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RESUMO

VIANA, Kéllen Wanessa Coutinho, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
outubro de 201 7Efeito do consumo do extrato fendlico da casca de jabuticaba
(Plinia jaboticaba (Vell.) O. Berg) na prevencéo da aterosclerose e da doenca
hepatica gordurosa ndo alcodlica em coelhos alimentados com dieta
hipercolesterolemiante Orientador: Paulo Cesar Stringheta. Coorientadores:
Sérgio Luis Pinto da Mat@aFrederico Augusto Ribeiro de Barros.

As doencas cardiovasculares e a doenca hepética gordurosa ndo alcodlica tém sido
apontadas como problemas de saude publica. O estresse oxidativo, desencadeado
pela dieta hipercolesterolemiante, exerce papel fundamental na patogénese dessas
doencas. A casca da jabuticaBér(ia jaboticaba(Vell.) O. Berg) contém elevado

teor de compostos fendlicos, dentre os quais se destacam as antocianinas, que
comprovadamente previnem o estresse oxidativo e, por isso, tém sido extensamente
estudados. Este trabalho avaliou o efeito da ingestdo do extrato fendlico
concentrado da casca de jabuticaba (EFCJ) nos marcadores bioquimicos, nos
biomarcadores do estresse oxidativo e no desenvolvimento de esteatose e
aterosclerose em coelhos. Neste ensaio, 36 coelhos, Nova Zelandia, machos, foram
divididos em 6 grupos: racao controle, racdo hipercolesterolemiante (RH), RH +
0,4 mg de EFCkg-dial, RH + 0,8 mg de EFCHKg-dial, RH + 0,8 mg de
EFCJkg-dial em dias alternados e RH + 0,3 mg de sinvastatina-Kg-@a

animais foram tratados por um periodo de 50 dias e, ao fim dos tratamentos, foram
coletados sangue, figado e aorta. O EFCJ mostrou ser uma boa fonte de compostos
fendlicos totais e antocianinas, exibindo capacidade de neutralizar radicais livres
pelos métodos ABST e DPPH. A suplementagdo com o EFCJ melhorou o perfil dos
lipidios plasmaétics; reduziu os niveis de lipase e de gama glutamiltransferase;
atenuou os indices aterogénico e de risco coronariano; preveniu a peroxidacao
lipidica e estimulou a atividade de enzimas antioxidantes no figado e aorta dos
animais. Aléem disso, o EFCJ atenuou a esteatose hepatica e a formacao de placa de
ateroma nos animais. Assim, o consumo diario do EFCJ minimiza os danos
provocados por uma dieta com alta concentracdo de colesterol, prevenindo o

desenvolvimento e progresséo da aterosclerose e da DHGNA.
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ABSTRACT

VIANA, Kéllen Wanessa Coutinho, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
October, 2017.Jabuticaba peel phenolic extract on the prevention of
atherosclerosis and non-alcoholic fatty liver disease in rabbits fed a
hypercholesterolemian diet Advisor: Paulo Cesar Stringheta. Co-Advisors
Sérgio Luis Pinto da Matta and Frederico Augusto Ribeiro de Barros.

Cardiovascular diseases and non-alcoholic fatty liver disease have been identified
as public health issues. Oxidative stress, triggered by hypercholesterolemic diet,
plays a fundamental role in the pathogenesis of these diseases. JabBlio#ba (
jaboticaba(Vell.) O. Berg) peel has a high content of phenolic compounds, among
which anthocyanins, which are proven to prevent oxidative stress, have been
extensively studied. This work evaluated the effect of jabuticaba peel phenolic
extract (JPFE) on biochemical markers, oxidative stress biomarkers and
development of steatosis and atherosclerosis in rabbits. In this trial, 36 rabbits, New
Zealand, males, were divided into 6 groups: control diet, hypercholesterolemic diet
(HD), HD + 0.4 mg JPFE-kg-dayHD + 0.8 mg JPFE-kg-dayHD + 0.4 mg
JPFE-kg-day on alternate days and HD + 0.3 mg simvastatin-kg-dagimals

were treated for 50 days and, at the end of the treatments, blood, liver and aorta
were collected. JPFE showed to be a good source of phenolic compounds and
anthocyanins, exhibiting the ability to neutralize free radicals by the ABST and
DPPH methods. JPFE supplementation improved plasma lipid profile; reduced
lipase and gamma glutamyltransferase levels; attenuated atherogenic index and
coronary risk index; prevented lipid peroxidation and stimulated antioxidant
enzymes activities in the liver and aorta of the animals. In addition, JPFE attenuated
hepatic steatosis and atheroma plague formation. Thus, the daily intake of JPFE can
minimize the damage caused by a high cholesterol diet, preventing the development

and progression of atherosclerosis and NAFLD.
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1 INTRODUCAO GERAL

Dislipidemia caracteriza a condicdo patologica em que as concentracdes
plasmaticas de colesterol total (CT), lipoproteinas de baixa densidade (LDL-c) e de
alta densidadeHDL-c) e triacilglicerol (TAG), encontram-se desreguladas. Os
baixos niveis déiDL-c e niveis elevados de TAG e LDL-c estdo associados ao
aumento da incidéncia de doencas cardiovasculares (DCV) (LEMIEUX et al.,
2015). Essa condicao esté relacionada, acwha,sindrome metabdlica, obesidade
e doenca hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) (KOLEVA et al., 2015;
ODA, 2017; YANG et al., 2016).

Evidéncias epidemiolégicas tém relacionado fatores como inatividade fisica
e dieta pouco saudavel ao desenvolvimento dessas doencgas, que, nos Ultimos anos,
tém sido apontadas como problemas de saude publica. Particularmente, as DCV séo
consideradas a principal causa de morte no mundo, perfazendo 31 % dos 6bitos ao
redor do globo (WHO, 2017). Em adicAd)BEGNA € cada vez mais reconhecida
como a principal causa de doenca hepatica em todo o mundo, sendo mais prevalente
em paises cujo padrdo dietético inclui alimentag&o rica em carboidratos e gorduras
saturadas (YOUNOSSI et al., 2016). Diante dessas estatisticas, investigacdes acerca
dos determinantes clinicos dessas patologias e o interesse em terapias preventivas
vém sendo intensificados.

O consumo de frutas tem sido inversamente relacionado com o
desenvolvimento de doencas crénicas como obesidade, DCV, resisténcia a insulina,
DHGNA e cancer (BASU et al., 2009; JIA et al., 2017; PALA et al., 2017; WU et
al., 2006), o que € frequentemente atribuido ao conteddo de fitoquimicos,
especialmente compostos fendlicos, desses alimentos. A habilidade desses
compostos, presentes na polpa, sementes e casca dos frutos, de combater os danos
decorrentes do estresse oxidativo pode ser considerada a principal justificativa para
seu efeito preventivo (CHEN et al., 2010; VERGANI et al., 2017).

Estresse oxidativo € caracterizado pelo desequilibrio entre a geracdo de
espécies reativas ao oxigénio (ROS, que incluem radicais livres, ions oxigénio e
peréxido) e o sistema enddgeno de defesa antioxidante, de modo a sobrecarrega-lo.
O mecanismo de defesa celular € composto por um sistema redox integrado que

compreende as enzimas antioxidantes superoxido dismutase, catalase, glutationa
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redutase e glutationa-s-transferase (LI; HORKE; FORSTERMANN, 2014). Como
ROS podem reagir prontamente com lipidios, proteinas e DNA, a producédo
excessiva dessas moléculas em sistemas bioldgicos exerce papel significativo na
patogénese de diferentes doencas como aterosclerose, obesidade e DHGNA
(JIANG et al., 2017; SANTOS et al., 2017).

Nesse contexto, as frutas vermelhas se destacam em virtude do seu contetdo
de compostos fendlicos e, principalmente, de antocianinas, que Sao responsaveis
pela sua cor. A ingestdo desses compostos tem sido relacionada com reducéo do
estresse oxidativo em diferentes 6rgdos, reducdo das concentracdes de lipidios
plasmaticos, diminuicdo de esteatose hepatica e prevencdo de depdsito lipidico na
aorta (LIU et al., 2008; ZHU et al., 2012; GRAF et al., 2013; TANG et al., 2014).

A jabuticaba Plinia jaboticaba(Vell.) O. Berg) € uma baga globosa com
didmetro entre 2 cm e 3,5 cm, cuja casca madura varia de colorag&o entre vermelho,
roxo-escuro e preto. O fruto € amplamente consuimic@aturg mas sua elevada
perecibilidade limita sua comercializacdto (MACHADO; COUTINHO;
CAETANO, 2007). Cerca de 30 compostos fendlicos ja foram previamente isolados
ou detectados nesses frutos, sendo as antocianinas os constituintes majoritarios
dessa classe de compostos (INADA et al., 2015; PLAZA et al., 2016). A maior parte
desses fendlicos encontra-se na casca dos frutos (PLAZA et al., 2016), o que fez
despertar um interesse especial nessa parte da jabuticaba.

Estudos sobre o efeito benéfico da casca de jabuticaba indicam que a sua
ingestdo pode auxiliar no controle e progressédo de algumas enfermidades. J& foi
reportado que 0 seu consumo pode minimizar o estresse oxidativo resultante da
obesidade em alguns 6rgéos de ratos Spraaweley (BATISTA et al., 2014) e
aumentar a resisténcia a insulina e a concentracdo plasmatica de HDL-C-c na
mesma linhagem de animais experimentais (LENQUISTE et al., 2012). Andrade et
al. (2015) demonstraram que o extrato da casca de jabuticaba foi capaz de induzir
hipotensdo associada e relaxamento vascular dependente do endotélio em ratos
Wistar. Ainda, Plaza et al. (2016) vincularam a ingestao da casca de jabuticaba a
diminuicdo dos niveis de glicose e insulina em adultos saudaveis. Apesar desses
beneficios comprovados, a casca de jabuticaba ainda é subutilizada e usualmente
descartada durante o consumo. A sua utilizacdo para a producdo de um extrato rico

em compostos fendlicos, entdo, mostra-se interessante.



Considerando que compostos fendlicos podem exercer efeito protetor no
desenvolvimento da aterosclerose e da c e que, até essa data, nenhum trabalho sobre
o efeito dos polifenois da casca de jabuticaba na progressédo dessas doencas foi
divulgado, este estudo objetivou avaliar os efeitos do extrato concentrado da casca
de jabuticaba no metabolismo lipidico, na inibicdo da progressao da aterosclerose
e no desenvolvimento da DHGNA em coelhos submetidos a dieta

hipercolesterolemiante.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Metabolismo do Colesterol

Constituinte vital das membranas celulares, o colesterol é precursor de
horménios esteroides, dos acidos biliares, da vitamina D, além de atuar na fluidez
da membrana e na ativacdo de enzimas ai situadas. Pode ser adquirido através da
biossintese enddgena ou absorvido pela dieta e, uma vez no interior do corpo, €
submetido a diferentes meios de transporte e armazenamento (PETER e KUBOW,
2009).

A biossintesede novodo colesterol pode ocorrer em todas as células
nucleadas, e as hepaticas constituem a fonte de sintese mais expressiva. Os passos
da biossintese do colesterol envolvem uma via complexa com aproximadamente 21
etapas. Em linhas gerais, acetil-CoA é convertida a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA,
gue por sua vez é convertido a mevalonato. Isopentil pirofosfato (IPP) é produzido
por meio da conversdo de mevalonato com concomitante liberacao,diP@,
entdo, convertido a escaleno, precursor direto da molécula de colesterol (NELSON
e COX, 2008PLATT et al., 2014).

O colesterol advindo da dieta, por ser hidrofébico, requer uma série de
processos especificos que possibilitem a sua absorcdo no meio hidrossoluvel do
intestino. Além de ser ingerido em menor quantidade em comparagdo com outros
lipidios, o colesterol é absorvido com menor eficiéncia, o que estd associado a sua
baixa solubilidade micelar (PETER e KUBOW, 2009).

Uma vez absorvidos, os lipidios sdo transportados pela corrente sanguinea
através de agregados proteicos e lipidicos, as chamadas lipoproteinas. Essa
estruturas sdo compostas por triacilglicerois (TAG), colesterol e seus ésteres e
fosfolipidios e, suas proteinas (apolipoproteinas ou apoproteinas) sdo capazes de
aumentar tanto a solubilidade dessas particulas como o seu reconhecimento por
enzimas e receptores. As principais classes de lipoproteinas sdo os quilomicrons
(QM), lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL-c), lipoproteina de densidade
intermediéaria (IDL-c), lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) e lipoproteina de
alta densidade (HDL-c) (NELSON e COX, 2008; PETER e KUBOW, 2009, SBC,



2013). O transporte interno de lipidios pode ser dividido em endégeno e exdgeno,
dependendo se a origem dos compostos € interna ou dietética, respectivamente.

O sistema exogeno inicia-se nas ceélulas intestinais com a organizacao dos
lipidios absorvidos da dieta em QM, moléculas que circulam pelo sistema linfatico
e alcancam a circulagcéo sistémica pela veia cava superior. Pela acdo da lipase
lipoproteica, os triacilglicerois no interior dos quilomicrons séo hidrolisados, o que
resulta em movimento de acidos graxos para os tecidos e na producéo de particulas
remanescentes de quilomicrons. Os remanescentes de quilomicrons, compostos por
ésteres de colesterol, apo-E e apg-Bdo removidos da circulacdo por receptores
localizados nas células hepaticas e séo utilizados na formacéo de VLDL-c (PETER
e KUBOW, 2009; SBC, 2013).

O sistema enddgeno tem inicio com a formacao, nos hepatécitos, de VLDL-

c, cuja composicao inclui TAG, ésteres de colesterol, fosfolipidios e lipoproteinas
(apo-Bioo, apo-Gi, apo-E). As particulas de VLDt.sdo secretadas na circulagédo

e, assim como os QM, sofrem acéo da lipase lipoproteica, liberando acidos graxos
gue podem ser utilizados como fonte de energia, na sintese de outros lipidios ou,
ainda, armazenados nos tecidos. As particulas residuais desse processo sao
chamadas de VLDIlcremanescentes e sdo removidas da circulagdo sanguinea por
receptores especificos no figado. Cerca de metade das ¥tdbhanescentes ndo

sao retiradas do plasma e, ap0s a remocéao de outras moléculas de TAG, dao origem
as IDL-c. O processo catabdlico continua e, pela acdo da lipase hepética, Gais TA
sdo removidos e ocorre a formacédo das LDL-c (PETER e KUBOW,, 2009
LIEBERMAN e MARKS, 2012; SBC, 2013).

As LDL-c sdo as lipoproteinas responsaveis pelo transporte de colesterol
para os tecidos extra-hepéticos e as concentracdes sanguineas dessas moléculas
estio associadas ao risco de doencas cardiacas em geral. E composta principalmente
por colesterol e seus ésteres, tem conteido de TAG apenas residual, e uma unica
apolipoproteina, a apo:6. Aproximadamente 60 % das LDL-c sdo transportadas
para o figado e captadas através da interacao daiapm receptores especificos
(LDL-R) na membrana celular. Os 40 % restantes dessas particulas sé&o
transportados para os tecidos periféricos que contenham LDL-R, o que permite a
internalizacao e utilizagdo do colesterol presente nas LDL-c para producéo de
horménios esteroides, sintese de membranas e de vitamina D, por exemplo. Uma

elevacado anormal dos niveis sanguineos de LDL-c pode provocar um processo de
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saturacdo nos receptores de células hepaticas e ndo hepaticas, tornando as particulas
de LDL-c disponiveis para a captacdo por macrofagos, o que pode, no decorrer do
processo, iniciar a formacdo de placa de ateroma (PETER e KUBOW, 2009
LIEBERMAN e MARKS, 2012; SBC, 2013).

O sistema de transporte enddgeno inclui também o transporte reverso de
colesterol, realizado pela lipoproteina HDL-c. As HDL-c s&o originadas no figado,
no intestino e no plasma e possuem em sua composicao as apolipoproteinas apo-A
e apo- A. Essas particulas sdo responsaveis por captar o colesterol presente nos
tecidos transportando-o para o figado para metabolismo e excrecdo, processo
particularmente benéfico para o tecido vascular pela reducdo das concentracdes
desse lipideo no subendotélio. Inicialmente, o colesterol captado é esterificado por
acdo da lecitina-colesterolaciltransferase (LCAT), o que € essencial para sua
estabilizacdo e transporte pela particula de HDL-c. O complexo de receptores da
caixa ATP-ligante (ABC-A1l) facilita o efluxo do colesterol das células para as
HDL-c que, uma vez transportado para o figado, € captado pelos recER&ts
(PETER e KUBOW, 2009, LIEBERMAN e MARKS, 2012; SBC, 2013). As HDL-
c podem exercer efeito protetor contra o processo aterogénico, também, por
algumas acbes que protegem o leito vascular, tais como a remocao de lipidios
oxidados das LDL-c, a inibicdo da fixacdo de moléculas de ades&do e mondcitos ao
endotélio e a estimulacéo da liberacdo de 6xido nitrico (SBC, 2013).

A Figura 1 resume o sistema de transporte e metabolismo de lipidios que

envolve as vias de transporte exdégenas e enddgenas.
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Figura 1 — Vias exdgenas e enddgenas do transporte de lipidios. Fonte: Peter e
Kubow (2009).

2.2 Aterosclerose

As Doencgas Cardiovascuéa (DCV) representam a principal causa de
falecimento no mundo, perfazendo 31 % das mortes ao redor do globo. Cerca de 82
% dos 6bitos ocorrem em paises de média e baixa renda e 37 % desse total sdo
causadas por DCV (OMS, 2017).

De uma maneira geral, a aterosclerose é considerada a base fisiopatoldgica
para os eventos cardiovasculares. As consequéncias clinicas da formacéo de placa
de ateroma, como o infarto do miocardio e o acidente vascular encefalico, associam-
se intimamente com determinados fatores de risco cardiovascular, como
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, diminuicdo do HDL-c, hipertenséo
arterial sistémica, diabetes mellitus e obesidade (SBC).2013

A aterosclerose é uma doenca inflamatoéria cronica, complexa, que ocorre

em resposta a agressao endotelial e é caracterizada pelo acumulo de lipidios e outras



entidades quimicas, acometendo principalmente a camada intima de artérias de
médio e grande calibre (ROSS, 1999; WANG et al., 2012).

O endotélio saudavel (Figura 2A) possui certos mecanismos que atuam na
protecdo contra a aterosclerose, que envolvem regulacédo do tbnus vascular e da
inflamacgé&o. As células liberam 6xido nitrico (NO) para induzir vasodilatacdo em
resposta aos estimulantes (como agregac¢do plaquetéria), para reduzir a expressao
de moléculas de ades@ionpedir a infiltracdo de macrofagos) e, também, para
diminuir a proliferacdo de células musculares lisas (DEANFIELD et al., 2007;
SIMA et al., 2009; VANHOUTTE, 2009; WANG et al., 2012).

A formacd@o da placa de ateroma tem inicio com a agressdo endotelial
vascular, derivada de um conjunto de reacfes a diversos agressores, dentre eles o
excesso de radicais livres, alteracdes genéticas, a elevacdo da concentracdo de
homocisteina e @particulas LDL-c no plasma e a presenca de LDL-c oxidada
(LDL-c-0x) no interior da célula endotelial (ROSS, 1999; CARDOSO et al.,;2011
SBC, 2013; WANG et al. 2012). Uma vez acometidas, as células adquirem um
fendtipo proé-inflamatorio, expressando receptores de quimiocinas, diminuindo a

producdo de NO, e desregulando proteinas de juncdo (WANG et al., 2012).

Figura 2 — (A) Artéria coronaria normal; (B) Artéria com placa aterosclerotica.
Fonte: Adaptado de Wang et al. (2012).

A alta concentracdo de LDL-c no plasma é a principal responsavel pela
injaria do endotélio e ceélulas musculares lisas adjacentes (CATAPANO

FERENCE, 2015). Em linhas gerais, ocorre um aumento da permeabilidade da



intima das artérias as lipoproteinas plasmaticas, favorecendo a retencdo das mesmas
no espaco subendotelifl.colesterol e fosfolipidios dentro dessas lipoproteinas séo
susceptiveis a oxidacdo por enzimas, tais como lipoxigenase, mieloperoxidase,
NADPH oxidase e 6xido nitrico sintase. Esse processo da origem as LDL-c-0x, que
sdo citotoxicas, o0 que resulta em dano epitelial e necrose. A presenc¢a das LDL-c-
ox estimula a producédo de moléculas de adeséo leucocitaria na superficie endotelial,
responsaveis pela atracdo de mondcitos e linfocitos. Os monécitos migram para o
espaco subendotelial e se diferenciam em macrofagos, que, por meio de receptores
scavengers captam as LDL-c-ox. Esses macrofagos repletos de lipidios séo
chamados de células espumosas e sdo o principal componente das estrias
gordurosas, lesbes macroscopicas iniciais da aterosclerose. A partir dai essas
células secretam citocinas, que amplificam a inflamacao, e enzimas proteoliticas,
capazes de degradar colageno e outros componentes teciduais locais, mecanismos
responsaveis pela progresséo da placa aterosclerética. Além disso, os linfocitos T
também atuam se diferenciando e produzindo citocinas que modulam o processo
inflamatorio local. A resposta inflamatoria, entdo, estimula a migracdo e
proliferacdo de células musculares lisas da camada média arterial pra a intima, que
passam a produzir ndo so citocinas e fatores de crescimento, mas também matriz
extracelular, originando a placa aterosclerdtica (ROSS,M@2AREN et al.,

2011; MOORE e TABAS, 203WANG et al., 2012; SBC, 2013).

As placas ateroscleroticas completamente desenvolvidas podem ser
consideradas estaveis ou instaveis. As placas estaveis crescem de maneira mais
lenta e caracterizam-se por escassas células inflamatdrias, ndcleos lipidico e
necrotico em menores propor¢cdes e predominio de colageno. As instaveis
desenvolvem atividade inflamatéria intensa, com elevada atividade proteolitica,
nucleos lipidico e necrotico proeminentes e capa fibrética ténue. A ruptusa dess
capa expde material lipidico altamente trombogénico, levando a formacédo de um
trombo sobrejacente. Esse processo, também conhecido por aterotrombose, € um
dos principais determinantes das manifesta¢gdes clinicas da aterosclerose (WANG
et al., 2012; SBC, 2013). A Figura 3 ilustra o processo de formacédo da placa

aterosclerotica.
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Figura 3 — Formacgéo da placa de ateroma. (A) Disfungcéao endotelial: Migracao de
leucdcitos e adesdo na camada intifB); Formacdo da célula em espuma e
migracao de células musculares lisas; (C) Formacéao da capa fibrosa. Adaptado de
Ross (1999).

2.3Doenga Hepatica Gordurosa Nao Alcodlica

A doenca hepatica gordurosa nédo alcodlica (DHGNA) é a doenca hepatica
mais comum e prevalente em todo o mundo (YOUNOSSI et al.,, 2016) e é
caracterizada por deposito de lipidios nos hepatdcitos de individuos que nédo
consomem alcool. Pode evoluir para esteatohepatite ndo alcodlica (NASH), fibrose,
cirrose e, em casos mais graves, carcinoma hepatocelular, além de aumentar o risco
de doencas metabdlicas (BRUNT et al., 2011; MCPHERSON et al., 2015; YANG
et al., 2016) DHGNA é uma parte da sindrome metabdlica, particularmente na
obesidade, hiperlipidemia e diabetes. Devido a alta prevaléncia,

predominantemente no Oriente Médio, América do Sul e Africa, e s comorbidades
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associadas a essa doencga, a DHGNA tem sido considerada como problema de saude
publica (YOUNOSSI et al., 2016).

A sua patogénese, embora ndo completamente elucidada, envolve a
interacdo complexa entre multiplos fatores, os quais compdem a teoria mais aceita
atualmente, a dos mdultipldsts. Dentre esses fatores, destacam-se resisténcia a
insulina, acumulo de lipidios nos hepatdcitos, estresse oxidativo e disfuncéo
mitocondrial (CARR; ORANU; KHUNGAR, 2016). A contribuicdo do padrdo
dietético para o desenvolvimento da doenca é consideravel. No geral, pacientes com
DHGNA consomem elevadas quantidades de gorduras saturadas, colesterol,
carboidratos e menores teores de acidos graxos poli-insaturados, fibras e
antioxidantes (PIMENTEL; LAI, 2016).

A deposicao excessiva de lipidios em mais de 5 % dos hepatécitos, evidente
na bidpsia como goticulas de gordura no citoplasma, € considerada o primeiro
episodio (primeirdiit) que desencadeia a doenca. Esse acumulo ocorre em virtude
de alguns mecanismos principais: lipolise excessiva de depoésitos de gordura
superficial e visceral, aumento da sintese hepdtcaovg comprometimento da
beta oxidacéo de acidos graxos, sintese ou secrecao reduzida de VLDL e aumento
da ingestéo dietética (PIMENTEL; LAI, 2016). O excesso de carboidratos, a partir
de fontes alimentares ou de gliconeogénese, também estimula a sintese hepatica de
acidos graxos (BASARANOGLU; ORMECI, 2014).

A deposicao lipidica eventualmente induz a superproducdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), dando origem ao estresse oxidativo. Esse aumento na
producdo de ROS provoca peroxidacdo lipidica, cujos produtos intermediarios
como malondialdeido e 4-hidroxinonenal, sdo agentes pro-inflamatorios e ativam
fibroblastos, favorecendo a fibrogénese. Assim, estresse oxidativo induz
inflamacédo e fibrose (mdultiploits), responsaveis pela evolucdo das lesbes
hepaticas (BASARANOGLU; ORMECI, 2014; KATSIKI; MIKHAILIDIS;
MANTZOROS, 2016; ROLO; TEODORO; PALMEIRA, 2012). Além disso,
estresse oxidativo contribui para a resisténcia a insulina (BAI et al.,, 2015),
considerada um dos principais fatores de risco para o acumulo de lipidios e fibrose
hepaticos (BYRNE; TARGHER, 2015), e promove a poliploidizacdo patologica,
uma alteracéo genética importante e um dos eventos iniciais da DHGNA, que pode
contribuir para o desenvolvimento do carcinoma hepatocelular (GENTRIC et al.,
2015).
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Em adicdo a esses fatores, um crescente nimero de evidéncias relata a
microbiota intestinal como um novo fator ambiental que contribui ara
desenvolvimento dBHGNA (HENAO-MEJIA et al., 2012; PORRAS et al., 2017,
SHEN et al., 2017). Em linhas gerais, na DHGNA a microbiota intestinal encontra-
se alterada e ocorre aumento da permeabilidade intestinal, a partir da qual as
bactérias obtém acesso a circulagéo sistémica e liberam citoquinas inflamatorias
gque promovem esteatose hepatica e inflamacdo (BASHIARDES et al.,, 2016;
HENAO-MEJIA et al., 2012; LV; CHENG; WANG, 2017; PORRAS et al., 2017,
SCARPELLINI et al., 2015; SHEN et al., 2017). A Figura 4 ilustra a patogénese da
DHGNA.
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Figura 4 — Patogénese da doenca hepatica gordurosa ndo alcoolica. Fonte:
Adaptado de Carr; Oranu; Khungar (2D16

Dentre os achados clinicos na DHGNA, a hepatomegalia leve ou moderada
€ um dos mais frequentes. Em pacientes portadores da doenca, a avaliacdo de
parametros bioquimicos demonstra hiperlipidemia, hiperglicemia,

hiperinsulinemia, menor sensibilidade a insulina. Além disso, as concentracdes
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séricas das enzimaspartato amino transferase (AST), alanina amino transferase
(ALT), fosfatase alcalina e gamma-glutamil transfergsesT) encontram-se
aumentadas. Geralmente, a relacdo AST/ALT é < 1, mas a inversdo dessa relacao
para AST/ALT > 1 pode sugerir progressdéo da DHGNA para cirrose
(BASARANOGLU; ORMECI, 2014; CHARATCHAROENWITTHAYA,
LINDOR; ANGULO, 2012). Os pacientes com DHGNA podem, ainda, apresentar

0 espectro completo de anormalidades histopatologicas da doenca, variando de
esteatose benigna a cirrose, e niveis séricos normais de aminotransferases
acompanhados da elevagéo em 1,5 vezes nas concentragdes de fosfatase alcalina e
v—GT (BASARANOGLU; ORMECI, 2014; NEUMAN; COHEN; NANAU, 2014)

Ja foi demonstrado também que os niveis séricos de ALT flutuam durante o curso
da doenca (CHARATCHAROENWITTHAYA; LINDOR; ANGULO, 2012).

2.4 Compostos Fendlicos na Prevencdo de Doencas Cardiovasculares e da

Doenca Hepatica Gordurosa Nao Alcodlica

Compostos fendlicos sdo compostos originados do metabolismo secundério
de plantas e exercem a funcao de defesa nesses vegetais. Em humanos, representam
um dos mais importantes grupos de substancias nao nutrientes da dieta e sao
considerados antioxidantes mais potentes que as vitaminas C e E (KONDAKCI et
al., 2013; QUINONES; MIGUEL; ALEIXANDRE, 2013). O terni@ompostos
fendlicos" se refere, quimicamente, a compostos que possuem um anel aromatico
com um grupo hidroxila, enquanto que "polifenois" podem ter um ou mais anéis
aromaticos com mais de um grupo hidroxila. No entanto, esses dois termos sao
frequentemente utilizados indistintamente na literatura cientifica com sinbnimos
(ZHANG; TSAO, 2016)

Os principais compostos fendlicos encontrados em alimentos podem ser
categorizados em flavonoides, lignanos, acidos fenélicos e stilbenos (TANGNEY;
RASMUSSEN, 2013), dentro os quais as antocianinas tém chamado atencdo nos
ultimos anos.

Antocianinas constituem o maior grupo de pigmentos hidrossoluveis
difundido no reino vegetal, sendo responsaveis pelas nuances de azul, roxo,

vermelho e laranja em muitas flores, frutas e folhas. Pertencem a classe dos
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flavonoides e, fundamentalmente, sdo glicosideos polihidroxilados ou
polimetoxilados ou acilglicosideos de antocianidinas, derivados do cétion flavilium
(2-fenilbenzopirilum). Ja foram identificadas, apos isolamento a partir de extratos
de plantas, mais de 700 estruturas de antocianinas, dentre as quais seis agliconas
ocorrem com mais frequéncia: pelargonidina, peonidina, cianidina, malvidina,
petunidina e delfinidina (Figura 5) (FERNANDES et al., 2013).

R4 Antocianina R1 R2
) O °'  "Deffinidna  OH OH
Gia O\ R, Petunidina OCHs OH
O = OR; Malvidina OCHs OCHs
OH Cianidina OH H
Peonidina OCHs H
Pelargonidina H H

Figura 5 - Representagao da estrutura geral de antocianinas (forma flavilium). R3
€ um agucar. Adaptado de Fernandes et al. (2013)

Evidéncias epidemioldgicas levam a crer que exista uma associa¢ao entre o
consumo de uma dieta rica em polifenois e a diminuig&o do risco de DCV (MINK
et al., 2007; MCCULLOUGH et al., 2012; CASSIDY et al., 2013 e DEL RIO et al.,
2013). Um estudo acompanhou, por 16 anos, 34.489 mulheres saudaveis no periodo
pdés menopausa e foi observada uma associacdo inversa entre o consumo de
antocianinas, DCV e doenca arterial coronariana (MINK et al., 2007). Um outro
trabalho encontrou correlagéo inversa entre um alto consumo de flavonoides (512
mg/dia versus 94 mg/dia) e o risco de morte por DCV em cerca de 100.000 homens
e mulheres com aproximadamente 70 anos, monitorados por 7 anos
(MCCULLOUGH et al., 2012).

A associagao entre o consumo de polifenois e a prevencdo da DHGNA
também ja foi estabelecida. Guo et al. (2014) observaram que o consumo diario de
suco de bayberry, que contém altas concentracdes de polifenois, pode proteger
adultos entre 18 e 25 anos contra a DHGNA, melhorando o estado antioxidante do

plasma e inibindo as respostas inflamatorias e apoptoticas envolvidas na doenca.
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Em outro estudo, a suplementagdo diaria com 500 mg de resveratrol, por 12
semanas, em pacientes portadores de DHGNA, resultou em reducao significativa
das concentracfes da enzima hepatica ALT, de citocinas inflamatérias, da atividade
do fator nuclear kB, e do grau de esteatose hepatica (FAGHIHZADEH et al., 2014)

Estresse oxidativo e inflamagdo exercem um papel fundamental na
formacéao e progresséo da aterosclerose e da DHGNA. A habilidade dos compostos
fendlicos em limitar dano oxidativo e inflamatério constitui o principal mecanismo
de acéo que pode justificar sua atuacédo na prevencao dessas doencas (KRUGER et
al.,, 2014; RAFIEI; OMIDIAN; BANDY, 2017). Estudo# vitro e in vivo
demonstraram que polifenois atuam sequestrando radicais superoxidps (O
radicais hidroxil e espécies reativas de oxigénio em geral, além de suprimir a
peroxidacao lipidica e restaurar a atividade de antioxidantes endoégenos (ALI;
ALMAGRIBI; AL-RASHIDI, 2015; CHEN et al.,, 2010; RAFIEI; OMIDIAN;
BANDY, 2017; VERGANI et al., 2017; Yl et al., 2010, 2012). Além disso, esses
compostos promovem um aumento adaptativo de enzimas antioxidantes, como
superdxido dismutase e catalase, inibem enzimas formadoras de ROS, como
lipoxigenases e NADPH oxidase, e reduzem a resposta inflamatéria atraves da
interferéncia com a cascata inflamatéria (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2014;
BRAUNLICH et al.,, 2013; CHIANG et al.,, 2006, KNAUP et al., 20009;
RAJASEKARAN; KALAIVANI, 2011; ZHANG; TSAO, 2016). Dessa forma,
podem prevenir a oxidacédo de LIBle, consequentemente, a lesdo oxidativa as
células endoteliais e, ainda, prevenir danos hepéticos provocados por radicais livres
em excesso que, eventualmente, ativam a cascata de inflamatdria que desencadeia
a DHGNA.

Os mecanismos pelos quais compostos fendlicos exercem efeito protetor
contra o processo inflamatério incluem modulacéo e regulacdo de moléculas pré-
inflamatorias como moléculas de adesédo e citocinas, modulacdo da atividade de
enzimas pro-inflamatérias como a éxido nitrico sintase induzivel (iNOS) e a
cicloxigenase, e modulacio da expressdo de genes pro-inflamatorios (GARCIA-
LAFUENTE et al., 2009; KRUGER et al., 201ABOONABI e SINGH, 2015;
APPEL et al., 2015JUNG et al., 2015). Ademais, ja foi demonstrado que polifenois
promovem diminuicdo das concentracdes séricas de LDL-c, LDL-c-ox, colesterol
e glicose, diminuicéo da peroxidagéo lipidica, aumento das concentragcées de HDL-

C e da capacidade antioxidante do plasma, além de diminuir a progressao de fibrose
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e de esteatose no tecido hepatico (LIU et al., 2008; RUEL et al., 2008; BASU et al.,
2009; QIN et al., 2009; ALVAREZ-SUAREZ et al., 2014; WANG et al., 2015;
SONG et al., 2016).

As evidéncias disponiveis na literatura cientifica sugerem que frutas ricas
em antocianinas e outros compostos fenélicos podem atuar na protecéo contra DCV
e DHGNA. Nesse contexto destaca-se a jabuticaba, fruto originalmente brasileiro,
gue representa uma importante fonte de nutrientes e de compostos fitoquimicos

Ccomo as antocianinas.

2.5 Jabuticaba

A jabuticabeira € uma espécie frutifera nativa do Brasil, encontrada desde o
estado do Para até o Rio Grande do Sul, com ocorréncia mais ampla nos estados do
Sudeste. Pertence ao géneliaia, composto por pelo menos nove espécies, dentre
as quais destacam-aPlinia cauliflora (Mart.) Kausel e &linia jaboticaba(Vell.)

O. Berg, popularmente conhecidas como “jabuticaba paulista” e “jabuticaba

sabara”, respectivamente (GBIF, 2017 DONADIO, 2000).0s frutos, carregados
diretamente no tronco e galhos da arvore, sdo produzidos uma ou, mais raramente,
duas vezeaoano, geralmente entre os meses de agosto e novembro, e amadurecem
dentro de 40 a 60 dias.

A jabuticaba, fruto da jabuticabeira, € uma baga globosa com diametro entre
2 cm e 3,5 cm, cuja casca madura varia de coloracéo entre vermelho, roxo-escuro e
preto. A polpa, de cor branca, é caracterizada como mucilaginosa, agridoce e pode
conter entre 1 a 4 sementes (WU; LONG; KENNELLY, 2013). O fruto é
amplamente consumido natura mas o seu processamento € comum e da origem
a produtos como geleia, licor, sorvete, aguardente, vinho de jabuticaba e vinagre
(INADA et al, 2015). A elevada perecibilidade dos frutos limita sua
comercializacdo, uma vez que, em apenas 2 dias apos a colheita, ocorre perda de
agua, deterioracdo fisica e microbiolégica, e fermentagédo da polpa, resultando em
uma rapida alteracdo da aparéncia e do sabor (DONADIO, 2000 LONG;
KENNELLY, 2013).

Apesar de pequenas diferencas entre as variedades, os frutos de jabuticaba

possuem em sua composicdo agua, carboidratos (principalmente glicose e frutose),
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proteinas, fibras, minerais (especialmente K, P e Mg), vitaminas (&cido ascoérbico
em maior quantidade) e compostos fendlicos (CLERICI; CARVALHO-SILVA,
2011; RUFINO et al., 2010, 2011; ALEZANDRO et al., 2013; WU; LONG;
KENNELLY, 2013; GURAK et al., 2014; INADA et al., 2015; LENQUISTE et al.,
2015). Cerca de 30 compostos fendlicos ja foram previamente isolados ou
detectados nesses frutos (WU; LONG; KENNELLY, 2013), sendo as antocianinas
0s constituintes majoritarios dessa classe de compostos, atingindo entre 732, 77
mg 100 gtle 2599,3 mg'100 g dependendo do método de avaliacido (LEITE-
LEGATTI et al., 2012; BATISTA et al., 2014; LENQUISTE et al., 2015). A maior
parte desses fendlicos encontra-se na casca dos frutos (INADA et al., 2015); o que
faz despertar um interesse especial a essa parte da jabuticaba, apesar de que,
usualmente, elas sdo descartadas quando o fruto é consumido.

A casca da jabuticaba contém elevados teores de polifenois que contribuem
para seu potente potencial antioxidante (BATISTA et al., 2014; INADA et al.,
2015). Cianidina-3-glicosideo e delfinidina-3-glicosideo sdo as antocianinas
encontradas em maior quantidade, perfazendo cerca de 1970 mg'100-g* e 630
mg-100-g?, respectivamente. (LEITE et al., 2011; LEITE-LEGATTI et al., 2012;
LENQUISTE et al., 2012), mas ja foi relatada a presenca de peonidina-3-glicosideo
e sua aglicona (WU; LONG; KENNELLY, 2013). Dentre os flavonoides nao
antocianicos, quercetina destaeacomo componente majoritario (54,96 mg-100
gl a 1157 mg100-gt) (WU et al., 2012; WU; LONG; KENNELLY, 2013;
BATISTA et al., 2014). Além desses fendlicos, pyranocianina B, isoquercitrina,
qguercimeritrina, quercitrina, rutina, mircitrina, acido cinamico, acido O-cumarico,
acido protocatecuico, protocatecuato de metila, acido galico e &cido elagico ja
foram identificados (REYNERTSON et al.,, 2006, 2008; ABE; LAJOLO;
GENOVESE, 2012; WU et al., 2012; ALEZANDRO; GRANATO; GENOVESE,
2013; BORGES; CONCEIC}AO; SILVEIRA, 2014; INADA et al.,, 2015). Em
adicdo, um novo depsideo (fenolico composto por duas ou mais unidades de
aromaticos monociclicos ligados por uma ligagédo éster), chamado jaboticabin, foi
isolado na espécklinia cauliflora (REYNERTSON et al., 2006VU et al., 2013

O fruto da jabuticabeira, em especial sua casca, ainda foi pouco explorado
do ponto de vista cientifico, principalmente em relagdo ao potencial efeito benéfico
do seu consumm vivo. Alguns estudos, no entanto, foram desenvolvidos com o

intuito de avaliar o potencial da jabuticaba. Leite et al. (2011) investigaram o efeito
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da ingestao de casca de jabuticaba em pd, por 28 dias, no potencial antioxidante do
plasma de ratos Wistar e observaram um aumento significativo da capacidade

antioxidante plasmatica quando administrados 1 e 2 % do p0, correspondendo a,

respectivamente, 259,93¢:100-g e 519. 7 mg'100-g* de antocianinas.

Em outro estudo, ratos machos da linhagem Spréravey alimentados
por um periodo de 42 dias com dieta hiperlipidica acrescida de diferentes
proporcbes de casca de jabuticaba em pO evidenciaram diminuicdo do dano
oxidativo gerado pela obesidade em diferentes 6rgdos. Os autores ainda relataram
que a ingestéo de dietas com 2 % e 4 % do pé de jabuticaba foi capaz de aumentar
o status antioxidante do plasma, figado e cérebro dos animais (BATISTA et al.,
2014). Esse mesmo grupo de pesquisa reportou que o consumo de dietas acrescidas
de 1 %, 2 % e 4% de casca de jabuticaba por 60 dias reduziu a concetgracao
insulina sérica e aumentou a resisténcia a insulina a medida que se elevou a
concentracdo do p6 da casca do fruto. Além disso, dietas com 2 % de casca de
jabuticaba foram capazes de elevar as concentracfes séricas de HDL-C em 41,65
% (LENQUISTE et al., 2012

Nesse mesmo contexto, Alezandro et al. (2013) estudaram o efeito da
ingestao diaria, durante 40 dias, por gavagem, do fruto inteiro de jabuticaba em pé
(1 gKg peso corpordi e 2 gKkg peso corpordl) em ratos diabéticos. A
administracéo do fruto resultou em dimuicdo do colesterol plasmatico em 32 % e
de triacilglicerois em 50 %, em ambas doses testadas, além de aumentar a
capacidade antioxidante no plasma e diminuir a peroxidacgao lipidica em 22 % no
plasma e 10 % 17 % no cérebro dos animais. Um outro trabalho avaliou os efeitos
vaso relaxante e hipontensivo do extrato da casca de jabuticaba em ratos machos da
linhagem Wistar e foi observado que, na concentracdo de compostos fendlicos igual
a 120 pgnl?, o extrato foi capaz de induzir hipotens&o associada e relaxamento
vascular dependente do endotélio (LOBO DE ANDRADE et al., 2015).

Os dados disponiveis na literatura, ainda que escassos, levam a crer que a
jabuticaba, especialmente a sua casca, pode exercer efeito protetor no
desenvolvimento de DCV e DHGNA, principalmente em virtude do seu conteudo
de compostos fendlicos e o efeito desses no estresse oxidativo, nas concentragdes

plasmaticas de lipidios, na presséo sanguinea e na inflamacao (Tabela 1).
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Tabela 1- Efeitos biolégicos do consumo de jabuticaba descritos na literatura.

Forma de
Atividade Bioldgica apresentacao do Tipo de Ensaio Resultados Referéncia
fruto

In vivocom ratos

Antioxidante plasmatico Casca de ja,butlcab saudaveis da Elevacédo do potencial antioxidante do plasr Leite et al.
em po , . (2011)
linhagem Wistar
Aumento da resisténcia a insulii Casca de jabuticab In vivo com ratos EIevagEm da co,ncgntrgg_ao serica de_ HDL Lenquiste et
o . obesos da linhagen reducgdo dos niveis séricos de insulina e
e dos niveis de HDL em po . PSSR : al. (2012)
SpragueDawley melhoria da resisténcia a insulina

In vivocom ratos
saudaveis da
linhagem Wistar

Diminuicéo das concentracfes plasmaticas
glicose, triglicerideos, colesterol total e HDI

Diminuicéo dos niveis séricos ¢ Casca de jabuticab
glicose e HDL em po

Diminuic&o da concentracao sérica de
colesterol, triglicerideos e da peroxidagao
In vivocom ratos  lipidica no plasme e cérebro, além de aume Alezandro et
diabéticos da capacidade antioxidante do plasma e c al. (2013)
atividade das enzimas do sistema de defe:
antioxidante.

Melhora do perfil lipidico e

~ ... Fruto inteiro em po6
reducao do estresse oxidativc b

: A . : In vivocom
Efeito protetor contra resisténci Casca de jabuticab ~ A s . Dragano et
. - ) R . . camundongos da Reducao da resisténcia a insulina
insulinica associada a obesida em po . : al. (2013)
linhagem Swiss
Diminuicéo do estresse oxidativ . . In vivocom ratos  Prevencao da peroxidagcédo no figado e aumi .
o . Casca de jabuticab . o . Batista et al.
e de lipidios circulantes no . obesos da linhagen do status antioxidante no plasma, figado,
em po - . (2014)
plasma SpragueDawley cérebro e rins
( . . . . .
Aume_nt_o d_o :c,tatus ar]t|0_><|dant Casca de jabuticab Ensaio clinicccom Aumento da capacidade antioxidante do pla: Plaza et al.
e diminuicdo dos niveis de . mulheres e homens LT P . . .
i em poé L e diminuicdo dos niveis de glicose e insulin ~ (2016)
glicose saudaveis
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Ainda néo existem na literatura relatos da avaliacdo do consumo de compostos
fendlicos da casca da jabuticaba no desenvolvimento e progressdo da aterosclerose e
da DHGNA, o que estimulou a realizacdo do presente trabalho. Assim, o estudo do
efeito da ingestdo da jabuticaba no desenvolvimento dessas doencas pode gerar

informacgdes relevantes que auxiliardo no entendimento das propriedades protetoras
desse fruto.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da ingestdo do extrato fendlico concentrado da casca de
jabuticaba Plinia jaboticaba (Vell.) O. Berg) na inibicdo da progressdo da
aterosclerose e da doenca hepatica gordurosa néo alcoolica em coelhos submetidos a

dieta hipercolesterolemiante.

3.2 Objetivos Especificos

e Obter um extrato da casca de jabuticaba rico em compostos fendlicos e,
especialmente, antocianinas;

e Caracterizar o extrato fendlico quanto ao contetdo de compostos fendlicos totais,
antocianinas e capacidade antioxidante;

¢ Identificar e quantificar, no extrato fendlico da casca de jabuticaba, polifenois por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

e Avaliar o efeito do extrato fendlico da casca de jabuticaba, administrado durante
50 dias, sobre os parametros bioquimicos (lipidios, proteinas e enzimas
plasméticas) de coelhos alimentados com dieta hipercolesterolemiante;

e Avaliar o efeito do extrato fendlico da casca de jabuticaba, administrado durante
50 dias, sobre enzimas que compdem o sistema de defesa antioxidante (superdxido
dismutase, catalase e glutationa-S-transferase) nos tecidos hepético e adrtico de
coelhos alimentados com dieta hipercolesterolemiante;

e Avaliar o efeito do extrato fendlico da casca de jabuticaba, administrado durante
50 dias, nas altera¢des histologicas e morfomeétricas do tecido hepatico de coelhos
alimentados com dieta hipercolesterolemiante;

e Avaliar o efeito do extrato fendlico da casca de jabuticaba, administrado durante
50 dias, nas alteracdes histoldgicas e morfométricas do tecido adrtico em coelhos

alimentados com dieta hipercolesterolemiante.
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Resumo

Avaliou-seo efeito da administracdo de diferentes doses do extrato fendlico da casca
de jabuticaba (EFCJ) no perfil lipidico sérico, nos biomarcadores do estresse oxidativo
e na progressédo da aterosclerose em coelhos hipercolesterolémicos. O EFCJ mostrou-
se uma boa fonte de polifenois, dentre os quais cianidina-3-glicosideo é o componente
majoritario. A capacidade antioxidante do EFCJ correlacionou-se positivamente com
o conteudo de fendlicos, indicando que os efeitos obtidos no é@msaro podem ser
atribuidos a esses compostos. Para este ensaio, 36 coelhos foram divididos em 6
grupos: racao controle, racdo hipercolesterolemiante (RH), RH + 0,4 mg de
EFCJ-kg-did, RH + 0,8 mg de EFCJ-kg-diaRH + 0,4 mg de EFCJ-kg- diam dias
alternados e RH + 0,3 mg de sinvastatina-kg:dx EFCJ melhorou o perfil dos
lipidios plasmaticos, atenuou os indices aterogénico e de risco coronariano, preveniu
a peroxidacao lipidica e estimulou a atividade de enzimas antioxidantes na aorta. Além
disso, demonstroge pela primeira vez que o EFCJ atenuou a progressdo da
aterosclerose. O consumo diario da casca de jabuticaba ou do seu extrato fendlico,
entdo, exerce efeito cardioprotetor e previne o dano oxidativo gerado pela dieta rica

em colesterol.

Palavras-chave Plinia jabuticaba(Vell.) O. Berg, estresse oxidativo, cardioprotetor,

aorta, peroxidacao lipidica, colesterol.

Highlights

e O extrato fendlico da casca de jabuticaba melhorou o perfil lipidico plasmatico
de coelhos em dieta hipercolesterolemiante.

e Os indices aterogénico e de risco coronariano foram atenuados pela ingestdo do
extrato fendlico.

e A administracdo do extrato fendlico preveniu estresse oxidativo na aorta dos
animais.

e O extrato fendlico preveniu a progressao de aterosclerose nos animais.
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1 Introdugéao

As Doencas Cardiovasculares (DCV) representam a principal causa de morte
no mundo e, de modo geral, a aterosclerose, € considerada a base fisiopatolégica para
0s eventos vasculares adversos, que incluem infarto do miocéardio, angina instavel e
acidente vascular encefalico (WHO, 2017). Aterosclerose € uma doenca inflamatéria
cronica, caracterizada pelo acumulo de lipiddasutros compostos quimicos, que
acomete, principalmente, a camada intima de artérias de médio e grande calibre (Ozaki
& Almeida, 2013).

Hipercolesterolemia, especialmente altos niveis de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL-c) no plasma, é tida como o primeiro passo para o desenvolvimento
da aterosclerose (Yanni et al., 2015). Além disso, estresse oxidativo tem sido
implicado no desenvolvimento e progressao dessa doenca (Jiang, Dai, Nie, Yang, &
Zeng, 2017). Acredita-se que o dano provocado por espécies reativas ao oxigénio
(ROS), originados em demasia pelo estresse oxidativo, as moléculas de LDL-c em
excesso, seja responsavel pelas fases iniciais da doenca ateroscleroética (Liu, Lee, Shih,
Chyau, & Wang, 2008)Assim, a reducdo dos niveis séricos de colesterol total e
LDL-c, associada a diminuicdo do estresse oxidativo, tornam-se etapas primarias na
prevencdo de aterosclerose e, consequentemente, de DCV.

A associacao entre aterosclerose e eventos oxidativos levou a hipotese de que
antioxidantes dietéticos podem inibir o desenvolvimento da doenca, modulando a
oxidacao de LDL-c e de fatores inflamatérios (Somacal et al., 2015; Kong, Luo, Li,
Zhou, & He, 2013). Nesse contexto, os compostos fendlicos destacam-se como a maior
classe de antioxidantes encontrados em alimentos de origem vegetal. Ja foi
demonstrado que polifenois atuam por meio do aumento da concentracao plasmatica
de lipoproteinas de alta densidade (HDL-c) (Batista et al., 2014), da diminuicdo da
concentracdo sérica de insulina (Plaza et al., 2016), triacilglicerol (Benn et al., 2015),
colesterol (Jiang, Dai, Nie, Yang, & Zeng, 2017) e LDL-c, e redugcédo da
susceptibilidade das LDL-c a oxidagdo (Chen et al., 2010), além de reduzir
biomarcadores do estresse oxidativo e promover aumento adaptativo de enzimas
antioxidantes, como superoxido dismutase, catalase, glutationa-s-transferase e
glutationa redutase (Jia, Ren, Nie, & Yang, 2017).

A jabuticaba Plinia jaboticaba (Vell.) O. Berg) € uma fruta originalmente

brasileira e caracta@&se como uma baga globosa, cuja casca madura varia de
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coloracéo entre vermelho, roxo-escuro e preto. Nos ultimos anos, em virtude da sua
composicédo fendlica, a jabuticaba tem despertado interesse da comunidade cientifica
(Wu, Long, & Kennelly, 2013). Os compostos fendlicos encontram-se em maior
concentracdo na casca do fruto, com destaque para as antocianinas, que sao 0s
pigmentos responsaveis pela sua coloracdo (Inada et al., 2015).

O consumo da casca de jabuticaba tem sido vinculado a melhora do perfil
lipidio plasmatico (Alezandro, Granato, & Genovese, 2013), diminuicdo dos niveis de
glicose e insulina (Plaza et al., 2016), ao aumento da resisténcia a insulina e da
concentracdo plasmatica de HDL-c (Lenquiste, Batista, Marineli, Dragano, &
Mardostica, 2012), hipotenséo e relaxamento vascular (Lobo de Andrade et al., 2015)
e, ainda, a reducédo do estresse oxidativo em diferentes 6rgdos (Batista et al., 2014).
Esses efeitos sdo atribuidos aos compostos fendlicos e outros componentes, como
fibras, presentes nessa parte do fruto (Batista et al., 2013; Wu, Long &
Kennelly, 2013). Embora a casca de jabuticaba seja fonte de polifenois,
comprovadamente benéficos a saude humana (Plaza et al., 2016), ainda é subutilizada,
uma vez que é usualmente descartada durante o consumo. A sua utilizacdo para a
producdo de um extrato rico em compostos fendlicos, entdo, mostra-se interessante.

Considerando que compostos fendlicos podem exercer efeito protetor no
desenvolvimento da aterosclerose e que, até essa data, nenhum trabalho sobre o efeito
dos polifenois da casca de jabuticaba na progressao dessa doenca foi divulgado, este
estudo objetivou avaliar os efeitos do consumo do extrato concentrado da casca de
jabuticaba no metabolismo lipidico e na prevencdo da aterosclerose em coelhos

submetidos a dieta hipercolesterolemiante.

2 Material e métodos

2.1 Amostras de jabuticaba

Os frutos de jabuticabdlinia jaboticaba(Vell.) O. Berg) foram obtidos no
pomar da Universidade Federal de Vigcosa, Minas Gerais, Brasil (latitude 20° 45' 14" S,
longitude 42° 52' 55" W), durante a safra de 2015. Apos a colheita, foram selecionados,
higienizados com agua corrente e mantidos em ultra freezer a -80 °C até 0 momento

do processamento.
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2.2 Obtencéo do extrato fendlico concentrado da casca de jabuticaba (EFCJ)

As cascas dos frutos, obtidas por descascamento manual, foram pesadas e

maceradas numa solucdo aquosa de etanol 70 % (1%, mossistema foi acidificado

a pH 2 com &cido fosforico. A extracdo dos compostos fendlicos foi realizada sob
refrigeracdo (5 °C), por 24 h (Silva, Stringheta, Teofilo & Oliveira, 2013). Apds
filtracdo (Whatman n° 1), o extrato foi concentrado a temperatura maxima de 40 °C
em evaporador rotativo a vac(@®V 10 Digital V, IKA, Alemanha), até eliminacao
completa do etanol, e o pH ajustado para 4, para utilizacdo no ensaio biolégico. O
EFCJ foi mantido ao abrigo da luz, em ultra freezer a -80 °C até o momento das

analises.

2.3 Caracterizacéo quimica do EFCJ

Todas as determinacdes no EFCJ foram realizadas em triplicata para cada

repeticéo (3).

2.3.1Determinacéo do conteudo de compostos fendlicos totais

O contetdo de compostos fendlicos totais no EFCJ foi determinado pelo
método adaptado de Singleton & Rossi (1965), utilizando o reativo de Folin-Ciocalteu.
A absorvancia das amostras foi medida a 760 nm em espectrofotdbmetro Shimadzu
(UV-VIS 1601 PC, Quioto, Japdo) e os resultados expressos em equivalente de acido
galico (mg AGE-100 mt).

2.3.2Determinacdo do contetdo de antocianinas

Antocianinas totais foram quantificadas de acordo com o método proposto por
Fuleki & Francis (1968), com algumas adaptacdes. As leituras espectrofotométricas
(Shimadzu UV-VIS 1601 PC, Quioto, Japéao) foram realizadas a 535 nm. O conteudo
dos pigmentos foi calculado em funcdo do coeficiente de extingdo molar
(e = 26,900 L-mot-cnm?) da cianidina-3-glicosideo, antocianina presente em maior

concentracdo na casca da jabuticaba.
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O conteudo de antocianinas monoméricas também foi determinado, segundo o
método do pH diferencial (Lee, Durst, & Wrolstad, 2005). O EFCJ foi diluido em
solucdes tamp&o cloreto de potassio 0,025 rplpH = 1,0, e acetato de sodio
0,4 mol- L%, pH = 4,5. As amostras ficaram em repouso, no escuro, por 20 min e, entao,
a absorvancia foi medida em 520 e 700 nm em espectrofotdmetro Shimadzu UV-VIS
1601 PC, Quioto, Japao). A absorvancia foi calculada pela Eq. (1):

A= (ASZO nm A700 nm)le.O - (ASZO nm A700 nm)pH 4.5 (1)

O teor de antocianinas monoméricas (mg-m0d) foi expresso em
cianidina-3-glicosideo (PM = 449.2 g-mjlsegundo Eq. (2).

C= AXPMxFD x103 /ex1 (2)

Em que A = absorvancia, PM = peso molecliéx= fator de diluigdo, € = coeficiente
de extingdo molar (26.900 L-mbkntt), 1¢° = fator de conversdo de gramas para

miligramas, 1 = caminho o6tico (cm).

2.3.3Andlises cromatograficas

2.3.3.1Purificacdo do extrato

Previamente as analises cromatogréficas, o EFCJ foi submetido a extragdo em
fase soélida em cartucho Sep-Pak C18 (Waters Corporation, Milford, MA, USA) para
remocdo de possiveis interferentes, segundo metodologias adaptadas de
Pacheco-palencia, Hawké&n Talcott (2007)e Willemse, Stande& Villiers (2013).

O cartucho foi condicionado com 50 mL de metanol acidificado (0,01 % de HCI) e 50
mL de agua destilada acidificada (0,01 % de HCI). Em seguida, uma aliquota de 20 ml
do EFCJ foi eluida no cartucho. Foram eluidos 50 mL de agua acidificada para
remocao de componentes hidrossoluveis. Uma fragdo predominantemente composta
por antocianinas foi separada por meio da eluicdo de 50 mL de metanol acidificado
(0,01 % de HCI).
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Os solventes foram evaporados sob vacuo a temperatura de 35 °C e o EFCJ foi
ressuspendidos em volume conhecido de solugdo tampéao acido citrico 0,5 M (pH = 3).
A fracdo do EFCJ ressuspendida foi, entdo, filtrada em unidades filtrantes com
porosidade de 0,45 um (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha) para remover

possiveis particulas em suspenséo.

2.3.3.2ldentificacdo e quantificacdo de antocianinas por HPLCMS

A andlise de antocianinas no EFCJ foi realizada em sistema Agilent 1100
Series (Agilent, Santa Clara, CA, USA) equipado com um sistema de deteccao tipo
DAD (G1315B), armadilha de elétrons LC/MSD Trap VL (G2445C VL), sistema de
espectroscopia de massas de ionizacao por eletrospray (ESI-MSn) e coluna de fase
reversa Zorbax Eclipse XDB-C18 (2,1 x 150 mm, particulas de 3,5 um, Agilent, Santa
Clara, CA, USA) termoestatizada a 40°C. As andlises foram conduzidas conforme
metodologia descrita por Rebello et al. (2013). Foram utilizadas duas fases moéveis,
acetonitrila/agua/acido  férmico (3:88,5:8,5, vV.v- fase mobvel A) e
acetonitrila/agua/acido férmico (50:41,5:8,5, v-¥-vfase movel B), a um fluxo de
0,19 mLmin?, conforme gradiente de eluigdo descrito a seguir: 0 min (97 % Ae 3 %
B), 20 min (72 % A e 28 % B), 34 min (57 % A e 43 % B), 36 min (100 % B), 42 min
(100 % B), 45 min (97 % A e 3 % B).

Para a identificacdo das antocianinas foi utilizado o detector ESI/MS-MS no
modo positivo de ionizac¢&o, seguindo os parametros: géaiNfluxo de 8 Lmin? e
temperatura de 325 °C, nebulizagao cosraM0 psi. A ionizacao e fragmentagao foi
otimizada pela insercao direta de solugbes padrao de malvidina 3,5-diglicosideo, no
modo positivo de ionizagdo. A identificacdo dos pigmentos foi baseada nos dados
espectroscépicos (UV-Vis e MS/Ms) e a quantificacdo foi realizada através da
comparacao de seus dados cromatograficos a 520 nm com curvas analiticas obtidas

utilizando-se padrdes analiticos, em condi¢cbes cromatograficas idénticas.
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2.3.4Ensaio antioxidantein vitro

A capacidade antioxidante do EFCJ foi determinada pelos ensaios'ABTS
DPPH. O ensaio ABTSfoi baseado no método desenvolvido por Re et al. (1999),
com algumas modificagdes. A solucdo do radical foi preparada pela reagéo de solugbes
estoque 7 pmol-tde ABTS (2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico))

e 2,45 umol- 1! de persulfato de potassio na proporc¢éo 1:1, incubadas a temperatura
ambiente e na auséncia de luz, por 16 horas. Etanol (80 Yofuiadicionado até a

solucéo atingir absorvancia de 0,700 * 0,050, a 734 nm. A solucdo de" ABTS
adicionada a amostra, diluida em 5 concentracfes crescentes, ou as solu¢des padrdes
de Trolox, para a constru¢do da curva analitica. A reacdo ocorreu em auséncia de luz,
por 6 min.

O ensaio DPPH« foi realizado segundo metodologias propostas por Brand-
Williams, Cuvelier, & Berset (1995) e Sanchez-Moreno, Larrauri, & Saura-Calixto
(1998). Foram homogeneizados 3,9 mL da solugdo de PR&EMHpmol-It em
metanol) e 0,1 mL do extrato ou padréo de Trolox em diferentes concentracbes. O
decréscimo na absorvancia foi monitorado a 517 nm por 60 min. Os resultados foram
expressos como kg concentragdo em mg-mido extrato exigida para diminuir ou

inibir em 50 % a concentracao inicial de DPPH.

2.4 Ensaio biolégico

2.4.1 Animais e dietas

Trinta e seis coelhos Nova Zelandia, machos, pesando 3,45 + 0,28 kg, com 90
dias de vida, foram obtidos no Centro de Cunicultura do Departamento de Zootecnia
da Universidade Federal de Vigosa. O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (CEUA/UFV), protocolo numero 34/2016, e seguiu todas
as recomendac0des éticas exigidas pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratério. Os animais foram acondicionados em gaiolas individuais (45 x 52 x
60 cm), e mantidos em ambiente com controle de temperatura e umidade, e ciclos de

luz (claro/escuro) de 12 h.
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Apés 15 dias de adaptacdo as condi¢des laboratoriais, os coelhos foram
divididos aleatoriamente em 6 grupos (n = 6), com acesso addimtume 120 g

de racdo (Tabela 1).

Tabela 1- Planejamento alimentar e tratamentos dos animais experimentais.
Grupos Tratamentos
Grupo controle (G1) Racao comercial padréo
Grupo controle positivo (G2 Racao hipercolesterolemiante (RH)
Grupo controle negativo (G6 RH + 0,3 mg de sinvastatina-kg-dia

Grupo G3 RH + 0,4 mg de EFCJ-kg- dia
Grupo G4 RH + 0,8 mg de EFCJ-kg- dia
Grupo G5 RH + 0,8 mg de EFCJ-kg- diam dias alternado

A suplementacédo com EFCJ e com sinvastatina foi realizada por gavagem oral
e 0s animais dos grupos G1 e G2 receberam o mesmo volume de 4gua destilada. A
racao hipercolesterolemiante foi produzida pelo enriqguecimento de racdo comercial
padrdo (Soma Nutricdo Animal, Rio Pomba, Brasil) com 1 % de colesterol cristalino
(m-m?) (Sigma-Aldrich, USA). Apds 50 dias de tratamento (Medina et al., 2014), os
coelhos foram eutanasiados com anestesia terminal (xilazina 5 mg'kg™ e quetamina

20mg'kg™) por via muscular e foram realizadas as coletas de sangue e tecido.

2.4.2Coleta de sangue e tecido

O sangue dos animais foi coletado pela veia marginal da orelha, nos tempos 0,
30 e 50 dias de experimento, apos 12 horas de jejum, em tubos heparinizados, sendo
centrifugado (12008 g por 20 min.) para obtencéo do plasma, que foi armazenado a
-80 °C até o momento das analises bioquimicas. Imediatamente apés eutanasia,
removeu-se aproximadamente 0,5 cm da aorta toracica para exame histopatoldgico e
outra aliquota foi congelada em nitrogénio liquido e mantida a -80 °C para analises das

defesas antioxidantes.

2.4.3Analise dos parametros bioquimicos

As concentracoes de colesterol total (CT), lipoproteina de alta densidade
(HDL-c), lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) e triacilglicerois (TAG) foram
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determinadas no plasma, utilizando-se kits comerciais (Bioclin, Minas Gerais, Brasil),
em analisador bioquimico BS200E (Mindray, Shenzhen, China).

O indice aterogénico (IAEg. 3) e o indice de risco coronariano (IREq. 4)
foram estudados como marcadores de risco aterogénico, conforme descrito por

Koleva, Andreeva-Gateva, Orbetzova, Atanassova, & Nikolova (2015).

_ lograc
IA = DL 3)
CT
IRC = Die 4)

2.4.4Avaliacao de biomarcadores do estresse oxidativo e peroxidacgéo lipidica

As amostras de aorta previamente congeladas foram utilizadas no preparo de
homogenatos, numa proporcédo de 150 mg de tecido por 1 mL de solugdo tampéo
fosfato (50 mmol-1, pH = 7,4), usando um homogeneizador (MA102 / Mini,
Marconi, Piracicaba, SP, Brasil). Apés centrifugacao (120004 °C, 10 min), o

sobrenadante foi coletado e utilizado nas andlises.

2.4.4.1Peroxidacédo lipidica pelo ensaio TBARS (substancias reativas ao acido

tiobarbiturico)

As concentragbes de TBARS foram determinadas utilizando-se metodologia
adaptada de Wallin, Rosengren, Shertzer, & Camejo (1993) O homogenato (0,2 mL)
foi misturado com 0,4 mL da solucédo de trabalho (TCA - &cido tricloroacético 15 %,
TBA - &cido tiobarbitirico 0,375 % e &cido cloridrico 0,25 md):LApOs
aquecimento a 90 ° C por 40 min., as amostras foram resfriadas em banho de gelo por
10 min e, entdo, centrifugadas (10000g, 4 °C, 10 min). A absorvancia do
sobrenadante foi lida a 532 nm em microplaca de 96 pocgos (PowerWave HT,
Winooski, VT, USA). TBARS foi quantificado por meio de uma curva analitica do
padrdo malondialdeido (MDA) e o0s resultados foram expressos em
nmol MDA mg tecidd.
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Atividade de superdxido dismutase (SOD)

A atividade de SOD foi estimada com base no método descrito por Madesh &
Balasubramanian (1998), adaptado. Foram adicionados, em microplaca de 96 pocos,
sequencialmente: 30 pL do homogenato, 99 pL de tampdo fosfato de potassio
0,2 mol-L, pH 7,0; 6 uL de MTT (34-5 dimethyl thiazol 2-yl) 2,5 diphenyl
tetrazolium bromide) 1,5 mol-Le 15 pL de pirogalol. A mistura foi encubada por
10 min em estufa a 37 °C e a reacéo foi finalizada com a adicdo de 150 puL de DMSO
(dimethyl sulfoxide). A absorvéancia foi lida em 570 nm (PowerWave HT, Winooski,
VT, USA) e expressa em U SOD-mg protéina

2.4.4.2Atividade de Catalase (CAT)

A atividade de CAT foi avaliada segundo metodologia proposta por Aebi
(1984). Para a reagéo, foram homogeneizados 1 mL de solu¢caodd eimmol- 1)
em tampdo fosfato de potéassio (0,2 mdl-pH 7,0) e 10uL das amostras. O
decréscimo na absorvancia foi monitorado a 240 nm, por 60 seg, em espectrofotdmetro
Shimadzu (UV-VIS 1601 PC, Quioto, Japao) e os resultados foram expressos em
U CAT-mg proteind.

2.4.4.3Atividade de glutationa-s-tranferase (GS7)

A atividade de GST em resposta aos tratamentos foi determinada de acordo
com Habig, Pabst, & Jakoby (1974). O meio de reacédo foi constituido de 700 uL
tampdo fosfato de potassio (0,2 mol;LpH 7,0, 10 pL de CDNB
(1-cloro-dinitro benzeno, 1 mmol4), 10 uL de GSH (glutationa reduzida, 1 mmol- L
1y e 10 uL do homogenato. A reacgéo foi monitorada espectrofotometricamente a 340
nm (Shimadzu UV-VIS 1601 PC, Quioto, Japéao) e os resultados foram expressos em

pumol-gt-min.,
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2.4.5Avaliacéo histologica da aorta

2.4.5.1Inclusdo em resina

Osfragmentos de aorta foram fixados em solucdo de Karnovsky por 24 horas
e transferidos para uma solucédo alcodlica a 70 % Yjv-Rosteriormente, foram
desidratados em série etandlica crescente (80 %, 90 %, 95 % e 108 %onvtrocas
a cada 30 minutos, e incluidos em glicol-metacrilato (Historesin®, Wetzlar, Leica) ao
final da série.

Secgbes de 3 um de espessura foram obtaasmicrotomo rotativo
(Leica, Reichert-Jung 2045, Wetzlar, Alemanha), utilizando-se navalhas de vidro.
Para evitar a repeticdo das analises nas mesmas células, os cortes foram feitos de modo
semi-seriado em intervalos regulares de 30 um. Essas preparacdes foram coradas com
azul de toluidina/borato de sodio 1 % (n)\e montadas com Entellan® (Merck,
Darmstadt, Alemanha). As imagens dos cortes histologicos foram obtidas em

fotomicroscopio de campo claro (Olympus, AX-70, Téquio, Japao).

2.4.5.2Anéalise Morfométrica

O estudo morfométrico foi conduzido para medir, nos cortes histologicos das
artérias, as areas das placas de ateroma formadas no vaso. As andlises foram realizadas
com auxilio do programa de andlises de imagens Image Pro Plus 4.0 (Media
Cybernetcs, Rockville, EUA).

2.5 Andlises Estatisticas

Os resultados foram expressos como média = desvio padrdo. Para analise
estatistica, os dados foram submetidos a analise de varidncia (one-way ANOVA)
seguida pelo teste de Tukey (p < 0,05). A contribui¢do dos compostos fendlicos totais
e antocianinas para a capacidade antioxidante do extrato foi obtida por meio da
Correlagao de Pearson (p <0,05). As anélises estatisticas foram conduzidas utilizando-

se o software estatistico SAS (Cary, NC, USA).
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3 Resultados e Discussao

O presente trabalho demonstrou pela primeira vez, até o limite do nosso
conhecimento, o efeito protetor da suplementacdo com compostos fendlicos presentes
na casca de jabuticalve prevencdo da aterosclerose em coelhos alimentados com
racao hipercolesterolemiante.

3.1 Caracterizacdo Quimica do EFCJ

O EFCJ mostrou ser uma boa fonte de antocianinas e compostos fendlicos
totais, exibindo capacidade de neutralizar radicais livres pelos métodos avaliados
(Tabela 2.

A anadlise no HPLC-MS revelou duas antocianinas, cianidina-3-O-glicosideo
(pico 2, [M]+m/z449, MS/IMSm/z287) e delfinidina-3-O-glicosideo (pico 1, [M]+
m/z465, MS/MSm/z303), dentre as quais cianidina-3-O-glicosideo foi a majoritaria,

representando 86,6 % do total dos pigmentos (Fig. 1, Tabela 2).

Tabela 2— Contetdo de compostos fendlicos e capacidade antioxidante do extrato
fendlico da casca de jabuticaba (EFCJ)

Compostos ou atividade antioxidante EFCJ

Fendlicos totais 1.033,87 + 109,46 mg GAE-100 mL
Antocianinas totais 254,8 + 20,90 mg- 100 miL
Antocianinas monomeéricas 214,6 + 61,81 mg-100 mL
Antocianinas individuais

Cianidina-3-O-glicosideo 564,52mg- 100 mL!
Delfinidina-3-O-glicosideo 90,73mg- 100 mLt

Capacidade Antioxidante

DPPH 44,02 1Gopg-ml™

ABTS 83,57 + 10,48 umol Troloxgy

Dados apresentados como média + desvio padréo (n=9). GAE = Equivalente de
acido galico, IG= Concentragéo inibitoria de 50 %.
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Fig. 1- Cromatograma do extrato fendlico concentrado da casca de jabuticaba a 520
nm. Os picos 1 e 2 referem-se a, respectivamente, definidina-3-O-glicosideo e
cianidina-3-O-glicosideo.

O conteudo de antocianinas totais no EFCJ foi maior que o relatado por Silva,
Stringueta, Tedfilo, & Oliveira (2013) (60,57 mg-10¢) @ Lenquiste et al. (2015)

(8,09 + 0,72mg-100 mL1), embora inferior ao reportado por Batista et al. (2014)
(1737,12 + 13,60ng- 100 ¢'). Além disso, o teor de fenodlicos totais foi superior ao
observado por Batista et al. (20B%\lezandro, Granato, & Genovese (2013).

As antocianinas individuais encontradas neste trabalho ja foram previamente
identificadas e quantificadas por outros autores em casca de jabuticaba. Leite-Legatti
et al. (2012) também descreveram cianidina-3-O-glicosideo como a antocianina
dominante na casca de jabuticaba, perfazendo 75,6 % do total desses pigmentos,
seguida de delfinidina-3-O-glicosideo, que totalizaram, respectivamente, 1963,57 +
52,72 mg-100¢e 634, 75 + 1,83 mg- 100'gDa mesma maneira, Plaza et al. (9016
obtiveram o perfil fendlico completo da casca de jabuticaba e relataram, dentre 13
compostos identificados, cianidina-3-glicosideo (2866,3 + 40,1 mg-100 g'kcasca
delfinidina-3-glicosideo (356,3 + 1/g- 100 g cascg como 0s presentes em maior
concentracdo. Outros compostos fendlicos ndo antocianicos como casuarinin,
casuarictin, quercetina e acido elagico, tamf@foram previamente identificados na
casca de jabuticaba (Plaza et al., 2016). Além desses, ja foram relatadas a presenca de
jaboticabin, kaempferol, rutina e acido cumarico na casca desse fruto (Reynertson et
al., 2006).

Os diferentes métodos de extracéo, safras e local de coleta dos frutos podem
ter sido os responsaveis pelas divergéncias entre os dados deste trabalho e os
encontrados na literatura. Em adicdo, Alezandro, Dubé, Desjardins, Lajolo, &

Genovese (2013) relataram que o conteudo de antocianinas e de compostos fendélicos
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em frutos de jabuticaba variam entre espécies, fase de amadurecimento e partes do
fruto, o que pode ter contribuido para as diferengas encontradas.

O EFCJ exibiu elevada capacidade antioxidamteitro, e os resultados de
ABTS e DPPH demonstraram alta dependéncia do conteudo de compostos fendlicos
(ABTS r=0,856, p <0,05; DPPH r =0,995) e antocianinas (ABTS r = 1,00, p < 0,05;
DPPH r = 0,895), o que indica que a habilidade do EFCJ em neutralizar radicais livres
esta correlacionada com o seu contetdo de antocianinas e outros compostos fendlicos.
Comprovadamente, os polifenois presentes na casca de jabuticaba possuem a
capacidade de estabilizar radicais livres e, por isso, exercem efeitos benéficos ao ser
ingeridos (Batista et al., 2014; Leite et al., 2011). Plaza et al. (2016) também relataram
correlacdo positiva entre compostos fendlicos da casca de jabuticaba e capacidade
antioxidante. Esses autores comprovaram que, embora antocianinas tenham sido
encontradas em maior concentracdo, a maior contribuicdo para a capacidade
antioxidante foi de compostos fendlicos ndo antocianicos, especificamente
elagitaninose galotaninos.

Com base nessas consideracdes, os efeitos encontrados noirensam
podem ser atribuidos aos fendlicos presentes no EFCJ, uma vez que se destacam como
antioxidantes exogenos devido a sua capacidade de atenuar o estresse oxidativo
(Zhang & Tsao, 2016). Esses compostos atuam neutralizando radicais livres e como
coadjuvantes do sistema antioxidante enddégeno e, consequentemente, reduzindo
biomarcadores relacionados a doengcas como diabetes (Lenquiste et al,, 2012)
aterosclerose (Yanni et al., 2015) e doencas hepaticas (Song, Lai, Tang, & Zheng,
2016).

3.2Efeito da suplementacdo com EFCJ no perfil lipidico plasméatico e indice

aterogénico

Para avaliar a eficacia da racdo em induzir hipercolesterolemia e para
determinar os efeitos da suplementacdo com EFCJ nos lipidios e lipoproteinas
plasmaticos, foram medidas as concentragfes de CT, TAG, HDL-c e LDL-c antes, aos
30 dias e ao final dos tratamentos (50 dias).

No inicio do periodo experimental, as concentragdes sericas de CT (Fig. 2A),
TAG (Fig. 2D), LDL-c (Fig. 2B) eHDL-c (Fig. 2C) foram estatisticament
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semelhantes entre os grupos. Apos 30 dias de tratamento, nos animais alimentados
exclusivamente com RH (G2), os niveis plasmaticos de CT, TAG e LDL-C-
excederam os do grupo controle (G1) em, respectivamente, 29, 24 e 30 vezes.
Inversamente, ao fim de 50 dias, as concentracdes de HDL-c decresceram nos coelhos
desse grupo. A dieta enriquecida com 1 % de colesterol foi, portanto, capaz de induzir
hipercolesterolemia severa nos animais, caracterizada por concentracdes séricas
elevadas de LDL-c e diminuicde HDL-c, acompanhada de hipertrigliceridemia (Fig.
2e3).

Esses resultados confirmam outros trabalhos com coelhos, nos quais a inducéo
de hipercolesterolemia pela dieta enriquecida com colesterol foi efetiva. De um modo
geral, a adicdo de 0,5 % a 2 % de colesterol a alimentacdo é suficiente para induzir
aumento das concentracdes dos lipidios plasmaticos nesses animais, como constado
por Baskaran et al. (2015), Sozanski et al. (2014) e Yanni et al. (2015). O coelho é, de
fato, capaz de exibir hipercolesterolemia apés apenas alguns dias de tratamento e, por
isso, € largamente utilizado como modelo experimental para aterosclerose (Yanni,
2004).
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Fig. 2- Concentracdes plasmaticas de colesterol total - CT (A) e tliegity — TAG (B) de

coelhos alimentados com racdo padrdo (G1l), racdo hipercolesterolemiante (G2), racdo
hipercolesterolemiante + 0,4 mg de EFCJ-kd: @@3), racdo hipercolesterolemiante + 0,8

mg de EFCJ-kg- diqG4), racéo hipercolesterolemiante + 0,8 mg de EFCJ- Kgeniadias
alternados (G5) e ragdo hipercolesterolemiante + 0,3 mg de sinvastatina: K§&JiaOs

dados estdo expressos como média + desvio padrao (n = 6). Letras mindsculas difenentes ac
das colunas indicam diferenca estatistica entre os grupos experimentais madfisculas
diferentes representam diferenga estatistica ao longo do tempo em um mgsmpejo teste

de Tukey (p < 0,05).
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Fig. 3 - Concentracdes plasmaticas de LDL-c (A) e HDL-c (B) de coelhos alimentados com
racdo padrao (G1), racao hipercolesterolemiante (G2), racédo hipercodesiante + 0,4 mg

de EFCJ-kg-dia(G3), racéo hipercolesterolemiante + 0,8 mg de EFCJ-Kg@i, racédo
hipercolesterolemiante + 0,8 mg de EFCJ-kg-dien dias alternados (G5) e racéo
hipercolesterolemiante + 0,3 mg de sinvastatina- kg(@i@). Os dados estdo expressos como
média + desvio padrdo (n = 6). Letras minUsculas diferentes acima das coluocasindi
diferenca estatistica entre os grupos experimentais e letras mailscutagetifegpresentam
diferenca estatistica ao longo do tempo em um mesmo grupo, pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Uma série de estudos recentes demonstraram que concentracdes plasmaticas
elevadas de colesterol, em particular LDL-c, estao positivamente correlacionadas com
o desenvolvimento de aterosclerose (Kong, Luo, Li, Zhou, & He, 2013; Lin et al.,
2017; Ozaki & Almeida, 2013; Sozanski et al., 2014; Subramani et al.,.2017)
Realmente, estd bem estabelecido que o excesso de moléculas de LDL-c no plasma
representa o primeiro episodio responséavel pela injuria do endotélio (Ozaki &
Almeida, 2013). Baskaran et al. (2015) relataram que o aumento da concentracao
sérica de CT, induzido pela dieta hipercolesterolemiante, em 34 vezes, e de LDL-c em
40 vezes, resultou em formacgéo de placa de ateroma e espessamento intimal da aorta
em coelhos. Do mesmo modo, Yanni et al. (2015) observaram que a elevagao dos
niveis plasmaticos de CT e LDL-c em, respectivamente, 21 e 29 vezes, provocou
lesBes na aorta de coelhos, com consequente desenvolvimento de placas de gordura.
Assim, a diminuicdo da concentracdo de CT e suas fragbes no plasma se torna uma
estratégia eficaz na prevencao do desenvolvimento e progressao de aterosclerose.

A suplementac&o diaria com 0,4 mg de EFCJ-(@g) foi capaz de atenuar,
em 30 dias, a elevacdo das concentracdes plasmaticas de TAG em 2,3 vezes, em
comparagcdo com o grupo G2 (Fig. 2B). Nenhuma alteragdo significativa foi
evidenciada entre os demais grupos suplementados em 30 ou 50 dias. Ao final do
tratamento, as concentracdes de TAG reduziram em 32 % no grupo G3 e 69 % no
grupo G6 em relacdo aos seus niveis em 30 dias.

A administracdo do EFCJ reduziu significativamente a concentracéo sérica de
LDL-c no grupo G4 ao final de 30 dias, em comparacdo com o grupo G2 (Fig. 3A). A
ingestdo diaria de 0,8 mg de EFCJ KG4) promoveu reducéo de 44 % em LDL-
no plasma desses animais. Nenhuma alteracao significativa foi observada nos demais
grupos tratados com EFCJ, em 30 dias de experimento, quando comparados com G2.
Ao final de 50 dias, o EFCJ foi ineficiente em prevenir a elevacdo de LDL-c e, nos
grupos G5 e G6, a concentracao dessa lipoproteina superou a dos animais no G2.

Apés 30 dias de tratamento, a administracdo do EFCJ foi capaz de elevar
HDL-c em todos os grupos experimentais e, nos animais do grupo G5, esse aumento
foi estatisticamente semelhante aos animais tratados com sinvastatina (Fig. 3B).
Entretanto, no fim do experimento, ocorreu reducao na concentracéo plasmatica dessa
lipoproteina em todos os coelhos dos grupos G2, G3, G4, G5 e G6.

Esses resultados mostraram claramente que a suplementacéo diaria com EFCJ

foi eficiente em melhorar o perfil dos lipidios circulantes no plasma dos coelhos
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submetidos a dieta hipercolesterolemiante. O EFCJ, inclusive, mostrou-se mais
eficiente que sinvastatina (0,3 mg-kg™lieem prevenir o amento dos niveis
plasmaticos de LDL-c e TAG. Os compostos fendlicos presentes em grande
quantidade no extrato, podem ser 0s responsaveis por esses efeitos observados, uma
vez que tém sido relacionados com a reducdo das concentracdes séricas de colesterol
e TAG (Alezandro, Granato, & Genovese, 2013; Araujo et al., 2014), elevacdo de
HDL-c (Lenquiste et al., 2012) e diminui¢cdo de LDL-c-oxidada (Pala et al., 2017).

Lenquiste et al. (2012) relataram que a suplementacédo com casca de jabuticaba
em po elevou a concentragdo plasmatica de HDL-c em 41,65%, em ratos alimentados
com dieta rica em gordura, mas nenhuma alteracdo nos niveis de CT e TAG foi
observada. Em outro estudo, a ingestdo de 1 % e 4 % de casca de jabuticaba em p6
reduziu os niveis séricos de lipidios saturados em ratos obesos (Batista et al., 2014).
Esses dados indicam o efeito hipolipemiante da casca de jabuticaba, o que pode ter
sido resultado, também, de outros componentes presentes nessa parte do fruto, como
as fibras (Wu, Long, & Kennelly, 2013). De fato, Batista et al. (2013) sugeriram que
o0 aumento da excrecao fecal de TAG, provocado pela ingestédo de casca de jabuticaba,
pode ser consequéncia do seu contetdo de fibras solliveis. Como foi utilizado um
extrato fendélico neste trabalho, o efeito observado no perfil lipidico dos animais pode
ser atribuido aos compostos fendlicos presentes no EFCJ.

O efeito hipolipemiante de compostos fendlicos ja foi relatado por diversos
autores (Graf et al., 2013; Jiang, Dai, Nie & Yang, 2017; Oliveira de Souza et al.,
2010), mas os mecanismos subjacentes a esse efeito ainda ndo estdo completamente
elucidados. Evidéncias recentes sugerem que antocianinas podem estimular a excrecao
de LDL-c pelos enterdcitos através do aumento dos niveis de receptores dessa
lipoproteina (LDL-R) e da alteracdo dos genes que regulam o transporte de colesterol
(Jiang, Dai, Nie & Yang, 2017). Similarmente, Benn et al. (2015) demonstraram que
compostos fendlicos presentes no extrato de groselha-preta reprimiram a expresséao de
PCSK9, enzima responséavel pela degradacéo de LDL-R, o que resultou na diminui¢ao
da concentracdo plasmatica de CT. Ademais, antocianinas podem diminuir as
concentracdes de LDL-c e aumentar as de HDL-c, sem provocar alteragdes nos niveis
de CT, como ocorreu no presente trabalho, através da inibicéo da atividade de CETP
(Cholesteryl Ester Transfer Protein), uma proteina plasmatica que intermedeia a
remocao de ésteres de colesterol das moléculas decKiQib; Xia, Ma, Hao, & Liu,

2009).
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Curiosamente, a concentracdo de HDL-c diminuiu em todos os animais
hipercolesterolémicos aos 50 dias de tratamento. Além disso, ap6s 30 dias, 0s niveis
de LDL-c e TAG permaneceram estaveis nos animais que consumiram EFCJ. Esses
resultados levam a crer que o efeito hipocolesterolémico do extrato atinge niveis
estacionarios apos 30 dias de administracdo. Segundo Yanni et al. (2015), a ingestao
cronica de compostos fendlicos resul@diminuicdo compensatéria da absorcéo,
sugerindo o estabelecimento de um mecanismo estavel no intestino.

Os indices aterogénico e de risco coronariano aumentaram significativamente
nos animais do grupo G2 em comparacdo com o0 grupo controle (G1), como
consequéncia das alteracdes nas concentragcdes de TGA, CT e HDL-c (Tabela 2). O
consumo de colesterol, portanto, aumentou o risco de desenvolvimento de
aterosclerose, visto que, como elucidado por Nimmanapalli, Kasi, Devapatla, &
Nuttakki (2016), IA e IRC sao considerados marcadores preditivos para
aterogenicidade mais eficientes que lipidios e lipoproteinas séricos e, por isso, refletem

o risco para desenvolvimento de doencgas cardiovasculares.

Tabela 3- Efeito da ingestao de dieta hipercolesterolemiante e da suplementagao com
EFCJ no Indice Aterogénico (IA) e no Indice de Risco Coronariano (IRC) de coelhos
experimentais.

Tempo (dias) IA IRC
Gl 30 0,9 + 0,3 4,6 + 4,37
50 0,6 +0,2° 1,4+1.3°
G2 30 13,1 + 6,38 73,1 + 457
50 43,1 + 2,06°A 98,4 + 86, 7"
a3 30 16,4 + 1,34 53,9 + 49,954
50 27,8 +1,8% 92,5 + 38, 9"
G4 30 44 +1,P° 44,0 + 52,84
50 26,4 + 13,6°A 77,9 + 48,67
G5 30 6,5 + 4,5 18,0 + 12, %A
50 67,5+ 78.38 358,0 + 330,6F
G6 30 6,7 + 3,9 31,6 + 16,2°A
50 23,4+ 1,6 117,9 + 75,6P
Gl = racdo padrdo, G2 = racdo hipercolesterolemiante, G3 = racgéo

hipercolesterolemiante + 0,4 mg de EFCJ- kg dB# = racdo hipercolesterolemiante

+ 0,8 mg de EFCJ-kg-dia G5 = racgdo hipercolesterolemiante + 0,8 mg de
EFCJ-kg-didde EFCJ em dias alternados e G6 = racdo hipercolesterolemiante + 0,3
mg de sinvastatina- kg- dipor 50 dias. Os dados estdo expressos como média + desvio
padrao (n = 6). Letras minasculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica
entre 0s grupos experimentais e letras mailsculas diferentes nas linhsentapre
diferenca estatistica ao longo do tempo em um mesmo grupo, pelo teste dépTukey
<0,05).
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A suplementag&o com EFCJ foi eficiente em diminuir ambos indices, IA e IRC,
em 30 dias de tratamento (Tabela 3). O IA foi reduzido em 56,8 % nos animais do
grupo G3 e 0 IRC em 75,5 % no grupo G5, em relagdo aos animais do grupo G2. Em
contrapartida, apés 50 dias, tanto IA quanto IRC se elevaram nos coelhos do grupo
G5, em decorréncia da diminuicdo das concentracdes decHiDservada nesses
animais.

Esses resultados ressaltam os beneficios dos compostos fendlicos presentes na
casca da jabuticaba e indicam que o EFCJ exerceu efeito cardioprotetor, ao reduzir as
concentragbes plasmaticas de TAG e de LDL-c, e aumentar as de HDL-c e,

consequentemente, reduzir os indices de risco aterogénico e coronariano.

3.3 Efeito da suplementacdo com EFCJ nos biomarcadores do estresse oxidativo

e peroxidacao lipidica

A dieta hipercolesterolemiante ocasionou, no tecido aodrtico dos animais
alimentados exclusivamente com RH (G2), elevacao na concentragdo de TBARS, um
indicador da peroxidagéo lipidica, acompanhado do decréscimo nas atividades das
enzimas do sistema antioxidante endégeno (SOD, CAT e GST) (Fig. 4). Isso indica
gue a geracdo de ROS excedeu as defesas antioxidantes e, portanto, induziu estresse
oxidativo no tecido adrtico desses animais. De fato, Bai et al. (2015) e Kong, Luo, Li,
Zhou, & He (2013) relataram que hipercolesterolemia induzida pela dieta propulsiona
a producdo de ROS e reduz a atividade das enzimas antioxidantes, o que resulta em
estresse oxidativo.

Estresse oxidativo desempenha um papel importante na patogénese da
aterosclerose, visto que, como elucidado por Li et al. (2014), a oxidacdo de moléculas
de LDL-c é considerada um dos primeiros eventos do processo aterogénico.
Corroborando os resultados do presente trabalho, Somacal et al. (2015) observaram
gue a dieta hipercolesterolemiante provocou estresse oxidativo no tecido aortico de
coelhos, o que resultou em lesdes ateroscleréticas acentuadas nos animais. Resultados
similares foram obtidos por Kong et al. (2013) que, ao induzir aterosclerose em
coelhos alimentados com dieta rica em colesterol, observaram aumento da peroxidacéo
lipidica e diminuicdo de enzimas antioxidantes no plasma dos animais. Sendo assim,

0 estresse oxidativo no tecido adrtico, aliado as concentracdes elevadas de LDL-c no
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plasma (Fig. 3A), predisp0s os animais hipercolesterolémicos ao desenvolvimento de

aterosclerose.
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Fig. 4 - Biomarcadores do estresse oxidativo e peroxidacao lipidica de coelhos alimentados
com racgado padrdo (G1), racdo hipercolesterolemiante (G2), racdo hipero@estinte + 0,4

mg de EFCJ-kg-dfa(G3), racdo hipercolesterolemiante + 0,8 mg de EFCJ-Kg(Gid),

racdo hipercolesterolemiante + 0,8 mg de EFCJ-k§-alia dias alternados (G5) e racdo
hipercolesterolemiante + 0,3 mg de sinvastatina- kg-@#%) por 50 dias. Os dados estédo
expressos como média = desvio padréo (n = 6). (A) Peroxidagéo lipidica pelo ensais, TBAR
MDA = malondialdeido. (B) Atividade de superdxido dismutase (SOD). (C) Atividade de
catalase (CAT). (D) Atividade de Glutationa-S-Transferase (G&&)as minusculas
diferentes acima das colunas indicam diferenga estatistica entre os grupiosestpis pelo

teste de Tukey (p < 0,05).

Como pode ser observado na Fig. 4A, a elevagédo de TBARS foi efetivamente
reduzida pela suplementacdo com EFCJ, atingindo niveis semelhantes aos animais do
grupo controle (G1). Vale destacar que o extrato, nas concentragdes testadas, foi tdo
eficiente quanto sinvastatina em reverter a peroxidacéo lipidica no tecido aodrtico.
Conforme demonstrado neste trabalho (Tabela 2), a habilidade das antocianinas e
outros compostos fendlicos do EFCJ de estabilizar ROS pode explicar a diminuicédo
da oxidacéo lipidica no tecido aortico.
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O EFCJ também restaurou as atividades de SOD, CAT e GST nesse tecido. A
administracdo diaria de 0,4 mg de EFCJ-kg:-d{®&3) manteve as enzimas
antioxidantes nos mesmos niveis dos animais controles (G1) e foi mais eficiente que
sinvastatina em restaurar SOD e GST. Embora a atividade de GST tenha reduzido nos
animais do grupo G4, a atividade de SOD e CAT nesse grupo foi eficientemente
recuperada pelo EFCJ.

A suplementacao diaria com o EFCJ, portanto, preveniu o estresse oxidativo
no tecido aértico dos coelhos que, em conjunto com a reducédo das concentracdes
plasmaticas de LDL-c e TAG, indica o efeito protetivo do extrato no desenvolvimento
e progressdo da aterosclerose. O elevado teor de antocianinas e outros compostos
fendlicos no EFCJ foi provavelmente o responsavel por esses efeitos. Validando os
resultados deste estudo, Jiang, Dai, Nie & Yang (2017) relataram que a administracao
do extrato de mulberry, composto por antocianinas, flavonoides e outros compostos
fendlicos, diminuiu a peroxidacéo lipidica e impulsionou a atividade de SOD, CAT e
glutationa, em ratos alimentados com dieta com alto teor de gordura, o que resultou,
junto com a reducédo de lipidios plasmaticos, em supressdo do desenvolvimento da
aterosclerose. Em outro estudo, o tratamento com extrato rico em compostos fendlicos,
especialmente acido galico, rutina e myricetina, reduziu as concentracées de TBARS,
ao mesmo tempo que aumentou a atividade de SOD, CAT e glutationa, em ratos
consumindo 2 % de colesterol na dieta; o que contribuiu para a reducao das lesdes
ateroscleroticas nesses animais (Dianita et al., 2016).

Batista et al. (2014) demonstraram que os compostos fendlicos presentes na
casca de jabuticaba, especialmente acido galico, &cido elagico, quercetina e cianidina-
0O-3-glicosidio, diminuiram a peroxidacdo lipidica e restauraram enzimas
antioxidantes no plasma, figado, e rim de ratos consumindo dieta rica em gordura. Da
mesma maneira, Lenquiste et al. (2015) observaram que a suplementacdo com casca
de jabuticaba em po6 e seu extrato reverteu a peroxidacgao lipidica induzida pela dieta
gordurosa no plasma e figado de ratos, sendo também observado aumento nas
atividades de SOD, CAT e glutationa. O consumo da casca de jabuticaba pode,
portanto, evitar o estresse oxidativo em diferentes tecidos, devido ao seu conteudo de
compostos fendlicos.

No presente trabalho, foi demonstrado pela primeira vez, até o limite do nosso
conhecimento, que o extrato fendlico da casca de jabuticaba atenua o estresse

oxidativo na aorta de coelhos alimentados com colesterol, sugerindo que, além dos
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efeitos descritos anteriormente na literatura, os compostos fendlicos presentes nessa

parte do fruto podem prevenir o desenvolvimento da aterosclerose.

3.4 Avaliacao Histopatoldgica da Aorta

A analise histolégica da aorta revelou formacédo de placas ateromatosas em
todos os animais alimentados com RH (Fig. 5), enquanto que nos coelhos do grupo
controle (G1) nenhuma alteracéo foi observada. Sozanski et al. M) et al.

(2013) também observaram o desenvolvimento de placas de ateroma em coelhos que
consumiram dieta com 1% de colesterol.

Vérios estudos, em animais e humanos, demonstraram que concentracdes
séricas elevadas de colesterol estdo relacionadas com o desenvolvimento da
aterosclerose (Lemieux et al., 2015; Nimmanapalli et al., 2016; Phil et al., 2013;
Sozanski et al, 2014; Yanni et al, 2015). Particularmente, coelhos
hipercolesterolémicos tém sido amplamente utilizados para estudar aterosclerose, uma

vez que refletem os primeiros estagios da doenca em humanos (Yanni, 2004).
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Fig. 4 — Fotomicrografias representativas de corte histolégico do tecido adrtico de coelhos tratados com dieta padrdo, dieta
hipercolesterolemiante, EFCJ e sinvastatina, mostrando placas ateromatosas (seta) em todos 0s grupos que receberam dieta
hipercolesterolemiante. Coloracao = azul de toluidina - borato de sddio. (A) G1 = dieta padrécs; (B3t&Ripercolesterolemiante,

(C) G3 = dieta hipercolesterolemiante + 0,4 mg de EFCJ-Kg-(@% G4 = dieta hipercolesterolemiante + 0,8 mg de EFCJ-Kyg-dia

(F) G5 = dieta hipercolesterolemiante + 0,8 mg de EFCJ- Kgddi&FCJ em dias alternados e (F) G6 = dieta hipercolesterolemiante

+ 0,3 mg de sinvastatina- kg-dipor 50 dias.
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A suplementacdo com EFCJ atenuou a progressao das placas de ateroma em
todos os grupos experimentais, o que pode ser constatado na Fig. 5. A area da lesé@o
aterosclerotica nos grupos G3, G4, G5 e G6 foi significativamente menor que a
observada no grupo G2, representando reducédo de, respectivamente, 62 82, 25
61 % (Fig. 5). E importante destacar que, nos animais suplementados diariamente
com 0,8 mg de EFCJ (G4), a area da leséo foi inferior a exibida pelos coelhos

suplementados com sinvastatina.
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Fig. 5— Area das placas de ateroma de coelhos alimentados com racdo padréo (G1), racéo
hipercolesterolemiante (G2), racéo hipercolesterolemiante + 0,4 mg de EFGJ-(g3)li

racdo hipercolesterolemiante + 0,8 mg de EFCJ- ky(@id), racéo hipercolesterolemiante

+ 0,8 mg de EFCJ-kg-diam dias alternados (G5) e ragéo hipercolesterolemiante + 0,3
mg de sinvastatina- kg- digG6) por 50 dias. Os dados estdo expressos como média *
desvio padréo (n = 6). Letras minusculas diferentes acima das colunamiuifierenca
estatistica entre osupos experimentais pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Em adicdo ao presente trabalho, numerosos estudos verificaram que
compostos fendlicos de diferentes fontes inibem o desenvolvimento de lesdes
ateroscleroticas. Jiang, Dai, Nie & Yang (2017) constataram que a suplementacao
com extrato de amora, composto por antocianinas e outros fendlicos, reduziu o
espessamento intimal provocado pela dieta com colesterol. Do mesmo modo, Feio
et al. (2012) observaram que a administracdo de extrato de acai, fonte de
antocianinas, diminuiu a area da placa de ateroma no arco toracico e na aorta
toracica de coelhos em dieta hipercolesterolemiante, além de reduzir a espessura
das camadas intima e média. Nesse mesmo contexto, Yanni et al) (2015

comprovaram que a suplementagcéo com uvas desidratadas retardou a formacéo de
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placas no arco aodrtico e nas partes abdominal e toracica da aorta, e reduziu o
espessamento dos vasos em coelhos submetidos a ragcéo hipercolesterolemiante, o
que foi atribuido aos compostos fendlicos acido p-OH-benzoico, &acido
protocateico, acido vanilico, acido cafeico, acido cinamico, acido ferrulico e
catequina, encontrados no plasma dos animais apés 4 e 8 semanas de tratamento.

O efeito protetor dos compostos fendlicos presentes na casca de jabuticaba
na prevencdo da aterosclerose foi resultante da acdo do EFCJ na reducao das
concentracdes plasmaticas de TAG e LDL-c e na elevacéo dos niveis de HDL-c,
bem como na prevencgédo do estresse oxidativo no tecido adrtico dos animais que o
consumiram. As analises histolégicas demonstraram que o consumo do EFCJ
preveniu a progressdo das placas ateromatosas, 0 que ocorreu em virtude da
capacidade do extrato de atenuar estresse oxidativo.

A habilidade dos compostos fendlicos em limitar dano oxidativo e
inflamatorio pode justificar a atuacdo do EFCJ na prevencdo do desenvolvimento
de aterosclerose. De acordo com Liu, Lee, Shih, Chyau & Wang (2008),
antocianinas exercem efeito antiaterosclerético ao inibirem a oxidacdo de
moléculas de LDL-c, além de prevenir a morte prematura de macrofagos e diminuir
a formacéo de células espumosas, formadas a partir da captacéo de LDL-c-oxidada
pelos macrofagos. Além disso, Phil et al. (2013) demonstraram que a
suplementacdo com quercetina promoveu a diminuicdo das atividades de enzimas
pré-inflamatérias, como ciclogenases, lipogenases e o6xido nitrico sintase e
reducdo da concentracdo de proteina C reativa, um biomarcador especifico para
doencas cardiacas. Isso resultou em inibicdo da inflamacgéo e, consequentemente,
na diminuicdo das placas ateromatosas e do espessamento da tunica intima da aorta,
em coelhos hipercolesterolémicos. Foi comprovado ainda que, em coelhos
alimentados com colesterol, o kaempferol aliviou a inflamagé&o vascular por meio
da diminuicdo das concentracdes plasmaticas das citocinas pré-inflamatérias TNF-
a e IL-1p e da regulacdo negativa da expressdo de genes e de moléculas de adesao
envolvidos no processo inflamatorio, prevenindo aterosclerose (Kong et al., 2013).

Assim, considerando o contetdo de compostos fendlicos consumido e o
peso dos animais, um adulto com 70 Kg, deve ingerir aproximadamente 20 g de
casca de jabuticaba por dia para se obter as melhorias no perfil lipidico, estresse

oxidativo e histopatologia da aorta observadas nesse trabalho.
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4 Conclusdes

O extrato fendlico da casca de jabuticaba preveniu a progressao da
aterosclerose, melhorou o perfil dos lipidios circulantes no plasma, através da
reducdo de LDL-c e TAG e da elevacdo de HDL-c, bem como reduziu os indices
aterogénico e coronariano. Além disso, exerce propriedade antioxidante,
prevenindo a peroxidacdo lipidica e aumentando a atividade de enzimas
antioxidantes endogenas na aorta. Portanto, o consumo diario da casca de
jabuticaba e/ou do seu extrato fendlico pode melhorar o perfil lipidico plasmatico
impulsionar o sistema de defesa antioxidante em coelhos, protegendo os 6rgdos

contra danos provocados por uma dieta com alta concentracéo de colesterol.
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ARTIGO I

EXTRATO FENOLICO DA CASCA DE JABUTICABA ATENUA
ESTRESSE OXIDATIVO E ALIVIA ESTEATOSE HEPATICA EM
COELHOS ALIMENTADOS COM DIETA
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Resumo

Avaliou-se 0 efeito da administracdo de diferentes doses do extrato fenolico da
casca de jabuticaba (EFCJ) nos biomarcadores séricos das funcdes hepéticas,
pancredtica, renal e do estresse oxidativo, e no desenvolvimento de esteatose
hepética em coelhos. Neste ensaio, 36 coelhos foram divididos em 6 grupos: racédo
controle, rac&o hipercolesterolemiante (RH), RH + 0,4 mg de EFCJ-kgRtHa+

0,8 mg de EFCJ-kg-dtaRH + 0,4 mg de EFCJ-kg-diam dias alternados e RH

+ 0,3 mg de sinvastatina-kg-dia@D consumo do EFCJ reduziu os niveis de lipase

e de gama glutamiltransferase, preveniu a peroxidacao lipidica e estimulou a
atividade de enzimas antioxidantes no figado dos animais. Além disso,
demonstramos pela primeira vez que a suplementacdo com EFCJ atenua & esteatos
no tecido hepatico de coelhos. O consumo diario da casca de jabuticaba ou do seu
extrato fendlico previne o dano oxidativo e pancredtico gerado pela dieta
hipercolesterolemiante e previne o desenvolvimento da doenca hepatica gordurosa

nao alcoodlica em coelhos.

Palavras-chave Plinia jaboticaba (Vell.) O. Berg, hepatoprotetor, figado

colesterol, doenca hepética gordurosa nao alcodlica, polifenois.

Highlights

e A suplementagdo com extrato fenolico da casca de jabuticaba preveniu dano

hepatico e pancreatico em coelhos.
e O extrato fendlico atenuou o estresse oxidativo no figado dos coelhos.
e O extrato fendlico atenuou esteatose hepatica nos animais.

e O extrato fendlico preveniu o desenvolvimento da doenga hepatica gordurosa

nao alcodlica.
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1 Introdugéao

A doenca hepatica gordurosa ndo alcoolica (DHGNA) é considerada a
doenca do figado mais comum ao redor do mundo e é mais prevalente em paises
desenvolvidos, cujo padrao dietético inclui alimentacdo rica em carboidratos e
gorduras saturadas (Younossi et al., 2016). Esteatose hepética caracteriza os
estagios iniciais da doenca, que pode evoluir para esteatohepatite ndo alcodlica,
fibrose, cirrose e, em casos mais graves, carcinoma hepatocelular (Brunt et al.,
2011). Além disso, DHGNA esta associada com obesidade, sindrome metabdlica
doencas cardiovasculares (Misra, Khashab, & Chalasani, 2009; Yang et al., 2016).

A patogénese da DHGNA é multifatorial, mas acredita-se que o acamulo de
lipidios no figado, causado pelo desequilibrio entre absorcéo, sintese hepatica e
excrecdo, seja o primeiro episédio que desencadeia a doenca (Carr, Oranu, &
Khungar, 2016). A deposicao lipidica eventualmente induz a superproducdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), dando origem ao estresse oxidativo que,
juntamente com inflamacéo, € considerado o segundo episodio responséavel pela
evolucao das lesdes hepaticas (Rolo, Teodoro, & Palmeira, 2012). Baseado nessas
evidéncias, a inibicdo do depdsito de lipidios e do desenvolvimento de estresse
oxidativo € uma medida efetiva para prevenir o desenvolvimento da DHGNA.

Um crescente numero de evidéncias sugere que o consumo de alimentos
ricos em compostos fendélicos pode prevenir a progressao das lesdes relacionadas
com aDHGNA, principalmente devido a sua capacidade de neutralizar radicais
livres. Ja foi demonstrado que polifenois exercem efeitos anti-esteatose, diminuindo
o acumulo de lipidios e inflamacdo nos hepatécitos, além de reduzir o estresse
oxidativo, o que contribui para a protecao confidd&NA (Jia, Ren, Nie, & Yang,

2017 Arjinajarn, Chueakula & Pongchaidecha, 2017; Freitas et al., 2016; Benn et
al., 2015; Guerra et al., 2015). Aléem disso, esses compostos atuam na diminuicéo
das concentragfes séricas de insulina (Plaza et al., 2016), triacilglicerol (Benn et
al., 2015) e colesterol (Jiang, Dai, Nie, Yang, & Zeng, 2017).

Nesse contexto, a jabuticalilifiia jaboticaba(Vell.) O. Berg), conhecida
como a “berrie” brasileira, tem despertado atengdo nos ultimos anos devido aos
efeitos benéficos vinculados a sua ingestao, relacionados, principalmente, ao seu
conteudo de compostos fendlicos (Alezandro, Dubé, Desjardins, Lajolo, &

Genovese, 2013; Alezandro, Granato, & Genovese, 2013; Batista et al., 2014;
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Lenquiste, Batista, Marineli, Dragano, & Maréstica, 2012; Lobo de Andrade et al.,
2015), presentes principalmente em sua casca (Plaza et al., 2016). Apesar do seu
elevado conteddo de compostos fendlicos e do potencial benéfico desses
componentes, a casca desse fruto ainda € subutilizada, e, usualmente, é descartada
durante o consumo.

A ingestdo da casca de jabuticaba tem sido vinculada a reducao do estresse
oxidativo resultante da obesidade (Batista et al., 2014), neelbmiperfil lipidico
plasmatico (Alezandro, Granato, & Genovese, 2013), hipotensdo e relaxamento
vascular (Lobo de Andrade et al., 2015) e diminuicdo dos niveis de glicose e
insulina (Plaza et al., 2016). No entanto, até essa data, nenhum trabalho sobre os
efeitos do consumo dos compostos fenodlicos preseateasta de jabuticaba na
progressao da DHGNA foi divulgado.

Considerando os beneficios do consumo de polifenois na DHGNA e do
potencial da casca da jabuticaba, o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos
dos compostos fendlicos presentes na casca da jabuticaba, mediante administracédo
de diferentes doses do seu extrato, no desenvolvimento da DHGNA induzida pela

dieta em coelhos.

2 Material e métodos

2.1 Amostras de jabuticaba

Os frutos de jabuticab®ljnia jaboticaba(Vell.) O. Berg) foram obtidos no
pomar da Universidade Federal de Vicosa, Minas Gerais, Brasil (latitude 20° 45'
14" S, longitude 42° 52' 55" W), durante a safra de 2015. Apds a colheita, foram
selecionados, higienizados com agua corrente e mantidos em ultra freezer a -80 °C

até o momento do processamento.

2.2 Obtencéo do extrato fendlico concentrado da casca de jabuticaba (EFCJ)

As cascas dos frutos, obtidas por descascamento manual, foram pesadas e

maceradas numa solucdo aquosa de etanol 70 % (1:9),ne\w0 sistema foi
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acidificado a pH 2 com acido fosférico. A extracdo dos compostos fendlicos foi
realizada sob refrigeracao (5 °C), por 24 h (Silva, Stringheta, Tedfilo & Oliveira,
2013). Apos filtracdo (Whatman n° 1), o extrato foi concentrado a temperatura
maxima de 40 °C em evaporador rotativo a vacuo (RV 10 Digital V, IKA,
Alemanha), até eliminacdo completa do etanol, e o pH ajustado para 4, para
utilizacdo no ensaio biolégico. O EFCJ foi mantido ao abrigo da luz, em ultra

freezer a -80 °C até o momento das analises.

2.3 Ensaio bioldgico

2.3.1Animais e dietas

Trinta e seis coelhos Nova Zelandia, machos, pesando 3,45 * 0,28 kg, com
90 dias de vida, foram obtidos no Centro de Cunicultura do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vigcosa. O experimento foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA/UFV), protocolo nimero
34/2016, e seguiu todas as recomendacdes éticas exigidas pela Sociedade Brasileira
de Ciéncia em Animais de Laboratdrio. Os animais foram acondicionados em
gaiolas individuais (45 x 52 x 60 cm), e mantidos em ambiente com controle de

temperatura e umidade, e ciclos de luz (claro/escuro) de 12 h.

Apés 15 dias de adaptacdo as condicbes laboratoriais, os coelhos foram
divididos aleatoriamente em 6 grupos (n = 6), com acesso @addiitume 120
g de racédo (Tabela 1).

Tabela 1- Planejamento alimentar e tratamentos dos animais experimentais.

Grupos Tratamentos

Grupo controle (G1) Racao comercial padréo

Grupo controle positivo (G2 Racao hipercolesterolemiante (RH)
Grupo controle negativo (G6 RH + 0,3 mg de sinvastatina- kg-édia

Grupo G3 RH + 0,4 mg de EFCJ-kg- dia
Grupo G4 RH + 0,8 mg de EFCJ-kg- dia
Grupo G5 RH + 0,8 mg de EFCJ-kg- diam dias alternado
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A suplementacdo com EFCJ e com sinvastatina foi realizada por gavagem
oral e os animais dos grupos G1 e G2 receberam o0 mesmo volume de agua destilada.
A racdo hipercolesterolemiante foi produzida pelo enriquecimento de racéo
comercial padrdo (Soma Nutricdo Animal, Rio Pomba, Brasil) com 1 % de
colesterol cristalino (m-™) (Sigma-Aldrich, USA). Apds 50 dias de tratamento
(Medina et al., 2014), os coelhos foram eutanasiados com anestesia terminal
(xilazina 5 mg'kg™? e quetamina 2fhg-kg™?) por via muscular e foram realizadas as

coletas de sangue e tecido.

2.3.2Coleta de sangue e tecido

O sangue dos animais foi coletado pela veia marginal da orelha, nos tempos
0, 30 e 50 dias de experimento, apés 12 h de jejum, em tubos heparinizados. Em
seguida, o sangue foi centrifugado (12000 x g por 20 min.) para obtencdo do
plasma, que foi armazenado a -80 °C até o momento das analises bioquimicas. Apos
eutandsia, o figado foi dissecado, lavado com solucéo salina, pesado em balanca
analitica e amostras dos 6érgaos foram rapidamente coletadas. Parte das aliquotas
foi congelada imediatamente em nitrogénio liquido e mantida a -80 °C para analises
das defesas antioxidantes e parte foi fixada em solucéo fixadora de Karnovsky para

as andlises histopatoldgicas.

2.3.3Medidas biométricas

O consumo alimentar dos animais foi monitorado diariamente e o peso, a
cada 10 dias. O indice hepatossomatico (IHS) foi obtido pela relacdo entre o peso
do figado e o peso corporal no dia da eutanagidHS =

Peso figado/Peso corporal x 100).

2.3.4Analise dos parametros bioquimicos

As concentracdes de proteinas totais (PT), ureia, creatinina, albumina,

aspartato amino transferase (AST), alanina amino transferase (ALT), gama
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glutamiltransferasey(-GT), fosfatase alcalina (ALP) e lipafsgam determinadas
no plasma, utilizando-se kits comerciais (Bioclin, Minas Gerais, Brasil), em

analisador bioquimico BS200E (Mindray, Shenzhen, China).

2.3.5Avaliacao de biomarcadores do estresse oxidativo e peroxidacgao lipidica

As amostras de figado previamente congeladas foram utilizadas no preparo
de homogenatos, numa proporcéo de 100 mg de tecido por 1 mL de solucdo tampéao
fosfato (50 mmol-&8, pH = 7,4), usando um homogeneizador (MA102 / Mini,
Marconi, Piracicaba, SP, Brasil). Apos centrifugacdo (12004 °C, 10 min), o
sobrenadante foi coletado e utilizado nas analises.

2.3.5.1Peroxidagéo lipidica pelo ensaio TBARS (Substancias Reativas ao

Acido Tiobarbittrico)

As concentracbes de TBARS foram determinadas utilizando-se
metodologia adaptada de (Wallin, Rosengren, Shertzer, & Camejo, X993).
homogenato do figado (0,2 mL) foi misturado com 0,4 mL da solugdo de trabalho
(TCA - &cido tricloroacético 15 %, TBA - &cido tiobarbitdrico 0,375 % e &cido
cloridrico 0,25 mol-L™). Apds aquecimento a 90 © C por 40 min., as amostras foram
resfriadas em banho de gelo por 10 min e, entdo, centrifugadas (1g00eC, 10
min). A absorvancia do sobrenadante foi lida a 532 nm em microplaca de 96 pogos
(PowerWave HT, Winooski, VT, USA). TBARS foi quantificado por meio de uma
curva analitica do padrdo malondialdeido (MDA) e os resultados foram expressos

em nmol MDA- mg tecidd.

2.3.5.2Atividade de superoxido dismutase (SOD)

A atividade de SOD foi estimada com base no método descrito por Madesh
& Balasubramanian (1998), adaptado. Foram adicionados, em microplaca de 96
pocos, sequencialmente: 30 pL do homogenato, 99 pL de tampao fosfato de
potassio 0,2 mol-t, pH 7,0; 6 uL de MTT (34-5 dimethyl thiazol 2-yl) 2,5
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diphenyl tetrazolium bromide) 1,5 mottle 15 pL de pirogalol. A mistura foi
encubada por 10 min em estufa a 37 °C e a reacao foi finalizada com a adicdo de
150 pL de DMSO (dimethyl sulfoxide). A absorvancia foi lida em 570 nm
(PowerWave HT, Winooski, VT, USA) e expressa em U SOD-mg proteina

2.3.5.3Atividade de catalase (CAT)

A atividade de CAT foi avaliada segundo metodologia proposta por Aebi
(1984). Para a reacao, foram homogeneizados 1 mL de solucaeOdg 19
mmol-LY) em tampé&o fosfato de potassio (0,2 md)-pH 7,0) e 10uL das
amostras. O decréscimo na absorvancia foi monitorado a 240 nm, por 60 seg, em
espectrofotdbmetro Shimadzu (UV-VIS 1601 PC, Quioto, Japamy resultados

foram expressos em U CAT-mg protefna

2.3.5.4Atividade de glutationa-s-tranferase (GS7)

A atividade de GST em resposta aos tratamentos foi determinada de acordo
com Habig, Pabst, & Jakoby (1974). O meio de reac¢do foi constituido de 700 pL
tampéo fosfato de potassio (0,2 mol; pH 7,0), 10 uL de CDNB (1-cloro-dinitro
benzeno, 1 mmol-t), 10 uL de GSH (glutationa reduzida, 1 mmd) & 10 pL do
homogenato. A reacdo foi monitorada espectrofotometricamente a 340 nm
(Shimadzu UV-VIS 1601 PC, Quioto, Japao) e os resultados foram expressos em

pumol-gt-min,

2.3.6Avaliacao histoldgica e morfoldgica do figado

2.3.6.1Inclusao em resina

Os fragmentos de figado foram fixados em solugdo de Karnovsky por 24
horas e transferidos para uma solugdo alcodlica a 70 %)(WPusteriormente,

foram desidratados em série etandlica crescente (80 %, 90 %, 95 % e 10),% v-v
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com trocas a cada 30 min, e incluidos em glicol-metacrilato (Historesin®, Wetzlar,
Leica) ao final da série.

Seccdes de 3 um de espessura foram obtidas com o auxilio de um micrétomo
rotativo (Leica, Reichert-Jung 2045, Wetzlar, Alemanha), utilizando-se navalhas de
vidro. Para evitar a repeticdo das analises nas mesmas células, os cortes foram feitos
de modo semi-seriado em intervalos regulares de 30 um. Essas preparagoes foram
coradas com azul de toluidina/borato de sédio 1 % {tmevmontadas com
Entellan® (Merck, Darmstadt, Alemanha). As imagens dos cortes histologicos
foram obtidas em fotomicroscopio de campo claro (Olympus, AX-70, Toquio,

Japao).
2.3.6.2Morfometria e estereologia hepética

As alteracbes morfolégicas no tecido hepatico foram examinadas pelo
método morfométrico, utilizando um sistema de grade de 330 pontos (intersec¢ao
entre duas linhas perpendiculares), observando-se um total de 3300 pontos por
animal, em aumento de 200 x. O estudo morfométrico foi conduzido para
quantificacdo dos elementos constituintes do figado nos cortes histologicos,
destacando-se hepatdcitos, capilares sinusoides, nucleo e citoplasma de
hepatocitos, células de Kupffer, didametro e volume nuclear, volume citoplasmaético,
volume total dos hepatdcitos e constituintes histopatolégicos, com destaque para
infiltrados inflamatorios, goticulas de gordura e células degeneradas.

A proporcao volumétrica (%) dos componentes foi estimada utilizando-se

a seguinte relagéo:

£ %100 (1)

T

em que B = ndamero de pontos sobre a estrutura de interesse &Rl de pontos
de teste na area histoldgica. Para goticulas de gordugay Bbtal de pontos sobre
hepatocitos (Cupertino et al., 2013; Novaes et al., 2012).

O desenvolvimento de esteatose foi avaliado semiquantitativamente

utilizando-se uma escala de 5 graus: grau 0, se a porcentagem de gordura nos
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hepatdcitos fox 5 %; grau 1, se > 5 % e <25 %, grau 2, se > 25 % ¢ < 50 %; grau
3,se>50% e <75 %; e grau4, se>75 % (Turlin et al., 2009).

Para andlise estereoldgica foram medidos os diametros 50 nucleos esféricos
de hepatdcitos por animal, que foram utilizados para célculo dos volumes nuclear,

citoplasmatico e celular, conforme Eqg. 2, 3 e 4.

Volume Nuclear = g X mrr3 (2)

% citoplasmaXxvolume nuclear

Volume Citoplasmatico = (3)

% nucleos

Volume Celular(hepatdcito) = volume nuclear + volume citoplasmatico

(4)

Todas as andlises morfométricas e estereol®daram realizadas com
auxilio do programa de analises de imagens Image Pro Plus 4.0 (Media Cybernetcs,
Rockville, EUA).

2.4 Andlises estatisticas

Os resultados foram expressos como media + desvio padrdo. Para andlise
estatistica, os dados foram submetidos a analise de variancia (one-way ANOVA)
seguida pelo teste de Tukey (p < 0,05), utilizando-se 0 software estatistico SAS
(2003).
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3 Resultados e discussao

3.1 Efeito da suplementacdo com EFCJ na ingestéo alimentar e nas medidas

biométricas

A dieta hipercolesterolemiante ndo provocou variacdes significativas no
peso corporal dos animais (Fig. 1A). Contudo, o consumo de ragao foi menor pelos
animais que receberam dieta acrescida de colesterol (Fig. 1B).

A - G1 ¥ G4 B

4.57 - G2 —+ G5 1507

1

Ingestdo (g-animal-dia)

-4+ G3 @ G6
4.0

-

o

o
1

Peso Corporal (kg)
o
o
1

2.5 T T T T T T 0

Tempo (dias)

1501 41

100

50

Peso Figado (g)
indice Hepatossom atico

Fig. 1-Variacdo do peso corporal ao longo do tempo (A), ingestao alimentar (B), peso do
figado (C) e indice hepatossomatico (D) de coelhos alimentados com racéo padrdo (G1),
ragdo hipercolesterolemiante (G2), ragdo hipercolesterolemiante + GetirgCJ- kg- dia

(G3), racdo hipercolesterolemiante + 0,8 mg de EFCJ-Kg-@(@4), racdo
hipercolesterolemiante + 0,8 mg de EFCJ-kdg-dim dias alternados (G5) e racéo
hipercolesterolemiante + 0,3 mg de sinvastatina- kg{(8&). Os dados estdo expressos
como média + desvio padrao (n = 6). Letras diferentes acima das colunas ihifécanta
estatistica (p < 0,05) pelo teste de Tukey.
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A menor ingestdo de racdo pelos animais alimentados com RH ocorreu em
virtude do mecanismo homeostético normal, em que o consumo de alimentos &
controlado para regular a ingestdo energética, como descrito por Sampey et al.
(2011). Dessa forma, o peso corporal dos coelhos permaneceu sem alteracdes
significativas durante o tempo do experimento. Essa mesma tendéncia de ingestao
foi observada em outros trabalhos com ratos submetidos a dieta com alto teor de
gordura (Lenquiste et al., 2015; Natal et al., 2017; Reynés, Garcia-Ruiz, Diaz-Rua,
Palou, & Oliver, 2014). Entretanto, em alguns casos, foi observado aumento no
peso dos animais como consequéncia do maior aporte calérico da dieta ( Natal et
al., 2017; Lenquiste et al., 2015; Batista et al., 2014).

No presente estudo, a administracdo do EFCJ ndo acarretou mudancgas no
peso corporal ou ingestédo da dieta (Fig. 1 A e B). O peso corporal €, segundo Natal
et al. (2017), uma das variaveis menos sensiveis aos tratamentos, cujas alteracées
sdo observadas tardiamente em relacdo a outros marcadores como os celulares e
biomoleculares. De maneira similar, trabalhos recentes reportaram que a
suplementacdo com casca de jabuticaba ndo alterou o peso corporal ou 0 consumo
de racdo em ratos obesos e saudaveis (Batista et al., 2014; Leite et al., 2011;
Lenquiste et al., 2012; Wu, Hung, Shin, Wang, & Huang, 2016).

Os coelhos alimentados com RH exibiram hepatomegalia, caracterizada
pela elevacdo do peso do figado e do indice hepatossoméatico, em relacdo aos
animais do grupo controle (G1) (Fig. 1 C e D). Essa condig&o indica acumulo de
lipidios decorrente do consumo excessivo de colesterol, 0 que péde ser comprovado
pelas andlises histologicas do 6rgdo (Fig. 3). Corroborando os resultados deste
trabalho, acamulo de gordura no figado e hepatomegalia foram observados em ratos
(Guerra et al.,, 2015; Natal et al., 2017; Zhou et al., 2015) e coelhos
(Papadomichelakis, Zoidis, & Fegeros, 2012) submetidos a dieta rica em gordura.
Papadomichelakis, Zoidis, & Fegeros (2012) demostraram que alteracdes no
contetdo de colesterol e na composicao de acidos graxos dietéticos determinam em
grande parte o peso do figado e essa alteracdo € uma caracteristica proeminente em
animais que desenvolvem DHGNA, como observado por Wu, Zhang, Zheng, &
Jiang (2014).

A suplementacdo com EFCJ ndo impediu o incremento no peso dos figados
dos animais (Fig. 1 C e D). Esse resultado refor¢ga o descrito por Lenquiste et al.

(2012), indicando que a adicdo de casca de jabuticaba a dieta com alto teor de
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gordura nao inibiu o aumento do peso dos figados em ratos. Por outro lado,

Alezandro, Granato, & Genovese (2013) observaram redu¢éo do peso desse 6rgao
em ratos diabéticos suplementados com jabuticaba em po, o que pode ter sido
resultado, também, de outros componentes presentes no fruto, como as fibras

insolaveis (Wu, Long, & Kennelly, 2013).

3.2 Efeito da suplementacdo com EFCJ nos indicadores bioquimicos das
funcBes hepética e pancreética

Para avaliar os efeitos da dieta hipercolesterolemiante e da ingestado do EFCJ
no figado e pancreas dos animais, foram determinadas as concentracdes séricas de
AST, ALT, ALP, y-GT e lipase.

Nos coelhos alimentados com colesterol, as concentracdes de y-GT
encontraram-se elevadas a partir de 30 dias de tratamento, o que indica dano
hepatico causado pela dieta (Tabela 1). Esse aumento € comumente observado em
resposta ao consumo de dietas ricas em gorduras e colesterol, como constatado por
Ishak, Ismail, Hamid, Ahmad, & Abd Ghafar (2013) e Li et al. (2014).

De acordo com o elucidado por Dufour et al (2000), a concentracao sérica
de y-GT € um marcador usual da funcédo hepética e, quando elevada, indica injaria
no figado. Conforme demonstrado por Charatcharoenwitthaya, Lindor, & Angulo
(2012), essa enzima é um indicador sensivel do acimulo de lipidios nos hepatécitos
e inflamag&o celular, como visto em pacientes com DHGNA. Além disso, a
elevacdo dey-GT tem sido relacionada com o risco de sindrome metabdlica
(Kunutsor, Apekey, & Seddoh, 2015), com a mortalidade por doenca renal cronica
(Caravaca-Fontan et al., 2017), disfuncdo endotelial (Arinc et al., 2013), diabetes
(Ndrepepa et al., 2016), doenca arterial coronariana (Ndrepepa et al., 2017) e

estresse oxidativo (Contreras-Zentella & Hernandez-Mufioz, 2016).

77



Tabela 1- Efeito da ingestdo de dieta hipercolesterolemiante e da suplementacdo com EFCJ nas conptagragbeas de AST, ALT, ALP
v-GT e lipase de coelhos experimentais.

Parametros

Tempo

(dia%) G1 G2 G3 G4 G5 G6
0 88,40+ 42,53% 67,22+ 44,58 40,84 * 10,86° 4921 +17,022 70,42 +31,41® 49,35 + 23,65°
AST (ULY) 30  56,38+23,77% 65,01+ 10,500 80,80 +24,80°  5365+51,63  9267+71,16° 114,66 + 89,092
50  64,63+57,57 83,61 + 39,31 88,57+27,142  86,38+39,63  7143+332% 0532 +5346°
0 79,58 +30,36° 31,08 + 15,96" 30,85 + 12,02 31,20 + 12,98 55,65 + 17,38 28,38 + 7,08"
ALT (U-L%Y) 30  49,83+2328  39,71+13,368 39,68 + 15,89° 31,49+ 18,352 62,57 +3563% 5564+ 10,29
50 67,31+9,06%8  30,11+16,242 2572 + 28,06° 31,49+12,13%  29,34+30,342 5573 +336%
0 104,29 + 37,972 106,31+ 41,332 108,72 +59,722 88,64 +2447%  8502+16,24° 82,48 + 30,882
ALP (U-LY) 30  88,80+6580%  92,81+31,79% 76,77 + 29,88° 94,68 + 68,032  114,94+5523% 128,76 + 37,042
50  88,09+40,78% 110,69 +82,14% 13332+32,17  178,17+119,3¢® 128,63+ 60,5T¢ 111,44 + 23,88
0 4,74 + 2,108 4,51 + 8,962 4,75 + 1,58 4,59 +1,398 5,71 + 2,253 4,98 + 2,03
y-GT (UL 30 3,77 + 3,38 27,63+6,90R  17,17+1129A  12,00+13,3%* 2500+ 18,1%* 9,60 + 4,07
50 9,61 + 3,75" 49,01 + 9,250 21,5 + 9,9° 12,13 + 10,88 36,54 + 478" 20,40 + 14,204
0 227,80 + 48,342 219,02 +77,58¢  213,77+27.4 219,64 +3564 208,81 +09394 220,19 + 73,35
Lipase (ULY) 30  272,3+56,7%  857,3+466,8% 407,1+118,6%  298,0+193,6%  844,7 +549,7%% 538,2 + 189,825

50 345,2+310,5% 1254,1+453,23 1624,4 + 367,68* 1535,4+232,28" 1960,8 +497,262 1199,9 + 555,58
G1 = racdo padrdo, G2 = racdo hipercolesterolemiante, G3 = ragdo hipercolesterolemiamg eeDEFCJ-kg- dia G4 = racdo hipercolesterolemiante + 0,8
mg de EFCJ-kg-dia G5 = racdo hipercolesterolemiante + 0,8 mg de EFCJ-KglelidFCJ em dias alternados e G6 = racéo hipercolesterolemiante + 0,3 mg de
sinvastatina- kg- diapor 50 dias. AST =aspartato amino transferase, ALT = alanina amino transferase,=AfhBfatase alcalinay-GT = gama
glutamiltransferaseds dados estédo expressos como média + desvio padrédo (n = 6). Letras minUsculas difetantas imaticam diferenca estatistica entre
0S grupos experimentais e letras mailsculas diferentes na coluna representam diferistica astédngo do tempo em um mesmo grupo, pelo teste de Tukey
(p £0,05).
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A administracéo do EFCJ foi capaz de ewtaevacdo de y-GT nos animais
do grupo G4 e diminuir os seus niveis no grupo G3 em comparacéo a G2 (Tabela 1),
0 que indica que o EFCJ exerceu acao protetiva no figado. Song et al. (2016)
obtiveram resultados parecidos em camundongos hipercolesterolémicos
suplementados com extrato de amora, sugerindo efeito hepatoprotetor do extrato
devido a reducgdo dos niveis séricos de ALT e AST e de CT e TG no figado.
Similarmente, a administracao diaria de acgai diminuiu as concentracdes plasmaticas
de ALT e hepaticas de TG (Guerra et al., 2015) em animais submetidos a dieta rica
em gorduras. Os autores relacionaram esses efeitos protetores ao contetudo de
compostos bioativos dessas frutas, conhecidas como fontes naturais de compostos
fendlicos, flavonoides e, principalmente, de antocianinas.

Apesar do aumento de y-GT, os valores de AST, ALT e ALP foram
estatisticamente similares entre os grupos experimentais (Tabela 1). Essas enzimas
sdo consideradas indicadoras de dano hepatocelular inespecifico e, em portadores
da DHGNA, suas concentracdes séricas geralmente encontram-se elevadas
(Neuman, Cohen & Nanau, 2014). Charatcharoenwitthaya, Lindor, & Angulo
(2012), entretanto, observaram que em pacientes com DHGNA, os niveis de
aminostrasferases e AST flutuam durante o curso da doenca e que, em alguns casos,
as concentracOes dessas enzimas estdo normalizadas.

Essa mesma tedéncia foi encontrada por outros pesquisados em animais
alimentados com dieta hipercolesterolemiante. Csonka et al. (2017) descreveram
que, em ratos, a adicdo de 2 % de colesterol a dieta, por 12 semanas, induziu a
elevacdo dos niveis plasméticos de ALP, mas n&o de ALT e ASP. Em coelhos que
consumiram dieta com 1 % de colesterol por 8 e 12 semanas, a dieta ndo provocou
alteracfes nas concentracdes de AST e ALT (Kainuma et al., 2006). Contudo, em
alguns casos, as concentracdes séricas de AST, ALT e ALP se elevam em resposta
ao excesso de colesterol na di&Agamy (2017) por exemplo, reportou que em
coelhos alimentados com dieta acrescida de 0,5 % colesterol, os niveis dessas
enzimas se elevaram em 4 e 8 semanas de tratamento. Resultados semelhantes
foram obtidos por Subramani et al. (2017) em ratos submetidos a dieta
suplementada com 2 % de colesterol, cujos niveis séricos de AST, ALT e ALP
aumentaram apos 30 dias.

A concentracao de lipase aumentou drasticamente ao longo do experimento

nos animais do grupo G2 (Tabela 1). Segundo Csonka et al. (2017), essa enzima é
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considerada um marcador especifico de dano pancreatico e sua secrecassm exce
no plasma ocorre especificamente em resposta a injuria no pancreas que, no
presente estudo, foi induzida pela dieta hipercolesterolemiante. De fato, dieta rica
em gordura ou colesterol tem sido relacionada com lesao pancreatica (Matsuda et
al., 2014; Zhang et al., 2010). A suplementacéo diaria com EFCJ (G3 e G4) foi
eficiente em prevenir a elevagéo de lipase nos primeiros 30 dias de tratamento
(Tabela 1). O consumo do EFCJ, portanto, protegeu o pancreas contra os efeitos
nocivos da dieta com excesso de colesterol, em 30 dias.

Estudos recentes relacionaram compostos fenolicos, como flavonoides e
antocianinas, a inibicdo da atividade de lipase pancreatica (Kim et al., 2016; S. Liu
et al., 2013; Takahashi et al., 2015; Yao, Xu, Zhang, & Lu, 2013). A inibicdo dessa
enzima tem sido considerada uma das estratégias mais importantes para o
tratamento de dislipidemias induzidas pela dieta e obesidade, uma vez que a sua
inibicdo resulta em menor digestdo e absorcao de gorduras dietéticas (de la Garza,
Milagro, Boque, Campion, & Martinez, 2011). Isso pode explicar a diminui¢cao das
concentracdes de lipase, aos 30 dias, no plasma dos coelhos suplementados
diariamente com o EFCJ. Alezandro, Granato, & Genovese, (2013), inclusive,
demonstraram que jabuticaba inibiu a atividade de lipase em ratos diabéticos, o que
foi atribuido aos compostos fendlicos presentes no fruto.

3.3Efeito da Suplementacdo com EFCJ nos Indicadores Bioquimicos da
Funcao Renal

Possiveis alteracdes renais decorrentes da ingestdo da dieta
hipercolesterolemiante e do EFCJ foram avaliadas pela medida das concentracdes
plasméticas de PT, ureia, creatinina e albumina. Como exposto na Tabela 2, o
tratamento n&o resultou em modificagdes nos niveis de PT, ureia e creatinina entre

0S grupos experimentais.
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Tabela 2— Efeito da ingestao de dieta hipercolesterolemiante e da suplementacdo com EFCJ nas concentracdes géasrotdioas totais,
albumina, ureia e creatinina em coelhos experimentais.

Parametros Tempo Gl G2 G3 G4 G5 G6
(dias)
0 6,7 +1,78 5,6 £ 0,9% 5,7+0,6% 4,8+0,74 5,+0,75" 54 +0,8%
Proteinas Totais 30 4,9+1,0% 7,2+5,28 52+3,3 10,0 £ 5,82 8,3+ 3,64 74+1,38
50 7,3+1,18 3,7+x1,24 41+1,064 6,04 + 4,6/ 6,4 +2,7 6,2+1,3*
0 4,8 +0,78 4,2 +0,98 45+0,78 3,8+0,58 3,9+0,420 4,2 +0,52
Albumina 30 3,7+0,7* 8,5+ 2,8 8,3 0,78 11,2 +2,38 9,4 2,798 11,6 + 2,78
50 5,0+0,5% 10,5+ 3,8 9,1+278 8,8+ 1,6° 95+1,788 10,0 + 2,28
0 33,0+5,18 26,3+5,78 28,9 +5,8% 26,1 + 3,08 30,3+1,5% 33,6 + 8,68
Ureia 30 325+7,1* 42,0+ 8,78 33,2+7,8 31,9+1,9%® 36,1+ 10,7 39,5+4,6"
50 455+ 7,28 41,5+5,48 37,6 +9,#4 37,6 +7,9° 32,1+7,6° 30,4 + 11,8
0 1,2+0,3% 0,8+0,3% 0,9+0,12 0,9+0,28 1,0+0,1%4 1,0+0,1%4
Creatinina 30 1,1+0,3A 1,0 £ 0,24 1,0 £0,28 1,1+0,38 1,3+0,28 0,5+0,28
50 1,1+0,6% 0,8 +0,68 1,5+0,24 1,1+0,4% 1,2+0,74 0,7 +0,28

G1 = ragdo padrdo, G2 = racgdo hipercolesterolemiante, G3 = racéo hipercolestatelen®i,4 mg de EFCJ-kg-di&@4 = racdo hipercolesterolemiante +
0,8 mg de EFCJ-kg-dtaG5 = racédo hipercolesterolemiante + 0,8 mg de EFCJ-KglglieFCJ em dias alternados e G6 = racdo hipercolesterolemiante +
0,3 mg de sinvastatina-kg-diaor 50 dias. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo (n = 6). Letratamiifesemtes nas linhas indicam
diferenca estatistica entre os grupos experimentais e letras mailsculas difierealesa representam diferenca estatistica ao longo do tempo emmm mes

grupo,pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Nos animais consumindo RH, os valores de albumina foram superiores aos
encontrados no grupo controle (G1) (Tabela 2). Prasad (2010) também observou
aumento nos niveis de albumina no plastmaoelhos submetidos a dieta rica em
colesterol. Em contrapartida, Charatcharoenwitthaya, Lindor, & Angulo (2012)
observaram diminuicdo da concentracdo de albumina em pacientes com DHGNA.
AlteracBes na concentracdo seérica dessa proteina sédo utilizadas como marcadores
para para avaliar a funcdo hepatica, o estado nutricional e a fungéo renal (Carr,
Oranu, & Khungar, 2016; Dufour et al., 2000). Geralmente, em patologias hepaticas

erenais, os niveis de albumina encontram-se dumunuidos (Dufour et al., 2000).

3.4Efeito da suplementacdo com EFCJ nos biomarcadores do estresse

oxidativo e peroxidacéo lipidica

Nos animais alimentados exclusivamente com RH (G2), a dieta ocasionou
aumento na concentracdo hepatica de TBARS, um indicador da peroxidacéo
lipidica, acompanhado de decréscimo nas atividades das enzimas antioxidantes
SOD, CAT e GST (Fig. 2). A dieta hipercolesterolemiante, portanto, induziu
estresse oxidativo no figado dos animais.

A ingestdo de dieta com alta concentracdo de colesterol altera o status
antioxidante, estimulando a producdo de ROS e, consequentemente, induzindo
peroxidacgdo lipidica. Concomitantemente, esse tipo de dieta é capaz de reduzir a
atividade das enzimas enddgenas (Jurcevic et al., 2017; Pefa-Orihuela et al., 2013)
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Fig. 2 — Biomarcadores do estresse oxidativo e peroxidacéo lipiginacoelhos
alimentados com racdo padrdo (G1l), racdo hipercolesterolemiante (G2), ragéo
hipercolesterolemiante + 0,4 mg de EFCJ-kg- ({&8), racdo hipercolesterolemiante + 0,8

mg de EFCJ -kg-dia(G4), racédo hipercolesterolemiante + 0,8 mg de EFCJ-Kgedia

dias alternados (G5) e racéo hipercolesterolemiante + 0,3 mg de sinvastatina{&gyia

por 50 dias. Os dados estdo expressos como média + desvio padrao (n = 6). (A) Peroxidagéo
lipidica pelo ensaio TBARS, MDA = malondialdeido. (B) Atividade de superéxido
dismutase (SOD). (C) Atividade de catalase (CAT). (D) Atividade de @otat-
Transferase (GST). Letras minusculas diferentes acima das colunas indicamcdifer
estatistica entre os grupos experimentais pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Em concordancia com este estudo, Sozanski et al., (2014) também
observaram aumento na concentragdo de TBARS e deplecdo das enzimas
antioxidantes em coelhos alimentados com racdo acrescida de 1 % de colesterol,
mostrando que a dieta hipercolesterolemiante resultou em estresse oxidativo no
figado dos animais.

Animais tratados com excesso de colesterol na alimentacdo desenvolvem
estresse oxidativo em orgdos como cerebro, rins, testiculos, coragdo, musculo e
figado, (Abbas & Sakr, 2013; Bai et al., 2015; Batista et al., 2014; Hur et al., 2014,
Pefia-Orihuela et al., 2013; Prasad, McNair, Caspar-Bell, & Mabood Qureshi, 2014;
H. J. Wang et al., 2015). Entretanto, segundo Bai et al. (2015), o figado parece ser
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um dos 6érgaos mais afetados, em virtude do seu papel no metabolismo do colesterol
(Platt et al., 2014).

Estresse oxidativo é, na verdade, considerado um dos principais eventos
moleculares que levam ao desenvolvimento e progressdo da DHGNA. Rafiei,
Omidian, & Bandy (2017) observaram que o excesso de colesterol no figado pode
levar & producdo ROS em excesso e, consequentemente, induzir peroxidacao
lipidica. Em adicéo, como enfatizado por Rolo et al. (2012), o aumento da producao
de ROS pode resultar em disfuncdo mitocondrial que, eventualmente, estimula a
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, resultando em inflamacéo. Esses fatores
atuam em conjunto para desencadear as lesdes hepéticas relacionadas com o
desenvolvimento e progressdo da DHGNA (Carr, Oranu, & Khungar, 2016).

A elevacdo de TBARS foi efetivamente reduzida pela suplementacdo com
EFCJ em 26,2 % nos animais do G4 e 35,3 % no grupo G5. Além disso, a
administracdo do EFCJ manteve a atividade de CAT e SOD semelhante aos niveis
do grupo controle (G1). Em relacdo a G2, a atividade de CAT foi superior em 1,7,
1,8 e 1,5 vezes e a de SOD em 1,7, 1,3 e 1,5 vezes nos grupos G3, G4 e G5,
respectivamente. A atividade de GST foi reduzida em todos os grupos em RH,
embora nos coelhos suplementados com EFCJ esses valores tenham sido maiores
(53,28 % em G3 e 91,87 % em G4) que os encontrados nos animais do grupo G2.

Esses resultados realcam o potencial dos compostos fendlicos presentes da
casca da jabuticaba e provam que o EFCJ é capaz de melhorar o status antioxidante
hepético e pode ser promissor na protecéo contra danos oxidativos e na prevencao
da peroxidacéo lipidica. Assim, a reducéo do estresse oxidativo no tecido hepatico
pelo EFCJ contribuiu para a prevencao da progress@iH@NA induzida pela
dieta, o que foi confirmado posteriormente pelas analises histoldgicas (Fig. 3). Vale
destacar que, contradizendo trabalhos anteriores (Sadeghi et al., 2017), a
suplementacao diaria com o EFCJ foi tao eficiente quanto sinvastatina em prevenir
estresse oxidativo no figado dos animais.

Batista et al. (2014) e Lenquiste et al. (2015) demonstraram que a
suplementacdo com casca de jabuticaba em po e seu extrato foi capaz de minimizar
os danos oxidativos provocados pela obesidade induzida pela dieta, no plasma,
figado, cérebro e rim de ratos, ao diminuir a peroxidacao lipidica e restaurar as

enzimas antioxidantes. Esses efeitos foram atribuidos aos compostos fendlicos
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presentes na casca do fruto, especialmente acido galico, acido elagico, quercetina e
cianidina-O-3-glicosidio.

Realmente, é amplamente reconhecido que o consumo de compostos
fendlicos, um dos maiores grupos de antioxidantes naturais encontrados na dieta
humana, pode desempenhar um importante papel na prevencdo e no controle de
complicagbes oriundas do estresse oxidativo (Alezandro, Granato, & Genovese,
2013; Benn et al.,, 2015). No estudo desenvolvido por Santos et al. (2017), a
suplementacdo com extrato da casca de uva, cuja composicao inclui elevadas
concentracdes de polifenois, reduziu o dano oxidativo no figado de ratos
alimentados com dieta rica em gordura, o que contribuiu para a prevencao de
esteatose no 6rgdo. Resultado semelhante foi obtido por Jurcevic et al. (2017),
observando que o tratamento com compostos fendlicos presentes no vinho resultou
em diminuicao da peroxidacao lipidica e restauracao das atividades de SOD e CAT
no figado de animais que consumiram dieta com 2 % de colesterol.

Jia, Ren, Nie, & Yang (2017) mostraram que a capacidade de compostos
fendlicos em interromper a auto-oxidacao lipidica esta relacionada diretamente com
sua habilidade de neutralizar radicais livres, convertendo ROS em compostos
estaveis. Além disso, polifenois podem suprimir 0 estresse oxidativo ao induzir a
atividade das enzimas antioxidantes enddgenas por meio da ativacéo de fatores de
transcricdo como Nrf2 e AhR e, também, pela reducdo da resposta inflamatéria
através da interferéncia com a cascata inflamatoriaBN&-MAPK) (Zhang &

Tsao, 2016). Esses mecanismos podem explicar o efeito protetivo exercido pelo
EFCJ no estresse oxidativo induzido pela dieta, no figado dos coelhos.

3.5Efeito da suplementacdo com EFCJ nos parametros histopatologicos e
morfologicos do figado

O presente trabalho demonstrou pela primeira vez, até o limite do nosso
conhecimento, o efeito protetor dos compostos fendlicos da casca de jabuticaba na
prevencao do desenvolvimentoDEGNA.

As observacbes histologicas demostraram estrutura hepéatica normal nos
animais do grupo controle (G1), com hepatdcitos regularmente organizados em

corddes, separados entre si pelos capilares sinusoides, cercando radialmente a veia
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central (Fig. 3A). Em contraste, os animais alimentados com RH exibiram notavel
deposicao lipidica, caracteristica de esteatose microvescicular e macrovesicular,
acompanhada de infiltragdo de células inflamatérias e degeneracgdo celular (Fig.
3B). Tais caracteristicas também foram observadas por Kainuma et al. (2006)
avaliando coelhos alimentados com 1% de colesterol como modelo experimental
para avaliar ©HGNA induzida pela dieét visto que os animais exibem aspectos
fisiopatogénicos da doenca e que, por ndo apresentarem resisténcia a insulina ou
obesidade, sédo Uuteis para avaliar as mudancas fisiopatoldgicas relacionadas a

hipercolesterolemia.
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Fig. 3 - Fotomicrografias representativas de corte histoldégico do tecido hepatico de coelhos ¢matadata padréo, dieta hipercolesterolemiante,
EFCJ e sinvastatinanostrando goticulas de gordura (seta) em todos 0s grupos que receberam dieta hipercolesterotdonigéite= azul

de toluidina - borato de sddio. (A) G1 = dieta padrdo; (B) G2 = dietachipsterolemiante; (C) G3 = dieta hipercolesterolemiante + 0,4 mg de
EFCJ-kg-did; (D) G4 = dieta hipercolesterolemiante + 0,8 mg de EFCJ-Kg-@}h G5 = dieta hipercolesterolemiante + 0,8 mg de EFCJ- Kgleia
EFCJ em dias alternados e (F) G6 = dieta hipercolesterolemiante + 0,3 mg de sinvastathadkgp@idias.
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Os animais que consumiram apenas RH (G2) exibiram acumulo severo de
goticulas lipidicas no figado, o que provocou aumento dos volumes citoplasmatico
e celular, sem alteracdo no numero de hepatécitos e volume nuclear (Tabela 3, Fig.
3B). Isso evidencia que o aumento do volume celular foi decorrente do incremento
de goticulas lipidias no citoplasma, portanto, a deposicao de lipidios foi, de fato, o
fator responsavel pela hepatomegalia observada nesses animais, em concordancia
com o descrito por Marcos, Monteiro, & Rocha (2012). O acumulo hepatico de
gordura, presente em pelo menos 50 % dos hepatdcitos, resultou em esteatose grau
3 em todos os coelhos desse grupo. Além de esteatose, degeneracdo em baldo dos
hepatécitos, aumento de infiltrados inflamatérios e aumento do nimero de células

de Kupffer foram constatados nesses animais (Tabela 3, Fig. 4).
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Tabela 3- Efeito da ingestéo de dieta hipercolesterolemiante e da suplementacdo com EFCJ nos parametros morfométricos
do tecido hepatico de coelhos.

G - Hepatocitos Capilares . Infiltrados .

rupos Hepatdécitos . . . Células de o Células

Experimentais (%) Binucleados  Sinusoides Kupffer (%) Inflamatorios Degeneradas

(%) (%) (%)

Gl 83,2+2,8 58+1,3 8,8+2,6 16+1,2 0,077 +£0,08 0,0+0,0
G2 89,6 £2,83 1,6 £0,44 3,0+0,7° 4,7+158 1,1+1,2 21,5+127
G3 88,3+4,8 50+1,8 50+2? 1,5+0,9 0,34+0,18 0,27 £0,38
G4 89,2+2,2 6,4+1,8 2,7+0,%° 1,8+0,% 0,0+ 0,0 0,47 £0,12
G5 87,3+3,2 6,4+22 4,1+23 2,0+0,7 0,26 +0,12 0,43+0,75
G6 89,6 £1,7 55+1,6 2,4+0,2 2,5+0,2 0,063 + 0,01 12,0 +5,38

G1 = racdo padrdo, G2 = racdo hipercolesterolemiante, G3 = racdo hipercolesterolerfjdntey de EFCJ-kg-diaG4 = ragéo
hipercolesterolemiante + 0,8 mg de EFCJ-kd.d&b = racdo hipercolesterolemiante + 0,8 mg de EFCJ-KgleliEFCJ em dias
alternados e G6 = racéo hipercolesterolemiante + 0,3 mg de sinvastatind g 8iadias. Os dados estédo expressos como média *
desvio padrao (n = 6). Letras minusculas diferentes nas colunas indicam diferen¢z®statis 0s grupos experimentais pelo teste
de Tukey (p < 0,05).

Tabela 4- Efeito da ingestéo de dieta hipercolesterolemiante e da suplementagdo com EFCJ na volumetria do hepatdcito
no tecido hepatico de coelhos.

Grupo Volume Nuclear Volume Citoplasmatico Volume Celular
Gl 219,7 + 40,67 1997 + 300,84 2216 + 300,24
G2 242,6 + 52,74 4295 +904,7 4538 +904,7
G3 225,4 + 29,24 3585 + 1168, 3810 +116&
G4 243,3 41,51 2473 +785,0 2716 +785,0
G5 254,7 + 39,18 2717 + 398, 2972 + 398,
G6 229,8 + 38,27 1996 + 518,9 2225 +518,9

G1 = racdo padrdo, G2 = ragdo hipercolesterolemiante, G3 = ragdo hipercolestemlentahtmg de EFCJ-kg-diaG4 = racéo
hipercolesterolemiante + 0,8 mg de EFCJ- kd!,d&b = racdo hipercolesterolemiante + 0,8 mg de EFCJ- KgielBFCJ em dias alternados
e G6 = ragdo hipercolesterolemiante + 0,3 mg de sinvastatina-kgedia0 dias. Os dados estdo expressos como média + desvio padréo
(n = 6). Letras minusculas diferentes nas colunas indicam diferencstiestatitre os grupos experimeniaik teste de Tukey (p < 0,05).
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Fig. 4— Efeito da ingestéo de dieta hipercolesterolemiante e da suplementagédo com EFCJ
na porcentagem de goticulas lipidicas no tecido hepatico (A) e indice de esteptrse (B
coelhos. G1 = dieta padrdo, G2 = dieta hipercolesterolemiante, G3 = dieta
hipercolesterolemiante + 1,2 ml de EFCJ, G4 = dieta hipercolesterolemidmteanl de

EFCJ, G5 = dieta hipercolesterolemiante + 2,4 ml de EFCJ em dias alterz@losiect
hipercolesterolemiante + 0,3 mg de sinvastatinagay 50 dias. Os dados estdo expressos
como média * desvio padrdo (n = 6). Letras minlsculas diferentes acima das colunas
indicam diferencga estatistica entre os grupos experimentais pelo teste dépFuBg)p).

Esses achados histologicos confirmam o desenvolvimembl@NA, cujo
diagnostico, conforme elucidado por Kleiner et al. (2@@arr, Oranu, & Khungar
(2016), inclui deposito de gordura em mais de 5 % dos hepatdcitos, injuria celular
em baldo e inflamacdo. A progressdo da doenca é alimentada pelo processo
inflamatério, que ativa as células de Kupffer (Tateya et al., 2011), essenciais para
o controle da inflamacéo (Sampey et al., 2011), o que explica 0 aumento do nimero
dessas células no figado dos animais do grupo G2.

Os resultados deste trabalho estdo de acordo com os dados divulgados por
outros pesquisadores (Al Zarzour et al., 2017; Csonka et al., 2017; Yanni et al.,
2015) e comprovam a capacidade da dieta com excesso de colesterol em provocar
acumulo de lipidios no figado. Rafiei, Omidian, & Bandy (2017) demonstraram que
a deposicao lipidica pode levar a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
em excesso e, consequentemente, induzir peroxidagcdo lipidica, o que foi
demonstrado pela elevacdo dos niveis de TBARS no tecido hepatico dos animais
(Fig. 2A). O aumento da producéo de ROS pode resultar em disfuncéo mitocondrial
que, eventualmente, estimula a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, resultando

em inflamag&o, como observado por Rolo, Teodoro, & Palmeira (2012). Esses
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fatores atuam em conjunto para desencadear as lesdes hepaticas relacionadas com
o desenvolvimento e progressaoddGNA.

O aparecimento de DHGNA foi observado em todos os animais alimentados
com RH (Figura 1). Entretanto, a gravidade das alteracdes degenerativas no tecido
hepético foi atenuada pela administracdo do EFCJ, como evidenciado pela
diminuicdo das goticulas lipidicas e, consequentemente, dos volumes
citoplasmatico e celular, além da reducéo no nimero de infiltrados inflamatorios,
de células de Kupffer e de células degeneradas (Tabelas 3 e 4; Fig. 3C, D, E e F).

O grau de esteatose hepatica foi significativamente inferior no figado dos
animais dos grupos G3, G4, G5 e G6, em comparacao com grupo G2. Em todos os
coelhos suplementados com EFCJ esse indice foi < 2, caracterizando aciimulo de
lipidios inferior a 50 % dos hepatdécitos. Vale ressaltar que a quantidade de goticulas
lipidicas e de células degeneradas foi inferior nos animais tratados com EFCJ em
relacdo aos que receberam sinvastatina, indicando que o extrato foi mais eficiente
gue o medicamento em atenuar o depdsito de gordura no figado dos coelhos.

Ying et al. (2013) observaram, em ratos consumindo dieta com excesso de
colesterol, menor acumulo de goticulas lipidicas no tecido hepético dos grupos
tratatos com quercetina, além de diminuicdo dos infiltrados inflamatoérios e de
fiborose. De maneira similar, a suplementacdo com extrato de acai, rico em
compostos fendlicos, teve impacto positivo na reducdo da hipertrofia de
hepatdcitos, infiltrados inflamatoérios e esteatose microvesicular no figado de ratos
alimentados com dieta rica em gordura (Freitas et al., 2016). A suplementacgéo
dietética com uvas desidratadas, em coelhos alimentados com racdo
hipercolesterolemiante, também resultou em reducéo da esteatose e da degeneracéo
em baldo de hepatécitos sendo esses efeitos atribuidos aos compostos fendlicos
acido pOH-benzoico, acido protocateico, acido vanilico, acido cafeico, acido
cinamico, acido ferrulico e catequina, encontrados no plasma dos animais apos 4 e
8 semanas de tratamento.

Assim, a capacidade do EFCJ em atenuar os danos hepaticos provocados
pela dieta hipercolesterolemiante pode ser atribuida ao seu elevado conteudo de
antocianinas e outros compostos fendlicos. Diversos estudos com modelas
e in vitro descrevem a utilizacdo de compostos fendlicos como estratégica
terapéutica ou preventiva no desenvolvimentoDi#GNA, devido aos efeitos

benéficos desses compostos no estresse oxidativo (Arjinajarn, Chuefkula,
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Pongchaidecha, 2017; Yanni et al., 2015), esteatose (Song, Wu, et al., 2016; Zhou
et al., 2015), inflamacao (Bhaswant et al., 2015), e biogénese mitocondrial (Rafiei
et al., 2017).

Souza et al. (2010) demonstraram que a administracdo de extrato de acai
diminuiu esteatose hepatica em ratos submetidos a dieta rica em colesterol. Os
autores atribuiram esses efeitos a cianidina-3-glicosideo e cianidina 3- rutinosideo,
antocianinas que representam a maior classse de compostos fendlicos presentes no
fruto de acai. De fato, antocianinas podem atenuar a inflamacao e reduzir estresse
oxidativo, além de diminuir a progressdo de fibrose e de esteatose no tecido
hepético (Song, Wu, et al., 2016; Tang et al., 2014).

Além de antocianinas, outros compostos fendlicos como quercetina, acido
cafeico e acido protocateico, também presentes na casca de jabuticaba (Plaza et al.,
2016), previnem o desenvolvimento e progressdaHiaNA, como reportado por
Vergani et al. (2017). Kobori et al. (2011) evidenciaram, em animais alimentados
com dieta enriquecida com gordura e colesterol, que o figado € o principal 6rgao
gue acumula quercetina e seus metabdlitos, e que esse composto primeiramente
reduz o estresse oxidativo e evita a reducdo da express®@ARm para,
posteriormente, reduzir o acumulo de lipidios no érgdo. Adicionalmente, Rafiei,
Omidian, & Bandy (2017) demonstraram que os compostos fendlicos catequina,
guercetina, resveratrol, acido cafeico e acido protocateico atuam na diminuicdo da
geracdo de ROS, aumento do nimero de mitocdndrias, diminui¢cdo da inflamacéo e
do acumulo de gordura no figado, prevenindo, assim, danos aos hepatdcitos
provocados por lipidios em excesso.

Alguns trabalhos foram desenvolvidos para avaliar os efeitos do consumo
da casca de jabuticaba e de seu extrato em animais obesos, diabéticos ou
alimentados com dieta com alta concentracao de gordura. Esses trabalhos relataram
que a ingestdo da casca de jabuticaba promoveu melhora do perfil lipidico
plasmatico e prevencdo da peroxidacao lipidica no figado e plasma (Lenquiste et
al., 2015; Araujo et al., 2014; Batista et al., 2014; Alezandro et al., 2013; Lenquiste
etal., 2012), além de reducéo dos niveis séricos de insulina e melhoria da resisténcia
a insulina (Dragano et al., 2013). O presente trabalho foi o primeiro, até esta data,
a estudar os efeitos da suplementagdo do extrato fendélico da casca de jabuticaba na

prevencado do desenvolvimento da DHGNA. Os resultados deste estudo fornecem
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evidéncias de que o consumo do EFCJ previne o desenvolvimento de alteragdes no
tecido hepético provocadas pelo consumo de dieta rica em colesterol.

4 Conclusdes

A suplementacdo com extrato fendlico da casca de jabuticaba diminuiu as
concentragdes plasmaticas de y-GT e lipase, evitou a peroxidacdo lipidica e
restaurou as atividades das enzimas antioxidantes enddgenas no figado de coelhos
alimentados com dieta hipercolesterolemiante. Além disso, o extrato reduziu o
depdsito de gordura no figado dos animais. O consumo diario do extrato fendlico
da casca de jabuticaba pode, portanto, atenuar estresse oxidativo e acumulo de
lipidios no figado e, assim, prevenir o desenvolvimento da doenca hepatica
gordurosa n&o alcodlica em coelhos. E importante ressaltar que o extrato fendlico
da casca de jabuticaba foi mais eficiente que sinvastatina em atenuar o acumulo de

lipidios no figado dos coelhos.
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5 CONCLUSOES GERAIS

O extrato fenodlico da casca de jabuticaba (EFCJ) é uma boa fonte de
antocianinas e compostos fendlicos totais, dentre os quais cianidina-3-glicosideo &
0 presente em maior concentracdo. A capacidade antioxidante do EFCJ
correlacionou-se positivamente com o contetado de fendlicos, indicando que os
efeitos obtidos no ensaio vivo podem ser atribuidos a esses compostos.

O consumo diario do EFCJ, por coelhos aliradod com dieta
hipercolesterolemiante, foi capaz de diminuir as concentracdes plasmaticas de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL-c), triacilglicerol (TAG), gama
glutamiltransferasey{GT) e lipase,e de elevar lipoproteinas de alta densidade
(HDL-c), bem como reduzir os indices aterogénico e coronariano. Ademais, 0
extrato exerce propriedade antioxidante, prevenindo a peroxidacao lipidica e
restaurando as atividades de enzimas antioxidantes endégenas nos tecidos hepatico
e aodrtico dos animais. Infere-se, portanto, que o EFCJ tem acé&o hipolipemiante e
atenua o estresse oxidativo no figado e aorta de coelhos, protegendo os 6rgaos dos
danos provocados pela hipercolesterolemia.

Vale ressaltar que a suplementacdo com o EFCJ foi mais eficiente que
sinvastatina em prevenir o aumento dos niveis plasmaticos de LDL-c e TAG e em
atenuar o acumulo de lipidios no figado dos coelhos. Além disso, o consumo do
EFCJ foi tdo eficiente quanto esse medicamento para prevenir estresse oxidativo no
figado dos animais.

Por fim, comprovoise pela primeira vez, que compostos fendlicos da casca
de jabuticaba atenuam o acumulo de lipidios no figado e aorta de coelhos em dieta
com elevado teor de colesterol e, em conjunto com os demais resultados, previnem

a progressao da aterosclerose e da doenca alcoodlica gordurosa nédo alcéolica.
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ANEXO |

CERTIFICADO

A Comissdo de Enca no Uso de Ammais - CEUA/UFV certifica que o
processo 0" 3422016, inttulado “Efeito da ingestdo do extrato fendlico
concentrado da casca de jabuticaba Plimia caudiflora no metabolismo lipidico ¢
na imbiglo da progressdo da aterosclerose em coelhos  adultos
hipercolesterolémicos”, coordenado pelo professor Paulo César Stringheta do
Departamento de Tecnologia de Alimentos, esta de acordo com a Legislagio
vigente (Let N® 11.794, de 08 de outubro de 2008), as Resolugdes Normativas
editadas pelo CONCEA/MCTIL, a DBCA (Diretriz Brasilesra de Pratica para 0
Cudado ¢ a Utihzagdo de Ammais para Fins Cientificos ¢ Diditticos) ¢ as
Diretrizes da Pritca de Futandsia preconzadas pelo CONCEA/MCTI,
pontanto sendo aprovado por esta Comissdo em 14/07/2016, com validade
de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certsfy that the process
number 34/2016, named “phenolic concentrated extract ingestion E ffect of
peel biemish Plinia cauliflora in lipid metabolism and inhibition of
progression of atherosclerosis in hypercholesterolemic rabbits adults™, is in
agreement with the 8 actual Brazilian legislation ( Ler N 11.794, 2008),
Normative Resolutions edited by CONCEA/MCTI, the DBCA (Brazilian
Practice Guideline for the Care and Use of Animals for Scientific Purposcs
and Teaching) and the Guidelines of Practice the Euthanasia recommended
by CONCEA/MCTI therefore being approved by the Committee on July
14, 2016 valid for 12 months,
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Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFY
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