. Outro importarsop@a a prevencéo da ocorréncia
do dano oxidativo. Existem evidéncias que altoseisivde antioxidantes estdo
associados com menores frequéncias de doencasideso(Husseiet al, 2001), e que
menores niveis de antioxidantes no plasma podeordesr a formacdo de radicais
livres e promover a oxidacao da LDL (StockeKeaney, 2004).

Atualmente, pesquisas tém sido realizadas com etiobj de identificar
caminhos para prevenir o aparecimento de DCV easutoencas através de mudancas
nos habitos alimentares. Dietas com elevado coatdédrutas e vegetais podem inibir
o desenvolvimento dessas doencas (RildliNorat, 2003). Varios autores tém
associado os efeitos benéficos desses alimentossanga de compostos fendlicos e
alguns nutrientes, como por exemplo, acidos gramsaturados, fibras e fitosterais.
Eles exercem dentre outras funcbes, acdes antiaeslae controle nos niveis de

colesterol, principalmente a fracdo LDL (Petial, 2008; Szmitk& Verma, 2005).
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Euterpe oleraceaéMartius € uma palmeira economicamente importante da
Amazonia (Lorenzet al.,1996). Seu fruto é popularmente conhecido comq aeado
consumido pela populacdo brasileira em uma vareeddel bebidas e preparacdes
alimentares. Gradativamente tem ocorrido a poaae#o do uso desse fruto por outros
paises (Menezest al, 2005), uma vez que seu consumo tem sido assoctad varios
efeitos benéficos para a saude, destacando-se posencial antioxidante (Del Pozo-
Insfranet al, 2004). Além disso, os efeit@s vitro ja descritos tém comprovado que 0
acai exibe alta capacidade antioxidante, espeamémeara os radicais superoxido e
peroxila (Del Pozo-Insfraet al, 2004; Schausst al, 2006a).

Schausst al (2006b), estudaram a composicao fitoquimica ewdgentes da
polpa do acai, e os resultados mostraram que antoas, proantocianinas e outros
flavondides séo os principais polifendis desteofrito total de acidos graxos presentes
na polpa de acai, 74% séo acidos graxos insatyrddstacando-se principalmente os
acidos oléico e linoléico. Esses autores tambérarehsam a presenca de fitosterdis, e
encontraram que P-sitosterol € o que se apresenta em maior quaetidazhiariet al.
(2005) mostraram que em 100g de peso seco de mcanteam-se 12,5g de fibra
alimentar. Assim a composi¢cdo quimica do fruto dai @ indica com alto potencial
como alimento funcional.

Entretanto, estudda vivo que avaliam os efeitos decorrentes do uso dasge fr
sdo escassos na literatura. Desta forma, este oegtuocurou avaliar algumas
propriedades funcionais derivadas do consumo regalgolpa do acai, especialmente
sobre ingestdo alimentar, crescimento corporalfjl ggridico, defesas antioxidantes,

concentracdo de biomarcadores do estresse oxidatharcadores da funcao hepética.
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2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Alimentos Funcionais

Com o aumento da expectativa de vida e ao mesm@oteon crescente
aparecimento de doencas crbonicas como obesida@epseerose, hipertenséo,
osteoporose, diabetes e céncer, estd havendo uma pn@ocupacéo, por parte da
populacdo e dos oOrgaos publicos de saude, conmardahcdo. Estes estdo cada vez
mais conscientes da ligacdo entre saude e nut(iBmlet & Rowland, 2002).
Atualmente, alimentos ndo séo utilizados somenteocfonte de calorias e nutrientes,
eles proporcionam um beneficio fisiolégico adicipnreomo a prevencdo de uma
variedade de doencas e a melhora do bem estan fisimental dos consumidores
(Menrad, 2003). Neste contexto, os alimentos furaig desempenham um excelente
papel.

O termo *“alimento funcional” foi primeiramente iatluzido no Japdo em
meados dos anos 80 e se refere aos alimentos gadoss contendo ingredientes que
auxiliam funcdes especificas do corpo além de senamitivos, sendo estes alimentos
definidos como “Alimentos para uso especifico dade& (Foods for Specified Health
Use - FOSHU) em 1991 (Hardy, 2000). Nessa persfeati alimento funcional deve
apresentar primeiramente as funcdes nutriciona@nsaial, sendo a funcionalidade a
funcéo terciaria do alimento (Kwa& Jukes, 2001). As alegacbes de saude dos
alimentos funcionais sdo muitas, eles podem atoar, exemplo, como alimentos
designados para reduzir riscos relacionados corasenyolvimento de doencgas, tais
como a hipercolesterolemia e o estresse oxidalhakifren-Aakula, 2006).

Esta classe de alimentos possui variados alcamuediferentes paises e uma
vasta nomenclatura: nutracéuticos, alimentos denthes alimentos para uso médico,
alimentos para uso saudavel, entre outras. Tantbteratura cientifica, quanto na
orientada pelo marketing, alimento funcional temtdaa definicdes quanto o niumero de
autores referindo-se a ele, propondo citacGes esrgikE conceitos mais complexos. No
Brasil, alimento funcional é definido pela Secretade Vigilancia Sanitaria do
Ministério da Saude, como sendo “aquele alimentmgrediente que além das funcdes
nutritivas bdasicas, quando consumido como partedigta usual, produz efeitos
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metabdlicos e / ou fisiologicos e / ou efeitos liiené a saude, devendo ser seguro para
consumo sem supervisdo medica” (RDC 18/99).

Estudos demograficos mostram que a demanda porls gesglutos teve
influéncia de fatores como: os altos custos comaitamento de doengas, 0 avanco no
conhecimento mostrando a relagéo entre a alimemt&agdbindbmio saude / doenca e 0s
interesses econdmicos da industria de alimentoark@erbert, 2004; Side, 2006). As
evidéncias cientificas sobre a eficiéncia dos alioe funcionais estdo cada vez mais
crescentes, e isso faz com que estes produtoseepeen uma categoria sustentavel no
mercado de alimentos. Uma vez que o papel da aag@m equilibrada na manutencao
da saude tem despertado cada vez mais o interessendumidor (Bech-Larsen &
Scholderer, 2007; Jones & Jew, 2007).

2.2 — O Fruto do Agai e seu Potencial como Alimenteuncional

Euterpe oleracea®lartius € uma palmeira de belo porte, que alcantdoeno
de 15 a 20 m de altura e 12 a 18 cm de diameumaplanta que prefere os terrenos
alagados e areas umidas, por isso sua ocorrémeaséfrequente as margens dos rios.
Encontrada principalmente na regido norte do Brasis estados do Par4, Amazonas,
Maranh@o e Amapa, e estendendo-se para as Guiaeeruela. Dela sdo extraidos o
palmito e o fruto para o consumo alimentar, aléssali suas folhas sdo usadas para
coberturas de casas, a madeira em construcfesag)sts fibras das folhas para tecer
chapéus, esteiras e as proprias cestas utilizaolasansporte e comércio do fruto.
Portanto é uma planta economicamente importante p@opulacdo nativa das regides
produtoras sendo utilizada para suprir varias rseta@des (Lorenzet al.,1996; Souza
et al, 1996).

Seu fruto é popularmentnhecido como acai, conta a lenda, que uma tribo
indigena que vivia onde hoje esté situada a cidedBelém, estava passando por um
periodo de escassez de alimentos, levando o ca@qudecretar a proibicdo de
nascimentos. Porém, a filha do cacique, a india, licou gravida. O cacique né&o
voltou atrds em sua decisdo e mandou matar seu@ragio. laca chorava dia e noite a
perda do filho, até que uma noite ouviu o chordildo vindo da direcdo de uma arvore

que tinha umas frutinhas cor de vinho. No dia gsggua india laca foi encontrada
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morta, abracada ao tronco desta arvore. Entaaigueapediu que os cachos da arvore
fossem apanhados, tirando dai o fruto para alimesténdios da tribo. As frutinhas ele
chamou de Acai e revogou o0 decreto que proibiasoim&nto de criancas, pois o acai
bastava para alimentar a todos.

O acai € um fruto arredondado e pesa cerca dgydoisgas, somente 17% dele é
comestivel (polpa com casca), sendo necessarioa der2 kg de frutos para produzir
um litro de suco de acai, o restante represensaaga, contendo a semente oleaginosa,
a cor do fruto maduro é parpura a quase preta ¢@det al, 2000). Os frutos podem
ser obtidos por todo o ano, com alta estacdo awgwsto a dezembro, onde os frutos
apresentam melhor qualidade organoléptica (Rod¥X))2 Através do despolpamento
manual ou mecanico, obtém-se o0 suco que € conhemdwm “vinho do acai”
consumido em uma variedade de bebidas e preparaljdesntares como, cremes, licor,
geléia, mingau, sorvetes e doces (Figura I).

Existem varios relatos populares, especialmenteatades norte e nordeste do
Brasil, indicando o efeito positivo do uso meditida acai no tratamento de diversas
desordens, tais como febre, dor, gripe e diari€ang et al, 2003; Menezest al,
2005). Nos ultimos anos a demanda por acai tentideegradativamente, tanto no
mercado interno como no externo, sendo consumid®m pepulacdo do sudeste do
Brasil e alguns paises da Europa, Estados UnidgsoJe China (Silva, 2002). A
popularizacdo do uso desse fruto se deve ao fateedoconsumo estar associado a
varios efeitos benéficos para a saude, como pormgee propriedade
antienvelhecimento e atividade antioxidante (Meseteal, 2005; Mertens-Talcott
al., 2008; Schausst al, 2006a).
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Figura | — Fotos do AcaiHuterpe oleracea®lartius).
Fonte: www.amazon-mania.cow. PalmeiraEuterpe oleraceadartius; B: O fruto do acat;
C: Despolpamento mecéanico e o suco de acai na.tigel

A analise da composicéao fitoquimica da polpa do agastra que este fruto é
rico em compostos fendlicos. Segundo Schatsal (2006b) dentre os fendlicos
presentes neste fruto destacam-se os flavondidescigalmente a classe das
antocianinas. Cinco antocianinas foram identificad@ acai (Figura 1), sendo a
cianidina 3-glicosideo e cianidina 3-rutinosideonass predominantes. Doze outros
flavondides também foram identificados, tais comepicatequina, catequina,
homoorientina, orientina, isovitexina, taxifolinaakihexose (Schauss al,, 2006b).

Schausst al (2006b) também analisaram os nutrientes que cem polpa
do acai, os principais achados mostram que edie dpresenta quantidades bastante
expressivas de acidos graxos insaturados e fifdsteDs autores mostraram que em
100g de peso seco de agai, 32,59 sdo gorduragafkdue insaturadas). Dessas
gorduras totais, 8,59 estdo representadas porsagidxos saturados, destacando-se a
presenca do acido palmitico (C16:0) e, 249 (74%oaepresentadas por acidos graxos
insaturados, destacando o acido oléico (18,3g)aeido linoléico (4,1g). Dentre os
fitosterois presentes na composicdo quimica do, aiedtacam-se @@-sitosterol,

campesterol e estigmasterol.
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Figura Il — Estrutura quimica das antocianinas presentegaio
Adaptado de: Schauss et al., 2006b.

E importante ressaltar o estudo de Mantowenal. (2003) que avaliaram a
possibilidade de ocorrer diferenca na composicdimiga, em relacdo aos acidos
graxos, quando comparado 0s extratos obtidos deediles partes do agai com o fruto
integro. Apos a realizacdo das cromatografias ¢@resiverificaram que nao existia
diferenca significativa em relacdo a composicaanigd de acidos graxos para as
diferentes partes do fruto do acai.

O fruto do agai apresenta um potencial relevanteodonte de fibra alimentar,
possuindo valores superiores aos relatados parangmyr figo e goiaba (Ramulu &
Udayasekhara Rao, 2003). Sanabria & Sangronis J2867estudar a composicao
quimica da polpa do acai proveniente de duas ¢athdo ano de 2005, mostraram que
nas duas colheitas (fevereiro / julho) o contetddidra alimentar foi bastante alto.
Para fibra sollvel tem-se 3,6 e 2,0g em 100g peso de acai, na primeira e na
segunda colheita, respectivamente. E para fibi@lasl tem-se 27,3 e 18,0g em 100g
peso seco de acai.

Diante da sua composicdo de nutrientes (&cidosogramsaturados, fibras
alimentares e fitosterdis) e do seu alto contet@oampostos fendlicos, o agai tem sido
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considerado por alguns estudiosos como um alimgmoional, uma vez que, seu
consumo esta associado a varios beneficios fisaaédBobbioet al.,2000; Menezes
et al, 2005).

2.3 — Efeitos Funcionais dos Componentes PresentesFruto do Acai

2.3.1 — Acidos Graxos Insaturados

A distribuicdo do colesterol entre as varias fragdas lipoproteinas plasmaticas
€ um marcador bioldgico utilizado para avaliarszei de desenvolvimento de doengas
cardiovasculares (DCV). A lipoproteina plasmatia lthixa densidade (LDL) esta
associada a propriedades aterogénicas, enquanta bpeproteina de alta densidade
(HDL) esta relacionada a fatores de protecdo & lag&rosclerética. Os &cidos graxos
presentes na dieta podem alterar o perfil das fdgemas plasmaticas e
consequentemente o risco de desenvolvimento de [Ricktenstein, 2006).

A protecdo cardiovascular exercida pelas castaaha®leo de oliva pode ser
explicada pela composicdo bioquimica desses alosemtpesar de serem ricos em
gorduras, eles apresentam um baixo contelido desagixos saturados (SAFA) e
altas concentracbes de &cidos graxos insaturadascip@imente acidos graxos
poliinsaturados (PUFA) nas améndoas e monoinsaisr@ddUFA) no Oleo de oliva
(Casas-Agustencdt al, 2008).

Os acidos graxos poliinsaturados constituem-se ubs damilias de acidos
graxos: Omega-6 e 6mega-3, distintos pela loca@zag primeira dupla ligagcédo contida
na molécula a partir do grupo metil terminal dadaagraxo. O acido linoléico pertence
a familia dos &cidos graxos 6mega-6 e o aaitioolénico dos acidos graxos 6mega-3.
Estes acidos graxos poliinsaturados ndo podenirgetizados pelo organismo humano,
eles sdo acidos graxos essenciais e que deverbtgiwsopela dieta. Os acidos graxos
poliinsaturados de cadeia longa sado formados pelmgamento e dessaturacdo dos
acidos linoléico ex-linolénico. O mais predominante MUFA da dieta &cido oléico,

também conhecido como dmega — 9, composto porrb8mas e uma dupla ligagéo.
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A importdncia do consumo de Aacidos graxos insatgratm aumentado
significativamente nos ultimos anos, decorrent@@mero de publicagbes que mostram
uma relacéo positiva entre o consumo destas gardueasaude (Matthaat al, 2009;
Pagkaloset al, 2009). Estudos tais como, “KIHD Study” e “TherSes’Health Study”,
mostram que dietas que propde a substituicAo de ASABr acidos graxos
monoinsaturado ou poliinsaturado, estdo associadas1 a diminuigdo no
desenvolvimento de DCV, principalmente por providarem uma reducao nos niveis
séricos de colesterol e triacilglicerdis (Laaksoetal.,2005).

O mecanismo proposto para explicar o efeito hipestelolémico dos &cidos
graxos insaturados refere-se a capacidade desshgagpem propiciar um aumento da
expressdo e atividade do receptor para a LDL redé&igDiferentemente as gorduras
saturadas agem de modo a suprimir a atividade deseptor (Fernande& West,
2005). Além disso, PUFAs sdo conhecidos por exeag@es que propiciam uma
supressdo na sintese de acido graxo, bem como umntm da oxidacdo destes
(Madsenret al, 2005).

A literatura mostra que &cidos graxos poliinsatasagpodem modular a
expressao génica agindo, por exemplo, como potetiesdores de uma familia de
receptores nucleares, os receptores ativadoresatifeacdo peroxissomal (PPARS)
(Kliewer et al, 1997). Existem trés isotipos de PPARs (PRBARPAR/ e PPAR) eles
apresentam distintas funcdes fisiologicas, disitlmu tecidual e especificidade de
ligantes. A ativacdo de PPARconduz a uma reducdo nos niveis séricos de lipjdeo
uma vez que aumentam a expressao de genes resgiengéla oxidacdo de acidos
graxos, PPAR promove um aumento na sensibilidade a acdo ddinase PPAR
regula niveis séricos de colesterol e glicose dBaiti al., 2006).

Em relacdo a reducdo dos niveis plasmaticos deildgtieerdis (TAG) pelas
gorduras insaturadas, a literatura mostra que efsito € decorrente da reducdo da
producao ou da taxa de secrecédo da lipoproteidemgdade muito baixa (VLDL) pelo
figado. A VLDL € a principal lipoproteina secretagalo figado, ela transporta o
colesterol e os triacilglicer6is que vieram da aliet chegaram ao figado pelos
quilomicrons. Outro mecanismo sugerido para a @uups TAG seria uma acédo dos

acidos graxos insaturados na propria sintese dasilglicerdis, propiciando uma
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reducdo na atividade da enzima diacil-glicerol &@hsferase (DGAT). Esta enzima
catalisa a conversdo do diacilglicerol em triagkglol. Estudos mostram que o
consumo de acido eicosapentandico (20:5 n-3) redudveis plasmaticos de TAG por
inibir a atividade da DGAT (Harri& Bulchandani, 2006).

Acidos graxos insaturados (AGINS) também apresentagfeitos
antiinflamatérios, promovendo a manutencdo da foneédotelial. Disfuncdes no
endotélio vascular como, por exemplo, aumento maessao de moléculas de adeséo,
leucdcitos e plaquetas, e diminuicdo na producaovadodilatadores sdo um dos
principais fatores de risco para o desenvolvimeatdoaterosclerose (Cooke, 2000).
Estudos experimentais tém mostrado que AGINS iniag¢ranscricdo de genes, como 0
fator NFkB, relacionado com o aumento da expressao de maw@ro-inflamatorias e
quimiocinas (Calder, 2005; Torrejoret al, 2007). Além disso, mediadores
antiinflamatdérios derivados dos PUFAS tais compoXinas e resolvinas, controlam a
inflamacdo em modelos experimentais de desorddiamiatorias (Weylandet al,
2007).

A substituicdo na dieta de gorduras saturadas mEatiradas promove uma
reducdo na gordura visceral. Esta reducédo e acatvede PPAR podem explicar o
efeito benéfico dessas gorduras insaturadas néo#ielasle periférica a agdo da insulina
em individuos com diabetes tipo 2 (Mosktdal, 2006; Summerst al, 2002). Outro
beneficio decorrente do consumo de PUFA esta oglado com a perda de peso, onde
o consumo frequente de améndoas promove uma redocimlice de massa corporea
(IMC). Estudos mostram que a ingestdo de améndodlece de oliva propicia um
aumento na saciedade, na termogénese e na oxidac@orduras pelo organismo
(Garcia-Lordeet al, 2003; Soarest al., 2004).

Portanto, na tentativa de melhorar o perfil sérileo lipideos, € comumente
aceito que a diminuicdo na ingestdo de acidos graaburados, bem como a sua
substituicdo por gorduras insaturadas sao umaritaspais estratégias para reduzir a
incidéncia de DCV.

10
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2.3.2 — Fibras Alimentares

Estudos clinicos e epidemiolégicos tém mostradelac@io entre o consumo de
fiboras alimentares e a protecdo contra o desemmelio de véarias doencgas,
especialmente desordens metabdlicas como, obesidi#algetes tipo 2 e doencas
cardiovasculares (Artisst al, 2006; Kris-Ethertoret al, 2002). Esta relacédo pode ser
devida aos efeitos favoraveis das fibras sobreipdidebs do soro, metabolismo da
glicose e insulina, pressao sanguinea e inflam@s#er et al, 2004; Juntuneet al,
2003; Kinget al, 2003).

Fibras alimentares sé@o a parte comestivel de glantecarboidratos analogos,
que sao resistentes a acdo de enzimas do tratoigtestinal e a absorcéo no intestino
delgado de humanos, com fermentagdo completa auapao intestino grosso. De
acordo com sua solubilidade em agua, as fibrasalimnes podem ser classificadas em
soluvel e insoluvel. As solluveis sé@o representgads pectina (frutas), gomas (aveia,
cevada) e leguminosas (feijao, gréo-de-bico, lemté ervilha). Ja a celulose (trigo),
hemicelulose (graos) e lignina (hortalicas) repnea as fibras insoliveis (Cummings
& Stephen, 2007).

O exato mecanismo hipocolesterolemiante das fidlieeentares ainda ndo esta
totalmente elucidado. Evidéncias sugerem que awsfipodem interferir com o
metabolismo de lipideos e/ou &acidos biliares, swtegerem mecanismos que incluem a
inibicdo da sintese hepatica do colesterol por yioxd originados da fermentacéo
bacteriana (Theuwisséh Mensink, 2008).

Fibras alimentares, principalmente as solUveisgpodgir a nivel intestinal de
modo a se ligarem a &cidos biliares durante a fofimaas micelas, provocando assim
um aumento na excrecdo destes acidos. Além dissas dibras podem atuar como
barreiras fisiolégicas no limen intestinal, formanoa matriz viscosa que aumenta a
espessura da barreira de difusdo existente emfiden e a borda em escova. Assim, a
difusédo e absorcao de gorduras e acidos biliacasfdificultadas e, consequentemente
ocorre uma maior excrecdo fecal desses componeAtedibras também podem
aumentar a excrecdo de gorduras nas fezes, pa@magimitando a acdo da lipase
pancreatica, resultando numa reducédo da hidrolise TARG vindos da dieta. Como

resultado, a atividade da enzimao-/-hidroxilase aumenta, propiciando uma maior

11
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conversdo hepética de colesterol em acidos biliddes figado também ocorre um
aumento na expressao de receptores para LDL pstabedecer o pool hepatico do
colesterol, o que conduz a uma reducdo na concénotraérica desta lipoproteina
aterogénica (Fukushimet al, 2000; Groppeet al, 2005; Ramoet al, 2008; Yanget
al., 2003).

As fibras sollveis ndo séo digeridas e absorvidaasnte o trajeto pelo intestino
delgado e, quando chegam ao intestino grosso pedéer o processo de fermentacao
pelas bactérias do célon humano. Este processalibiomp resulta na producdo de
acidos graxos de cadeia curta, como acetato, praioe butirato. O butirato
geralmente é utilizado como fonte primaria de eiagpglas células do coldn, enquanto
gue o acetato e o propionato sdo rapidamente atlgsnA literatura tem mostrado que
a producao desses acidos graxos de cadeia curtacgamente mudancas na relacao
propionato/acetato podem influenciar no metabolisd® lipideos, inibindo, por
exemplo, a lipogénese no figado. Ou também podamcexefeitos antiinflamatorios e
pro-apoptéticos em células neoplasicas (Galisteal., 2005; Theuwisse& Mensink,
2008).

Além do efeito hipocolesterolemiante, as fibragnahitares também estdo
associadas com acoes positivas sob o indice dearnagsoral (IMC) (Bazzanat al.,
2005; Slavin, 2005). O consumo de fibras promovea ueducdo na ingestdo de
calorias, principalmente por exercer um efeito bsoecdo de nutrientes (carboidratos,
gorduras e proteinas) pela mucosa intestinal @ciadade. A absorcdo dos nutrientes é
reduzida, isto porque as fibras agem de modo a r@iame bolo alimentar e reduzir o
tempo do transito intestinal dificultando a acas dazimas digestivas (Slavin, 2001).
Os &cidos graxos de cadeia curta gerados pelaritag@® das fibras podem afetar a
saciedade através de acOes na producao e na sedesgarmonios. Ratos alimentados
com uma dieta suplementada com fibras alimentageseihtaveis mostraram uma
reducdo na concentragdo plasmatica de grelina,asmémio associado com a fome e o
apetite, quando comparado ao grupo de animais goaectebeu esta suplementagéo
(Cani et al, 2004). Aniniet al(1999) demonstraram um aumento na liberacdo do
peptideo tirosina-tirosina (PYY) apos a infusdoadalos graxos de cadeia curta no

intestino grosso de ratos. PYY pode atravessarraitahemato — encefalica e ativar
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neurbnios que estimulem a sensacao de saciedaubireaqueles que estimulem o
comportamento alimentar (Batterhatal, 2002).

As fibras alimentares também apresentam efeito egalacdo das funcbes
intestinais, promovendo uma melhora em situactesatstipacdo e episodios de
diarréia, bem como em casos de colite ulceratiaiens tipos de cancer. Em paralelo,
as fibras podem agir como prebidticos promovenddangas na flora bacteriana e no
ambiente intestinal (Kris-Ethertaat al, 2002; Marletet al, 2002).

Diante de todas as acOes benéficas decorrentes odsumo de fibras
alimentares, a American Heart Association tem regatado um aumento no consumo
de fibras para 25 a 30 g/dia, indicando ser estammendacao importante para prevenir

o desenvolvimento de eventos cardiovasculares éBazt al, 2003).

2.3.3 — Esterdides Vegetais

Fitosterois estdo entre as opc¢des dietéticas diggierpara ajudar na regulacao
dos niveis plasmaticos do colesterol, uma vez gue&snsumo esta associado com uma
reducdo de 30-40% na absorcdo intestinal destdebpi(Demontyet al, 2009;
Miettinen& Gylling, 2004; Perisee, 2005).

Os esterdides vegetais (fitosterdis) sdo composesgsenciais da membrana
celular de plantas, sendo encontrados em O6leogaiegeementes, vegetais e frutas.
Eles incluem principalmente o sitosterol, campester estigmasterol. Fitosterois e
fitostandis (apresentam no carbono 5 uma saturag@dygar da ligacdo dupla) sao
moléculas hidrofébicas e apresentam estrutura gaisimilar a do colesterol (Perisee,
2005) (Figura IIl). Em contraste com o colestend, fitosterdis ndo sdo sintetizados
pelos mamiferos e apresentam diferencas na absotedtinal. A absorcao intestinal
do colesterol dietético varia em torno de 55-60Aguanto que esterdides vegetais ndo
ultrapassam a margem de 14%. Esta diferenca nacabspode ser explicada pela
estrutura quimica desses compostos, que apesarahe semelhantes, os fitosterdis sédo
moléculas mais hidrofébicas (Ostlundedial, 2002).

A habilidade dos fitosterois em reduzir os niveis dolesterol esta
principalmente relacionada com a capacidade déigsgsimicos em reduzir a absorcao
intestinal do colesterol, tanto o dietético quaatbiliar. Fitosterdis podem atuar por

13
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diversos caminhos como, por exemplo, competir coaolesterol durante a absorgéo
intestinal, diminuir a solubilidade do colesterahsnmicelas mistas e aumentar a
excrecao de acidos biliares (Christiansstral, 2001; Ostlund Jr., 2004; Rozredral.,
2009).

Estudos também tém sugerido que os fitosterdis padeluzir a atividade da
colesterol acil transferase (ACAT), enzima respeekpela esterificacdo do colesterol
na mucosa intestinal. O colesterol deve ser est@lid para a formacdo do
quilomicrom, lipoproteina formada nas células dacesa intestinal que transportam
pelo plasma sanguineo os triacilglicerdis e o tetekvindos da dieta (Buhmagt al,
2000; Repat al, 2004; Trautweiret al, 2003).

Outro mecanismo que também tem sido proposto eaga dos fitosterdis nos
transportadores de colesterol denominados ABC -P4#8inding Cassette Cholesterol
Transporters” (Plaet al, 2005). Plat& Mensink (2002b) demonstraram gumevivo
fitosterois podem atuar no figado ativando o remepXR (um receptor nuclear que
controla a expresséo dos transportadores ABCGb&/8ye levaria a um aumento na
expressao desses transportadores. Os transpodafiBeG5 e o ABCG8 agem de
modo a limitar a absorcao intestinal de ester@soenover a secrecao hepatobiliar do
colesterol (Grakt al, 2002). Entretanto, os estudos que propde adeditosterdis em
transportadores ABC ainda sédo conflitantes. Outrdsres concluiram que os efeitos
de fitosteréis na absorcdo do colesterol ndo estlxionados com a ativacdo do
receptor LXR no figado (Calpe-Berdetlal, 2005; Plosclet al, 2006).

14
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Figura Il — Estrutura quimica do colesterol e alguns insads (campesterof-
sitosterol e estigmasterol) e saturado (sitostdiogterois.
Adaptado de: Ostlund Jr., 2002.

Independente do mecanismo utilizado pelos fitostgyara promover a inibi¢cao
da absorcao do colesterol, um estado de deficiélese esterdide € gerado no figado, e
assim ocorre um aumento na expressao de recepkreBL, resultando em menores
concentracdes desta lipoproteina no soro @lstensink, 2002b).

Os fitosterbéis também estdo relacionados com m@dades antiinflamatoria,
imunomoduladora e anti-neoplasica (Bradf&dAwad, 2007; Calpe-Berdiett al,
2007; Ifereet al, 2009; Nashecat al, 2005) Entretanto, estudos que sugerem estes
efeitos ainda sdo preliminares. A ingestao didga2dg de fitosterbis é considerada
segura e eficaz para ser usada como ingredienteiohal no controle da
hipercolesterolemidAS, 2003; NHF, 2001).

2.3.4 — Flavonoides

Atualmente ja esta bem estabelecido na literatue @ consumo regular de
frutas e vegetais protege o organismo do desemeito de doencas cronicas néo
transmissiveis (Riboli& Norat, 2003). Esta acdo protetora tem sido attdgui
principalmente as acdes antioxidantes de diversmgentes, como por exemplo, a
vitamina C, carotendides e os compostos fendliPos €t al, 2008; Szmitk& Verma,

2005). Os compostos fendlicos sdo substancias tradas principalmente em plantas e
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gue apresentam em sua estrutura quimica gerar@xhidligada diretamente ao grupo
benzénico (Figura IV).

Devido a sua ampla distribuicdo em alimentos dgeanivegetal e a presenca de
constituintes ativos com acao farmacolégica, o®lfers tém sido alvo de muitos
estudos, os quais buscam elucidar sua absor¢c&atodritestinal, os seus mecanismos
de acao e suas propriedades farmacoldgicas e lbgicas (Engler & Engler, 2004Qs
compostos fenolicos podem ser divididos em doigpagu os flavonoides e 0s nao
flavondides KMelo & Guerra, 2002).

Os flavonoides sdo substancias fendlicas de babeso pmolecular, e que
possuem em suastrutura quimica anéis aromaticos, tendo como lbagefenil-
benzopirano (€C3.Cg). A figura V mostra a estrutura genérica dos ftadides e utiliza
um sistema de nameros para distinguir as posiggesarbonos ao redor da molécula.
Os trés anéis fendlicos sdo referidos como A, B. © ®Menzeno do primeiro anel é
condensado com o sexto carbono do terceiro anehgymmsicdo 2 carrega um anel de
fenil-benzeno como substituinte. O terceiro anedlegpser um pirano heterociclico,
gerando as estruturas basicas das leucoantocigping@gsoantocianinas, ou catequinas)
e das antocianinas, denominado de nudcleo flavartalslo do terceiro anel apresentar-se
como uma pirona, ocorre a formacéo das flavonasofidis, flavanonas, isoflavonas,
chalconas e auronas, recebendo a denominacéo ® daoxo-flavondide (Aherne &
O’brien, 2002).

HO_  COOH

- b4
Q”&“‘*’%l“
H
H "
OH

Figura IV — Exemplo da estrutura quimica geral de um comdesidlico.
Fonte: Degaspari, 2004.
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Figura V — Estrutura geral dos flavonoides.
Fonte: Cook & Samman, 1996.

Mais de 4.000 diferentes tipos de flavondides &b de plantas ja foram
descritos na literatura. As atividades bioquimibastes compostos fendélicos dependem
principalmente da sua estrutura quimica, e é arpheta que os flavondides também
sdo classificados. As principais classes de flad@sdincluem: flavondis, flavonas,
flavanonas, catequinas, antocianinas, isoflavodiagjroflavonois e chalconas (Figura
VI). Muitos flavondides ocorrem naturalmente naanphs acompanhados por glicidios,
como a D-glicose, galactose, lignina e arabinoseghendo a denominacéo de glico-
flavondide. Quando se apresentam isentos de g@ifi@di estrutura recebe o nome de
aglicona (Calabret al, 2004).

E importante ressaltar que dentre as classes denfiae, as antocianinas tém
sido o principal alvo de estudo, por serem descrdgamo potentes antioxidantes
(Kahkonen & Heinonen, 2003; Rahmat al, 2006; Zheng & Wang, 2003). As
antocianinas constituem um grupo de pigmentos aegéidrossolliveis, encontrados
predominantemente na forma glicosilada e amplameisteébuidos no reino vegetal,
principalmente nos frutos como morango, amora esyWuet al., 2002), em inglés
estes frutos sdo conhecidos como “berries”. O éspde cor das antocianinas varia do
vermelho ao azul, apresentando-se também como uistarande ambas as cores

resultando em tons de purpura.

17



Souza, M.O. R&sBibliografica

Figura VI — Estruturas das principais classes de flavonoides
Adaptado de: Cook & Samman, 1996.

Os flavondides séo encontrados em diversos alirmetgmrigem vegetal, como
maca, uva, cebola, repolho, brocolis, chicoriag aggai, cacau, cha e vinho tinto sendo,
portanto, importantes constituintes da dieta humBetes compostos fendlicos tém um
papel significativo como componentes da dieta, wea que seu consumo esta
associado a varias acoes citoprotetoras (Youdim o&eph, 2001). Muitos dos
beneficios fisiolégicos dos flavonoides tém sidoibaidos principalmente a sua
capacidade antioxidante, podendo exercer um etbigio (eliminando as espécies
reativas) ou indireto (aumentando a atividade quressao de enzimas antioxidantes).

O efeito de eliminar as espécies reativas exerpalos flavonoides se deve a
capacidade destes compostos em neutralizar osaiadigres (anion superoxido,
radicais hidroxilas e peroxilas) ou quelar ionsateas (cobre e ferro). Os flavonoides
apresentam grupos hidroxilas em sua estruturaamgoreles podem inibir as reacdes de
oxidacdo das espécies reativas de oxigénio, poremoa@tomos de hidrogénio as
espécies, estabilizando-as e transformando-se enor@is (substancias pardas). Ao
quelar ions metalicos ocorre a inibicdo da Reagibahton, uma forma enddgena de
produzir espécies reativas (Enio, 2003; Harborne Wdllians, 2000; Tian &
McLaughlin, 2000). Em adicdo a estes efeitos solesgmecies reativas, evidéncias

mostram que flavondides regulam a atividade den@aiantioxidantes, modulam

18



Souza, M.O. R&sBibliografica

receptores nucleares, atuam sobre a expressd@@eonaminhos de sinalizacao celular
(Seeram & Heber, 2006).

O consumo de flavondides pode reduzir o risco demelvimento de DCV
através de varios mecanismos. Um deles é atuaetabolismo de lipideos e prevenir a
hipercolesterolemia, um dos primeiros passos paraaparecimento da placa
aterosclerotica. Estes compostos promovem a rediggcabsorcao do colesterol, ou por
interagir com moléculas transportadoras na bordaesocova, ou por promover um
aumento na excrecao de acidos biliares. Esta rechgabsorcdo conduz ao aumento
na expressao de receptores de LDL no figado, oregudta em uma redugdo sérica
dessa lipoproteina (Hardin-Fanning, 2008; Lasil, 2002; Raederstorft al, 2003;
Yoon & Baek, 2005).

Outro mecanismo seria através de sua acdo antiggidama vez que espécies
reativas de oxigénio (EROS) podem atacar LDL, faansando-a em LDL oxidada, a
qual é reconhecida por macrdfagos e origina aslasel@spumosas da lesdo
aterosclerética (Gank Heinecke, 2001). Estudos mostram que flavonGidesem
inibir a modificagdo oxidativa da LDL tantm vitro quantoin vivo. Devido a sua
natureza anfipatica, os flavonéides conseguem geote peroxidacéo lipidica dentro e
fora da molécula de LDL. (Dargt al, 2008; Wanget al, 2000; Reinet al, 2000).
Safari & Sheikh (2003) mostraram que o cobre é zajm catalisar 0 processo de
modificacdo oxidativa da LDL e que a incubagdo deLLcom flavondides,
significativamente diminuiu a susceptibilidade a®dificacbes oxidativas nessas
lipoproteinas, com consequente reducéo da lipopko&o lipidica.

Estes efeitos, hipocolesterolemiante e antioxidad#e os principais passos para
reduzir o risco de desenvolvimento de aterosclero8éeem disso, efeitos
antiinflamatérios também séo cardioprotetores, usmque promovem a manutencao
da funcéo endotelial. Flavondides exercem efeitmtdrio sobre enzimas da biossintese
dos eicosandides como, por exemplo, as cicloxiganass lipoxigenases, promovendo
uma reducdo na producdo de moléculas de adesdaredeparterial e uma menor
agregacao plaquetaria (Zern & Fernandez, 2005).

A literatura mostra que os flavondides exibem umgpla faixa de atividades

incluindo efeitos vasodilatadores, anticarcinogéniantibacteriano, antialérgico
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(atuando sobre moduladores da fungéo imune) e peatedores (Azanet al, 2004;
Heo & Lee, 2004; Higat al, 2003; Maher, 2006; Mercet al, 2005).

2.4 — Efeitos Funcionais da Polpa do Acai - Trabadisin vitro

Del Pozo-Insfraret al (2004) determinaram a composicao fendlica e @ aca
antioxidante total da polpa de acai. Este estudibéan estabeleceu a respectiva
contribuicdo dos polifendis para a capacidade xidthmte deste fruto. Os autores
encontraram que o polifenol predominante na pokpaghi € cianidina 3-glicosideo
(1040 mg/L). Em relacdo a capacidade antioxidaottd,to acai apresentou um valor de
48,6 umol equivalentes Trolox/mL. Este valor encontrado guperior aos valores
obtidos para outros frutos ricos em antocianinasa;anorango (18,3-22,9), framboesa
(19,2-22,6), amoras pretas (13,7-25,10) e sucovdg18,2-26,7). Portanto, este estudo
mostra que a polpa de acai apresenta alta capacmlattbxidante total e que as
antocianinas contribuem predominantemente paraagsia, mas deve ficar bem claro
gue a atividade dos outros compostos fendlicosieie ser menosprezada.

Matheuset al. (2006) avaliaram os efeitos das flores, frutopgas da palmeira
Euterpe oleraceadMartius, sob a producdo de oOxido nitrico (NO), apacidade de
eliminar o radical NO, bem com a atividade e a espfio da enzima 6xido nitrico
sintase (INOS). Foi obtido o extrato etandlico atas as fracdes da planta, e os efeitos
sob 0 NO e a iNOS foram testados em culturas déaséRAW 264.7 de macrofagos de
camundongos, estimuladas com lipopolissacariddébblg. A 6xido nitrico sintetase é
a enzima responsavel pela producdo de NO em mgogfa outros tipos de células
apos a ativacdo com lipopolissacarideos ou citeci@& resultados mostraram que a
fracdo obtida do fruto (acai) foi mais potente aibii a producédo de 6xido nitrico em
culturas de células, esta reducéo néo foi devicipacidade de eliminar o radical NO e
sim pela inibicdo da atividade da enzima oOxidoigdtsintase. As fracdes obtidas das
flores e espigas também apresentaram efeito inibit@a producdo do N@ vitro, o
mecanismo de inibigcdo parece ser devido a redug@xpressao (fracdo das flores) ou
na atividade da iNOS (fracdo espigas). Os aut@lesionaram estes efeitos com a

concentracdo de polifendis na diferentes fracogdatda. Eles constataram que o efeito
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mais pronunciado exercido pelo fruto se deve aons&or conteddo em antocianinas
em relacdo as flores e espigas. Este estudo sugeeacdo antiinflamatoria do acai,
uma vez que o uso de agentes que inibem a ativieladea inducéo da iINOS séo focos
terapéuticos em alergias e desordens auto-imune.

Schaus®t al. (2006a) demonstraram a capacidade antioxidanpelga de acai,
utilizando diferentes métodos de avaliacdo e véitamses de espécies reativas. A
capacidade antioxidante total (TAC) foi determingma uma série de ensaios da
capacidade de absorbancia do radical oxigénio paipsmfluorescentes (ORACFL),
incluindo hidrofilico ORACFL (H-ORACFL), lipofilico(L-ORACFL), capacidade de
eliminar o radical peroxinitrito (NORAC) e capadigade eliminar o radical hidroxila
(HORAC). Além desses métodos, a avaliacdo da cd@dei de eliminar o anion
superoxido (SOD), a avaliacado antioxidante total@J e a inibicdo na formacao de
espécies reativas de oxigénio em neutréfilos dalates humanos saudaveis foram
realizadas. Os resultados encontrados mostraramedoepcional atividade contra o
anion superoxido e alta capacidade contra o raghesdxila, sendo esta capacidade
mais alta do que qualquer outro fruto ja relatadditeratura. A atividade em eliminar
0os radicais peroxinitrito e hidroxila foi considdea moderada. Na avaliagédo
antioxidante total (TAO), os componentes antioxidamo acai foram diferenciados em
“acdo demorada”’ e “agdo rapida’. Os componentes’agéo demorada” incluem
antioxidantes organicos complexos (como os polilgné foram mensurados em 30
minutos, os de “acdo rapida” sdo antioxidantes &leamtes a vitamina C” mensurados
em 30 segundos. A combinacdo desses valores resulfAO. Os resultados obtidos
para TAO na polpa de acgai mostraram clarament@ gapacidade dos antioxidantes de
“acdo demorada” é muito mais forte do que os comp@s de “acdo rapida’. O
tratamento de neutréfilos humanos incubados amteeiste com o perdxido de
hidrogénio com a polpa de acai resultou em signifie reducao na formacgéo de EROS.

Outras possiveis bioatividadigsvitro do acai foram testadas neste estudo, como
por exemplo, acdo antiinflamatoéria e efeitos sabe¥cadores da funcédo imune. Os
resultados mostraram que o0 acai exerceu forte aghddria na atividade das
cicloxigenases (COX 1 e COX 2), um fraco efeito praducdo de éxido nitrico
induzida por lipopolissacarideos e nenhum efeitwres@ proliferacdo de linfécitos e
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capacidade fagocitaria. Os resultados obtidos geowiam informacdes adicionais
sobre a capacidade antioxidante e a acéo antiiaftaia exercidas pelo agaivitro.

Del Pozo-Insfraret al. (2006) estudaram os efeitos dos polifendis ptesema
polpa de acai sob células leucémicas humanas (HL-B@estigando efeitos
antiproliferativos e pro-apoptoticos. Este estudmdnstrou que polifendis presentes no
acai induzem a mortalidade de células HL-60 atraeemecanismos pro-apoptoticos,
como por exemplo, a ativacdo de caspase-3.

Rocha et al (2007) determinaram se extratos obtidos do frdto acai
demonstravam efeito vasodilatador em leito vasauksentérico (MVB) de ratos. Trés
extratos foram obtidos do acai, sendo um aquosmlooluto fruto integro e dois
hidroalcoodlicos (um da casca e outro da semengtg &tudo demonstrou que os trés
extratos de acai exerceram um substancioso efagodiuatador em MVB em um
mecanismo dose-dependente. A magnitude do efestoduatador induzido pelos trés
extratos do fruto do acai demonstrou similar ef@ito exercido pela acetilcolina e
nitroglicerina. Mas diferente desses peptideosatags 0s extratos apresentaram um
efeito vasodilatador reversivel. O efeito exercllo acai em MVB de ratos foi
parecido entre os trés extratos, entretanto otextdfatido da semente (ASE) teve uma
acéo vasodilatadora significativamente mais promaaiac Estes achados providenciam
um suporte experimental para a possibilidade dalosagai, como planta medicinal, no
tratamento de DCV.

Santoset al (2008) em seu trabalho caracterizaram polpas iane de acai,
além de correlacionar a contribuicdo da vitaminac&ptendides totais e compostos
fendlicos com a atividade antioxidante destes poxduOs estudiosos realizaram
analises de pH, acidez total titulavel, sélidosigeis totais, agclcares, cor, atividade de
agua, vitamina C, carotendides totais, atividadéosmdante e compostos fendlicos.
Dentre os resultados obtidos, foi encontrado quipagode acai sdo consideradas
importantes fontes de antioxidantes, tendo as mmio@s totais e 0s compostos
fendlicos totais correlacdo positiva e significatitom a atividade antioxidante das

polpas de acai.
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2.5 — Efeitos Funcionais da Polpa do Agai - Trabatfsin vivo

Mertens-Talcotet al. (2008) estudaram a concentracdo seérica de anitnasae
acido urico, a geracdo de espécies reativas eaxidage antioxidante no plasma e na
urina de individuos saudaveis apos o consumo daapoldo suco clarificado de acai.
Doze individuos saudaveis e voluntarios com idadeee21-31 anos foram submetidos
a uma dose aguda de quatro tipos de bebidas (unndalee cada dia diferente). A polpa
de acai e o suco clarificado de acai foram as helsdperimentais e como controles
foram utilizadas a polpa de maca (“applesauce’lpgpde fruta muito consumida nos
Estados Unidos, utilizada no estudo como um cantnglgativo para antocianinas) e
uma bebida sem antioxidantes (livre de compostoglitms). Os individuos recebiam
uma dose de 7mL de cada tratamento do estudo paleKgeso, apdos jejum noturno.
Amostras de sangue eram recolhidas 0.5, 1, 2e4,Bhoras apds o consumo e amostra
de urina nos periodos de 0-3, 3-6, 6-9, 9-12 e 4 h@ras. Estas amostras eram
submetidas a analises tais como, determinacéo rd@wwacao sérica de antocianinas,
avaliacdo da capacidade antioxidante (ORAC) nonmag na urina, extensao
intracelular de EROS em células mononucleares dgugae concentracdo sérica de
acido urico.

Os resultados obtidos mostraram que a cianidinzogjlleo e a rutinosideo
foram as mais predominantes antocianinas preséantés na polpa (303.8 mg/Kg de
polpa) quanto no suco clarificado de acai (165.9Lmde suco). Depois da
quantificacdo deste flavonoide nas bebidas expetaise a concentracdo sérica de
antocianinas foi avaliada no soro dos individuassagada tratamento. Como esperado
antocianinas ndo foram detectadas no soro dosciparites apdés o consumo das
bebidas controles (polpa de macéa e sem-antioxiglariatretanto a concentracao sérica
de antocianinas foi significativamente elevada apésonsumo da polpa e do suco
clarificado de acai. O soro dos participantes apésonsumo da polpa de acai
apresentou uma concentracdo maxima de 2321ng/empot de 2.2 horas. Ja para o
suco clarificado a concentracdo mensurada foi 88 hiy/L no tempo de 2.0 horas. Um
aumento na capacidade antioxidante do soro tambiéemd¢ontrado apés o consumo da
polpa de acai, do suco clarificado e da polpa dgigpaando comparado com a bebida

controle sem antioxidantes. Entretanto, a polpaga¢ e a polpa de magg@resentaram
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valores significativamente maiores que o suco fatado. Os resultados obtidos das
andlises da capacidade antioxidante na urina, dac@® de EROS em células
mononucleares do sangue e da concentracdo séréediedrico ndo foram alterados
por nenhum tipo de tratamento quando comparadoacbebida livre de polifendis. Os

resultados obtidos neste estudo mostram que antoagado acai sdo absorvidas e
apresentam efeito antioxidante no plasma de humapés um consumo agudo da
polpa e/ou do suco clarificado.

Jenseret al. (2008) investigaram propriedades antioxidantest@nflamatoéria
in vivo ein vitro do MonaVie ActivgJB), um suco feito com a mistura de varias frutas,
mas que tem o acai como ingrediente predominaste. éstudo foi realizado em trés
etapas. A fase inicial avaliou o conteido de congsofendlicos ddvionaVie Active
bem como a capacidade antioxidante e antiinflan@aitdvitro. A segunda fase foi um
estudo piloto realizado com cinco individuos aduléaudaveis, objetivando avaliar a
absorcéo e as bioatividades do suce dile amostras de sangue foram coletadas
imediatamente e 30, 60 e 120 minutos apds 0 consl@sie sucoA Ultima etapa foi
um estudo com 12 individuos adultos saudaveisaira etaria de 19-52 anos, sendo os
mesmos 12 participantes testados com uma bebidelea oMonaVie Activeem dias
diferentes. Capacidade antioxidante do soro e sivda peroxidacdo lipidica
(concentragdo de TBARS) foram avaliadas na tere¢@aa deste estudo.

Os resultados demonstraram que comparado com a pelmcai o perfil de
polifendis doMonaVie Actived bem diferente. Entretanto assim como o acai @ 38c
apresenta a cianidina 3-glicosideo e cianidinatBysideo como as antocianinas mais
predominantes. O suco JB mostrou uma significantéegdo antioxidantén vitro,
quando utilizado o método de protecdo antioxidadée eritrocitos, baseado na
viabilidade da célula (CAP-e). Este resultado pwrndoncluir que antioxidantes
presentes no suco JB conseguem atravessar a manmaamatica e proteger a célula
do dano oxidativo. O tratamento de células monaawes (PMN) com o suco JB
resultou em significante inibicdo na formacdo deOBRinduzida pelo perdxido de
hidrogénio. Além desses efeitos do suco JB, osregitdemonstraram uma marcante
acao antiinflamatorian vitro. A capacidade antioxidante do soro dos particgsuia
segunda fase deste estudo foi avaliada usando walaséORAC e CAP-e. Quando

utilizado o método CAP-e um aumento significative capacidade antioxidante dos
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cinco participantes foi observado, entretanto estemo resultado ndo foi encontrado
guando a capacidade antioxidante do soro foi alalpelo método ORAC. Com base
neste resultado, os autores resolveram avaliarpacohde antioxidante do soro na
terceira fase deste estudo utilizando o método €EABPuas horas ap0s o consumo do
suco JB, um aumento da capacidade antioxidant®erdoesn 11 dos 12 participantes e
uma reducdo na concentracdo sérica de TBARS emo401@ participantes foram
observadas. O estudo também demonstrou uma cé@mwetagstente entre aumento da
capacidade antioxidante e reducéao na peroxidapébcia 2 horas apdés o consumo do
suco JB. O presente estudo mostra que um sucemicgarias frutas, mas que possui 0
acai como ingrediente predominante possui antioxé$aque sdo capazes de proteger
células contra o dano oxidatiwovivo.

Todos estes estudas vitro e in vivoque avaliam a capacidade antioxidante e
outros efeitos do acai, podem ter valor signifiea@tn denomin-lo com “alimento
funcional”, associando a sua ingestdo com a melderadoencas relacionadas ao
estresse oxidativo, como as doencas cardiovassutaprocessos de envelhecimento.
Entretanto, observamos que os estudos que descas/potenciais efeitos do acai sao
na maioria avaliagcdan vitro, poucos mostram as a¢gders/ivo decorrentes do consumo
deste fruto. Além disso, nenhum trabalho que cacrehe o acai e perfil lipidico foi
encontrado na literatura. Assim, resolvemos avaliafeito obtido do consumo da
polpa de acai, associado ou ndo, a dieta hipetemdmmiante sobre o perfil lipidico,
defesas antioxidantes e marcadores do estressatiogicem ratos. Uma vez que,
bioatividades baseadas em outros mecanismos alatid@lades antioxidantes podem
também contribuir para demonstrar os beneficiosldigicos do acai. Por outro lado,
sendo o figado um 6érgdo muito importante na regolalp metabolismo, avaliamos a
funcdo hepatica através de marcadores séricosibiams, para assegurar a seguranca

da utilizacdo da polpa do acai como alimento furadio
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3 - OBJETIVOS

3.1 — Objetivo Geral

Avaliar propriedades funcionais da polpa de achkicienadas a reducdo da
hipercolesterolemia e agbes antioxidantes em unelo@himal de hipercolesterolemia

induzida pela dieta.

3.2 — Objetivos Especificos

Tratar ratos com dietas padréo e hipercolesteraleii acrescidas ou ndo com a
polpa de acai e assim:
I. Avaliar o ganho de peso, a ingestdo alimentar ecaeedo fecal dos
animais;
II. Avaliar alteracédo do perfil lipidico;
lll.  Avaliar ostatusantioxidante e biomarcadores do estresse oxidativo
IV. Avaliar a funcdo hepatica, determinada atravésatisglades séricas das

aminotransferases e da fosfatase alcalina.
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4 — MATERIAL E METODOS

4.1 — Animais

Foram utilizadas no experimento 32 rataSischer albinas com
aproximadamente 60 dias de idade e peso médioStg fovenientes do Laboratério
de Nutricdo Experimental do Departamento de AlimgntEscola de Nutricéo,
Universidade Federal de Ouro Preto. Os animaisnformantidos em gaiolas
individuais, dispostas em ambiente arejado comralende temperatura, umidade e
luminosidade. Durante o experimento o manejo dosmmse foi de acordo com o0s
principios e diretrizes descritas no Canadian Cibwit Animal Care (1984) e os
procedimentos experimentais foram aprovados pelmi@ode Etica da Universidade

Federal de Ouro Preto.

4.2 — Dietas

Os animais foram alimentados com dieta padrdao A3NE94% 6leo de soja
(Reeveset al, 1993), ou dieta hipercolesterolemiante com 28%6ldo de soja e 1% de
colesterol, suplementadas ou ndo com polpa de @caiomposicdo das dietas
experimentais esta descrita na Tabela I. Os tedeeleo e colesterol da dieta
hipercolesterolemiante foram definidos a partir ebino-Ribeiroet al (2003) e
adaptados a dieta AIN-93M.

Foi utilizada polpa de acai congelada, obtida daresa Icefruit Comércio de
Alimentos LTDA, Sdo Paulo, Brasil. A polpa utilizadndo contém corantes e
conservantes, € pasteurizada, embalada a vacumtelana -18C. De acordo com o
fornecedor a polpa utilizada contém em 100ml, @do(122 Kcal), proteinas (1,49),
gorduras totais (159), carboidrato (valor ndo daeiteado) e fibra alimentar (73mg). Foi
determinada a porcentagem de umidade, de acordooddianual do Instituto Adolfo
Lutz (1985), da polpa de acai utilizada, e encaoiettam valor de 90%.

A polpa era descongelada e adicionada a dietagmuseguida era colocada em
estufa ventilada 60°C por um periodo de 3h, patac@ da umidade. Para cada quilo
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de dieta preparada foi utilizado 200mL da polpaadai, portanto 20g de acai foram
adicionados a cada quilo de dieta preparada.

Todas as dietas foram confeccionadas no Laboradéridutricio Experimental,
Escola de Nutricdo, Universidade Federal de OueioPrAcondicionadas em sacos
plasticos e armazenadas em freezer. Durante oimqeo, as dietas e agua foram
oferecidas aos animaasl libitum

Tabela | - Composicao das dietas experimentai¥(gde dieta).

Nutrientes Padrao Padréo + Acai Hipercolesterole- Hipercolesterole
miante miante + Acai
Caseina 140,0 140,0 140,0 140,0
Amido Milho 722,5 702,5 502,5 482,5
Oleo de Soja 40,0 40,0 250,0 250,0
Colesterol 0,0 0,0 10,0 10,0
Colina 2,5 2,5 2,5 2,5
Mist. Minerais* 35,0 35,0 35,0 35,0
Mist. Vitaminas? 10,0 10,0 10,0 10,0
Celulose 50,0 50,0 50,0 50,0
Acai 0,0 20,0 0,0 20,0
Valor Caldrico (Kcal) 3810 3974 4910 5074

Mistura de minerais (expresso por g/kg da mistura): NaCl — 139,3 / B[F9 /
MgSO,7H,O- 57,3 / CaC@ 381,4 /| MnSO4.6D — 4,01 / FeS©O7H,0O — 0,548 /
CuSQ. 5H0 - 0,477 / CoGI6H,O — 0,023 / KHPO, — 389,0. Os sais foram
adquiridos do Reagen, Rio de Janeiro, Brasil.

’Mistura de vitaminas (expresso por em mg/kg da mistura): Acetato deakt 690;
colecalciferol — 5; acidp-amino benzdico — 10 000; inositol — 10 000; niacid000;
riboflavina — 800; tiamina HCL — 500; acido f6lied200; botina — 40; cianocobalamina
— 3;dl-a - tocoferol — 6 700; sacarose — q.s.p. 1000. fgaminas foram adquiridas da

Merk, Darmstadt, Alemanha.
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4.3 — Delineamento Experimental

Os animais foram divididos em quatro grupos de ighais de acordo com a
dieta recebida: grupo C recebeu dieta padrdo, grigho recebeu dieta
hipercolesterolemiante, grupo CA recebeu dietagmduplementada com acai e grupo
HA recebeu dieta hipercolesterolemiante suplemantach acai. Nos primeiros 14 dias
de experimento 0s grupos passaram por um perioddajgacdo as dietas, no qual os
grupos C e CA receberam dieta padrdo e os grupas HHA receberam a dieta
hipercolesterolemiante. Apds essas duas semanas ggado passou a receber sua
respectiva dieta por mais seis semanas. Os anifoms pesados semanalmente
durante todo o experimento. Medidas de ingestaspatdicio e quantidade de fezes
foram realizadas semanalmente.

Ao final das oito semanas de experimento os anifoeasn deixados 8 horas em
jejum e o sangue coletado através do plexo bragéalsangria total. O sangue foi
recolhido em tubos de polipropileno (com 2,0mL dpacridade) com ou sem 15uL de
anticoagulante Glistab® (Labtest cat. 29) para rofie do plasma ou soro,
respectivamente. Em seguida, o sangue era cemdidug 13000 rpm (Centrifuga
FANEM — Modelo 243) por 15 minutos e o plasma o guardados sob refrigeracéo
(-4°C). As diversas dosagens bioquimicas foramzadds imediatamente ou em até
trés dias. Os orgaos figado, baco, coracdo eb@m,como a gordura abdominal foram
extraidos e posteriormente pesados. 100mg do figéolo imediatamente
homogeneizado em tampao fosfato 0,1M; pH 7,2 e osutdlOOmg foram
homogeneizados com 1mL de acido sulfosalicilico &#bos foram centrifugados a
10000g por 10 minutos a 4°C, removidos os sobreriadae mantidos a -80°C até

analise de catalase e glutationa total, respecamgn
4.4 — Dosagens dos Parametros Bioquimicos

Neste trabalho realizamos dosagens bioquimicaszamdo Kkits Labtest
Diagndstica S.A.: Alanina Aminotransferase (ALT),spartato Aminotransferase

(AST), Colesterol-HDL, Colesterol Total, Fosfataskalina (ALP), Triacilglicerdis

(TAG) e Proteinas Totais. Os principios dos meétoelaseus respectivos protocolos
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estdo descritos no Anexo | deste trabalho. Pararrdetagcdo da concentragdo do
colesterol ndo-HDL foi feita a subtracdo da coneeydto do colesterol total pela

concentracdo do colesterol HDL.

Colesterol ndo-HDL (mmol/L) = Colesterol Total (mmd/L) — Colesterol HDL (mmol/L)

4.4.1. Paraoxonase — Atividade Arilesterasica

Objetivo
Determinacdo da atividade arilesterasica da enzpaeaoxonase, usando

fenilacetato como substrato, tendo como base &idelde de hidrolise do fenilacetato,

conforme descrito por Beltowsét al.(2002).

Procedimento de dosagem
Em tubo de ensaio adicionaram-se 2 mL de tamp&HT@il, 9 mM; pH 8,0

contendo 0,9 mmol/L de cloreto de calcio e 5 plLsden. O conteudo do tubo foi
misturado e adicionaram-se 0,5 mL da solucdo Teislacetato (1 pL de fenilacetato
para cada 1500 pL de TrisHCL 9 mM; pH=8,0;). Apésatamente 3 minutos, a
absorbancia foi lida em 270 nm. O espectrofotomégraerado com o branco que

continha todos os reagentes acima, exceto 0 soro.

Célculo

Utilizamos a definicdo para atividade enzimaticaderdo com Beltowslet al.
(2002). Segundo a qual 1U da enzima paraoxonagaigaéente a hidrélise de 1mmol
de fenilacetatog(= 1310 L.mof.cm™) por minuto (usualmente a atividade desta enzima

é representada por 1mL de soro). Assim a atividaitesterasica da enzima é:

Absorbanc N 1000
ExXb TempoxVolumede Soro

U/mL=

Onde:
¢ — Coeficiente de extincdo molar;

b — caminho optico, igual a 10 mm.
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4.4.2. Paraoxonase — Atividade Paraoxonase

Objetivo
Determinacdo da atividade da paraoxonase, utilzaod paraoxon como

substrato, tendo como base a velocidade de hidrdiste, com a liberacdo do para-

nitrofenol por minuto, conforme descrito por Beltkiet al.(2002).

Procedimento de dosagem
Inicialmente preparou-se uma solugéo contendo Wentampéo glicina/NaOH

50 mM; pH 10,5 contendo CaCD,9 mM e 2 uL de paraoxon. Em um tubo de
polipropileno adicionaram-se 780 puL dessa soluc@® gL de soro. A solucao foi
homogeneizada e lida as absorbancias das amostraspectrofotometro a 412 nm,
exatamente a cada minuto, por 3 minutos. O brahdm (com 780 pL da solugao

preparada inicialmente e 20 uL de agua) foi utilizpara acertar o aparelho

Célculo

Segundo Beltowskiet al. (2002) 1U da enzia paraoxonase é equivalente a
hidrélise de 1mmol de paraoxos £ 18290 L.mof.cm™) por minuto (usualmente a
atividade desta enzima é representada por 1mL @@. o atividade paraoxonase da

enzima paraoxonase €:

Absorbanc N 1000
ExXb TempoxVolumede Soro

U/mL=

A absorbancia utilizada nessa expressdo € o dettdoodas trés absorbancias lidas

(absorbancia final — absorbancia inicial / 2).
4.4.3. Superéxido Dismutase
Principio da técnica

Para se obter a atividade da enzima superOxidouths®m foi utilizado o kit
Fluka # 19160 (USA). Este kit utiliza um sistemagi¥acdo de anions superoxido,
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xantina e xantina oxidase, e avalia a capacidadgeldgéo teste, sob condi¢coes padrdes,
em inibir a reacdo do &anion superoxido com o WS¥4(dodophenyl)-3-(4-
nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio). Esta reacdo quandcornda forma um composto
denominado formazan, o qual absorve luz a 450 ronfgeme mostra o esquema

abaixo). Utilizou-se soro como amostra bioldgica.

Hantina
Oy [ 7 20, Formaran
1] [ o]
HoO, ¥ OV 207 WST
Arido tirico l
=D
O, + H,0,

Preparo dos reagentes

WST - solucéo de trabalhBoi diluido 1mL de WST em 19 mL de solugéo tampao

Solucdo de enzima de traballforam diluidos 15 pL da solugdo de enzima com 2,5

mL do tampao diluido.

Procedimento de dosagem
Em uma placa de ELISA, procedeu-se a dosagem eonaforquadro abaixo:

Amostra Branco 1 Branco 2 Branco 3
1- Amostra 20 pL - 20 pL
2- dd H20 - 20 pL - 20 pL
3- WST de trabalho 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL
4- Enzima de trabalho| 20 pL 20 pL 20 pL -
5- Tampao diluido - - - 20 pL

Esta placa de ELISA foi incubada por 20 minutos78C3e em seguida as

absorbancias das amostras foram lidas a 450 neitnodie ELISA.
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Calculo
Atividade de SOD (Taxa de inibicao %) =
[((A branco 1-A branco 3) — (A amostra — A brancp/(2A branco 1-A branco
3))*100].
Portanto a atividade da enzima superéxido dismudtasketerminada através da

habilidade das amostras do soro em inibir a redo&@mion superoxido com o WST.
4.4.4. Concentracdo de Glutationa Total

Principio da técnica

A concentracdo de glutationa total foi determinatiizando o kit Sigma #
CS0260. A glutationa esta presente nas célulagipaimente na sua forma reduzida
(GSH) representando em torno de 90%, o restantee@aa forma de glutationa
oxidada (GSSG). Este kit utiliza um método cinétara mensurar 0s niveis de
glutationa total (GSH+GSSG) em amostras biologieigvés da reducdo do DTNB
(Acido 5,5 -Ditio-bis-(2-nitrobenzdico) a TNB.

1) 2GSH + DTNB - GSSG + 2TNB
2) GSSG + NADPH + Hglutationa redutase2GSH + NADP
—

A combinacédo das duas reacoes:

DTNB + H"+ NADPH  Glutationa redutase 2TNB + NADF
—_—
GSSG/GSH

Preparacdo da amostra biolégica
100mg do figado foi homogeneizado com 1mL de adelsulfosalicilico 5%
(SSA), e em seguida centrifugado por 10 minuto®G @ sobrenadante foi retirado e

usado como amostra biolégica.
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Preparo dos reagentes de estoque

Solucéo de acido sulfosalicilico (SSA) 5%.

Tampé&o fosfato 5X (500 mM), contendo 5 mM EDTA

Solucédo padrdo estogue de glutatidh&:mg de glutationa reduzida em 0,1 mL de agua

destilada.

Solucédo de estoqgue de DTNB mg de DTNB foram diluidos em 5,33 mL de dimetil

sulfosalicilico (DMSO), resultando em uma solucémd,5 mg/mL de concentracéo.
Estoque de NADPH (soluc&o de 40 mg/mL).

Preparo dos reagentes de trabalho

Solucdo de enzimas diluidBiluir 15,2 pL de glutationa redutase (100 unidsioe.)

em 250 pL de tampdo fosfato 1x.
Solucdo de NADPH de trabalh®a solugdo de estoque de NADPH preparada sao

retirados 30 pL para 7,5 mL de tampéao fosfato 1x.
Mistura de traballto8 mL de tampéo 1x, 228 pL da solucdo de enziniagld e 228

pL de DNPH solucéo de estoque.

Solucdo padrdo de glutationa — preparar para aquadrdo Diluir 10 pL de solucéo

estoque de glutationa padrao com 2 mL de acido WA
Procedimento para dosagem
A confeccgao da curva padrao e as dosagens nasragfusam feitas em placas

de Elisa. Os reagentes e a sequéncia de adic@esdesicritas nas tabelas abaixo.

Procedimento para curva padréo

Poco 1 2 3 4 5

[GSH] uM 50 25 12,5 6,25 3,125
Solucdo de GSH50 25(tubo 1)| 25(tubo 2) 25(tubo B) 25(tubol|4)
(ML)

SSA 5% (uL) - 25 25 25 25

nmoles de GSH em0,5 0,25 0,125 0,062 0,0312

10 pL de amostra
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Procedimento para o teste

Amostra SSA 5% Mistura de trabalho
Branco - 10 (uL) 150 (uL)
Padrédo (tubos preparadp$0 (uL) - 150 (uL)
para a curva)
Amostra 10 (uL) - 150 (uL)

As amostras foram incubadas por 5 minutos a terparaambiente. Em
seguida, 50 pL de NADPH foram adicionados as mesmasrondmetro disparado. As

absorbancias das amostras foram lidas durante &esimo leitor de ELISA a 412 nm.

Calculo

Foi feito um gréfico utilizando os pontos obtidas curva padréo (estes pontos
obtidos foram o delta das absorbancias). Apés smatie regressdo linear, foi
determinado a equacao da reta (Concentracédo =l (@es absorbancias) + b). Esta
equacdo foi utilizada para determinar a concentr@gd nmoles de glutationa total em

10pL de amostra, e este valor convertido para lenandostra.

4.4.5. Catalase

Objetivo

Determinacgéo da atividade da enzima catalase, d@as®a sua capacidade de
hidrolisar o peroxido de hidrogénio {Bk) em agua e oxigénio molecular, conforme
descrito por Aebi (1984). A amostra biologica atlila para este ensaio foi homogenato

do figado.

Preparacdo da amostra biolégica
100 mg do figado foi homogeneizado com 1mL de tanfipsfato 0,1 M, pH 7,2
e em seguida centrifugado por 10 minutos a 4°Coldesadante foi retirado e usado

como amostra bioldgica.

35



Souza, M.O. aMrial e Métodos

Procedimento de dosagem

Em um tubo de polipropileno colocaram-se |jH0 de tampéao fosfato pH 7,2;
(0,1 mM) e 40uL de agua destilada, o qual foi mantido em banhdar&0°C por 1
minuto. Em seguida adicionaram-se |1I0 da amostra e 90QL de HO, (10 mM).
Homogeneizou-se a solugao, o espectrofotometrrefaido com KD, (10 mM) em 240
nm e determinaram-se as absorbancias das amaosatasnente a cada minuto, durante

cinco minutos.

Calculo

1U de catalase é equivalente a hidrélisegrad de HO, (¢ = 39,4 L.mot'.cm
1) por minuto (Aebi, 1984). Usualmente a ativida@dssh enzima é representada em
Unidade por mL de amostra. Entdo podemos calcudtividlade da catalase da seguinte

maneira;

Absorbanc N 1000
ExXb TempoxVolumede Soro

U/mL=

A absorbancia utilizada nessa expressao € o delt@aoodas cinco absorbancias lidas

(absorbéancia final —absorbancia inicial / 4).

4.4.6. Proteina Carbonilica

Objetivo

A oxidacéo de proteina por EROS leva a formacadetsrados carbonilicos.
Estes podem ser mensurados por meétodos sensiaigularmente aqueles que
utilizam o 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNP). O DNReage com grupos carbonilicos
gerando a hidrazona correspondente, a qual pode serlisada
espectrofotometricamente. A determinacdo da coragid sérica de proteina

carbonilica foi realizada conforme descrito poribewet al. (1994).
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Reagentes utilizados e forma de preparo

Acido Cloridrico 2,5M.

DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazina)0,01 g de DNPH foram diluidos em 10 mL de HCL
2,5 M. Obtendo-se uma solugéo com 0,1% DNPH. Edtee&o foi estocada no escuro
a4°C.

Solucdo de TCA (acido tricloroaceticdiicialmente uma solucdo de TCA 2g/ml foi

preparada. Dessa solucdo foram retirados 12 mLluédds em 108 mL de agua.
Obtendo-se uma solucéo final de TCA 20%. Em seguidanL da solugdo de TCA
20% foram retirados e diluidos em 40 mL de aguajdeuma solucéo final de TCA
10%.

SDS 6% - Sulfato Dodecil de Sodio.

Mistura de etanol e acetato de etlam um frasco foram misturados 30 mL de etanol e

30 mL de acetato de etila.

Procedimento de dosagem
Para cada amostra utilizaram-se dois tubos derpplipno, um foi denominado

de Amostra (A) e outro de Controle (C). Transfenrse 20QuUL de soro para os tudo A
e C. Em seguida foram adicionados ao tubo A 80 de DNPH (2,4-
dinitrofenilhidrazina) e ao tubo C 8@ de HCL a 2,5 M. Ambos foram mantidos no
escuro a temperatura ambiente por um periodo dealdh@ cada 15 minutos eram
misturados no voértex. No passo seguinte foi adadonl mL de &cido tricloroacetico
(TCA) 20% em cada tubo. Os tubos foram misturadogantex e mantidos no gelo por
5 minutos. Logo apds, foram centrifugados (tubo &)ea 10.000g por 10minutos a
4°C. Depois de centrifugados, os sobrenadantes @eacartados, e 1 mL de TCA 10%
era adicionado a cada precipitado, estes misturagle®rtex e mantidos por 5 minutos
no gelo. Uma nova centrifugacdo foi realizada. BEegugla, o sobrenadante foi
descartado e aos tubos A e C foram adicionados Haninistura etanol / acetato de
etila, misturados no vortex e novamente centrifogadEste Ultimo passo foi repetido
mais duas vezes. Ao final das repeticdes, o sobaem@ dos tubos A e C foram

novamente descartados e adicionaram-se em ambqd.50® SDS 6%, misturados no
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vortex e centrifugados a 10.000 g por 10 minutd8G Finalmente o sobrenadante dos
tubos foram retirados e lidos no espectrofotomats@0 nm.

Céalculos

A concentracdo de proteina carbonilica foi deteafanutilizando a seguinte equacao:

CA  500u
0,022uM 1 200

ProtéinaCarbonilica(nmol/ mL) =

Onde CA ¢ a subtracdo da absorbancia do tubo Astemy@ela absorbancia do tubo C
(controle).

Para se obter a concentragdo de proteina carl@oeiticrelacdo a concentracao
de proteinas totais no soro, este parametro fermdéado utilizando o kit comercial
Labtest Diagnostica S.A. O principio da técnicapdeteinas totais esta descrita no
Anexo |, item |.7 deste trabalho. Assim foi poskiegpressar a concentracdo de

proteina carbonilica em nmoles/mg de proteina.

4.4.7. Grupos Sulfidrilas

Objetivo
Os radicais sulfidrilas representam todos os grupds encontrados em

proteinas, como a albumina e compostos de baixo pedecular, como a glutationa.
Estes grupos podem ser oxidados quando o estregdativo estd elevado. A
determinacdo de grupos sulfidrilas totais, grupolidsilas ligados as proteinas e
grupos sulfidrilas em compostos de baixo peso mtdedsulfidrila livre) foi realizada
conforme proposto por Sedlak Lindsay (1968), utilizando o reagente de Eliman
(DNTB). Os grupos tidis reagem com DNTB formandoaomplexo, que absorve luz a
412 nm.

Reagentes utilizados e forma de preparo
Tampao Tris-HCI, pH = 8,2 oram dissolvidos 24,22 g de Trizma Base (PM 124,1
8,32 g de Acido Etilenodiaminotetracético (EDTA; RII6,21; 99%m/m) em 800 mL
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de agua destilada. O pH foi ajustado em 8,2 us&i@o3 mol/L. Agua destilada foi

utilizada para completar o volume final para 1.000/A solucdo final continha 30

mmol/L de Trizma Base e 3 mmol/L de EDTA.

Tampao Tris-HCI, pH = 8,%oram dissolvidos 48,44 g de Trizma Base (PM 124,1)
8,32 g de EDTA (PM 416,21; 99 %m/m) em 800 mL daeaadestilada. Ajustou-se o
pH em 8,9 usando HCI 3 mol/L. Agua destilada fdiaztda para completar o volume

para 1.000 mL. A solucéo final continha 30 mmol& Trizma Base e 3 mmol/L de
EDTA.

Cloreto de Trietanolamina (TEA)}t,33 mL de cloreto de trietanolamina (TEA; PM

185,7) e adicionou-se agua destilada para commletalume para 500 mL.

Acido Tricloroacético (TCA):Foram dissolvidos 10 g de &cido tricloroacétic€AT

PM 163,4) em 70 mL de agua destilada. Agitou-sdamosamente e agua destilada foi
adicionada para completar o volume para 100mL.

Acido 5,5 -Ditio-bis-(2-nitrobenzoico) (DTNBForam dissolvidos 10mg de &cido 5,5 -
ditio-bis-(2-nitrobenzoéico) (DTNB; Reagente de Edimy PM. 396,3) em 14,71 mL de
metanol (PM 32,04; 0,79g/mL). Este reagente erpgreglo pouco antes da dosagem e

mantido no gelo enquanto usado.

Solucéo padrédo estogueoram dissolvidos 12 mg de cisteina (PM 121, b6)velume

de TEA suficiente para 5 mL. A solucao final cohin20 mmol/L de cisteina. Este

reagente foi preparado no dia da dosagem e mamiigelo enquanto usado.

Curva padrao para sulfidrilas totais e livres
O padréo de cisteina foi feito dissolvendo 50 plsdecéo padréo estoque em

950 uL de TEA. E procedeu-se como segue:

TUBOS 1 2 3 4 5 6
CONC
(MOLIL) 0 50 100 250 500 1000
Padr‘afL;'Ste'”a 0 25 50 125 250 500
TEA (uL) 500 475 450 375 250 0
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Procedimento de dosagem de sulfidrilas totais mo:so

Para cada amostra, adicionaram-se 800 uL de meteb®IuL de Tris-HCI pH
8,2, 50 uL de DTNB e 40 pL de amostra (ou da s#i@adrdes). Foi centrifugado a
13000 rpm durante 15 minutos a temperatura ambié&st@bsorbancias das amostras
foram determinadas em 412 nm, a 25°C. Nesta dosagenfeitos dois brancos, o
branco 1 que contém todos o0s reagentes menos draraasbranco 2 que ndao contém
amostra e DTNB. O branco 2 é utilizado para acertaparelho. E as absorbancias

obtidas de todas as amostras sao diminuidas debdbs@ obtida para o branco 1.
Procedimento de dosagem de sulfidrilas livres rro:so

Para cada amostra, adicionaram-se 200 pL de TC20gquR de amostra. Esta
mistura foi agitada e centrifugada por 15 minutod3900 rpm em temperatura
ambiente, para que as proteinas precipitassemiofdiam-se a um outro tubo de
polipropileno, 150 pL do sobrenadante, 600 pL ds-ACI pH 8,9 e 60 uL de DTNB.
As absorbancias das amostras foram determinadagl@mm. Nesta dosagem sdo
feitos dois brancos, o branco 1 que contém todoe@gentes menos a amostra e o
branco 2 que ndo contém amostra e DTNB. O branéougilizado para acertar o
aparelho. E as absorbéancias obtidas de todas adramsao diminuidas da absorbancia

obtida para o branco 1.

Célculos
Foi feito um grafico expressando Concentracdo ddrgma (Eixo Y) X

Absorbancia do padrédo (Eixo X). ApOs analise deeasgfio linear da curva padrao
obteve-se a equacgao da reta (Concentracao = a*#dsuia + b) que foi utilizada para
determinar a concentragéo de sulfidrilas totaie sulfidrilas livres. A concentragao dos
radicais sulfidrilas ligados as proteinas foi cklda pela diferenca entre sulfidrilas

totais e sulfidrilas livres. Todas as concentra¢goesm expressas epmol/L.
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4.5 — Analise Estatistica

Para analise dos dados empregou-se 0 método desé\délVariancia Bivariada
(Two — Way), usando o MINITAB 13 Software (Statell€ge, PA). As diferencas
foram consideradas significantes quando o valoPdei menor que 0,05. Quando
ocorreram interacdes entre os fatores (dieta ¥ &giaiealizado o Teste de Tukey. Os

dados foram expressos como méeiesvio padrao.
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5 - RESULTADOS

5.1 Crescimento corporal, ingestao alimentar, excgélo fecal e peso dos 6rgaos

Primeiramente examinamos como que a adicdo da p@pacai as dietas
(padréao e hipercolesterolemiante) afetava o garh@eso final, ingestdo alimentar,
excrecdo fecal e peso dos 6rgdos dos animais. éatdb mostra que no inicio do
experimento os animais de todos 0s grupos expetaiseapresentavam em média um
peso inicial de 145g. Entretanto, o ganho de pesd foi 37% maior nos animais
alimentados com a dieta hipercolesterolemiante (HHA) comparados aos que
receberam a dieta padrdo (C + CA). Concomitanteanenadicdo da polpa de acai as
dietas também proporcionou um aumento no ganhesee fnal, tendo os animais dos
grupos CA e HA um peso final 7% maior que os grup@sH. A ingestao alimentar foi
reduzida pela dieta hipercolesterolemiante. Aléssaliuma interacdo entre dieta e acai
foi encontrada para este parametro, fazendo conagnédia da ingestao alimentar do
grupo CA (754,32 * 56,549) fosse similar a do gr@¢(/10,53 £+ 46,56Q) e a ingestéo
alimentar do grupo HA (596,27 + 73,06g) menor qoegdupo H (676,86 + 42,77Q)
(Tabela Il). Os animais que receberam a suplem@ntde acai na dieta tiveram um
aumento de 36% na excregao fecal comparados gossg@iie H.

Animais que receberam a dieta hipercolesterolemiéiit+ HA) apresentaram
um aumento de aproximadamente 19% no peso da goathdiominal em relacdo aos
grupos C e CA. A tabela Il também mostra que adadie acai as dietas aumentou em
aproximadamente 50% tanto o peso da gordura abdbou@anto o peso relativo (peso
da gordura abdominal / peso do animal) nos grugos EA comparados aos grupos C
e H. Uma interacéo entre dieta e acai também f@robda para estes pesos da gordura
abdominal, fazendo com que as médias dos pesosrdarg abdominal para o grupo
CA fosse maior que os valores encontrados paraimogC e que 0s pesos da gordura
abdominal fossem similares entre os grupos H e Fabéla II).

Os pesos do baco, do coracdo e dos rins, bem cenmmesos relativos do
coracdo e dos rins ndo apresentaram diferencadststs entre 0s quatro grupos
experimentais. Entretanto, o resultado obtido pgvaso relativo do bago mostrou que a
suplementacéo das dietas com a polpa de acai puwwoca reducédo de 11,4% no peso
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relativo deste 6rgdo nos animais dos grupos CA ecbiparados aos grupos C e H
(Tabela II). A dieta hipercolesterolemiante (H + Haeterminou um aumento de 72%
no peso do figado, bem como um aumento de 56% 80 pHativo deste 6rgao.
Entretanto, a adicdo da polpa de acai as dietapqgrCA e HA) promoveu uma
reducdo de 10% no peso relativo deste 6rgao coapas grupos C e H (Tabela Il).
Estes dados sugerem que 0 acai promove um aumerganmo de peso dos
animais, nao interferindo na ingestao alimentanduoaadicionado a dieta padréo ou a
reduzindo em animais hipercolesterolemiantes. Bateento no peso corporal pode
estar em parte, associado com a maior quantidadgodiura abdominal também
apresentada pelos grupos CA e HA. A adi¢cédo de aaietas também proporcionou
uma reducéo no peso relativo do figado, que cormperado tinha sido aumentado pela

dieta hipercolesterolemiante.
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Tabela Il — Crescimento corporal, ingestdo alimergacrecao fecal e peso dos orgados de ratos
tratados com dieta padrao (C), padrdo acrescidacdé (CA), hipercolesterolemiante (H) e

hipercolesterolemiante acrescida de acai (HA).

Grupos Experimentais

C CA H HA Anova:
Valor P
Dieta Acai Dieta x
Acai
Peso inicial (g) 145,00 £ 5,61 144,63 £ 5,73 145,813 145,13 £ >0,05 >0,05 >0,05
6,51
Peso final (g) 177,88 + 11,53 199,75 +9,44 202,63,73 209,00 + <0,05 <0,05 50,05
12,96
Ganho de peso 32,88 £11,63 55,13 +£10,15 56,88 £11,90 63,88 + <0,05 <0,05 >0,05
final (g) 16,42
Ingestéo alimentar
(g/42dias) 710,53 + 46,58 754,32 + 56,52 676,86 + 42,77 596,27 + <0,05 >0,05 <0,05
73,06
Excrecéo fecal 15,19 + 3,02 22,87 +2,17 17,75+ 1,00 22,09 + 3,620,05 <0,05 >0,05
(g/42dias)
Gordura
abdominal (g) 4,11+0,65 9,79+1,78 7,86 + 2,29 8,75+2,18 <0,05 <0,05 <0,05
Peso relativo
gordura abdominal 2,31 + 0,33 4,90 +0,9% 3,87+1,10 417+0,8§ >0,05 <0,05 <0,05
(%p/p)
Baco () 0,39+ 0,06 0,41 +0,04 0,45+ 0,09 0,39+0,08 >0,05 >0,05 >0,05
Peso relativo baco 0,22 + 0,04 0,21 +0,01 0,22 £ 0,03 0,18 +0,03 >0,05 <0,05 >0,05
(%p/p)
Coracéo (g) 0,59 £ 0,04 0,63 £ 0,05 0,65 £ 0,08 0,64 +0,05 >0,05 >0,05 >0,05
Peso relativo 0,33+0,03 0,31 +0,03 0,32 +0,02 0,31+0,02 >0,05 >0,05 >0,05
coracao (g)
Rins (g) 1,15 + 0,08 1,19 + 0,08 1,24 + 0,09 1,25+0,22 >0,05 >0,05 >0,05
Peso relativo rins 0,65 +0,04 0,59 +0,04 0,61 + 0,06 0,60+0,10 >0,05 >0,05 >0,05
(%p/p)
Figado (g) 5,63+0,72 5,30 + 0,47 9,55+ 1,26 9,20+1,26 <0,05 >0,05 >0,05
Peso relativo 3,16 + 0,27 2,65+0,16 4,70+£0,31 4,39+0,44 <0,05 <0,05 >0,05

figado (%p/p)

Os dados estdo apresentados como médiasvio padrdo; n=8. Letras superescritas difesente
indicam diferenca estatisticamente significativam@sma linha §0,05). Peso relativo = (peso
total do 6rgéo) / (peso do animal).
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5.2 Perfil lipidico

Como o acai possui diversos componentes com aidadaade regular os niveis
séricos de colesterol, avaliamos se a suplementagfia polpa deste fruto modificaria
o perfil sérico de lipideos em animais controlefigercolesterolémicos. Para isto
mensuramos o colesterol total, colesterol ndo — Hiolesterol HDL e triacilglicerdis.
Como esperado animais alimentados com a dieta dolesterolemiante (H + HA)
mostraram um aumento nos niveis de colesterol ®otblesterol ndo —HDL e uma
reducdo de aproximadamente 83% na concentragaolekterol HDL comparados aos
grupos C + CA (Tabela lll). Os elevados niveis amslo colesterol total e ndo — HDL
foram reduzidos pela adicdo da polpa de acai #&sdexperimentais. Aléem disso, uma
interacdo entre dieta e acai foi encontrada parasadtados de colesterol total e ndo —
HDL. N&o observamos diferenca estatistica paradiarda concentracéo de colesterol
total entre os grupos C (2,16 + 0,21 mmol/L) e Q06 £+ 0,23 mmol/L), mas as
diferencas foram significativas quando comparamasH#, o grupo HA (5,42 + 0,98
mmol/L) apresentou o nivel de colesterol total mehm que o grupo H (8,12 = 2,32
mmol/L). Este mesmo perfil pode ser observado pdracdo ndo — HDL do colesterol,
ou seja, as médias dos grupos C (0,52 + 0,25 minel/CA (0,29 + 0,15 mmol/L)
foram similares e a concentragcédo de colesterol-n&bL no grupo H (7,84 + 2,30
mmol/L) foi maior que no grupo HA (5,12 £ 0,97 mithgl(Tabela Il1).

Em relacdo a concentracdo sérica de triacilgliseodi resultados encontrados
mostraram que animais submetidos a dieta hipeteotdsmiante (H + HA)
apresentaram uma reducdo de 52% comparados aossg@ue CA. Também foi
encontrada uma interacao entre dieta e acai psraregtabolico sérico, fazendo com
que a média de TG do grupo CA (0,64 + 0,03 mmdidsse menor que a do C (0,76 +
0,09 mmol/L) e que a concentracao de TG fosse airaiitre os grupos H (0,31 £+ 0,04
mmol/L) e HA (0,36 £ 0,06 mmol/L) (Tabela IlI).

Sugerimos que a polpa de acai apresenta efeite@@umzir os niveis séricos de

colesterol em animais hipercolesterolémicos.
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Tabela Il — Colesterol total, colesterol ndo - Hzblesterol HDL e triacilglicerdis séricos de sato
tratados com dieta padrao (C), padrdo acrescidacdé (CA), hipercolesterolemiante (H) e
hipercolesterolemiante acrescida de acai (HA).

Grupos
Experimentais
C CA H HA Anova:
Valor P
Dieta Acai Dieta
X
Acai
Colesterol total 2,16 +0,2f 2,06+0,28 812+232 542%098 905 <005 <005
(mmol/L)
Colesterol ndo- 0,52+0,25 0,29+0,15 7,84+230 512+097 <005 <0,05 <0,05
HDL (mmol/L)
Colesterol HDL 1,64 + 0,33 1,78 £ 0,09 0,28+0,04 0,30+0,07 <0,05 >0,05 >0,05
(mmol/L)
Triacilgliceréis 0,76 +0,08 064 +0,08 0,31+0,04 0,36 +0,08 <0,05 >0,05 <0,05

(mmol/L)

Os dados estdo apresentados como mediasvio padréo; n=8. Letras superescritas difesente

indicam diferenca estatisticamente significativammesma linha (0,05).

5.3 Defesas antioxidantes

Investigamos @tatusantioxidante dos animais ao mensurar a atividédeasda
PON utilizando o fenilacetato e o paraoxon comasalos, a atividade da superoxido
dismutase, a atividade da catalase e a concentdec@tutationa total no figado dos
animais.

A dieta hipercolesterolemiante reduziu em 57% w=id#tde arilesterdsica da
PON nos grupos H e HA em relacdo aos animais C eBd#&etanto, a adicdo de acai
aumentou em 72% a atividade desta enzima. Conaueritente, uma interacdo entre
dieta e acai também foi observada neste paranfazendo com que a média da
atividade de PONe-arilesterase fosse maior no gr@go (65,17 + 7,45 U/mL)
comparada ao grupo C (37,10 £ 7,60 U/mL) e tamhb@mmaior no grupo HA (27,39 £
9,09 U/mL) em relacéo ao H (16,7 + 3,24 U/mL) (Tlal¥).
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Como encontrado na PON - arilesterase a atividadaoponase também foi
diminuida pela dieta hipercolesterolemiante, ospgsuH e HA apresentaram uma
reducdo de 69% na atividade da PON — paraoxonasparado aos grupos C e CA. E
aumentada pela adicdo da polpa de acai nas digiasreentais, onde os grupos CA e
HA apresentaram um aumento de 67% na atividadeoyamase desta enzima. Além
disso, uma interacdo entre dieta e acai tambénolbeervada, porém de maneira
diferente da ocorrida para a atividade arilesteaasiNa atividade paraoxonase
observou-se que o grupo CA (0,35 £ 0,06 U/mL) agresi 0 maior valor em relacéo
ao grupo C (0,20 = 0,05 U/mL) e que os grupos HAQG: 0,03 U/mL) e H (0,07 %
0,01 U/mL) ndo apresentaram diferenca estatistit@ si (Tabela 1V).

Os resultados obtidos mostraram que a dieta hijgsteoolemiante
proporcionou um aumento de 54% na atividade sé&c&OD nos grupos H e HA
comparados aos grupos C e CA. Diferentemente, gapale acai reduziu
significativamente a atividade da superoxido disset Uma interacdo entre dieta e
acai também foi observada, fazendo com que os grdp87,38 + 2,09) e CA (36,6
1,27) fossem similares e que a média da ativid@d8@D fosse menor no grupo HA
(47,22 +7,19) em relacdo ao H (66,95 + 19,17) élabV).

Assim como para a atividade de SOD, a adicdo dpapde acai as dietas
experimentais (grupos CA e HA) proporcionou umaugdd de 42% na concentracao
hepatica de glutationa total comparada aos grupesHC Os resultados obtidos para
glutationa total também mostraram uma interacaceetieta e acai, proporcionando
valores similares para os grupos C (117,50 = 1@/Bdles/mL) e CA (89,72 £ 20,55
nmoles/mL) e diferencas entre H e HA, tendo o gridpo(67,73 + 23,88 nmoles/mL)
apresentado menores niveis de glutationa em relagagrupo H (155,08 + 17,24
nmoles/mL). A atividade da catalase no figado dumais ndo apresentou diferenca
estatistica entre os quatro grupos experimentaisgfa 1V).

Em resumo, a suplementacdo das dietas com a pelgga promoveu nas
defesas antioxidantes um efeito contrario aos teos obtidos para o efeito da dieta
hipercolesterolemiante O acai proporcionou um atonem ambas as atividades da

PON e uma reducgao na atividade de SOD e na coacéntde glutationa total.
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Tabela IV — Atividade arilesterasica e paraoxormsenzima paraoxonase no soro, atividade sérica
da superoxido dismutase, concentracdo hepéticalutatigna total e atividade da catalase no

figado de ratos tratados com dieta padrdo (C), &vadacrescida de acai (CA),
hipercolesterolemiante (H) e hipercolesterolemiaictescida de acai (HA).
Grupos Experimentais
C CA H HA Anova:
Valor P
Dieta  Acai  Dieta
X
Acai
PON -
arilesterase 37,10+ 7,60 6517+7,45 16,70 3,24 2739+ <005 <005 <005
(U/mL) 9,09
PON - 0,20+0,08 0,35+0,08 0,07 +£0,0% 0,10 + <005 <005 <005
paraoxonase 0,03
(U/mL)
SOD (Taxa 37,38+2,09 36,60 +1,27 66,95 + 19,17 4722+ <0,05 <0,05 <0,05
de inibicdo 7,19
%)
Glutationa 117,50 + 89,72 £ 155,08 + 17,24 67,73+ >0,05 <0,05 <0,05
total 17,57 20,58"° 23,88
(nmoles/mL)
Catalase 26,56 £ 6,92 21,89+11,48 20,07 £ 8,67 19,67 £0,05 >0,05 >0,05
(U/mL) 7,64

Os dados estdo apresentados como mediasvio padrdo; n=8. Letras superescritas difesente
indicam diferenca estatisticamente significativa nmeesma linha ($0,05).
Paraoxonase; SOD: Superéxido dismutase. A atividé@leSOD foi determinada através da

Pon:

habilidade de amostras do soro em inibir a reag&ntn superoxido com o WST.

5.4 Concentracao de proteina carbonilica e gruposilidrilas

carbonilica e grupos sulfidrilas foram determinadoadicdo da polpa de acai as dietas

padrédo e hipercolesterolemiante reduziu em 47%wessnde proteinas carbonilicas no

Enzima

Como biomarcadores do estresse oxidativo os nigéricos de proteina

soro (Tabela V). Animais de ambos grupos, contrelehipercolesterolémicos,
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suplementados com a polpa de acai aumentaramicigivéimente a concentracdo de
grupos SH total, livre e ligado a proteina (Tab8la
Em adicdo, uma interacdo entre dieta e acai foordreda para o radical

sulfidrila total e sulfidrila ligado a proteina.r@sultado obtido para SHTT mostrou que

a concentracdo deste radical no grupo CA (407,642A71umol/L) foi superior

comparado ao grupo C (309,55 + 3ueml/L) e que o grupo HA (478,41

43,6Qumol/L) também apresentou uma concentragdo de SHdidrrem relagdo ao H
(295,96 + 28,5Amol/L) Para o radical SH Prot. observou-se queup@ICA (294,17 +
40,54mol/L) e C (244,66 + 36,3imol/L) foram semelhantes e que o0s niveis deste

radical foi maior no grupo HA (352,51 + 44680l/L) em relacdo ao grupo H (223,00

+ 30,54mol/L) (Tabela V) .

Tabela V — Concentracéo sérica de proteina caibanfhdical sulfidrila total, radical sulfidrila
livre e radical sulfidrila ligado a proteina de amttratados com dieta padrdao (C), padrdo
acrescida de acai (CA), hipercolesterolemiante gHiipercolesterolemiante acrescida de acai

+

(HA).
Grupos
Experimentais
C CA H HA Anova:
Valor P
Dieta  Acai  Dieta
X
Acai
Proteina
carbonilica 033+
(nmol/mg 0,56 + 0,38 0,21 +0,17 047+032 "o >0,05 <0,05 >0,05
proteina) ’
SHTT
(moli)  Zooee” T 20596:2850 “USUL* <005 <005 <0,05
SH Livre 19590 +
(umol/L) 64,89 £ 5,91 113,47 + 2,83 72,95+ 7,57 5 ’26 - <0,05 <0,05 >0,05
SH Prot. 244,66 352,51+ >0,05 <0,05 <0,05
(umol/L) 36,5 294,17 + 40,57 223,00 + 30,54 4467

Os dados estdo apresentados como médiesvio padrao; n=8. Letras superescritas difesente

indicam diferenca estatisticamente significativamesma linha (§0,05). SHTT: Sulfidrila total;
SH Livre: Sulfidrila Livre; SH Prot.: Sulfidrilagiada a proteina.
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5.5 Indicadores bioquimicos da fungéo hepatica

A dieta hipercolesterolemiante promoveu um aumemas atividades das
enzimas, alanina aminotransferase, aspartato amnsférase e fosfatase alcalina.
Entretanto, a adicdo da polpa de acai ndo altev@tiddades das aminotransferases e
proporcionou uma reducdo de 18% na atividade de AbB grupos CA e HA
comparados aos grupos C e H (Tabela VI). O resultdstido para a atividade da
alanina aminotransferase também mostrou uma idteraqtre dieta e acai, fazendo
com gque a média da atividade de ALT no grupo CA923 0,77 Ul) fosse menor em
relacéo ao grupo C (29,07 + 3,54UI) e que os grip(3l,36 + 3,39 Ul) e HA (33,26 =

4,80 Ul) apresentassem valores similares (Tabéela VI

Tabela VI — Atividade sérica da aspartato aminafienase (AST), alanina aminotransferase
(ALT) e fosfatase alcalina (ALP) de ratos tratadom dieta padrao (C), padrao acrescida de acai
(CA), hipercolesterolemiante (H) e hipercolestermabnte acrescida de acai (HA).

Grupos
Experimentais
C CA H HA Anova:
Valor P
Dieta Acai  Dieta x

Acai

AST (Ul) 39,98 +437 398+415 59,66+398 5463+45500° =005 >0,05

ALT (UI) <0,05  >0,05 <0,05

29,07 +3,54 23,95+0,77 31,36+3,39 3326+4,8

ALP (U/L) 3593+3,39 26,34 +6,67 58,0 +6,41 50,54 * 4,9<0,05 <0,05 >0,05

Os dados estdo apresentados como m€dlasvio padrdo; n=8. Letras superescritas difesente
indicam diferenca estatisticamente significativa masma coluna &9,05). AST: Aspartato
aminotransferase; ALT: Alanina aminotransferasePAEosfatase alcalina.
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6 — DISCUSSAO

A LDL é a principal lipoproteina transportadoraatgesterol do figado para os
tecidos periféricos. Esta lipoproteina fornece stei®| para os tecidos periféricos
através da interagdo com receptores de supergtiéac chamados receptores de LDL
(LDLR), que reconhecem sua apolipoproteina B-1(Qihsfa ligagdo, o complexo LDL-
LDLR sofre endocitose mediada por clatrina (Char@pélarvey, 2002). Quando a
célula esta repleta de colesterol ocorre reducd@RIAR na membrana plasmatica,
contribuindo para aumentar a concentracdo de eotgsta circulacao.

Quando a concentracdo de LDL na corrente sangéiradta, esta lipoproteina
pode se acumular no espaco sub-endotelial artersdfrer modificacdes quimicas,
como por exemplo, oxidacdo por espécies reativa®xigénio, tornando-se LDL
modificada (Gan& Heinecke, 2001). Macréfagos reconhecem as paatodé LDL
modificadas, por meio de receptoresavengers(Kunjathoor et al, 2002). Os
macrofagos por ndo apresentarem a regulacao dstexalepor feedback o acumulam,
originando as ceélulas em espuma responsaveis pefeia manifestacdo da placa
aterosclerotica (Osterw&l Bjorklid, 2003).

Em contraste a HDL, uma lipoproteina sintetizadafigado e liberada na
corrente sangiinea, reduz o risco de desenvolvimgatDCV. Esta lipoproteina é
responsavel pelo transporte reverso do colesteostanto, a reducdo na concentracao
do colesterol LDL e o aumento nos niveis de HDL s&oprimeiros passos nha
prevencdo das DCV. Além disso, a prevencao da ¢&aaa LDL também é muito
importante para prevenir o desenvolvimento da atégoose.

Assim, a procura por novos compostos com capacidadeduzir e/ou regular a
concentracdo do colesterol plasmatico, bem comacexecdes antioxidantes tem
aumentado através dos anos, resultando em um aumemtimero de publicacées que
descrevem os efeitos fisioldgicos exercidos por waréedade de produtos naturais.
Dentre estes produtos, podemos destacar o acdiutantipicamente brasileiro que tem
despertado muito interesse no mercado mundialiheatos.

No presente estudo, alimentamos ratos com dietdalesterolemiante e estes

apresentaram uma piora do perfil sérico de lipideasacterizado por um aumento nos
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niveis séricos de colesterol total e colesterol-n&DL e uma reduc¢do na concentracédo
do colesterol HDL. Estes animais também apresentanam desequilibrio dstatus
antioxidante, como sugerido pela alteracdo dassdsfantioxidantes. Assim, este
modelo animal foi utilizado para estudar o efeibocdnsumo de acai sob perfil lipidico,
defesas antioxidantes e biomarcadores do estregisivo.

Nossos resultados mostraram uma agdo benéficalpla ¢ acai sob o perfil
sérico de lipideos. A suplementacdo da dieta hipesterolemiante com polpa de acai
fez com que os animais do grupo HA apresentassémnesainferiores de colesterol
total e colesterol ndo — HDL (representado pordeacaterogénicas do colesterol)
comparados aos animais do grupo H. Quando adicioaatieta padrdo a polpa de acai
exerceu um efeito hipotrigliceridémico.

Este efeito hipocolesterolemiante do acai tambémsido descrito para outros
alimentos ricos em compostos fendlicos, tais couva vermelha (Naissidest al,
2004), maca (Aprikiaet al, 2002) e cha verde (Bos¢al, 2008). Os autores sugerem
que compostos fenodlicos podem inibir a absorcaesimal de lipideos da dieta por
formarem complexos com essas biomoléculas e assarfarirem com o0 processo de
emulsificacdo, solubilizacédo e hidrolise das migel2e acordo com lkedst al. (2005)

a reducdo nos niveis séricos de triacilgliceréisidte ao consumo de compostos
fendlicos pode estar associada a inibicdo da atiédda lipase pancreética por estes
compostos.

Recentemente Akil& Devaraj (2008) avaliaram o efeito sinérgico desdoi
extratos alcodlicos ricos em compostos fendlicds marametros bioquimicos em ratos
com hipercolesterolemia induzida pela dieta. A adstiacdo simultanea desses dois
extratos reduziu significativamente os niveis d&esteroltotal e de LDL e VLDL
(colesterol ndo — HDL) no soro e no tecido cardidm® animais, além de promover um
aumento na concentracao fecal de acidos biliaesseedides neutros.

Os estudos listados acima nos levam a pensar dugdo de polifends seria
responsavel pelo efeito hipolipidémico do acai.ré&anto, como foi mostrado no
capitulo 2 deste trabalho, os outros nutrientespdipa do acai (acidos graxos
insaturados, fibras alimentares e fitosteroéis) &mldlesempenham importantes efeitos
na melhora do perfil lipidico. A ingestdo de acidpaxos insaturados leva a reducgéo
dos niveis de colesterol total e LDL na circula¢Blo et al, 1997), por aumentar a
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expressao ou a atividade de receptores de LDLgaoldi (Fernande& West, 2005). As
fibras dietéticas sequestram e promovem a excrdedsais biliares, em resposta o
figado produz mais acidos biliares, e em consedaenais colesterol é captado da
circulacdo (Browret al, 1999) e os fitosterdis por apresentarem a es&rujuimica
similar & do colesterol, competem pela absorc@&siimal (Ostlund, 2004).

A adicdo de acai as dietas testadas ndo apresprdtmuer efeito sobre os niveis
séricos do colesterol HDL o que corrobora com odosglada literatura. Segundo
Fernandez& West (2005) acidos graxos monoinsaturados néaoupossefeitos
significativos sobre os niveis de colesterol HDIo écido linoléico possui minimos
efeitos. Calpe-Berdiekt al. (2009) mostraram que o consumo diario de produtos
enriguecidos com esteroides de plantas apresengdaitm positivo no perfil lipidico de
pacientes hipercolesterolémicos. Promovendo umac&ddo colesterol total e LDL,
sem interferir nos niveis de triacilglicerdis easierol HDL.

Surpreendentemente, animais alimentados com a Hipé&acolesterolemiante
apresentaram uma reducdo na concentracdo de dii@amibis no soro quando
comparados aos alimentados com uma dieta padradietA hipercolesterolemiante
possui uma maior porcentagem de acidos graxosunastis (6leo de soja) do que a
dieta padréao, esta diferenca pode ser responsail@lrgsultado obtido. Uma vez que
acido graxo insaturado possui efeito sobre o mésho da VLDL, sua ingestdo
promove uma reducdo na sintese e excrecado hepltsta lipoproteina provocando
assim, uma diminuicdo nos niveis séricos de tghodrois (Connoeet al, 1993). Esta
reducdo nos niveis séricos de TG em ratos alimestadom uma dieta
hipercolesterolemiante rica em 6leo de soja tamioéencontrado por Turbino-Ribeiro
et al. (2003).

Além das concentracdes das lipoproteinas plasrsativais recentemente,
interesse tem sido dado a atividade da enzima yamaase (PON). A reducdo na
atividade da PON esta inversamente relacionada condesenvolvimento da
aterosclerose. Nao somente a LDL esta susceptivalodificacdo oxidativa, mas
também outros lipideos no soro, como por exempioelas presentes na HDL. A
modificacdo oxidativa da HDL tem sido associada @aprejuizo da habilidade desta

lipoproteina em promover o transporte reverso desterol (Morel, 1994). A PON
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possui a funcdo de prevenir a oxidacdo da LDL, d,Hbem como hidrolisar
fosfolipidios oxidados e hidroperoxidos presentad DL modificada (Aviramet al,
1998b). Além de efeitos antioxidantes, a PON ex@ropriedades antiinflamatorias,
uma vez que reduz a adesédo de mondcitos nas céhdateliais e reduz a quimiotaxia
de macro6fagos exercida por fosfolipidios oxidaddmfedet al, 2003).

A paraoxonase é uma esterase dependente de célaitamilia consiste de 3
genes: PON1, PON2 e PON3 (Chattal, 2005). O RNAmM da PON1 é expresso
principalmente no figado, o da PON3 é expressdagaald e rim, enquanto que PON2 &
amplamente expresso em muitos tecidos, incluindolast da parede arterial, como
macrofagos. A PON1 e PON3 sédo secretadas pelo ofige$ociadas a HDL,
contribuindo assim para o efeito ateroprotetor aldigtoproteina (Nget al, 2004).
Todas as trés proteinas possuem atividade hideoli¢indo atividade arilesterasica ou
paraoxonase, dependendo dos substratos a sereoiishdios, acidos carboxilicos
aromaticos ou compostos organofosfatos, respectin{Get& Reardon, 2004).

A PONL1 possui trés residuos de cisteina, dois farnpemntes dissulfeto
intramolecular e um residuo € livre, o0 qual é edsépara a acdo da PON1 em proteger
as lipoproteinas plasmaticas da oxidacdo por espéeativas. Entretanto, a oxidacéo
deste residuo de cisteina livre pelo peréxido dfobgénio ou pela propria LDL
modificada, leva a inativagdo desta enzima (Avietnal, 1998a). Ratos alimentados
com uma dieta rica em colesterol apresentam umacdedsignificativa na sintese
hepatica da PON 1 (Durait al, 2004). Entretanto, antioxidantes da dieta podem
aumentar a atividade e os niveis da PON1, uma uezpqdem agir diretamente na
expressdo do gene desta enzima ou indiretamentee@ozir o estresse oxidativo (0
qual inativa PON1) (Durringtoet al., 2002). Dentre os antioxidantes dietéticos, 0s
compostos fendlicos estdo relacionados com o auntenatividade da PON1 no soro
de humanos e camundongos (Fuhr&afviram, 2002).

No presente estudo, encontramos que ratos alinentadm a dieta
hipercolesterolemiante apresentaram uma reducambas as atividades da PON e que
a suplementacdo das dietas experimentais (padrdipeecolesterolemiante) com a
polpa de acai proporcionava um aumento nas ategladesta enzima. Nossos

resultados sugerem que provavelmente a polpa dexeaeu efeito antioxidante, uma
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vez que a presencga de acai resultou em um aumerdtvidade de uma enzima que é
inibida por espécies reativas ou produtos da sigloo.

Nossos resultados corroboram com a literatura,egbtral (2007) mostraram
que o suco de romd, o qual é rico em compostodiéesp promove um aumento na
expressdo de PON2 em macréfagos, em um mecanisaeonado com a ativacdo de
receptores nucleares (PPAR Noll et al. (2008) trataram camundongos que
apresentavam um quadro de hiperhomocisteinemia ecxdrato de polifendis de uva
vermelha. Os autores encontraram que a suplementagd o extrato fendlico
aumentou significativamente a atividade sérica patiea da PON1, que tinha sido
reduzida pelo quadro de hiperhomocisteinemia aptade pelos animais.

Sabe-se que os radicais livres sdo importantesesyea modificacdo quimica
da LDL promovendo a sua oxidacdo e tornando-a ei@igénica. Além disso, sdo
capazes de danificar toda biomolécula celularpsémo quando esta dispde de algum
mecanismo de prote¢do, como no caso da moléculdNdedas células de mamiferos
(Ames, 1989). Aléem do DNA, proteinas, carboidratasidos graxos, membranas
biolégicas e muitas outras estruturas estdo ssjatcesta oxidante acdo deletéria
(Bagchi & Puri, 1998).

Baixos e constantes niveis de EROS séo indispessé@re muitos processos
bioquimicos, incluindo apoptose celular (Ghosh & ey 1998) e defesa contra
microorganismos (Baet al, 1997). Em contraste, altas concentracdes olequatia
remocao de EROS resultam em um quadro de estregdaivo, 0 qual pode gerar
danos a macromoléculas biolégicas e severos distirbetabdlicos. Por definigéo,
estresse oxidativo é o desequilibrio entre a pr@olule espécies reativas de oxigénio e a
capacidade de acéo do sistema de defesa anticxiplara neutraliza-las e prevenir seus
efeitos deletérios (Mayne, 2003).

Entdo, para que prevaleca o equilibrio homeost&ias funcdes bioldgicas
sejam preservadas, é necessario que o organisntmleoa presenca de ambos,
oxidante e antioxidante, continuamente. Para sstemas biolégicos desenvolveram a
capacidade de promover respostas adaptativas gdempa@ompensar 0 estresse
oxidativo, como por exemplo, um sistema de protegédioxidante altamente
complexo, que envolve uma variedade de componeabtekgenos e exdgenos,

funcionando interativamente para neutralizar egséaativas (Sies, 1993).
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A enzima superoxido dismutase (SOD) tem acdo adfoxe, pois catalisa a
dismutacédo do radical superoxido ersOple . Uma vez produzido, o peréxido de
hidrogénio precisa ser destruido, jA que partidpareacdo que produz o radical
hidroxila (considerado a EROS mais reativa em msigtebioldgicos). O D, entéo é
eliminado pelas enzimas antioxidantes, catalaselj@Aglutationa peroxidase (GSH-
Px). Para exercer sua fungdo antioxidante a GSHifllka a glutationa reduzida
(GSH) como cofator e em conseqiiéncia desta ulzgigoduz a glutationa oxidada
(GSSG).

A producéo dessas defesas citoprotetivas € indpeldeexposicdo as espécies
reativas de oxigénio, via um mecanismo reguladével transcricional (Kenslegt al,
2007). Sob condicdes fisiologicas normais, a transcrigddador Nrf2 € inibida pela
proteina repressora Keapl localizada no citoplagasaélulas (Itohet al, 2003).A
proteina Keapl contém residuos conservados dénaistes quais desempenham um
papel critico na manutencdo do Nrf2 no citoplasiatretanto, um aumento na
producdo de EROS no organismo promove no citoplasmdissociacdo desse
complexo, fazendo com que o Nrf2 figue ativado setrdnsportado para o nucleo
(Dahl & Mulcahy, 2001;Vries et al, 2008). No nucleo das células este fator de
transcricdo se liga a elementos de resposta axat#iies (ARE) na regido promotora
dos genes que transcrevem enzimas antioxidantégyemas (Nguyeet al, 2003). A
ativacdo Nrf2-ARE induz a producdo da superoxidemditase, catalase, glutationa
peroxidase, glutationa reduzjdperoxiredoxinas, nicotinamida adenina dinuclesid
fosfato (NADPH): quinona oxidoredutases (NQOs) entregenases (Dringeat al,
2005; McCord& Edeas, 2005). Juntas estaszimas e peptideos representam um
potente mecanismo antioxidante de defébaa vez restabelecido o balanco redox da
célula, o Nrf2 é dissociado do nucleo pelo Keaplilssequentemente transportado para
o citoplasma onde é ubiquitinado e degrad&lmét al, 2007).

A dieta hipercolesterolemiante promove uma piora bdtanco redox do
organismo, impondo uma maior producédo de espéesivas (Kurosawat al, 2005).
Neste estudo vimos um aumento na atividade da SO® eoncentracdo da glutationa
total em ratos alimentados com a dieta hipercolgstmiante. Isto possivelmente

ocorreu devido ao aumento na producdo de EROS igwlyela dieta e, consequente
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ativacdo da via Nrf2-ARE para que o organismo ao@isse 0 quadro de estresse.
Quando esta dieta foi suplementada com acai, ecome reducdo na atividade da
SOD e na concentracdo de glutationa, retornandal@es semelhantes aos grupos
alimentados com a dieta padrao (C e CA). Nossadtael®s sugerem que componentes
presentes na polpa de acai agiram de modo a realdaimacéo de espécies reativas
mantendo o balanco redox do organismo, nao temgéeessidade fisioldgica de ativar a
via Nrf2 -ARE. Dentre os componentes presentesof@ae acai, tem-se descrito que
flavondides atuam de modo a diminuir a producaesjecies reativas (quelando ions
metélicos) e também atuam de modo a neutralizelsis, 2003; Harborne & Willians,
2000).

Yao et al (2008) trataram células do cristalino humano cradiacéo
ultravioleta, a fim de induzir a formacdo de ER@#H seguida, essas ceélulas foram
tratadas com fisetina, com o objetivo de avaliaefeitos deste flavonoéide. Os autores
observaram que a radiacdo U.V. provocava um aumeatdormacdo de espécies
reativas e ativacdo do fator de transcricdo NRB8uetransporte para o nucleo celular.
Entretanto, a ativacdo e a translocacao nao fostmmuadas pelo tratamento com a
fisetina. Os autores concluiram que este flavonéige diminuindo a formacgéo de
EROSIin vitro e por isso inibem esta via de sinalizag&o.

Por outro lado, outros estudos mostraram que ouocomsde compostos
fendlicos pode propiciar um aumento na atividade defesas antioxidantes ou até
mesmo ndo apresentar nenhum tipo de efeito @lial., 2003; Breinholet al, 1999;
Dragstecet al, 2004). Estes resultados contraditorios indicam ajresposta a atividade
dessas defesas depende da origem do estressevaxidatmodelo animal utilizado, da
defesa antioxidante estudada e do tipo e fontetioxadante dietético.

Todavia, a literatura é bastante consistente amudsimar a existéncia de uma
inversa relacdo entre a ingestao de alimentos eécosompostos fendlicos e a formagéo
das EROS e dos produtos por elas gerados (Lecursbalr, 2007; Panzat al., 2008).
Véarios biomarcadores tém sido descritos para deimasna ocorréncia de injaria
oxidativa (Perryet al, 2000). Proteina carbonilica € um marcador biogd, usado
para detectar a modificacdo oxidativa de resid@oandinoacidos em proteinas (Beal,
2002).Céations tais como, Beou Cif*, podem se ligar a locais de ligacdo de cétions nas

proteinas, e assim permitir o ataque dessas past@ior espécies reativas, comgDp
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ou Q. Essas espécies transformam a cadeia de amins&mdaarbonilas (Levinet
al., 1994). Mudancas oxidativas em proteinas esdsnoialem resultar em perda da
funcao.

O acai promoveu, no presente estudo, uma reducdianineis séricos de
proteina carbonilica, mostrando uma acdo na protelgd estruturas protéicas no
organismo, confirmando o seu potencial antioxidar@erroborando com nossos
resultados, Ansaret al (2009) observaram uma reducdo nos niveis de giida
protéica em cultura de células neuronais tratadiasaflavonéide quercetina.

Tem-se demonstrado que o0s niveis de grupos tidihém podem ser
considerados um biomarcador do estresse oxiddi&ddtaet al, 1991; Quinlaret al,
1994), uma vez que estes grupos contribuem sigtifaamente para a capacidade
antioxidante do plasma. No presente estudo, avaians niveis séricos de radicais
sulfidrilas totais, sulfidrilas ligados a proteinsylfidrilas livres (que representa 0s
grupos tidis encontrados em compostos de baixomesecular).

A albumina é a principal fonte de grupos tidis diga a proteina no plasma.
Esta pode funcionar como antioxidante extraceluiara vez que consegue neutralizar
espécies reativas, pois possui em sua estrutuiduosslivres de cisteina. Os grupos
tidis de baixo peso molecular estdo representadivxigalmente pela glutationa
reduzida (GSH) e pela cisteina (CSH) que quanddaoikis formam a glutationa
oxidada (GSSG) e a cistina (CSSC), respectivan{&atehler, 2003).

O efeito do acai em reduzir o estresse oxidativamganismo dos animais
também foi confirmado pelos grupos sulfidrilas. @weis destes grupos foram
aumentados no plasma dos animais que tiveram steasliplementada com este fruto e
ja esta bem estabelecido na literatura que ossieitidis no plasma diminuem a
medida que o estresse se eleva, uma vez que egpes godem ser oxidados (Wisdom
et al, 1991). Estudos mostraram que a alta relacdoQk &n pacientes urémicos em
terapia de hemodialise é devida principalmente, lzai%os niveis de grupos tidis
encontrados nestes pacientes comparados aos rémentrados em individuos
saudaveis (Linet al, 2007).

A AST e a ALT séo enzimas intracelulares preseategrandes quantidades no
citoplasma dos hepatécitos. Lesbes ou destruic8océlalas hepaticas liberam essas

aminotransferases para a circulac@o fosfatase alcalina pertence a um grupo de
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enzimas que catalisa a hidrolise de varios fosfaésteres em pH alcalino, ela esta
localizada nas membranas de revestimento dos caloali biliares, portanto um
aumento nos niveis séricos de ALP esta relacionadoa ocorréncia de desordens do
trato biliar (Motta, 2003).

A dieta hipercolesterolemiante provavelmente condaz um dano hepético,
promovendo uma hepatomegalia e um aumento naadieidas aminotransferases e da
fosfatase alcalina. Este aumento de peso podees@toda um acumulo de gordura,
representando um quadro de esteatose hepética, dzles corroboram com outros
trabalhos (Rosamet al., 1998; Story & Baldino, )98lbssa hipétese era que pelo seu
potencial antioxidante o acgai poderia abrandarefgios. De fato, nossos resultados
mostraram que a polpa de acai agiu de modo a redyzeso relativo do figado e a
atividade da fosfatase alcalina, independente @#a.diE um efeito adicional foi
observado quando a polpa de acai foi suplementdaaapadrédo, tendo os animais do
grupo CA uma menor atividade da alanina aminoteaast. Estes resultados mostram
quein vivo a polpa de acai utilizada ndo promoveu efeito togpatetor significativo,
principalmente quando adicionado a dieta hipertalelemiante. Outros ensaios

utilizando doses maiores devem ser realizadosquanfirmar ou rejeitar nossa hipotese.
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7 — CONCLUSOES

v" Nossos resultados mostraram que a polpa do agaiopeouma evidente melhora nos
niveis de colesterol na hipercolesterolemia indupiela dieta em ratas. Quando o agai é
adicionado a dieta hipercolesterolemiante ocormea wveducdo nos niveis séricos de
colesterol total e da fracdo ndo-HDL. Entretanste® efeitos ndo foram observados nos

animais normocolesterolémicos.

v' A dieta hipercolesterolemiante reduziu a atividdeeparaoxonase e a adicao da polpa
de acai reverteu este efeito. Foi demonstrado qpel@a do acai foi capaz de
aumentar a atividade desta enzima mesmo quandoiadsa dieta padrdo. A dieta
hipercolesterolemiante também promoveu aumento tieidade da enzima
antioxidante Superoxido dismutase e da concentrdad@lutationa total, sugerindo
ter esta dieta um efeito de aumentar a formacadER©®S. A polpa do acai,
provavelmente pelos seus efeitos antioxidantes, den que estes parametros
apresentassem valores similares aos apresentadesgpgpos controles. A adicdo da
polpa de acai as dietas padrdo e hipercolesteensignificativamente diminuiu a
concentracdo seérica de proteina carbonilica e a@omes niveis de grupos sulfidrilas
presentes em proteinas ou compostos de baixo palsoutar. Todos estes resultados

indicam que a polpa de acai apresenta notavelaté@xidante.
v Nossos resultados possuem um grande impacto nagimbas bioatividadés vivo

da polpa de acai e revelam uma importante funcéie @ieito na promocéo da saude,

possibilitando o seu reconhecimento como alimemtgibnal.
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ANEXOS
Anexo | — Protocolos das Dosagens Bioquimicas
[.1 - Alanina Aminotransferase

Principio

A ALT catalisa a transferéncia de grupos aminaldaima para o cetoglutarato,
com formacéo de glutamato e piruvato. Este é reduailactato por acdo da lactato
desidrogenase (LDH), enquanto que a coenzima NADKxilada a NAD. A
consequente reducdo da absorbancia em 340 ou 365 monitorizada
espectrofotometricamente, é diretamente proporti@naatividade da enzima na
amostra.

ALT
L-Alanina + Cetoglutarate— Piruvato + L-Glutamato

LDH
Piruvato + NADH — L-Lactato + NAD

Amostra

Recomenda-se jejum minimo de 8 horas. Usar soroplasma (EDTA,
heparina). A atividade enziméatica € estavel porad dntre 2 — 8 °C e por 2 semanas a
10 °C negativos.

Produto Utilizado

ALT/GPT Liquiform, Catalogo 74-4/30 - ANVISA - 109010029

Labtest Diagndstica: Av. Paulo Ferreira da Co928, 6agoa Santa, MG, 33400-000
Reagente 1. Armazenar entre 2 — 8°C.

Reagente 2: Armazenar entre 2 — 8°C.

Reagente de Trabalho: O conjunto de um frasco dedte 1 e de um frasco de
Reagente 2 permite preparar o Reagente de Tratizdtéel por 5 dias entre 15 - 25 °C
e 14 dias entre 2 — 8°C. Contém tampao 80 mmoHL7 8, L-Alanina 500 mmol/L, 2-
cetoglutarato 15 mmo/L, NADH 180

Equipamentos

1. Fotdmetro com cubeta termostatizada a 37 °C capazedir a absorbancia em 340
ou 365 nm com exatiddo.

2. Pipetas para medir amostras e reagentes.

3. Cronbmetro.

Procedimento

Condicdes de Reacédo: comprimento de onda de 336%um; cubeta termostatizada a
37°C com 10 mm de espessura de solucdo; bandasiggean de 8 nm ou menos e luz
espuria menor que 0,1%.

1. Adicionar 0,1 mL de amostra a 1,0 mL do Reagentérdbalho.

2. Homogeneizar.

3. Transferir para a cubeta termostatizada a 37 °C.
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4. Esperar 1 minuto.
5. Fazer a leitura inicial, disparando simultaneamerteonémetro.
6. Repetir as leituras apos 1, 2 e 3 minutos.

Célculos

Calcular a média das diferencas de absorbancianpmto (AA/minuto) e utilizar para
calcular o resultado.

ALT/GPT (U/L) 340 nm =A A/minuto x 1746

Converséao: Unidades Convencionais (U/L) x 16,7 #bdes S| (nkat/L).

[.2 - Aspartato Aminotransferase

Principio

A AST catalisa a transferéncia de grupos amina dpargato para o
cetoglutarato, com formacéo de glutamato e oxasweEste € reduzido a malato por
acdo da malato desidrogenase (MDH), enquanto cqreeazima NADH é oxidada a
NAD. A consequente reducdo da absorbancia em 34(B6&u nm, monitorizada
espectrofotometricamente, € diretamente proporti@énaatividade da enzima na
amostra.

AST
L-Aspartato + Cetoglutarate— Oxalacetato + L-Glutamato

MDH
Oxalacetato + NADH— L-Malato + NAD

Amostra

Recomenda-se jejum minimo de 8 horas. Usar soroplasma (EDTA,
heparina). A atividade enzimética é estavel poiad dntre 2 — 8°C e por 2 semanas a
10°C negativos.

Produto Utilizado

AST/GOT Liquiform, Catalogo 75-4/30 - ANVISA - 109010018

Labtest Diagnodstica: Av. Paulo Ferreira da Cod928, Gagoa Santa, MG, 33400-000
Reagente 1: Armazenar entre 2 — 8°C.

Reagente 2: Armazenar entre 2 — 8°C.

Reagente de Trabalho: o conjunto de um frasco dmydtee 1 e de um frasco de
Reagente 2 permite preparar o Reagente de Tralizdhiel por 5 dias entre 15 — 25°C
e por 14 dias entre 2 — 8°C; Contém tampédo 80 nmunplA 7,8, L-Aspartato 240
mmol/L, 2-cetoglutarato 12 mmo/l, NADH 180 pumollDH >900 U/L, MDH >600
U/L e azida sodica 14,6 mmol/L.

Equipamentos

1. Fotdmetro com cubeta termostatizada a 37 °C capazedir a absorbancia em 340
ou 365 nm com exatidao.

2. Pipetas para medir amostras e reagentes.

3. Cronbmetro.
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Procedimento

CondicOes de Reagéo: comprimento de onda de 386%um; cubeta termostatizada a
37°C com 10 mm de espessura de solucao; bandasiegean de 8 nm ou menos e luz
espuria menor que 0,1%.

Adicionar 0,1 mL de amostra a 1,0 mL do reagenteatlho.

Homogeneizar.

Transferir para a cubeta termostatizada a 37 °C.

Esperar 1 minuto.

Fazer a leitura inicial, disparando simultaneamernteondémetro.

Repetir as leituras apds 1, 2 e 3 minutos.

oA WNE

Célculos

Calcular a média das diferencas de absorbancismpmto (AA/minuto) e utilizar para
calcular o resultado.

AST/GOT (U/L) 340 nm A A/minuto x 1746

Converséao: Unidades Convencionais (U/L) x 16,7 #btes SI (nkat/L).

|.3 - Colesterol HDL

Principio

As lipoproteinas de muita baixa densidade (VLDLgselipoproteinas de baixa
densidade (LDL) sédo quantitativamente precipitaaspos centrifugacéo, o colesterol
ligado as lipoproteinas de alta densidade (ColdsteiDL) é determinado no
sobrenadante.

Amostra
O jejum nédo é imprescindivel para a dosagem destent# HDL. Usar soro. O
analito € estavel por 3 dias entre 2 — 8°C.

Produto Utilizado

Colesterol HDL, Catalogo 13 - ANVISA - 10009010026

Labtest Diagndstica: Av. Paulo Ferreira da Cod928, 6agoa Santa, MG, 33400-000
Precipitante: Armazenar entre 2 — 8°C. Contém adiddotangstico 1,5 mmol/L e
cloreto de magnésio 54 mmol/L.

Padrédo - 20 mg/dL: Armazenar entre 2 — 8°C. Armazdrem vedado para evitar
evaporacgao.

Equipamentos

1. Centrifuga para tubos.

2. Fotometro capaz de medir com exatiddo a absorb@&nci&00 nm ou filtro verde
(490 a 510 nm).

3. Banho-maria mantido a temperatura constante (37 °C)

4. Pipetas para medir amostras e reagentes.

5. Crondémetro.
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Procedimento

Precipitacédo das VLDL e LDL: Em um tubo 12 x 750war 0,25mL de soro e 0,25mL
de precipitante. Agitar vigorosamente durante 3@usdos. A agitacdo sugerida é
fundamental para obtencéo de resultados consisteédéatrifugar a 3.500 rpm por pelo
menos 15 minutos para obter um sobrenadante limpigetar o sobrenadante limpido
imediatamente ap6s a centrifugacdo, tomando o @oigmra ndo ressuspender o
precipitado, a fim de evitar resultados falsametggados.

Utilizar com o Reagente 1 - Colesterol Liquiformbiest Cat. 76. Tomar 3 tubos de
ensaio e proceder como a seguir:

Branco Teste Padréo

Sobrenadante | @ ----- 0lmL | -
Padrdo (n°2) | = - | - 0,1 mL
Reagente 1 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Misturar e colocar no banho-maria a 37 °C durafteninutos. O nivel da agua no
banho deve ser superior ao nivel do reagente russtde ensaio. Determinar as
absorbancias do teste e padrdo em 500 nm ou Viirde (490 a 540 nm) acertando o
zero com o branco. A cor é estavel por 60 minutos.

Célculos
HDL mg/dL — Absorboncia do Teste % 40

Absorbdncia de padrio

Conversao de mg/dL para Unidade SI: mmol/L = mg{d,026

|.4 - Colesterol Total

Principio
O colesterol total é determinado de acordo cone@sistes reacoes:

Colesterol Estarasea

Esteres de colesterel . Colesterol + Acidos graxos

Colesterel Oxidase

Colesterol + @ Colest-4-en-ona + §D-

Peroxidasa

2H,0, + Fenol + 4-Aminoantipirina—— Antipirilquinonimina + 4HO

A intensidade da cor vermelha formada é diretamprdporcional a concentracdo de
colesterol na amostra.

Amostra

O jejum nao é imprescindivel para a dosagem destewt# total. Usar soro.
Anticoagulantes como citrato, oxalato ou EDTA pmelm resultados falsamente
diminuidos. O analito € estavel por 7 dias entre  °C e varios meses a 10 °C
negativos.
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Produto Utilizado

Colesterol Liquiform, Catalogo 76-2/100 - ANVISA 0009010068

Labtest Diagnodstica: Av. Paulo Ferreira da Cod928, Gagoa Santa, MG, 33400-000
Reagente 1: Armazenar entre 2 — 8°C. Contém tarBpammol, pH 7,0, fenol 24,0
mmol/L, colato de sédio 500 umol/L, azida sodicanmimol/L, 4 aminoantipirina 500
pmol/L, colesterol esteras®50 U/L, colesterol oxidase250 U/L e peroxidasel000
UI/L.

Padrdo 200 mg/dL: Armazenar entre 2 — 8°C. Apésanuseio armazenar bem vedado
para evitar evaporacao. Contém azida sddica 15 fiomol

Equipamentos

1. Fotdmetro capaz de medir com exatiddo a absorb@&nci&00 nm ou filtro verde
(490 a 510 nm).

2. Banho-maria mantido a temperatura constante (37 °C)

3. Pipetas para medir amostras e reagentes.

4. CronOGmetro.

Procedimento
Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Branco Teste Padrao

Amostra | @ -—--- 0,0lmL |  ----
Padrao(n®2) | - | - 0,01 mL
Reagente 1 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Misturar e colocar em banho-maria 37 °C 10 minulbsivel de agua no banho deve
ser superior ao nivel de reagentes nos tubos deoeieterminar as absorbancias do
teste e padrdo em 500 nm ou filtro verde (490 a fh)), acertando o zero com o
branco. A cor é estavel por 60 minutos.

Céalculos
Abzorbancia do Test
Colesterol mg/dL=""— == "T° % 200

Absorbancia do padric

Converséo de mg/dL para Unidade SI: mmol/L = mg(dl,026.
I.5 - Fosfatase Alcalina

Principio

A fosfatase alcalina (ALP) do soro hidrolisa a tiftabeina-monofosfato
liberando a timolftaleina, que tem cor azul em malcalino. A cor formada é
diretamente proporcional a atividade enzimaticaeélida em 590 nm. O produto final
da reacgdo se constitui de uma mistura de cor aauwloe propria do substrato.

Amostra

Usar soro ou plasma (heparina). A atividade entitaa estavel por 7 dias
entre 2 — 8°C e varios meses a 20°C negativos.
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Produto Utilizado

Fosfatase Alcalina Liquiform, Catalogo 40 - ANVISA0009010081

Labtest Diagnoéstica: Av. Paulo Ferreira da Cod28, Gagoa Santa, MG, 33400-000
Substrato: Armazenar entre 15 - 25 °C. contém ftalelna monofosfato 22 mmol/L.
Tampao pH10,1; 300 mmol/L: Armazenar entre 15 °@5

Reagente de cor: Armazenar entre 15 - 25 °C. Coos¢bonato de sédio 94 mmol/L e
hidroxido de sédio 250 mmol/L.

Padréao 45 U/L: Armazenar entre 15 - 25 °C.

Equipamentos

1. Fotdmetro capaz de medir com exatiddo a absorbéntia 580 e 590 nm.
2. Banho-maria mantido a temperatura constante (37 °C)

3. Pipetas para medir amostras e reagente.

4. Crondémetro.

Procedimento
Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Branco Teste Padrao

Substrato (n° 1) 0,05 mL 0,05 mL 0,05 mL
Tampao (n° 2) 0,5mL 0,5mL 0,5 mL
Padrafo(n°3) |  --— | = - 0,05 mL

Incubar em banho-maria a 37°C durante 2 minutosiv®l da agua no banho deve ser
superior ao nivel dos reagentes nos tubos de ersamremover os tubos do banho-
maria para adicionar a amostra.

Amostra | e [ 0,06mL | -

Misturar e incubar em banho-maria a 37°C durantenibitos (cronometrados).

Reagente de cor (n°3) 2,0 mL | 2,0 mL| 2,0 mL

Misturar e determinar as absorbancias do testedeipam 590 nm ou filtro laranja
(580 a 590), acertando o zero com o branco. A estével por 120 minutos.

Célculos

Fosfatase Alcalina (U/L) = Absorbancia do teste45
Absorbancia do padrao

Definicdo da unidade: uma unidade é igual a quadédde enzima que libera por
hidrolise, 1 micromol de timolftaleina por minutmyr litro de soro nas condi¢bes do
teste.
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.6 - Triacilglicerois

Principio
Os Triacilgliceroéis sdo determinados de acordo aerseguintes reagdes:

ipepretena Lipase

- - - ,. "!' . Fe -
Triacilglicerois Glicerol + Acidos Graxos

Glicerclguinass

Glicerol + ATP Glicerol-3-Fosfato + ADP

Glicerol—3—Fosfaro exidase

Glicerol-3-Fosfato + @ » Dihidroxiacetona + HO2

Peroxidase
2 HoO2 + 4 Aminoantipirina + 4-Clorofenc—————* Quinoneimina + 44D

A intensidade da cor vermelha formada é diretamprdporcional a concentracdo de
triacilglicerdis na amostra.

Amostra

Jejum de 12 a 14 horas. Usar soro ou plasma conrAEDTnalito € estavel por
dois dias entre 2 — 8°C. Armazenamento prolongadardostra ndo é recomendado,
porque varias substancias podem ser hidrolisabesahdo glicerol, levando a obtencéao
de resultados falsamente elevados. A heparina p@m@@tivacao in vivo ou in vitro da
lipase da lipoproteina, fazendo com que a concgdralos triglicérides se reduza
gradativamente em amostras contendo heparina.

Produto Utilizado

Triacilglicerdis Liquiform, Catalogo 87 - ANVISA10009010070

Labtest Diagndstica: Av. Paulo Ferreira da Co928, 6agoa Santa, MG, 33400-000
Reagente 1 - Armazenar entre 2 - 8 °C. Contem tar8Panmol/L, pH 6,9; acetato de
magnésio 4 mmol/L; 4-clorofenol 5 mmol/L; 4-amintpmina 300 umol/L ATP 1,0
mmol/L; lipase da lipoproteina1400 U/L; glicerolquinase 1000 U/L e azida sodica 7
mmol/L.

Padrdo - 200 mg/dL - Armazenar entre 2 - 30 °C.t&uortriglicérides 200 mg/dL e
azida sodica 7 mmol/L.ApGs 0 manuseio sugere-sezegnar bem vedado, para evitar
evaporacgao.

Equipamentos

1. Fotdmetro capaz de medir com exatiddo a absorb@&neci&05 nm ou filtro verde
(490 a 520nm).

2. Banho-maria mantido a temperatura constante (37°C).

3. Pipetas para medir amostras e reagentes.

4. Crondémetro.

Procedimento
Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:
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Branco Teste Padrao
Amostra | @ ----- 0,0lmL |  ----
Padrao(n®2) | = - | - 0,01 mL
Reagente 1 (n° 1) 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Misturar e colocar no banho-maria 37 °C por 10 misuO nivel da agua no banho

deve ser superior ao nivel do reagente nos tubesskio. Determinar as absorbancias
do teste e padrao em 505 nm ou filtro verde (4%2@& nm) acertando o0 zero com 0

branco. A cor é estavel por 60 minutos.

Célculos
Triacilglicerdis (mg/dL) =-222r2=neia 2o T2 o 5pg

Absorbincia deo padrie

Conversdo de mg/dL para Unidade SI: mmol/L = mg{d,0113
.7 - Proteinas Totais

Principio

Os fons cobre (C8 em meio alcalino (Reagente de Biureto) reagem asm
ligacOes peptidicas das proteinas séricas formand@urpura, que tem absorbancia
méxima em 545 nm, proporcional a concentracdo adsipas na amostra.

Amostra
Recomenda-se jejum minimo de 8 horas. Usar sorandlito € estavel por 3
dias entre 2 — 8°C e 7 dias a 10°C negativos.

Produto Utilizado

Proteinas Totais, Catalogo 99 - ANVISA - 1000901008

Labtest Diagndstica: Av. Paulo Ferreira da Cod928, 6agoa Santa, MG, 33400-000
Reagente Biureto: Armazenar entre 15 — 30°C. Cohidndxido de sddio 600 mmol/L,
sulfato de cobre 12 mmol/L, estabilizador e antlaxie.

Padréo - 4,0 g/dL; Armazenar entre 15 — 30°C. Apdsanuseio, sugere-se armazenar
bem vedado para evitar evaporacdo. Contém albubumiea 4 g/dL e azida sddica
15,4 mmol/L.

Equipamentos

1. Fotbmetro capaz de medir com exatidao a absorbanc@45 nm (530 a 550 nm).
2. Pipetas para medir amostras e reagentes.

3. CronGmetro.

Procedimento
Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:
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Branco Teste Padrao
Amostra | - 0,02mL | -
Padrédo (n°2) | = - | - 0,02 mL
Agua destilada ou deionizada 0,02my - -
Biureto de Uso 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Misturar e incubar a 37 °C durante 10 minutos. Bet@ar as absorbancias do teste e
do padrdo em 545 nm (530 a 550 nm), acertandococzen o branco. A cor é estavel

durante 1 hora.

Célculos
- . Abzorbincic do Tests
Proteinas Totais (g/dL) = X 4

Absorbincia do padrdo
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Anexo Il — Trabalhos submetidos a publicacéo

Parte dos resultados do presente estudo foram sidosgara publicacdo em artigo
intitulado:

“Diet supplementation with agak(terpe oleracegepulp fruit improves biomarkers of
oxidative stress and serum lipid profile in rats.”

Nutrition.

Resultados parciais foram também apresentados:

Souza, M. O., Guerra, J. F., Silva, M., Noujeimi, EILVA, M. E., Pedrosa, M. L.

Effect of “Acai” supplementation on serum lipid fite and antioxidant defenses in
rats. In: XXXVII Reunido Anual da Sociedade Brasdede Bioquimica e Biologia

Molecular, 2008, Aguas de Linddia. Anais da XXX\Rkunido Anual da Sociedade
Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular, 2008
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( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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