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RESUMO

MARTINS, Marcos Vidal, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de
2016. Atividade antioxidante e anti-inflamatéria da castanha de sapucaia
(Lecythis pisonis Cambess) em ratos Wistar. Orientador: José Humberto de
Queiroz.

A Lecythis pisonis Cambess conhecida popularmente como castanha de
sapucaia, tem origem brasileira e € proveniente da Floresta Pluvial Atlantica.
Estudos prévios realizados com a sapucaia em nosso laboratorio
demonstraram a presenga de importantes compostos quimicos da sapucaia e
revelaram que o uso continuo na dieta podera contribuir para efeitos benéficos
a saude. Os principais resultados mostraram que a sapucaia é fonte expressiva
de acidos graxos insaturados, proteinas e minerais como manganés, magnesio
zinco e que, em conjunto, podem configurar como potenciais agentes
protetores em diferentes desordens metabdlicas. Tem-se verificado na
literatura que o consumo de castanhas pode trazer importantes beneficios a
saude humana. Alguns trabalhos atribuem as castanhas e nozes efeitos na
prevencdo de doengas cronicas n&o transmissiveis ligadas ao estresse
oxidativo. Diante de tais informagdes objetivamos avaliar a capacidade
antioxidante e anti-inflamatéria da castanha de sapucaia inserida em diferentes
tipos de dieta, a AIN93G e a Dieta de Cafeteria em tecidos hepatico e cerebral
de 48 ratos da linhagem Wistar. Os animais foram divididos em quatro grupos e
o estudo foi conduzido por 28 dias e realizada eutanasia no 14° e no 28° de
todos od grupos para que fosse avaliado o impacto em relagdo ao tempo no
metabolismo animal. A Expressao génica dos marcadores inflamatérios TNF-a
e NFkB, bem como dos marcadores antioxidantes ZnSOD e HSP-72 foi
determinada pela reagcdo em cadeia da polimerase quantitativa pés-transcricao
reversa (qPCR). A atividade antioxidante também foi verificada pela
determinagao das espécies reativas do acido tiobarbiturico (TBARS) e por
mensuragao da atividade da enzima superéxido dismutase. A expressao génica
dos marcadores inflamatorios NFKB (p65) e TNF-a foi menor para os grupos de
ratos que consumiram as dietas enriquecidas com sapucaia com diferenca
significativa pelo teste de Tukey (p<0,05). A proteina de choque térmico HSP-
72 e a enzima ZnSOD apresentaram aumento da expressdo génica com

Xii



diferenga estatistica significativa (p<0,05) para ambos o0s grupos que
consumiram sapucaia em suas dietas. As propriedades nutricionais da
castanha de sapucaia exerceram importante atividade protetora por modular a
atividade antioxidante e o processo inflamatério nos tecidos hepatico e cerebral

dos animais avaliados
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ABSTRACT

MARTINS, Marcos Vidal, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June, 2016.
Antioxidant and anti-inflammatory activities of Sapucaia nut (Lecythis
pisonis Cambess ) in Wistar rats. Adviser: José Humberto de Queiroz.

Popularly known as “sapucaia nut’, Lecythis Pisonis Cambess is a brazilian
native tree found in the Atlantic Pluvial Forest. The sapucaia nuts have a
marvelous taste and can be eaten raw, boiled or baked. Chemical compostion
data from our laboratory studies shows that these nuts have great nutritional
value the bioactive compoudns founded among its contituents. Literature as
well indicates that nuts consumption can improve health by preventing chronic
diseases related to oxidative stress. Thus, the present work aimed to
investigate the potential of two sapucaia nuts enriched diets in Wistar rats
tissues (liver and brain), AIN-93G and Cafeteria Diet. The animals were divided
in four groups and fed during four weeks in order to evaluate the acute and
chronic effects of the sapucaia nuts consumption. The gene expression of the
antinflamatory markers TNF-a and NFkB and the antioxidant markers ZnSOD
and HSP-72 were determinated by Real-Time quantitative Reverse
Transcription Polymerase Chain Reaction (Real-Time qRT-PCR). The
antioxidant activity was also evaluated in the tissues (liver and brain) by
quantificatoin of tiobarbituric acid reactive species (TBARS) and determination
of the superoxide dismutase (SOD) enzyme activity. Results evince that the
sapucaia nuts enriched diets presented antioxidant and antinflamatory effects in
rat’s liver and brain tissues with statistical significance. The two and four week
periods of the sapucaia nut enriched Cafeteria diet intake were able to avoid
liver and brain oxidative damages caused by the Cafeteria diet stress. Such
health benefits are due to the SOD activity’s increase and the lipid peroxidation
decrease in rat’s tissues, witch in turn reduced the inflamatory markers gene
expression. Accordingly, the gene expression of the inflammatory markers
NFkB (p65) and TNF-a was lower in rats fed on diets supplemented with
“sapucaia”, and they presented significant difference in the Tukey test (p<0.05).
The heat-shock HSP-72 protein and the ZnSOD enzyme raised the gene
expression and showed significant statistical difference (p<0.05) in both groups

fed on Sapucaia nut-based diet. Thus, the nutritional properties of the Sapucaia
Xiv



nuts perform important protective activities because they modulated the anti-
oxidant activity and the brain tissue inflammatory process in the assessed
animals. According to the results found in this work the sapucaia nut becomes
an important and protective dietary component against tissue oxidant and

inflamatory agents.

Xv



1.0 INTRODUGAO GERAL

O padrao dietético pode atuar em mecanismos moduladores de
processos patologicos (SHEN et al., 2015; ROS, 2009). A hipertrofia do tecido
adiposo causada pelo desequilibrio entre consumo de alimentos e gasto
energético induz o aumento e a infiltragdo de macrofagos e consequemente
inflamagcdo com produgdo de adipocinas inflamatérias (SPERETTA et al.,
2014).

Dentre os macronutrientes, os lipideos parecem possuir maior influéncia
no acumulo de adiposidade corporal desenvolvimento de doencas como
hipertrigliceridemia e sensibilidade a insulina decorrente do aumento de peso
corporal, uma alta ingestao de gorduras saturadas podem causar alteragdes na
composi¢cao das membranas celulares, e reduzir a taxa metabdlica basal de
individuos que ingerem grande quantidade de acidos graxos saturados (SHEN
et al., 2015; ZHANG et al., 2011; NAKAZONE et al., 2007).

E verificado também associacdes entre aumento da ingestdo de glicose
e estado pro-inflamatdrio, associado a aumento da sintese do anion superéxido
pelos leucocitos e células mononucleares e elevagdo da quantidade e da
atividade do fator nuclear kappa-B (NFkB), aumento de fatores de transcrigéo,
bem como, aumento de formacgado de radicais livres e citocinas inflamatérias
como TNF-a e Interleucinas (DE LA FUENTE et al., 2015; JIAO et al., 2008;
ALJADA et al., 2004; CERIELLO et al., 2004)

Comportamentos alimentares saudaveis sdo inversamente associados
com o risco de desenvolvimento de doengas crénicas nao transmissiveis como
doencas cardiovasculares e doengas neurodegenerativas (SHEN et al., 2015;
MANGAT et al., 2009). Para minimizar tais acontecimentos, a literatura mostra
por meio de diversos trabalhos que o consumo de castanhas pode trazer
importantes efeitos benéficos a saude humana (SOUZA et al., 2015; GROSSO
et al., 2015; MCKAY et al., 2015; SABATE; ANG, 2009; MANGAT et al., 2009).
As castanhas constituem o segundo grupo de alimentos que mais contém
acidos graxos insaturados que podem reduzir o colesterol e prevenir doengas
cardiovasculares. Estdo incluidas nesse grupo as variedades de castanhas do
Para e de caju, nozes, améndoas, pistache, avela, macadamia e as sementes

comestiveis como o amendoim e a améndoa de baru (MARTIN et al., 2015;



BULLO et al, 2015; FREITAS et al, 2010; GRIEL et al., 2008;
VENKATACHALAM, 2006).

Ha indicios de que a dieta mediterranea, por exemplo, possa influenciar
os fatores envolvidos no processo inflamatério desencadeado pelo acumulo de
gordura corporal. A Dieta mediterranea vem sendo largamente estudada,
revelando a importancia das castanhas na prevengcdo das doengas
cardiovasculares. A referida dieta constitui-se de teores elevados de acidos
graxos monoinsaturados por conter peixes, azeite de oliva, além de ser rica em
fibras alimentares e carboidratos complexos e com baixos teores de acidos
graxos saturados (SHEN et al., 2015; MARTINEZ-GONZALEZ, 2015; WIDMER
et al., 2015; BRESSAN et al., 2009; SALAS-SALVADO et al., 2008; FITO et al.,
2007).

Mesmo com varias espécies de castanhas em nosso bioma, apenas as
de caju e a do Para estéo disponiveis, com maior frequéncia, para a populagéao.
Uma espécie pouco explorada para consumo humano é a castanha de
sapucaia (Lecythis pisonis Cambess), sendo considerada por alguns
consumidores a melhor castanha da Amazénia (DE CARVALHO et al., 2012;
SAMPAIQO, 2000; LORENZI, 1995). A exploragdo de um alimento nativo e rico
em nutrientes como a sapucaia possibilita a sua utilizacdo, bem como se
associa com desenvolvimento sustentavel e geragao de renda para pequenos
agricultores.

Estudos prévios realizados com a sapucaia em nosso laboratério
demonstraram a presenca de importantes compostos quimicos, a saber: acidos
graxo oleico, linoleico e linolénico, manganés, magneésio e zinco. Tais
nutrientes em conjunto, podem configurar como agentes protetores em
diferentes desordens metabdlicas. O nosso mesmo grupo ainda identificou no
mesmo modelo, que a sapucaia foi capaz de reduzir o colesterol total e
aumentar o HDL colesterol em ratos que consumiram a castanha em suas
dietas (CARVALHO, 2013; DE CARVALHO et al, 2012).

Os demais trabalhos realizados até o momento sobre a castanha de
sapucaia abordaram apenas caracteristicas nutricionais (DE SOUZA et al.,
2008; DENADAI et al., 2007; VALLILO et al., 1999). Porem ha relatos na
literatura com outras formas de utilizagdo da L. Pisonis. Oliveira et al (2012)
descreveram a investigacao fitoquimica das folhas dessa espécie e a avaliagéo

da citotoxicidade de seus extratos. O mesmo grupo de pesquisa investigou a
2



atividade antinociceptiva do extrato etandlico (EtOH) das folhas de L. pisonis
em testes de avaliagdo da dor aguda em ratos (BRANDAO et al, 2013).

De acordo com os componentes nutricionais da L. pisonis encontrados
por De Carvalho et al (2012), o presente estudo baseia-se na hipotese de que a
castanha de sapucaia inserida nas dietas de ratos podera apresentar efeitos
protetores a saude como o aumento da atividade antioxidante bem como
atenuacdo do processo inflamatorio, nos tecidos hepatico e cerebral de ratos

wistar.



1.1.OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da castanha de sapucaia na regulagao da atividade antioxidante

e anti-inflamatoéria em ratos Wistar.

1.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da inser¢do da sapucaia na dieta nos tecidos hepatico e

cerebral de ratos alimentados com dieta padrao e de cafeteria:

« Na peroxidagcdo lipidica por determinacdo da concentracdo de

malondialdeido;

« Na atividade antioxidante por avaliagdo da enzima superoxido

dismutase;

* Na defesa antioxidante pela expressao génica da proteina HSP-72 e da
enzima ZnSOD;

* Na atividade anti-inflamatéria pela expresséo génica do TNF-a e do
NFkB.



1.3.CAPITULO | - REVISAO DA LITERATURA

1.3.1. CORRELAGCOES ENTRE DIETA, ESTADO INFLAMATORIO E
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A sociedade moderna trouxe consigo profundas mudangas no estilo de
vida das pessoas. Os padrdes das dietas estdo cada vez menos saudaveis e
os individuos se apresentam cada vez mais sedentarios, o que resulta em
desordens metabdlicas que aumentam o risco para o surgimento de doencgas
(MICHA; MOZAFFARIAN, 2009; ESPOSITO; GIUGLIANO, 2006).

O consumo excessivo de energia aliado ou ndo ao comportamento
sedentario contribui para o aparecimento de desordens metabdlicas associadas
ao aumento de peso corporal e a resisténcia sistémica a insulina determinada
pelo estado inflamatério crénico e subclinico que gera um aumento da
adiposidade (CAROBBIO et al., 2011; ZHANG et al., 2011; NAKAZONE et al.,,
2007).

Além das fungdes de armazenamento energético, isolamento térmico e
barreira fisica, o tecido adiposo desempenha o papel de um o6rgao
multifuncional, produtor e secretor de inumeros peptideos e proteinas bioativas,
denominadas adipocinas, que atuam nao somente no tecido adiposo, mas de
forma sistémica (LEITE et al., 2010; GUIMARAES et al., 2007).

As adipocinas desempenham um papel importante no equilibrio
energético, controle da ingestado alimentar, sensibilidade a insulina, resposta
imunoldgica, regulagdo da coagulagdo e pressdo sanguinea e doengas
vasculares. Portanto, alteragbes no mecanismo de acdo das adipocinas,
podem estar relacionadas ao surgimento da obesidade e suas complicagdes
(GODOY-MATOS et al., 2014; GUIMARAES et al., 2007; CARVALHO et al.,
2006; HOTAMISLIGIL, 2006).

Estudos mostram que individuos obesos apresentam reducdo de
adiponectina quando comparados com individuos ndo obesos e que sua
concentracdo se correlaciona negativamente ao acumulo de gordura em
homens e mulheres. Investiga-se a possibilidade de que concentragbes
aumentadas de TNF-a ou produtos secretados pelo préprio tecido adiposo
visceral possam inibir a sintese e/ou secrecao de adiponectina (ARITA, 2012;



DA SILVEIRA et al., 2009; MATSUZAWA, 2006; STEFAN et al., 2002; WEYER
et al., 2001; YAMAMOTO et al., 2002).

Diversos acidos graxos exercem efeitos reguladores através do receptor
nuclear kappa B (NFkB) (ALAYNICK, 2008; DE MARTIN et al., 2005). A familia
do NFkB é um complexo proteico que inclui: p65 (RelA), c-Rel, RelB, p50 e
p52. A ativagdo deste fator associa-se com a modulagdo de genes do processo
inflamatorio, a resposta imunoldgica inata, a anti-apoptose e a sobrevivéncia
celular, os quais ativam o complexo de proteina quinase IKK que fosforila o IkB
levando a sua degradacao pelo proteassoma, liberando dimeros, por exemplo,
p50-p65 que migram para o nucleo onde atuardo na regulagdo da transcrigéo
de genes especificos com um aumento da expressdo de multiplos genes
envolvidos nas respostas imunes e inflamatérias (HOESEL; SCHMID, 2013).
Esta via é ativada por uma variedade de sinais inflamatérios, incluindo citocinas
pré-inflamatérias, que leva a ativagcdo do complexo IKK (HOESEL; SCHMID,
2013; FRANCO, 2010; DA SILVEIRA et al., 2009; BELLIDO et al., 2004,
KALTSCHMIDT et al., 2005; XIAO, 2004) (Figura 1).

A compreensdo dos mecanismos moleculares que levam a inflamagao
podera gerar importantes implicagdes para a concepg¢ao de novas terapias para
reduzir a morbidade e mortalidade ocasionada pelo aumento de peso através
da prevengao de suas desordens inflamatorias crénicas associadas (BONDIA-
PONS; RYAN; MARTINEZ, 2012).

Estudos com ratos wistar utilizados em modelos experimentais
confirmaram que as dietas hipercaldricas e hiperlipidicas induzem a obesidade
(BURNEIKO et al.,, 2006; KRETSCHEMER et al., 2005; ESTADELLA et al,,
2004), e estas conforme ja explicitado induzem o aumento de lipidios corporais
e o estresse oxidativo caracterizado pela inflamagdo (SCOARIS et al., 2010;
ECHARRI et al., 2009; BELTOWSKI et al., 2009; BRUNETTI et al., 2009;
GOMEZ-RUIZ et al., 2009). O aumento de gordura no tecido adiposo gera
infiltracdo de macrofagos generalizando uma inflamacéao crénica neste tecido e
ao mesmo tempo engloba outros tecidos como o hepatico e o cerebral
(ALEMANY, 2013; ALVES et al.,, 2012). Portanto, evidéncias cientificas
sugerem que a ingestdo excessiva de macronutrientes, em especial glicose e
lipidios, esteja relacionada ao processo inflamatério sub-clinico associado a

obesidade, ao aumento do estresse oxidativo e a ativacdo de fatores de



transcricdo dos marcadores inflamatérios (SOTTERO et al., 2015; HOESEL,
SCHMID, 2013; KALTSCHMIDT et al., 2005; XIAO, 2004).
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Figura 1: Mecanismo de ativagao do fator de transcrigdo nuclear kappa-B (NFkB) a partir de
alteragbes do desquilibrio redox. Quando a proteina inibidora kB é fosforilada o NFkB &
translocado para o nucleo e a ativagao deste fator promove a mediagdo de citocinas
inflamatérias (esquema adaptado de Filippin et al, 2008).

O estresse oxidativo decorre da sobrecarga celular de glicose e lipidios
pelo elevado consumo alimentar e inatividade fisica, resultando em maior
producdo de radicais livres. As células musculares e adiposas se protegem
produzindo resisténcia a insulina (RI) de forma a impedir a penetragdo desses
nutrientes nas células (SOTTERO et al.,, 2015; REBUGLIO VELLOSA et al,,
2013; SHOELSON et al., 2007; CERIELLO et al., 2004).

Substancias antioxidantes sao aquelas que, quando em pequenas
quantidades, sao capazes de retardar ou inibir processos oxidativos, como, por
exemplo, a lipoperoxidagdo (ATOUI et al., 2005; CHUN et al.,, 2005). A
formacao de espécies reativas de oxigénio (ERO) é equilibrada naturalmente
pela existéncia desses compostos (BARBOSA et al.,, 2010; VELLOSA et al.,,
2007).



Nos organismos, 0 sistema enzimatico configura-se como a primeira
linha de defesa antioxidante contra as ERO (BORGES; LESSA, 2015). Porém,
com a finalidade de melhor éxito em impedir danos celulares decorrentes de
estresse oxidativo, o aporte exdgeno de substancias com potencial antioxidante
€ extremamente importante (BORGES; LESSA, 2015).

A célula possui um sistema de defesa que pode atuar como
detoxificadora do agente antes que ele cause leséo, esse sistema é constituido
pela glutationa reduzida (GSH), superéxido-dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa-peroxidase (GSH-Px) e vitamina E, que na linha de defesa, possui a
funcdo de reparar a lesdo ocorrida, sendo constituida pelo acido ascorbico,
pela glutationa-redutase (GSH-Rd) e pela GSH-Px. Com exce¢ao da vitamina E
(a-tocoferol), que € um antioxidante estrutural da membrana, a maior parte dos
agentes antioxidantes encontra-se no meio intracelular (ROSS; MOLDEUS,
1991; VELLOSSA et al., 2007).

Componentes da dieta, como o tocoferol, ascorbato, carotenoides e
compostos fendlicos presentes nos alimentos constituem o principal
mecanismo antioxidante nao enzimatico do organismo, incluindo moléculas
lipofilicas ou hidrofilicas, que protegem compartimentos apolares e polares do
meio bioldgico, respectivamente (STIPANUK, 2013; RIBEIRO et al., 2005).

Nos organismos submetidos a diferentes condigdes de estresse, além
das defesas antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas existem uma série de
proteinas altamente conservadas, denominadas proteinas de choque térmico
ou Heat Shock Proteins (HSP). Tais proteinas tém sua expressao génica
alterada por diferentes estimulos que resultam no acumulo de proteinas
desnaturadas no meio intracelular (CASTRO et al., 2014). Essas proteinas séo
consideradas chaperonas moleculares atuando em mecanismo que conferem
protecdo ao organismo, uma vez que, sem fazer parte da estrutura final das
proteinas, desempenham funcdes importantes evitando interagbes incorretas
entre estas, auxiliando na montagem final das mesmas, assim como em sua
sintese, facilitando o dobramento correto de proteinas sintetizadas e suas
translocacdes para os compartimentos celulares (CASTRO et al., 2014;
MAYER; BUKAU, 2005).

As HSP sao encontradas em pequenas concentracdes e em diferentes
compartimentos dentro das células, sendo em caso de injuria desencadeadas

respostas intracelulares, que se inicia com a reducdo transitéria da sintese de
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proteinas n&o vitais, seguida por um aumento na expressdo de genes
especificos que levam ao aumento da concentragcdo das HSP, as quais irdo
agir no reparo de estruturas na molécula proteica e na identificagdo e
remodelamento de proteinas danificadas durante o estresse, além de auxiliar a
sintese de novas proteinas, conservando e mantendo sua forma estrutural. Os
mecanismos intracelulares e extracelulares que modulam a expressdo dessas
proteinas, ainda necessitam ser mais investigados, uma vez que apesar destas
proteinas serem consideradas essenciais no processo de recuperagao celular,
ainda n&o esta totalmente elucidado como isto ocorre (BURG et al., 2007).

As proteinas HSP exercem efeitos em diversos processos anti-
apoptéticos (BURG et al.,, 2007): inibem vias de sinalizagao intracelular, tais
como a da proteina quinase ativada por mitdgenos (MAPK) e do NFkB
(SINGLETON et al., 2005); reduzem a ativagdo de sinais de traducéo e
expressao de citocinas proé-inflamatérias, tais como a IL-1B e o TNF-q; as HSP
diminuem ainda a concentragdo do glutamato nas sinapses impedindo assim a
translocacao do NFkB ao nucleo levando ao bloqueio desta via (SINGLETON
et al., 2005). Portanto, com o aumento da expressao da proteina HSP obtém-
se um efeito anti-inflamatério devido ao bloqueio do fator de transcricao pro-
inflamatorio (NFkB) e consequentemente com inibicdo da expressdo de
marcadores inflamatorios como IL-13 e TNF-a (KIM et al., 2015; TAWFIK et al.,
2012).

1.3.2. A FAMILIA Lecythidaceae

As Lecythidaceae, “familia das castanhas brasileiras”, sdo arvores
tropicais de planicie que atingiram sua maior diversidade em espécies na
regido neotropical. A familia se diversifica, principalmente em ambientes de
terra firme, na Amazénia e Guianas. Cerca de 50% de todas as Lecythidaceae

tropicais sdo encontradas na Amazénia (MORI, 1990).

1.3.3. Lecythis pisonis Cambess.

As folhas das Lecythis pisonis sdo comumente utilizadas no preparo de
banhos contra pruridos corporais. O 6leo de suas sementes também pode ser

utilizado como analgésico muscular (FRANCO e BARROS, 2006; AGRA 2007).
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Outros aspectos agregados a partir da L. pisonis podem ser explorados tais
como, alimento animal e humano, cosmético, medicinal, ornamental, téxtil,
entre outros (SAMPAIO, 2000).

Com mostra a Figura 2, L. pisonis pode ser encontrada nas regides

Norte, Nordeste e Sudeste, abrangendo os biomas Amazénia e Mata Atlantica.

Figura 2: Distribuigcdo geografica de L. pisonis (Projeto Reflora, 2016).

1.3.4. CASTANHA DE SAPUCAIA (Lecythis pisonis Cambess.)

Atualmente as sementes, nozes e castanhas comestiveis tém recebido
atencdo especial de pesquisadores no que tange a possibilidade da sua
utilizacdo como fontes naturais de nutrientes como vitaminas, minerais,
proteinas e acidos graxos essenciais, podendo assim contribuir para a dieta
humana e de animais. Tais alimentos sdo fontes potenciais de compostos
bioativos cujo consumo regular pode trazer beneficios significativos a saude
humana (GROSSO et al., 2015; BROWN et al., 2015; BULLO et al., 2015;
ALASALVAR et al., 2015; OLIVEIRA et al.,, 2014; CARVALHO 2013; DA
COSTA et al,, 2010; FREITAS et al., 2010; DENADAI et al., 2007).
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As castanhas nativas comercializadas no Brasil sdo: caju (Anarcadium
occidentale L.) e castanha do Brasil (Bertholletia excelsa Kunth) (CARVALHO
et al., 2012; CHAVES et al., 2004). Entretanto, as florestas brasileiras possuem
inumeras outras espécies nativas cujos frutos e sementes podem ser
incorporadas a alimentagdo como fontes de nutrientes, sendo, portanto, de
extrema importéncia o estudo destas novas fontes alternativas de alimentos de
baixo custo. O estudo em questdo contempla uma dessas espécies nativas: a

castanha de sapucaia (Lecythis pisonis Cambess.) (Figura 3).

Figura 3: A: Flor; B: Fruto; C: Castanhas de sapucaia (Lecythis pisonis Cambess.).

A castanha de sapucaia é comestivel (MILLIKEN et al., 1986),
oleaginosa e muito palatavel (GEMTCHUJNICOV, 1976; LORENZI, 1995).
Pode ser consumida ao estado natural, tostada, assada ou cozida (REVILLA,
2002). Ainda pode ser usada na culinaria e também em confeitarias (FAO,
1986), constituindo um excelente alimento, podendo substituir as nozes,
améndoas ou castanhas europeias. As castanhas de L. pisonis sao
consideradas como de qualidade superior comparada a outras castanhas
(FAO, 1986) sendo ainda uma excelente fonte de calorias e proteinas, além de
boa digestibilidade (DE CARVALHO et al.,, 2012; DENADAI et al., 2007;
SAMPAIO, 2000; DE SOUZA et al, 2008; REVILLA, 2001; VALLILO et al.,
1999; WICKENS, 1995). Os valores nutricionais do fruto abrangem uma
variagdo de acordo com a sazonalidade e localizagdo e estdo descritos na
Tabela 1.

O estudo conduzido em nosso laboratério realizado por De Carvalho et
al. (2012) demonstrou que a sapucaia possui uma elevada concentragcéo de
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acidos graxos insaturados na composi¢cao do 6leo de castanha de sapucaia,
dos quais, 42% acidos graxos monoinsaturados e 43% acidos graxos poli-
insaturados. Entre os monoinsaturados, o acido oleico se destacou por estar
contido em 41% dos lipidios da amostra, e entre os poli-insaturados, o acido

linoleico com 43% do total de lipidios.

Tabela 1: Composicdes quimicas da castanha de sapucaia disponiveis na literatura:

Referéncias e locais de estudo

Nutrientes DE CARVALHO et DE SOUZA et DENADAletal., VALLILO etal,

por 100 g al., 2012 al., 2008 2007 1999
(Minas Gerais) (Piaui) (Séo Paulo) (Sao Paulo)

(Lo'/f)'d'os totais 54,8 66 60,6 34 2 61
Proteinas (%) 26,8 19,6 20,4 -
Carboidratros
(%) 5,0 - 3,2 -
Fibras (%) - 8 5,6 -
Cinzas (%) 3,1 3,4 - -
Zinco (mg) 4 - 4,3 26a137
Manganés (mg) 4,8 6,8 8 04a1,1
Ferro (mg) 7 - 3,2 -
Cobre (mg) 2,3 3 3,2 29a3,3
Magnésio (mg) 343 449 279 124 a 168
Calcio (mg) 182 229 172 80 a 90

As propriedades nutricionais da sapucaia obtidas nos diferentes estudos
apresentados na tabela 1 sugerem que este alimento pode apresentar efeitos
protetores a saude, sobretudo devido aos teores encontrados para zinco,
manganés, magnésio e cobre. Taiscomponentes nutricionais encontrados
estdo diretamente relacionados com esta finalidade de impedir ou minimizar
danos celulares decorrentes de estresse oxidativo. Ademais, ha uma estreita
relacdo entre a acao antioxidante e a diminuicao do estado inflamatério, sendo
assim a castanha podera atuar como um componente alimentar muito

importante no contexto de protecao a saude.

1.3.5. NUTRIGENOMICA

Com o sucesso do Projeto Genoma Humano e o0s avangos em
tecnologias, uma quantidade significativa de informacdes foi relacionada com
genes humanos e seus mecanismos. Por sua vez, a nutrigenbmica, € um
campo formado entre saude, dieta e gendmica para analisar os padrbes de
expressdo génica, expressao de proteinas e produgcdo de metabdlitos
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desencadeada por nutrientes (MECHANICK et al., 2015; GHOSH et al. 2007;
AFMAN; MULLER, 2006; MARTI et al., 2005).

A nutrigenbmica pode contribuir para ampliar o conhecimento sobre os
mecanismos pelos quais a nutricdo afeta as vias metabdlicas subjacentes do
controle homeostatico. Os nutrientes presentes na dieta sdo recebidos como
sinais pelo sistema sensorial das diferentes células no organismo, que s&o
interpretados pelas células para a expressao de genes, proteinas e producao
de metabolitos. Assim, diferentes padrdes de dieta podem induzir uma
variedade de genes e expressdo de proteinas e produgcédo de metabolitos
(MECHANICK et al., 2015; AFMAN; MULLER, 2006; TRUJILLO et al., 2006;
MARTI et al., 2005; GILLIES, 2003).

Um importante objetivo da nutrigenbmica € estudar as influéncias da
nutricdo sobre o papel do estresse metabdlico na génese da sindrome
metabdlica, a colecdo de fendtipos que combinam aspectos da inflamacéao, do
estresse metabolico, da resisténcia a insulina e do diabetes. Tal objetivo
baseia-se na ideia de que a nutricdo deve centrar-se, sobretudo, na prevencgao
de doengas e ser complementada a terapia farmacolégica, que tem como alvo
os aspectos fisiopatoldégicos da doenga (QUINTERO et al.,, 2015; AFMAN;
MULLER, 2006; WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2005).

A nutrigenbmica tem-se concentrado principalmente em saude e
prevencdo de doencas humanas (MUTCH et al., 2005; MULLER; KERSTEN,
2003). Estudos tém demonstrado como determinados genes contidos em
tecidos e células brancas controlam o metabolismo, resposta imune,
crescimento celular ou regulagdo da transcricdo respondem a restricbes
dietéticas (BYRNE et al., 2005, DHAHBI et al., 2005; WEINDRUCH et al.,
2001).

Os receptores nucleares que controlam a expressao génica sao
proteinas que podem ser associados diferentes ligantes (glicocorticoides,
mineralocorticoides, hormdnios sexuais, hormbnios da tireoide entre outros).
Esses ligantes sdo agrupados em receptores enddcrinos, receptores orfaos e
receptores 6rfaos adotados, para os quais tiveram seus ligantes identificados.
Estes ultimos ocorrem em sua maioria no nucleo e possuem grande interesse
biomédico e farmacologico (ALAYNICK, 2008; CHAWLA et al., 2001). A ligacéo
dos fatores de transcricdo com regides especificas dos genes gera alteragdes

na molécula de DNA possibilitando que a enzima RNA polimerase inicie a
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transcricdo, assim, podemos compreender a dindmica que pode ativar ou
inativar genes (KAUWELL, 2005).

Diversos acidos graxos exercem efeitos reguladores através do receptor
nuclear kappa B (NFkB) (DE MARTIN et al., 2005; ALAYNICK, 2008). A familia
do NFkB é um complexo proteico que inclui: p65 (RelA), c-Rel, RelB, p50 e
p52. A ativagdo deste fator associa-se com a modulagdo de genes do processo
inflamatorio, a resposta imunoldgica inata, a anti-apoptose e a sobrevivéncia
celular, os quais ativam o complexo de proteina quinase IKK que fosforila o IkB
levando a sua degradacao pelo proteassoma, liberando dimeros, por exemplo,
p50-p65 que migram para o nucleo onde atuardo na regulagéo da transcrigéo
de genes especificos com um aumento da expressdo de multiplos genes
envolvidos nas respostas imunes e inflamatérias (HOESEL; SCHMID, 2013).
Esta via é ativada por uma variedade de sinais inflamatérios, incluindo citocinas
pré-inflamatérias, que leva a ativagdo do complexo IKK (FRANCO, 2010; DA
SILVEIRA et al., 2009; KALTSCHMIDT et al., 2005;).

A compreensdo dos mecanismos moleculares que levam a inflamagao
podera gerar importantes implicagdes para a concepg¢ao de novas terapias para
reduzir a morbidade e mortalidade ocasionada pelo aumento de peso através
da prevengao de suas desordens inflamatdrias crénicas associadas (BONDIA-
PONS; RYAN; MARTINEZ, 2012).

14



1.4.REFERENCIAS

AFMAN, Lydia; MULLER, Michael. Nutrigenomics: from molecular nutrition to
prevention of disease. Journal of The American Dietetic Association, v. 106,
n. 4, p. 569-576, 2006.

AGRA, Maria de Fatima; FREITAS, Patricia Franga de; BARBOSA-FILHO,
José Maria. Synopsis of the plants known as medicinal and poisonous in

Northeast of Brazil. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 17, n. 1, p. 114-
140, 2007.

ALASALVAR, Cesarettin; BOLLING, Bradley W. Review of nut phytochemicals,
fat-soluble bioactives, antioxidant components and health effects. British
Journal of Nutrition, v. 113, n. S2, p. S68-S78, 2015.

ALAYNICK, William A. Nuclear receptors, mitochondria and lipid metabolism.
Mitochondrion, v. 8, n. 4, p. 329-337, 2008.

ALEMANY, Maria. Relationship between energy dense diets and white adipose
tissue inflammation in metabolic syndrome. Nutrition Research, v. 33, n. 1, p.
1-11, 2013.

ALJADA, Ahmad et al., Glucose intake induces an increase in activator protein
1 and early growth response 1 binding activities, in the expression of tissue
factor and matrix metalloproteinase in mononuclear cells, and in plasma tissue
factor and matrix metalloproteinase concentrations. The American Journal of
Clinical Nutrition, v. 80, n. 1, p. 51-57, 2004.

ALVES, Natalia et al., Studies on mechanistic role of natural bioactive
compounds in the management of obesity an overview. Tonutraj, v. 5 n.1,
p.193-206, 2012.

ARITA, Yukio. Reprint of “Paradoxical Decrease of an Adipose-Specific Protein,
Adiponectin, in Obesity”. Biochemical and Biophysical Research
Communications, v. 425, n. 3, p. 560-564, 2012.

ATOUI, Ali K. et al., Tea and herbal infusions: their antioxidant activity and
phenolic profile. Food Chemistry, v. 89, n. 1, p. 27-36, 2005.

15



BARBOSA, Kiriaque Barra Ferreira et al., Estresse oxidativo: conceito,
implicacdes e fatores modulatérios. Revista de Nutrigao, v. 23, n. 4, p. 629-
643, 2010.

BELLIDO, Cecilia et al., Butter and walnuts, but not olive oil, elicit postprandial
activation of nuclear transcription factor kB in peripheral blood mononuclear
cells from healthy men. The American Journal of Clinical Nutrition, v. 80, n.
6, p. 1487-1491, 2004.

BELTOWSKI, Jerzy et al., Resistance to acute NO-mimetic and EDHF-mimetic
effects of leptin in the metabolic syndrome. Life Sciences, v. 85, n. 15, p. 557-
567, 2009.

BONDIA-PONS, Isabel; RYAN, Lisa; MARTINEZ, J. Alfredo. Oxidative stress
and inflammation interactions in human obesity. Journal of Physiology and
Biochemistry, v. 68, n. 4, p. 701-711, 2012.

BORGES, Juliana Pereira; LESSA, Marcos Adriano. Mechanisms Involved in
Exercise-Induced Cardioprotection: A Systematic Review. Arquivos
Brasileiros de Cardiologia, n. AHEAD, p. 0-0, 2015.

BRANDAO, M. S. et al., AntinociceptiveeffectofLecythispisonisCamb.
(Lecythidaceae) in models of acute pain in mice. Journal of
Ethnopharmacology, v. 146, n. 1, p. 180-186, 2013.

BRESSAN, Josefina et al., Impacto hormonal e inflamatério de diferentes
composicoes dietéticas: énfase em padrdes alimentares e fatores dietéticos
especificos. Arquivos Brasileiros de Endocrinologia e Metabologia, v. 53, n.
5, p. 572-581, 2009.

BROWN, Rachel C. et al. Association of Nut Consumption with Cardiometabolic
Risk Factors in the 2008/2009 New Zealand Adult Nutrition Survey. Nutrients,
v.7,n.9, p. 7523-7542, 2015.

BRUNETTI, Luigi et al., Effects of obestatin on feeding and body weight after
standard or cafeteria diet in the rat. Peptides, v. 30, n. 7, p. 1323-1327, 2009.

16



BULLO, M. et al. Nutrition attributes and health effects of pistachio nuts. British
Journal of Nutrition, v. 113, n. S2, p. S79-S93, 2015.

BURG, Maurice B.; FERRARIS, Joan D.; DMITRIEVA, Natalia |. Cellular
response to hyperosmotic stresses. Physiological Reviews, v. 87, n. 4, p.
1441-1474, 2007.

BURNEIKO, Regina CM et al., Interaction of hypercaloric diet and physical
exercise on lipid profile, oxidative stress and antioxidant defenses. Food and
Chemical Toxicology, v. 44, n. 7, p. 1167-1172, 2006.

BYRNE, K. A. et al., Gene expression profiling of muscle tissue in Brahman
steers during nutritional restriction. Journal of Animal Science, v. 83, n. 1, p.
1-12, 2005.

CAROBBIO, Stefania; RODRIGUEZ-CUENCA, Sergio; VIDAL-PUIG, Antonio.
Origins of metabolic complications in obesity: ectopic fat accumulation. The
importance of the qualitative aspect of lipotoxicity.Current Opinion in Clinical
Nutrition & Metabolic Care, v. 14, n. 6, p. 520-526, 2011.

CARVALHO, Maria Helena C. de; COLACO, André Luiz; FORTES, Zuleica
Bruno. Cytokines, endotelial dysfunction, and insulin resistance. Arquivos
Brasileiros de Endocrinologia & Metabologia, v. 50, n. 2, p. 304-312, 2006.

CARVALHO, Izabela Maria Montezano de. Composicao e efeito da castanha
de sapucaia (Lecythis pisonis Cambess.) nos parametros bioquimicos,
histolégicos e inflamatdérios em ratos alimentados com dieta de cafeteria. 2013.

CASTRO, Simone Vieira et al., PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO HSP-70:
ESTRUTURA E ATUACAO EM RESPOSTA AO ESTRESSE CELULAR. Acta
Veterinaria Brasilica, v. 7, n. 4, p. 261-271, 2014.

CERIELLO, Antonio; MOTZ, Enrico. Is oxidative stress the pathogenic
mechanism underlying insulin resistance, diabetes, and cardiovascular
disease? The common soil hypothesis revisited. Arteriosclerosis,
Thrombosis, and Vascular Biology, v. 24, n. 5, p. 816-823, 2004.

CHAVES, Mariana H. et al., Caracterizagado quimica do 6leo da améndoa de
Sterculiastriata St. Hil. Quimica Nova, v. 27, n. 3, p. 404-408, 2004.

17



CHAWLA, Ajay et al., Nuclear receptors and lipid physiology: opening the X-
files. Science, v. 294, n. 5548, p. 1866-1870, 2001.

CHUN, Sung-Sook et al., Phenolic antioxidants from clonal oregano
(Origanumvulgare) with antimicrobial activity against Helicobacter pylori.
Process Biochemistry, v. 40, n. 2, p. 809-816, 2005.

DA COSTA, Paulo Afonsoet al.,Phytosterols and tocopherols content of pulps
and nuts of Brazilian fruits. Food Research International, v. 43, n. 6, p. 1603-
1606, 2010.

DA SILVEIRA, Marcos Reginiet al., Correlagao entre obesidade, adipocinas e
sistema imunologico. Revista Brasileira de Cineantropometria e
Desempenho Humano, v. 11, n. 4, p. 466-472, 2009.

DE CARVALHO, Izabela Maria Montezanoet al., Chemical characterization of
sapucaia nuts (LecythispisonisCambess.) from zona da mata mineira
region. Bioscience Journal, v. 28, n. 6, 2012.

DE LA FUENTE, Veronica et al., NF-kB Transcription Factor Role in
Consolidation and Reconsolidation of Persistent Memories. Frontiers in
Molecular Neuroscience, v. 8, p. 50, 2015.

DE MARTIN, Rainer et al., The transcription factor NF-kB and the regulation of
vascular cell function. Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology,
v. 20, n. 11, p. e83-e88, 2000.

DE SOUZA, Valdomiro Aurélio Barbosa et al. Caracteristicas fisicas de frutos e
améndoas e caracteristicas quimico-nutricionais de améndoas de acessos de
sapucaia. Revista Brasileira de Fruticultura, v. 30, n. 4, 2008.

DENADAI, Sandra Maria Silveiraet al., In vitro digestibility of globulins from
sapucaia (LecythispisonisCamb.) nuts by mammalian digestive proteinases.
Food Science and Technology (Campinas), v. 27, n. 3, p. 535-543, 2007.

18



DHAHBI, Joseph M. et al., Identification of potential caloric restriction mimetics
by microarray profiling. Physiological Genomics, v. 23, n. 3, p. 343-350, 2005.

ECHEVERRI, Juan Alvaro et al.,Witoto ash salts from the Amazon. Journal of
Ethnopharmacology, v. 138, n. 2, p. 492-502, 2011.

ESPOSITO, Katherine; GIUGLIANO, Dario. Diet and inflammation: a link to
metabolic and cardiovascular diseases. European Heart Journal, v. 27, n. 1, p.
15-20, 2006.

ESTADELLA, Debora et al., Effect of palatable hyperlipidic diet on lipid
metabolism of sedentary and exercised rats. Nutrition, v. 20, n. 2, p. 218-224,
2004.

FAO. Food and fruit-bearing forest species; examples from Latin America. FAO
Forestry Paper, v. 44, p. 3, 1986.

FENECH, Michael. Genome health nutrigenomics and nutrigenetics—diagnosis
and nutritional treatment of genome damage on an individual basis.Food and
Chemical Toxicology, v. 46, n. 4, p. 1365-1370, 2008.

FILIPPIN, Lidiane Isabel et al. Influéncia de processos redox na resposta
inflamatdria da artrite reumatoide. Brazilian Journal of Rheumatology, v. 48,
n. 1, p. 17-24, 2008.

FITO, Montserrat et al., Effect of a traditional Mediterranean diet on lipoprotein
oxidation: a randomized controlled trial. Archives of Internal Medicine, v. 167,
n. 11, p. 1195-1203, 2007.

FRANCO, Daiane Gil. Fator de transcricao nuclear kappa B no sistema nervoso
central: do fisioldgico ao patoldgico. Revista de Biologia, v. 4, p. 35-9, 2010.

FRANCO, E. A. P.; BARROS, R. F. M. Uso e diversidade de plantas medicinais
no Quilombo Olho D’agua dos Pires, Esperantina, Piaui. Revista Brasileira de
Plantas Medicinais, v. 8, n. 3, p. 78-88, 2006.

19



FREITAS, Jullyana Borges; NAVES, Maria Margareth Veloso. Composi¢ao
quimica de nozes e sementes comestiveis e sua relagdo com a nutricdo e
saude: [revisao]. Revista de Nutricao, v. 23, n. 2, p. 269-279, 2010.

GEMTCHUJNICOV, ID de. Manual de taxonomia vegetal: plantas de
interesse econémico, agricola, ornamentais e medicinais. Sdo Paulo:
Ceres, 1976.

GIL-CAMPOS, Mercedes; CANETE, Ramén; GIL, Angel. Adiponectin, the
missing link in insulin resistance and obesity. Clinical Nutrition, v. 23, n. 5, p.
963-974, 2004.

GILLIES, Peter J. Nutrigenomics: the Rubicon of molecular nutrition. Journal of
The American Dietetic Association, v. 103, n. 12, p. 50-55, 2003.

GODOY-MATOS, Amélio et al., Adipocinas: uma visao geral dos seus efeitos
metabdlicos. Revista Hospital Universitario Pedro Ernesto, v. 13, n. 1, 2014.

GOMEZ-RUIZ, Ana, et al., "Time-dependent regulation of muscle caveolin
activation and insulin signalling in response to high-fat diet." FEBS letters
583.19 (2009): 3259-3264.

GRIEL, Amy E. et al., A macadamia nut-rich diet reduces total and LDL-
cholesterol in mildly hypercholesterolemic men and women. The Journal of
Nutrition, v. 138, n. 4, p. 761-767, 2008.

GROSSO, Giuseppe et al. Nut consumption on all-cause, cardiovascular, and
cancer mortality risk: a systematic review and meta-analysis of epidemiologic
studies. The American Journal of Clinical Nutrition, v. 101, n. 4, p. 783-793,
2015.

GUIMARAES, Daniella Esteves Duque et al.,Adipocitocinas: uma nova viséo do
tecido adiposo. Revista de Nutrigao, v. 20, n. 5, p. 549-559, 2007.

GUIMARAES, Raphael Mendoncaet al., Regional differences in cardiovascular
mortality transition in Brazil, 1980 to 2012. Revista Panamericana de Salud
Publica, v. 37, n. 2, p. 83-89, 2015.

20



HOTAMISLIGIL, Goékhan S. Inflammation and metabolic disorders. Nature, v.
444, n.7121, p. 860-867, 2006.

HOESEL, Bastian; SCHMID, Johannes A. The complexity of NF-kB signaling in
inflammation and cancer. Mol Cancer, v. 12, n. 86, p. 1-15, 2013.

Projeto Reflora. Disponivel em:
<http://www.herbariovirtualreflora.jbrj.gov.br/jabot/herbarioVirtual/ConsultaPubli
coHVUC/ConsultaPublicoHVUC.do;jsessionid=28F9D761F9891C033210DDO01
396897AD. Acesso em 10 de janeiro de 2016.

IMAMURA, Fumiaki et al., Dietary quality among men and women in 187
countries in 1990 and 2010: a systematic assessment. The Lancet Global
Health, v. 3, n. 3, p. e132-e142, 2015.

JIAO, Ping et al., Obesity-related Upregulation of Monocyte Chemotactic
Factors in Adipocytes: Involvement of NF-k B and JNK Pathways. Diabetes,
2008.

KALTSCHMIDT, Barbara; WIDERA, Darius; KALTSCHMIDT, Christian.
AUWELL, Gail PA. Emerging concepts in nutrigenomics: a preview of what is to
come. Nutrition in Clinical Practice, v. 20, n. 1, p. 75-87, 2005.

KIM, J. Y.; YENARI, M. A.; LEE, J. E. Regulation of inflammatory transcription
factors by heat shock protein 70 in primary cultured astrocytes exposed to
oxygen—glucose deprivation. Neuroscience, v. 286, p. 272-280, 2015.

KRETSCHMER, Beate D. et al., Modulatory role of food, feeding regime and
physical exercise on body weight and insulin resistance. Life Sciences, v. 76,
n. 14, p. 1553-1573, 2005.

LEITE, Lucia Dantas; DE MEDEIROS ROCHA, Erika Dantas; BRANDAO-
NETO, José. Obesidade: uma doenca inflamatéria. Ciéncia & Saude, v. 2, n. 2,
p. 85-95, 2010.

LIN, Chih-Peiet al., Endothelial progenitor celldysfunction in cardiovascular
diseases: role of reactive oxygen species and inflammation. Biomed Research
International, v. 2013, 2012.

21



LORENZI, Harri. Arvores brasileiras: manual de identificagao e cultivo de
plantas arbéreas nativas do Brasil. Nova Odessa: Editora Plantarum 352p.-
col. illus. v. 4, 1992.

MANGAT, Igwal. Do vegetarians have to eat fish for optimal cardiovascular
protection? The American Journal of Clinical Nutrition, v. 89, n. 5, p. 1597S-
1601S, 20009.

MARTI, Amelia et al., Avances em nutricibn molecular: nutrigendmica y/o
nutrigenética. Nutricién Hospitalaria, v. 20, n. 3, p. 157-164, 2005.

MARTIN, Nicole et al., Nut consumption for the primary prevention of
cardiovascular disease. The Cochrane Library, 2015.

MARTINEZ-GONZALEZ, Miguel A., et al., Benefits of the Mediterranean Diet:
Insights from the PREDIMED Study. Progress in Cardiovascular Diseases,
2015.

MATSUZAWA, Yuiji. Adiponectin: a key player in obesity related
disorders.Current Pharmaceutical Design, v. 16, n. 17, p. 1896-1901, 2010.

MATSUZAWA, Yuji. The metabolic syndrome and adipocytokines. FEBS
Letters, v. 580, n. 12, p. 2917-2921, 2006.

MAYER, M. P.; BUKAU, B. HSP-70 chaperones: cellular functions and
molecular mechanism. Cellular and Molecular Life Sciences, v. 62, n. 6, p.
670-684, 2005.

MCKAY, Diane L. et al. Flavonoids and phenolic acids from cranberry juice are
bioavailable and bioactive in healthy older adults. Food Chemistry, v. 168, p.
233-240, 2015.

MECHANICK, Jeffrey I. et al., Snapshot: The Molecular Nutrition Paradigm.
In: Molecular Nutrition The Practical Guide. The Endocrine Society, 2015. p.
1-4.

22



MICHA, Renata; MOZAFFARIAN, Dariush. Trans fatty acids: effects on
metabolic syndrome, heart disease and diabetes. Nature Reviews
Endocrinology, v. 5, n. 6, p. 335-344, 2009.

MILLIKEN, W.; MILLER, R.P.; POLLARD, S.R.; WANDELLI, E.V. The
Ethnobotany of The Waimiri Atroariindians of Brazil. Kew: Royal Botanic
Garden, 1986. 146 p.

MORI, Scott. Diversificagado e conservagao das Lecythidaceae neotropicais.
Acta Botanica Brasilica, v. 4, n. 1, 1990.

MULLER, Michael; KERSTEN, Sander. Nutrigenomics: goals and strategies.
Nature Reviews Genetics, v. 4, n. 4, p. 315-322, 2003.

MUTCH, David M.; WAHLI, Walter; WILLIAMSON, Gary. Nutrigenomics and
nutrigenetics: the emerging faces of nutrition. The FASEB Journal, v. 19, n. 12,
p. 1602-1616, 2005.

NAKAZONE, Marcelo Arruda et al., Prevaléncia de sindrome metabdlica em
individuos brasileiros pelos critérios de NCEP-ATPIII e IDF. Revista da
Associagado Médica Brasileira, v. 53, n. 5, p. 407-13, 2007.

NASCIMENTO, Clarissa de Matos et al., Estado nutricional e fatores
associados em idosos do Municipio de Vigosa, Minas Gerais, Brasil. Cadernos
de Saude Publica, v. 27, n. 12, p. 2409-2418, 2011.

OLIVEIRA, Carvalho et al., Phytochemical investigation and antioxidant activity
of extracts of Lecythis Pisonis Camb. Medicinal Plant Research, p. 353, 2014.

OLIVEIRA, Jocélia PC et al., Chemical constituents of Lecythispisonis and
cytotoxic activity. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 22, n. 5, p. 1140-
1144, 2012.

PEREZ-ECHARRI, Nereaet al., Down-regulation in muscle and liver lipogenic
genes: EPA ethyl ester treatment in lean and overweight (high-fat-fed) rats.The
Journal of Nutritional Biochemistry, v. 20, n. 9, p. 705-714, 2009.

23



QUINTERO, Yurimay; BASTARDO, Gladys; ANGARITA, Coromoto. LA
NUTRICION MOLECULAR Y SUS APORTES AL ESTUDIO DE LA
OBESIDAD. Revista Venezolana de Endocrinologia y Metabolismo, v. 13, n.
1, p. 14, 2015.

REBUGLIO VELLOSA, José Carlos et al., Alteracdes metabdlicas e
inflamatdrias em condicdes de estresse oxidativo. Revista de Ciéncias
Farmacéuticas Basica e Aplicada, v. 34, n. 3, p. 305-312, 2013.

REVILLA, Juan. Plantas uteis da bacia amazonica. Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazdnia, 2002.

RIBEIRO, Sonia Machado Rocha et al., A formacao e os efeitos das espécies
reativas de oxigénio no meio biolégico. Bioscience Journal, v. 21, n. 3, 2006.

RIMBACH, Gerald et al., Dietary isoflavones in the prevention of cardiovascular
disease—A molecular perspective. Food and Chemical Toxicology, v. 46, n. 4,
p. 1308-1319, 2008.

ROS, Emilio. Nuts and novel biomarkers of cardiovascular disease. The
American Journal of Clinical Nutrition, v. 89, n. 5, p. 1649S-1656S, 2009.

ROSS, David; MOLDEUS, Peter. Antioxidant defense systems and oxidative
stress. Membrane Lipid Oxidation, v. 2, p. 151-170, 1991.

SABATE, Joan; ANG, Yen. Nuts and health outcomes: new epidemiologic
evidence. The American Journal of Clinical Nutrition, v. 89, n. 5, p. 1643S-
1648S, 2009.

SALAS-SALVADO, Jordi et al., Effect of a Mediterranean diet supplemented
with nuts on metabolic syndrome status: one-year results of the PREDIMED
randomized trial. Archives of Internal Medicine, v. 168, n. 22, p. 2449-2458,
2008.

SAMPAIO, P.T.B.; CLEMENT, C.R. Biodiversidade amazénica: exemplos e
estratégias de utilizagao. Manaus: Programa de Desenvolvimento
Empresarial e tecnologico, 2000. p. 141-147.

24



SANHUEZA, Julio; VALENZUELA, Alfonso. Receptores nucleares y regulacion
de la expresion génica por acidos grasos poliinsaturados: Algo mas que
produccion de energia y esencialidad. Revista Chilena de Nutricién, v. 33, n.
2, p. 150-161, 2006.

SCOARIS, Célia Regina et al., Effects of cafeteria diet on the jejunum in
sedentary and physically trained rats. Nutrition, v. 26, n. 3, p. 312-320, 2010.

SHEN, Jiaet al., Mediterranean Dietary Patterns and Cardiovascular
Health.Annual Review of Nutrition, n. 0, 2015.

SHOELSON, Steven E.; HERRERO, Laura; NAAZ, Afia. Obesity, inflammation,
and insulin resistance. Gastroenterology, v. 132, n. 6, p. 2169-2180, 2007.

SIEBENLIST, Ulrich; FRANZOSO, Guido; BROWN, Keith. Structure, regulation
and function of NF-kappaB. Annual Review of Cell Biology, v. 10, n. 1, p.
405-455, 1994.

SILVA, L. L. et al., Effects of Lecythispisonis Camb.(Lecythidaceae) in a mouse
model of pruritus. Journal of Ethnopharmacology, v. 139, n. 1, p. 90-97,
2012.

SINGLETON, Kristen D.; BECKEY, Virginia E.; WISCHMEYER, Paul E.
Glutamine prevents activation of NF-kB and stress kinase pathways, attenuates
inflammatory cytokine release, and prevents acute respiratory distress
syndrome (ARDS) following sepsis. Shock, v. 24, n. 6, p. 583-589, 2005.

SMITH, William C. et al., A meta-analysis of education effects on chronic
disease: The causal dynamics of the Population Education Transition
Curve.Social Science & Medicine, v. 127, p. 29-40, 2015.

SOTTERO, Barbara et al., Postprandial Dysmetabolism and Oxidative Stress in
Type 2 Diabetes: Pathogenetic Mechanisms and Therapeutic
Strategies.Medicinal Research Reviews, 2015.

SOUZA, Ravila GM et al. Nuts and legume seeds for cardiovascular risk
reduction: scientific evidence and mechanisms of action. Nutrition Reviews, v.
73, n. 6, p. 335-347, 2015.

25



STEFAN, Norbert et al., Plasma adiponectin concentrations in children:
relationships with obesity and insulinemia. The Journal of Clinical
Endocrinology & Metabolism, v. 87, n. 10, p. 4652-4656, 2002.

STIPANUK, Martha H.; CAUDILL, Marie A. Biochemical, Physiological, and
Molecular Aspects of Human Nutrition. Elsevier Health Sciences, 2013.

TAWFIK, Vivianne L.; WHITE, Robin E.; GIFFARD, Rona. Glial Cells,
Inflammation and Heat Shock Proteins in Cerebral Ischemia. INTECH Open
Access Publisher, 2012.

VALLILO, M. I. et al., Lecythis Pisonis Camb. nuts: oil characterization, fatty
acids and minerals. Food Chemistry, v. 66, n. 2, p. 197-200, 1999.

VELLOSA, José CR. Pesquisa de produtos naturais: plantas e radicais
livres. Revista Eletronica de Farmacia, v. 4, n. 2, 2007.

VENKATACHALAM, Mahesh; SATHE, Shridhar K. Chemical composition of
selected edible nut seeds. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.
54,n. 13, p. 4705-4714, 2006.

WEINDRUCH, Richard et al., Microarray profiling of gene expression in aging
and its alteration by caloric restriction in mice. The Journal of Nutrition, v. 131,
n. 3, p. 918S-923S, 2001.

WELLEN, Kathryn E.; HOTAMISLIGIL, Gékhan S. Inflammation, stress, and
diabetes. Journal of Clinical Investigation, v. 115, n. 5, p. 1111, 2005.

WEYER, Christian et al.,Hypoadiponectinemia in obesity and type 2 diabetes:
close association with insulin resistance and hyperinsulinemia. The Journal of
Clinical Endocrinology & Metabolism, v. 86, n. 5, p. 1930-1935, 2001.

WIDMER, R. Jay et al.,The Mediterranean diet, its components, and
cardiovascular disease. The American Journal of Medicine, v. 128, n. 3, p.
229-238, 2015.

26



XIAO, Weihua. Advances in NF-kappaB signaling transduction and

transcription. Cellular & Molecular Immunology, v. 1, n. 6, p. 425-35, 2004.

YAMAMOTO, Yukihiro et al., Correlation of the adipocyte-derived protein
adiponectin with insulin resistance index and serum high-density lipoprotein-
cholesterol, independent of body mass index, in the Japanese
population.Clinical Science, v. 103, n. 2, p. 137-142, 2002.

YAMAUCHI, Toshimasaet al., Adiponectin stimulates glucose utilization and
fatty-acid oxidation by activating AMP-activated protein kinase. Nature
Medicine, v. 8, n. 11, p. 1288-1295, 2002.

ZHANG, Nan; LAWRENCE, Daniel A. Tissue factor and obesity, a two-way
street. Nature Medicine, v. 17, n. 11, p. 1343-1344, 2011.

27



Capitulo 2

Artigo original: Sapucaia nuts (Lecythis pisonis) modulate the hepatic
inflammatory and antioxidant metabolism activity in high-fat diet-induced rats
aceito para publicacédo em 18/05/2016

academicJournals

OPEN ACCESS JOURNALS . .
hitp://www.academicjournals.org/AJB African Journal of Biotechnology

Acceptance Certificate

Date: 05-Jun-2016
Manuscript Number AJB/01.04.16/15377
— Sapucaia nuts (Lecvthis pisonis) modulate the hepatic inflammatory and
Manuscript Title: - il i S ). ; . o ‘
antioxidant metabolism activity in high-fat diet-induced rats
Corresponding Author: Martins Marcos Vidal

28



2.0. CAPITULO 2 - ARTIGO ORIGINAL 1 - Castanha de sapucaia (Lecythis
pisonis) modula processo inflamatoério e atividade antioxidante em tecido
hepatico de ratos submetidos a dieta de cafeteria

Resumo:

A Lecythis pisonis Cambess é conhecida popularmente como castanha de
sapucaia. Estudos prévios demonstraram que a mesma € rica em acidos
graxos insaturados e minerais antioxidantes. Objetivou-se avaliar os efeitos
antioxidantes e anti-inflamatorios desta castanha inserida na dieta AIN-93G e
na Dieta de Cafeteria em ratos Wistar. Os animais foram divididos em quatro
grupos e receberam dieta entre 14 e 28 dias. A Expressdao génica dos
marcadores Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a), Fator Nuclear kappa B
(NFkB) Zinco Superoxido Dismutase (ZnSOD) e Proteina de choque térmico
(HSP-72) foi determinada pela reagdo em cadeia da polimerase quantitativa
pos-transcricdo reversa (QPCR). A atividade antioxidante também foi verificada
por TBARS pela atividade da enzima superdéxido dismutase. A expressao
génica dos marcadores inflamatérios NFkB (p65) e TNF-a foi menor para os
grupos de ratos que consumiram as dietas enriquecidas com sapucaia com
diferenga significativa pelo teste de Tukey (p<0,05). A proteina de choque
térmico HSP-72 e a enzima ZnSOD apresentaram aumento da expressao
génica com diferenca estatistica significativa (p<0,05) para ambos os grupos
que consumiram sapucaia em suas dietas. Os resultados apontaram que a
sapucaia atuou como um alimento fonte de substancias antioxidantes e

protetores para redugao de riscos e efeitos adversos a saude.

Palavras chaves: castanha de sapucaia, inflamagao, estresse oxidativo,
expressao génica.
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Sapucaia nuts (Lecythis pisonis) modulate the hepatic inflammatory and

antioxidant metabolism activity in high-fat diet-induced mice

Abstract:

The Lecythis pisonis Cambess nits are popularly known as sapucaia nuts.
Previous studies have demonstrated that these nuts composition is rich in
unsaturated fatty acids and also minerals and antioxidants. The present work
aimed to evaluate the antioxidant and the anti-inflammatory effects of two
sapucaia nuts enriched diets (the AIN-93G diet and a Cafeteria Diet) in Wistar
rats. The animals were divided into four groups and the diets were fed with the
effects evaluated after 14 and 28 days. The TNF-a, NFkB (p65) and ZnSOD
and HSP-72 gene expressions were determined by the quantitative Polymerase
Chain Reaction after Reverse Transcription (QPCR). The antioxidant activity
was also verified by TBARS and the superoxide dismutase enzyme activity.
Accordingly, the gene expression of the inflammatory markers NFkB (p65) and
TNF-a was lower in rats fed on diets supplemented with “sapucaia”, and they
presented significant difference in the Tukey test (p<0.05). The heat-shock
HSP-72 protein and the ZnSOD enzyme raised the gene expression and
showed significant statistical difference (p<0.05) in both groups fed on Sapucaia
nut-based diet. Thus, the nutritional properties of the Sapucaia nuts perform
important protective activities because they modulated the anti-oxidant activity
and the brain tissue inflammatory process in the assessed animals. According
to the results found in this work the sapucaia nut becomes an important and

protective dietary component against tissue oxidant and inflamatory agents.

Key words: sapucaia nuts, inflammation, oxidative stress, gene expression
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2.1.INTRODUGAO

O consumo excessivo de energia aliado ou ndo ao comportamento
sendentario contribui para o aparecimento de desordens metabdlicas
associadas ao aumento de peso corporal e a resisténcia sistémica a insulina
determinada pelo estado inflamatério cronico e subclinico (CAROBBIO et al.,
2011)

Modelos experimentais em que ratos wistar foram utilizados mostraram
que dietas hiperlipidicas induzem a obesidade (BURNEIKO et al., 2006;
KRETSCHEMER et al., 2005; ESTADELLA et al.,, 2004), e estas induzem o
aumento de lipidios corporais e o estresse oxidativo caracterizado pela
inflamagdo (SCOARIS et al, 2010; PEREZ-ECHARRI et al, 2009;
BELTOWSKI et al., 2009; BRUNETTI et al., 2009; GOMEZ-RUIZ et al., 2009;).
O aumento de gordura no tecido adiposo gera infiltracdo de macréfagos
generalizando uma inflamagdo crénica neste tecido e ao mesmo tempo
engloba outros tecidos corporais (ALEMANY, 2013; ALVES et al., 2012).

As dietas ricas em gordura saturada podem afetar o equilibrio redox no
organismo uma vez que o0 metabolismo para a oxidagdo dos lipidios é
considerado um forte gerador de espécies reativas de oxigénio (ERO) (VIAL et
al., 2011). Por outro lado, o organismo possui um sistema de defesa
antioxidante bastante eficaz, composto principalmente pelas enzimas catalase
(CAT), superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPX) e glutationa-
S-transferase (GST), que funcionam em sincronia para proteger as células
contra moléculas oxidantes (DOMINGUEZ-AVILA et al., 2015).

Além das defesas antioxidantes enzimaticas, existem proteinas
altamente conservadas, denominadas proteinas de choque térmico (HSP). Tais
proteinas tém sua expressdo génica alterada por diferentes estimulos que
resultam no acumulo de proteinas desnaturadas no meio intracelular (CASTRO
et al., 2014). O aumento da expresséo génica das proteinas da familia HSP-70
gera um efeito anti-inflamatoério, pois essas proteinas atuam no ponto de
regulacdo do Fator de Transcricdo Kappa Beta (NFKB) e como consequéncia
ha uma inibicdo da expressdo de marcadores inflamatérios como o Fator de
Necrose Tumoral Alfa (TNF-a), a Interleucina 1 Beta (IL 18) entre outros (DE
LA FUENTE et al., 2015; KIM et al., 2015; TAWFIK et al., 2012).
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Tem-se verificado na literatura que o consumo de castanhas pode trazer
importantes efeitos benéficos a saude humana devido aos seus componentes
nutricionais (SABATE; ANG, 2009; DOMINGUEZ-AVILA et al., 2015). As
castanhas e nozes sao ricas em acidos graxos insaturados, aminoacidos
sulfurados, minerais como selénio, magnésio, manganés, zinco, ferro, cobre
além de conter concentragdes satisfatérias de vitamina C e E, que em conjunto,
podem modificar processos especificos relacionados a regulacdo da
diferenciagcado celular, protecdo do DNA e na regulacdo das respostas
inflamatérias e ou ligadas ao estresse oxidativo (DOMINGUEZ-AVILA et al.,
2015; CASSIDY et al., 2014; ROS, 2010; SABATE; ROS 2010; CASAS-
AGUSTENCH et al., 2009; RAMOS, 2008; GONZALEZ; SALAS-SALVADO,
2006).

O vasto bioma brasileiro € pouco explorado no que tange a castanhas.
Apenas as castanhas de caju e do Para ou Brasil sdo disponiveis
comercialmente. A castanha de sapucaia (Lecythis pisonis Cambess), € uma
especie pouco explorada para consumo humano, entretanto, € considerada por
alguns consumidores a melhor castanha da Amazonia (VALLILO et al, 1999).

Estudo prévio realizado com a castanha de sapucaia em nosso
laboratério revelou que o seu uso na dieta podera contribuir para efeitos
benéficos a saude. Os principais resultados publicados mostraram que a
sapucaia é fonte expressiva de acidos graxos insaturados: oleico, linoleico e
linolencio e minerais como manganés, magneésio e zinco que, em conjunto,
podem configurar como potenciais agentes protetores em diferentes desordens
metabdlicas (DE CARVALHO et al, 2012). Tais nutrientes podem contribuir nas
vias inibidoras do NFkB e TNF-a minimizando agravos relacionados ao
processo inflamatario.

Diante do exposto, o trabalho objetivou verificar a capacidade da
castanha de sapucaia de reduzir a produgao de agentes oxidantes bem como
modular a expressdo génica de moléculas pré e anti-inflamatérias no tecido
hepatico de ratos wistar no tecido hepatico de ratos alimentados com dieta

padrao e de cafeteria acrescidas de sapucaia.
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2.2. MATERIAIS E METODOS

2.2.1. MATERIAL VEGETAL

As castanhas de sapucaia utilizadas no estudo foram coletadas em cinco
arvores de ocorréncia natural no campus da Universidade Federal de Vigosa,
localizada (20°76’S e -42°86'W) na regido da Zona da Mata Mineira, por¢céo
sudeste do estado. De cada arvore foram coletados cinco frutos, e de cada
fruto foram extraidas dez castanhas. O estudo que contempla as informacdes
de composi¢ao quimica dessa castanha foi realizado por De Carvalho et al
(2012).

2.2.2. ANIMAIS E DIETAS

O experimento foi conduzido de acordo com as normas vigentes
estabelecidas pela Lei 11.794 e as Resolugbes Normativas editadas pelo
CONCEA/MCTI e o trabalho foi aprovado pela comissao de ética no uso de
animais da Universidade Federal de Vigosa (CEUA-UFV) (protocolo 77/2014).
(Anexo 1)

Foram utilizados 48 ratos albinos machos da espécie Rattus novergicus,
linhagem Wistar. Os animais recém desmamados foram provenientes do
Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB) da Universidade
Federal de Vigcosa. Foram pesados e randomicamente, distribuidos em quatro
grupos experimentais de seis animais e acondicionados em gaiolas individuais,
mantidas em ambiente controlado, com temperatura entre 22 — 25°C, ciclos
claro-escuro de 12 horas por dia e receberam dieta e agua ad libitum por todo o
periodo do estudo havendo eutanasia no 14° e no 28° dia de acordo com o
grupo que o animal foi inserido.

Baseando-se em um consumo humano habitual de trés castanhas por
dia, foram realizados calculos para simular este padrao de ingestdo nos ratos,
a partir de informagdes nutricionais da castanha de sapucaia obtidas no estudo
de De Carvalho et al. (2012). Para tais calculos, foi tomado como referéncia um
individuo, do sexo masculino, 70 kg de peso corporal, recebendo 2000 kcal por
dia. Baseando-se nas informacdes da composi¢cao quimica da sapucaia trés

castanhas equivalem a 93,08 kcal que corresponde a 4,65% das 2000 kcal
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diarias. Portanto, o consumo de 15 g de castanha de sapucaia por dia,
representa 4,65% do valor energético total de uma dieta.

Quatro diferentes tipos de dietas foram oferecidas aos animais por um
periodo de até 28 dias como se segue: dieta normal (AIN-93G) (REEVES et al
1993); dieta normal acrescida de castanha de sapucaia (AIN-93G+SAP), com
29,4 g de castanha por 1000 g de dieta (4,65% do valor caldrico total da dieta),
mantendo-se a mesma densidade caldrica de AIN-93G (3,95 kcal/g) (Tabela 2).

Tabela 2: Composicéo da dieta padrao e da dieta padrao acrescida de sapucaia (g/1000g de
dieta).

Ingredientes Dieta AIN93G (g) Dieta AIN93G+sapucaia
Caseina (81,50%) 200 192,2
Amido dextrinizado 132 123
Sacarose 100 100
Oleo de soja 70 54
Celulose microcristalina 50 50
Mistura mineral 35 35
Mistura de vitaminas 10 10
L-Cistina 3 3
Colina 2,5 2,5
Castanha de sapucaia - 294
Amido de milho g.s.p. 1000 g.s.p. 1000
Densidade calodrica 3,95 kcall/g 3,96 kcall/g

Dieta de cafeteria (DC) e dieta de cafeteria com adigdo de castanha de
sapucaia (DC+SAP), com 52,2g de castanha por 1000 g de dieta (4,65% do
valor caldrico total da dieta), mantendo-se a mesma densidade caldrica de DC
(6,92 kcal/g) (Tabela 3). As dietas foram preparadas semanalmente e mantidas
em ambiente refrigerado a 4°C prevenindo possivel oxidagdo. Ao final de cada
tempo do experimento, apds jejum de 12 horas, os animais foram eutanasiados
sob anestesia com quetamina (25 mg/Kg IM) e xilazina (2 mg/Kg IM). Neste
momento, o tecido hepatico foi coletado, pesado e em seguida congelado em

nitrogénio liquido e armazenado em ultrafreezer (- 80°C).
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Tabela 3: Composicao da Dieta de Cafeteria e da Dieta de Cafeteria acrescida de sapucaia
(g/1000g de dieta).

Ingredientes Dieta Cafeteria (g) Dieta Cafeteria+sapucaia (g)
Paté de presunto 222,22 215,7
Batata palha 111,11 104,61
Bacon 111,11 104,61
Mortadela 111,11 104,61
Biscoito doce maisena 111,11 104,61
Achocolatado em po6 111,11 104,61
Leite integral em po6 111,11 104,61
Racao comercial 111,11 104,61
Castanha de sapucaia - 52,2
Densidade calérica 6,94 kcall/g 6,92 kcall/g

2.2.3. EXPRESSAO GENICA

A extracdo total de mRNA foi realizada utilizando o reagente Trizol
(Invitrogen, CA, EUA) em 100 mg de tecido de acordo com as recomendagdes
do fabricante. A concentracao e pureza foram avaliadas em espectrofotémetro
Multiskan Go (Thermo Scientific, DE, EUA) sendo a integridade dos mRNA
avaliada por eletroforese em gel de agarose. O mRNA recuperado foi tratado
com RNase-free Dnase (Promega). Para a sintese do cDNA, foi utilizado o kit
M-MLV Reverse transcriptase (Invitrogen, CA, EUA), seguindo o protocolo do
fabricante. O cDNA foi utilizado para determinar a expressao dos mRNA dos
marcadores TNF-a, NFkB, ZnSOD, HSP-72 e o gene de referéncia utilizado foi
o GAPDH.

A quantificacdo relativa da expressdo génica foi realizada por PCR
quantitativo em tempo real (QPCR) utilizando o reagente Sybr Green 2X Master
Mix (Applied Biosystems, CA, USA). O volume final de cada reagéo foi de 10
ML, sendo 2 pyL do cDNA; 0,8 pyL da mistura dos oligonucleotideos a 2,5 yM
(senso e antisenso), 5,0 uL do reagente Sybr Green 2X Master Mix e 2,2 yL de
agua ultrapura para cada gene. O protocolo da reacédo de gPCR utilizado foi: 15
min a 95° C, em seguida 40 ciclos de 95°C (15s), 60°C (30s) e 72°C (30s),
seguido pela analise da curva de melting. As amostras foram analisadas em
quatro repeticdes bioldgicas e duas repeticdes técnicas, quantificadas em
corridas independentes.
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Os controles negativos (NTC) foram feitos em duas repetigdes técnicas
substituindo-se as amostras de cDNA pelo mesmo volume de agua na reagéo.
Foi utilizado o equipamento “AB Step One Real Time PCR System” (Applied
Biosystems) para execugdo do experimento. A quantificagdo relativa da
expressdo génica foi analisada utilizando o método 272%€T (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001).

Os pares de oligonucleotideos (senso e antisenso) utilizados para
amplificagdo dos genes de interesse estdo descritos na Tabela 4. Os
oligonucleotideos foram desenhados baseados nas sequéncias de genes dos
Ratus norvergicus da linhagem Wistar presentes no GenBank utilizando o
programa Primer 3 plus. O experimento seguiu as diretrizes do MIQE
estabelecidas para estudos que utilizam a técnica para qQPCR em tempo real
(BUSTIN et al., 2009).

Tabela 4: Sequéncia de oligonucleotideos (Fw e Rv) utilizados no g-PCR

Genes Iniciadores 1 (senso) Iniciadores 2 (antisenso)

NFkB (p65) 5-CTTCTGGGCCATATGTGGAGA-3  5-TCGCACTTGTAACGGAAACG-3’
TNF-o.  5-GCCGATTTGCCATTTCATACC-3, 5-GGACTCCGTGATGTCTAAGTAG-3'
HSP-72  5-AGGCCAACAAGATCACCATC-3’ 5-TAGGACTCGAGCGCATTCTT-3’
ZnSOD  5-GAGCAGAAGGCAAGCGGTGAA-3' 5-CCACATTGCCCAGGTCTC-3’
GAPDH  5-GGTTGTCTCCTGTCACTTC-3 5-CTGTTGCTGTAGCCATATTC -3’

2.2.4. DETERMINACAO DA PEROXIDAGAO LIPIDICA E DA
ATIVIDADE ENZIMATICA DA SUPEROXIDO DISMUTASE
HEPATICOS

Uma amostra de 200 mg de cada figado foi removida e em seguida foi
macerada e homogeneizada sob refrigeracdo em tampao Tris-HCI 0,01 M, pH
7,4 na propor¢cao de 1 mL de tampao por 100 mg de tecido, e centrifugadas a
10.000 g por 15 minutos a 4 °C. Os sobrenadantes foram utilizados para
determinar o conteudo total de proteinas, a atividade antioxidante enzimatica
da superoxido dismutase e o da peroxidacgao lipidica pelas concentracbes de
malondialdeido.

A atividade da enzima superoxido dismutase foi dada em unidades
relativas, sendo uma unidade de SOD definida como a quantidade de enzima

que inibe em 50% a velocidade de oxidagdo do pirogalol. No meio de reagéo
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foram utilizados 30 uL de homogeneizado do tecido hepatico, 15uL de pirogalol
24 mmol/L e 15 pL de catalase preparada com 2,4 mg em 2mL de agua
destilada. Completou-se para 300 uL com tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8,2,
contendo 1 mM de EDTA. Um padrao (100% de oxidacao do pirogalol) foi feito
contendo 15 uL de catalase, 15 uL de pirogalol 24 mmol/L e 270 uL de tampao.
No branco continham 15 L de catalase e 285 yL de tampao. Inicialmente foi
feita a leitura de absorvancia a 420 nm. A reacéao foi, entdo, incubada a 37°C
durante 5 minutos e novamente foi feita a leitura a 420 nm. As absorvancias
obtidas antes e depois da incubacao por 5 minutos foram subtraidas a fim de
minimizar a presenga de interferentes. Os resultados foram expressos em U de
SOD / mg de proteina (MARKLUND, 1985). Os calculos foram realizados em
relagdo ao valor da absorvancia do padrédo, considerando que este possuia
zero unidade de SOD. A quantificagdo de proteinas foi realizada segundo
Bradford (1976), utilizando uma curva padrao construida com albumina sérica
bovina.

A analise de peroxidagao lipidica foi determinada pela formagdao de
malondialdeido (MDA), produto secundario da oxidagao dos acidos graxos por
meio do teste de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (KOHN;
LIVERSEDGE, 1944).

A peroxidagao lipidica foi mensurada por meio de uma reagao contendo
400 pL de homogenenato de figado, 1 mL de acido tricloroacético 20% e 400
ML de acido tiobarbiturico 1,6%, sendo incubado a 95°C por 1hora, adicionados
1,6 mL de n-butanol, e centrifugado a 3000 R.P.M / 10 min. A leitura foi
realizada em 510, 532, e 560 nm. Para o calculo dos valores finais utilizou-se a
seguinte equacao, proposta por Pyles (1993) para minimizar a interferéncia dos

pigmentos heme e da hemoglobina na dosagem de MDA:
MDAs3,=1,22[(As32) — (0,96) (As10) + (0,44) (Aseo)]
A concentracdo de malondialdeido foi calculada utilizando-se o
coeficiente de absortividade molar Eo = 1,56 x 10° mol L™ cm™ (BUEGE, AUST,

1978), sendo os resultados expressos em nmol de MDA por miligramas de

proteina.
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2.2.5. ANALISES ESTATISTICAS

Para avaliagdo da distribuicdo das variaveis foi realizado o teste de
Kolmogorov-Sminorv, sendo aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskal-wallis
em comparagbes de variancias multiplas e o teste de Wilcoxon para
comparagao de dois grupos independentes quando as distribuicbes nao
apresentaram normalidade. Para as variaveis que apresentaram distribuicao
normal foram realizadas analises de variancia ANOVA e teste de Tukey (Sigma
Plot 11.0). O nivel de significancia adotado foi de 95% com valor de p<0,05. Os
resultados foram expressos como meédia + desvio-padrao das observacoes.
Considerando a diferenca de densidade caldrica entre as dietas administradas
foi realizado apenas comparacoes entre os grupos AIN-93G e AIN-93G+SAP e
entre os grupos DC e DC+SAP.

2.3.RESULTADOS

2.3.1. GANHO DE PESO, CONSUMO ALIMENTAR E iNDICE HEPATO
SOMATICO

A avaliagdo do ganho de peso dos animais demonstrou que n&o houve
diferenca estatisticamente significativa de ganho de peso entre os animais
submetidos a DC e DC+SAP. O consumo diario de dieta por animal também
nao variou significativamente durante os periodos de tratamento com excec¢ao
do maior consumo de DC no 14° dia de tratamento e o menor consumo de AIN-

93G no 28° dia do experimento. Os valores estdo descritos na Tabela 5.
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Tabela 5: ,Médias do ganho de peso corporal, do consumo diario das dietas administradas nos
animais e Indice Hepatossomatico nos estagios inicial e final dos tratamentos.

Grupos e Ganho de peso (g) Consumo diario por indice
Tratamento P 9 animal (g) Hepatossomatico %
14 dias
AIN-93G 95,10+19,89°2 26,60+7,02° 4,940,442
AIN-93G+SAP 96,85+16,462 29,54+4,36° 4,740,512
DC 97,82+14 ,46° 32,73+6,05°2 4,740,622
DC+SAP 94,32+11,86° 25,40+5,12° 4,610,712
28 dias
AIN-93G 152,27+12,49°2 26,56+ 6,24° 4,840,632
AIN-93G+SAP 160,89+8,14° 30,21+ 7,232 4.,6+0,48?
DC 186,67+26,88? 32,62+9,392 4,6+0,522
DC+SAP 187,38+11,54° 32,2145,06% 4,7+0,732

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (ANOVA,
p<0,05). AIN-93G, dieta AIN-93G; AIN-93G+SAP, AIN-93G+sapucaia; DC, Dieta de Cafeteria;
DC+SAP, Dieta de Cafeteria+sapucaia, indice hepatossomatico (peso relativo do figado = peso do
figado/peso corporal x 100).

2.3.2. PEROXIDAGAO LIPIDICA E ATIVIDADE ANTIXIODANTE

A peroxidagao lipidica (MDA) e a atividade enzimatica antioxidante
expressa em SOD (Tabela 6) foram mensuradas para avaliar o impacto da DC
em provocar estresse oxidativo no tecido hepatico dos ratos, bem como avaliar
o efeito protetor da insergdo da castanha nas dietas empregadas. Todos os
grupos em que houve enriquecimento da dieta com a castanha de sapucaia
apresentaram concentracbées em nmol MDA/mg de PTN inferiores aos demais,
independente da dieta utilizada e do tempo de tratamento avaliado.

A avaliagdo do MDA mostrou que para AIN-93G nao houve variagao
significativa das concentracbes de nmol MDA/mg de PTN hepaticos. Para AIN-
93G+SAP e DC foi observado aumento significativo do MDA durante os dias
avaliados e os animais submetidos a DC+SAP aumentou com 28 dias as
concentragbes iniciais de nmol MDA/mg de PTN. A atividade enzimatica
antioxidante expressa em unidades de SOD foi maior para todos os grupos que
tiveram a castanha de sapucaia acrescida em suas dietas durante todo o

tempo de tratamento avaliado.
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Tabela 6: Médias das concentra¢des hepaticas de malondialdeido (MDA) (nmol MDA/mg de
PTN) e de Superdxido-dismutase (SOD) (U SOD/mg de PTN) em 14 e 28 dias de tratamento
para cada dieta (AIN-93G, AIN-93G+SAP, DC, DC+SAP) administrada aos animais

Grupos MDA SoD

P 14 dias 28 dias 14 dias 28 dias
AIN-93G 1,10 £ 0,04** 1,16 £ 0,02** 8,10 + 0,44™ 8,45+ 0,72
AIN-93G+SAP 0,62 + 0,05 1,03 + 0,03 11,78 + 1,14%® 13,65 + 0,50%°
DC 1,39+ 0,01** 1,72 + 0,05"* 6,30 + 0,48%* 10,35 + 0,47°*
DC+SAP 0,65 + 0,05 0,96 + 0,02%® 14,28 + 0,81 14,86 + 0,62°°

Médias (n=6) seguidas por letras minusculas distintas, na mesma linha e maiusculas na mesma
coluna comparacao apenas com dietas de mesma densidade caldrica, apresentam diferenca
estatisticamente significativa segundo ANOVA (p<0,05). AIN-93G (Dieta Padrao), AIN-
93G+SAP (Dieta Padrao+sapucaia), DC (Dieta de Cafeteria)) DC+SAP (Dieta de
Cafeteria+sapucaia), PTN (Proteinas).

2.3.3. EXPRESSAO DOS GENES ENVOLVIDOS NA RESPOSTA ANTI-
INFLAMATORIA E ANTIOXIDANTE HEPATICA

Para compreender a interferéncia provocada pela insergdo da castanha
de sapucaia nas dietas foi avaliada a expressao génica relativa dos mRNA em
comparagao aos grupos controle dos marcadores envolvidos no processo
inflamatorio e na atividade antioxidante hepaticos por meio da técnica de RTg-
PCR em tempo real (Figura 4). A expressao génica do TNF-a foi menor para os
ratos que tiveram a castanha de sapucaia acrescida em suas dietas em
comparagao com os controles. Tanto para AIN-93G+SAP quanto para DC+SAP
nao houve diferencga significativa na expressao génica do TNF-a nos distintos
tempos de tratamento.

A expressao génica de NFkB (p65), assim como para TNF-a, também foi
menor para os grupos de ratos que consumiram as dietas enriquecidas com
sapucaia comparado ao controle. ZnSOD, por sua vez, apresentou-se
relativamente superior quanto a expressao génica para ambos 0s grupos em
comparagao com os controles. Os animais submetidos a dieta AIN-93G+SAP e
DC+SAP tiveram expressao génica aumentadas desta enzima em todo o
tempo do experimento.

Também houve aumento da expressado génica da HSP-72 hepatica para

ambos os tratamentos. Contudo, a DC+SAP mostrou valores mais relevantes.
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Figura 4: Médias da expressao génica relativa (amostra calibradora, y=1) para 14 e 28 dias, dos mMRNA de TNF-a (A), ZnSOD (B), NFkB (p65) (C) e HSP-72 (D)
por gPCR d o tecido hepatico ratos submetidos as dietas AIN-93G+sapucaia e DC+sapucaia. Médias seguidas de letras distintas (minusculas para AIN-93G e
maiusculas para DC) apresentam diferenga significativa, segundo o teste de Tukey (p<0,05)



2.4.DISCUSSAO

Dietas hiperlipidicas administradas em ratos podem induzir processos
inflamatorios e estresse oxidativo (ESTADELLA et al., 2004; KRETSCHEMER
et al., 2005; BURNEIKO et al., 2006; ECHARRI et al., 2009; BELTOWSKI et al.,
2009; BRUNETTI et al., 2009; GOMEZ-RUIZ et al., 2009; SCOARIS et al.,
2010). Os ratos que tiveram ingestdo de dieta hiperlipidica ndo apresentaram
um Indice Hepato Somatico IHS (peso relativo do figado) maior que os grupos
com dieta normal ou acrescida de sapucaia, provavelmente em virtude do curto
periodo de tempo do estudo (14 e 28 dias).

Embora a dieta com castanha de sapucaia ndo tenha demonstrado
efeito no ganho de peso dos animais nem no IHS, nossos achados mostraram
que a sapucaia foi capaz de prevenir agravos relacionados ao desequilibrio
redox provocado pela dieta hiperlipidica, uma vez que a sapucaia interferiu
tanto nas concentragcbes de MDA quanto na atividade da enzima superdxido
dismutase. Nos animais que consumiram DC, conforme o esperado,
constatamos aumento dos agentes oxidantes, porém, nos animais com
DC+SAP tal efeito foi minimizado pelo aumento significativo da atividade da
SOD minimizando os efeitos da peroxidacdo lipidica no figado dos animais
(Tabela 6).

No estudo realizado por De Carvalho et al (2012), foi demonstrado que
em relacéo aos valores de referéncia estabelecidos pela FAO (2001), cada 100
gramas de castanhas de sapucaia, suprem as necessidades diarias de
manganés e magnésio e de 50% das necessidades nutricionais de ferro. Em
outros estudos realizados com a sapucaia, quantidades elevadas de magnésio,
ferro, selénio e foésforo também foram encontradas (DE SOUZA et al., 2008;
VALLILO et al 1999), além de boa digestibilidade proteica (DENADAI et al.,
2007). Tais informagdes referentes aos compostos nutricionais das castanhas e
em especial L. pisonis reforcam a hipotese de que houveram importantes
alteragbes no metabolismo dos animais que consumiram castanha de
sapucaia.

Nos organismos, o0 sistema enzimatico configura-se como a primeira
linha de defesa antioxidante (BORGES; LESSA, 2015). Associado ao estimulo
do aporte enzimatico pelos seus componentes minerais a castanhas

apresentam ainda componentes nutricionais que podem atuar como
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antioxidantes exdgenos, tais como tocoferol, ascorbato, carotenoides, e
compostos fenodlicos (STIPANUK, 2013). Esse conjunto de nutrientes podem
exercer efeitos diversos no organimo gerando impactos positivos em condigdes
adversas ao metabolismo como, por exemplo, a obesidade e patologias
associadas.

O figado é um orgédo de multiplas funcdes e esta diretamente envolvido
quando ocorre processo oxidativo (RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al., 2013;
STADLER et al., 2004). Alteragdes no equilibrio redox hepatico podem interferir
na translocagao sensiveis ao estresse oxidativo para o nucleo da célula através
da ativagédo do IKK. (CASSIDY et al., 2014; SADI et al., 2008; MARITIM et al.,
2003). O estresse oxidativo provocado pela DC tende a aumentar a expresséo
génica de TNF-a e NFkB (p65) como resposta ao processo desencadeado pelo
desequilibrio relacionado ao aumento de acidos graxos saturados uma vez
estes podem ser ligantes dos receptores TLR4 que aumentam a expresséo
génica de TNF-a. Além disso, a familia de proteina de choque térmico HSP-70
também é afetada por esse estresse provocado pelo desequilibrio dietético
(LIGHTFOOT et al., 2015; GABAI; JANGALE et al., 2013; BURG et al., 2007;
YAGLOM et al., 2003).

Houve uma diferenca significativa da expressao génica de HSP-72 entre
os ratos tratados tanto com DC e DC+SAP quanto nos que receberam AIN-93G
e AIN-93G+SAP. Os ratos que continham a castanha de sapucaia acrescida
em suas dietas apresentaram expressao génica de HSP-72 significativamente
maiores do que os ratos alimentados apenas com as dietas controles (DC e
AIN-93G), indicando que a castanha de sapucaia pode ter desempenhado um
importante papel na modulacao desse gene. A HSP-72 faz parte da familia das
proteinas HSP-70, que atuam na inibicdo da ativagdo do NFkB (p65), reduzindo
a producgao de citocinas pro inflamatérias (TANAKA et al., 2014; DOKLADNY et
al., 2010; SHI et al. 2006; SINGLETON; WISCHMEYER, 2006). Portanto, o
aumento da expressao génica de HSP-72 observado nos grupos que tiveram
castanha acrescida na dieta (DC+SAP e AIN-93G+SAP), podem ter
influenciado na redugéo da ativacédo do NFkB (p65).

A menor expressao génica do NFkB (p65) interferiu possivelmente na
expressao do TNF-a, visto que o fator de necrose tumoral alfa € um agente pré

inflamatorio cuja expressao € acionada pelo NFKB (p65) (TANAKA et al., 2014).
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A diminuicdo da expressao génica do TNF-a também foi observada para os
animais que receberam DC+SAP em relac&o ao seu controle (DC).

Acrescentam-se a todos esses fatores o aumento da expresséo génica
de ZnSOD, uma enzima diretamente ligada ao aumento da atividade
antioxidante, observado em todos os grupos que receberam castanha na dieta.
Isso permite inferir que a presenca da castanha na dieta teve um papel
relevante uma vez que a expressao génica dessa enzima foi maior em
DC+SAP em comparacgao a DC.

A correlagédo entre o consumo de gordura saturada e o estresse
oxidativo nao é simples uma vez que existem varios mecanismos bioquimicos
envolvidos que podem aumentar o consumo de oxigénio e gerar outras
moléculas oxidantes (DANDEKAR et al., 2015; HYBERTSON et al., 2011;
SEIFERT et al.,, 2010; SOHAL et al., 2002). Entretanto, baseado em nossos
resultados, foi observado aumento da capacidade antioxidante e anti-
inflamatoria, devido as menores expressdes génicas de TNF-a e NFkB
reafirmando que, antioxidantes dietéticos sao particularmente importantes na
protegcado contra doengas cronicas. Em suma, a castanha de sapucaia atuou
como um potencial alimento fonte de agentes antioxidantes e protetores a

saude dos animais testados.

2.5.CONCLUSAO

A castanha de sapucaia inserida nas dietas foi capaz de estimular a
atividade enzimatica da superdxido dismutase e reduzir a peroxidagao lipidica
no tecido hepatico dos ratos com dieta hiperlipidica, independemente do tempo
de dieta empregado conforme o estudo.

O importante resultado, foi ratificado pela modulacdo da expressao
génica diretamente envolvida neste processo metabodlico da enzima ZnSOD e
de outro gene bem especifico para a reversédo de condigdes de estresse
metabdlico HSP-72, tais genes foram significativamente aumentados nos ratos
que receberam sapucaia nas dietas.

Para melhorar a compressao dos resultados, verificamos que a castanha
influenciou também a modulagdo génica dos marcadores relacionados ao

processo inflamatério TNF-a e NFkB. Uma vez que esses processos
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bioquimicos sao interligados, e devido a constituicdo quimica da castanha,
pelos seus componentes minerais, a reducdo desses marcadores
possivelmente esteve atrelada ao aumento da atividade antioxidante
apresentada nos resultados.

Mais estudos sobre essa castanha precisam ser realizados com o intuito
de avaliar impactos do uso em longo prazo como alimento humano, porém,
com os resultados até o0 momento, a sapucaia configura-se como um alimento

rico em nutrientes com potenciais efeitos benéficos a saude.
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3.0 CAPITULO 3 - ARTIGO ORIGINAL 2 - Efeito neuroprotetor da Castanha

de Sapucaia (Lecythis pisonis) em ratos submetidos a dieta de cafeteria

Resumo:

A Lecythis pisonis Cambess € conhecida popularmente no Brasil como
castanha de sapucaia. Estudos de composicdo quimica revelaram que esta
castanha é uma excelente fonte de minerais antioxidantes e de lipidios
essenciais. O presente estudo objetivou avaliar os efeitos antioxidantes e anti-
inflamatorios no tecido cerebral de ratos Wistar. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos experimentais (n=6) totalizando 48 ratos. Os
tratamentos foram conduzidos por um periodo de 14 e 28 dias com dietas
padrao AIN-93G e de cafeteria acrescidas de castanha de sapucaia. A
Expressdo génica dos marcadores TNF-a, NFkB, ZnSOD e HSP-72 foi
determinada pela reagcdo em cadeia da polimerase quantitativa pos-transcricao
reversa (QPCR). A atividade antioxidante foi verificada pela determinacéo das
espécies reativas do acido tiobarbiturico (TBARS) e por mensuragdo da
atividade da enzima superoxido dismutase. A expressdo génica dos
marcadores inflamatérios NFkB (p65) e TNF-a foi menor para os grupos de
ratos que consumiram as dietas enriquecidas com sapucaia com diferencga
significativa pelo teste de Tukey (p<0,05). A proteina de choque térmico HSP-
72 e a enzima ZnSOD apresentaram aumento da expressdo génica com
diferenga estatistica significativa (p<0,05) para ambos os grupos que
consumiram sapucaia em suas dietas. As propriedades nutricionais da
castanha de sapucaia exerceram importante atividade neuroprotetora por
modular a atividade antioxidante e o processo inflamatério nos tecidos

cerebrais dos animais avaliados.

Palavras chaves: tecido cerebral, estresse oxidativo, inflamacao, expressao
génica.
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Neuroprotective effect of Sapucaia nuts (Lecythis pisonis) on rats fed with
high-fat diet

Abstract:

Lecythis pisonis Cambess is commonly known as “castanha de sapucaia” in
Brazil. Chemical composition studies revealed that this nut is an excellent
source of anti-oxidant minerals and of essential lipids. The aim of the present
study is to assess the anti-oxidant and anti-inflammatory effect of Lecythis
pisonis Cambess on the brain tissue of Wistar rats. The animals were divided in
four experimental groups (n=6), total of forty-eight rats. Treatments included the
standard diet (AIN-93G) and high-fat food, supplemented with Sapucaia nut
from 14 to 28 days. The gene expression markers TNF-a, NFkB, ZnSOD and
HSP-72 were defined through reverse transcriptase polymerase chain reaction
(tPCR). The anti-oxidant effect was assessed through the thiobarbituric acid-
reactive substances (TBARS) and the measurement of the activity performed by
superoxide dismutase enzymes. Accordingly, the gene expression of the
inflammatory markers NFkB (p65) and TNF-a was lower in rats fed on diets
supplemented with “sapucaia”, and they presented significant difference in the
Tukey test (p<0.05). The heat-shock HSP-72 protein and the ZnSOD enzyme
raised the gene expression and showed significant statistical difference
(p<0.05) in both groups fed on Sapucaia nut-based diet. Thus, the nutritional
properties of the Sapucaia nuts perform important neuroprotective activities
because they modulated the anti-oxidant activity and the brain tissue

inflammatory process in the assessed animals.

Keywords: brain tissue, oxidative stress, inflammation, gene expression.
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3.1.INTRODUGAO

Dietas com teores elevados de gordura saturada podem favorecer o
desequilibrio redox no organismo uma vez que o metabolismo para a oxidagao
dos lipidios é considerado um forte gerador de espécies reativas de oxigénio
(ERO) (VIAL et al., 2011). O cérebro é particularmente sucetivel aos efeitos
deletérios das ERO em virtude da sua elevada taxa metabdlica e ao mesmo
tempo da baixa capacidade de regeneragao celular quando comparado com
outros 6rgaos (DAVIES, 2000; REYNOLDS et al., 2007).

As ERO possuem a caracteristica de sinalizagao intracelular no sitema
imunoldgico, uma vez que as células fagocitarias sado ativadas sob condigbes
de estresse oxidativo. O desquilibro redox exerce acgao direta no Fator de
Transcricao Kappa B (NFkB) gerando aumento dos mediadores do processo
inflamatério (TRUSHINA; MCMURRAY, 2007).

O acumulo do dano causado pelo desequilibrio redox pode gerar
doencgas crbnicas nao transmissiveis e disfuncdo mitocondrial e apoptose
(GAO et al., 2014), entretanto, nosso organimo possui sistemas antioxidantes
que buscam preservar a integridade celular e neutralizar esses efeitos danosos
que funcionam em sincronia para proteger as células contra moléculas
oxidantes (DOMINGUEZ-AVILA et al., 2015).

Ainda como sistema de defesa, o organismo em condi¢cdes de estresse
metabdlico, promove um aumento da atividade de proteinas da familia HSP-70
produzindo um efeito anti-inflamatério pois essas proteinas atuam no ponto de
regulacédo do NFkB e como consequéncia inibe a expressdao de marcadores
inflamatoérios como TNF-a e IL 1B (KIM et al., 2015).

A literatura tem mostrado importantes resultados relacionados com
ingestdo de castanhas e efeitos benéficos a saude humana devido aos seus
componentes nutricionais (SABATE; ANG, 2009; DOMINGUEZ-AVILA et al.,
2015). As oleaginosas de uma forma geral sdo ricas em acidos graxos
insaturados, aminoacidos sulfurados, minerais como selénio, magnésio,
manganés, zinco, ferro, cobre além de conter concentragcbes satisfatorias de
vitamina C e E, que em conjunto, podem modificar processos especificos
relacionados a regulagcdo da diferenciacdo celular, protecdo do DNA e na

regulacdo das respostas inflamatérias e ou ligadas ao estresse oxidativo
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(DOMINGUEZ-AVILA et al., 2015; CASSIDY et al., 2014; CASAS-; ROS, 2010;
SABATE; ROS 2010; AGUSTENCH et al., 2009).

O bioma brasileiro necessita de maiores investigagdes cientificas em
varias espécies. As castanhas brasileiras mais consumidas pela populagao sao
a do Brasil ou do Para e a castanha de caju, ambas s&o ricas em minerais e
lipidios essenciais. A castanha de sapucaia, embora ndo seja muito conhecida
possui uma rica composicao nutricional, composta principalmente, por lipidios
essenciais e com minerais importantes como zinco, ferro, cobre, manganés,
magnésio e selénio.

Diante do exposto, nota-se a importancia de explorar alimentos que
possam minimizar ou prevenir patologias que englobem as interagcdes entre o
estresse  oxidativo e  mecanismos  moleculares  envolvidos na
neurodegeneragao. Assim, o presente trabalho avaliou a capacidade de acéo
antioxidante e anti-inflamatdria da castanha de sapucaia no tecido cerebral de

ratos.

3.2. MATERIAIS E METODOS
3.2.1. MATERIAL VEGETAL

A coleta das castanhas de sapucaia foi realizada em cinco arvores de
ocorréncia natural no campus da Universidade Federal de Vigosa, localizada
(20°76’S e -42°86'W) na regido da Zona da Mata Mineira, por¢do sudeste do
estado. De cada arvore foram coletados cinco frutos, e de cada fruto foram
extraidas dez castanhas. O estudo de composi¢cao quimica dessa castanha foi

realizado por De Carvalho et al (2013).
3.2.2. ANIMAIS E DIETAS

O trabalho foi aprovado pela comissdo de ética no uso de animais da
Universidade Federal de Vigosa (CEUA-UFV) (protocolo 77/2014). O
experimento foi conduzido de acordo com as normas vigentes estabelecidas
pela Lei 11.794 e as Resolu¢cdes Normativas editadas pelo CONCEA/MCTI.
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O ensaio bilégico foi realizado com 48 ratos albinos machos da espécie
Rattus novergicus, linhagem Wistar. Os animais recém desmamados foram
provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB) da
Universidade Federal de Vigosa. Os animais foram distribuidos em quatro
grupos experimentais de seis animais, mantidos em ambiente controlado, com
temperatura entre 22 — 25°C, ciclos claro-escuro de 12 horas por dia e
receberam ragao e agua ad libitum no periodo compreendido entre 14 e 28 dias
de acordo com o grupo que o animal foi inserido.

Embasado por trabalhos em que uma porgao de castanha ao dia possa
trazer efeitos benéficos ao organismo, foi estabelecido um padrdo de consumo
de trés castanhas de sapucaia diarias e foram realizados calculos para simular
este padrao de ingestdo nos ratos. Tais calculos foram construidos a partir de
informagdes nutricionais da castanha de sapucaia obtidas no trabalho
conduzido pelo nosso grupo de pesquisa (DE CARVALHO et al., 2012). Foi
tomado como referéncia um individuo, do sexo masculino, 70 kg de peso
corporal, recebendo 2000 kcal por dia. Baseando-se nas informagdes da
composi¢ao quimica da sapucaia, trés castanhas equivalem a 93,08 kcal que
corresponde a 4,65% das 2000 kcal diarias. Portanto, o consumo de 15 g de
castanha de sapucaia por dia, representa 4,65% do valor energético total de
uma dieta.

Quatro tratamentos foram conduzidos por um periodo de 28 dias como
se segue: Dieta normal (AIN-93G) (REEVES et al, 1993) com densidade
caldrica de 3,95 kcal/g; Dieta normal acrescida de castanha de sapucaia (AIN-
93G+SAP), com 24 g de castanha por 1000 gramas de dieta (4,65% do valor
caldrico total da dieta), mantendo-se a mesma densidade caldrica de AIN-93G
(3,95 kcal/g). Dieta de Cafeteria (DC) constituida por paté de presunto, bacon,
mortadela, biscoito maisena, achocolatado, batata palha, leite em p6 integral,
racao comercial nas proporcdes de 2:1:1:1:1:1:1:1. com densidade caldrica de
6,92 kcal/lg; Dieta de Cafeteria com adicdo de castanha de sapucaia
(DC+SAP), com 52,2g de castanha por 1000 gramas de dieta (4,65% do valor
caldrico total da dieta), mantendo-se a mesma densidade calérica da Dieta de
Cafeteria (6,92 kcal/g). Os ratos tiveram acesso ad libitum as dietas e a agua.
As dietas foram preparadas semanalmente e mantidas em ambiente
refrigerado a 4 °C prevenindo possivel oxidagdo. Ao final de cada tempo do

experimento (14 e 28 dias), apos jejum de 12 horas, os animais foram
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eutanasiados sob anestesia com quetamina (25 mg/Kg IM) e xilazina (2 mg/Kg
IM). Neste momento os tecidos cerebrais foram coletados, transportados em

recipiente com nitrogénio liquido e armazenados em ultrafreezer (- 80°C).
3.2.3. EXPRESSAO GENICA

Para realizar a extracdo total de mRNA utilizou-se o reagente Trizol
(Invitrogen, CA, EUA) em 100 mg de tecido cerebral macerado previamente em
nitrogénio liquido para obter uma homogeinizacdo do mesmo, as
recomendagdes do fabricante foram seguidas. A concentragcdo e pureza foi
avaliada por espectrofotbmetro Multiskan Go (Thermo Scientific, DE, EUA) e a
integridade dos mRNA avaliada por eletroforese em gel de agarose. O mRNA
recuperado foi tratado com RNase-free Dnase (Promega). Para a sintese do
cDNA, foi utilizado o kit M-MLV Reverse transcriptase (Invitrogen, CA, EUA),
seguindo o protocolo do fabricante. O cDNA foi utilizado para a determinar a
expressdo dos mRNA dos marcadores TNF-a, NFkB (p65), ZnSOD, HSP-72, e
o gene de referéncia utilizado foi o GAPDH.

A técnica utilizada para quantificacdo relativa foi por PCR quantitativo
em tempo real (QPCR) utilizando o reagente Sybr Green 2X Master Mix
(Applied Biosystems, CA, USA). O volume final de cada reacgao foi de 10 pL,
sendo 2 pL do cDNA; 0,8 uL da mistura dos oligonucleotideos a 2,5 yM (senso
e antisenso), 5,0 uL do reagente Sybr Green 2X Master Mix e 2,2 yL de agua
ultrapura para cada gene. O protocolo da reagdo de qPCR utilizado foi: 15 min
a 95° C, em seguida 40 ciclos de 95°C (15s), 60°C (30s) e 72°C (30s), seguido
pela analise da curva de melting. As amostras foram analisadas em quatro
repeticdes bioldgicas e duas repeticdes técnicas, quantificadas em corridas
independentes.

Realizou-se os controles negativos (NTC) em duas repeti¢cdes técnicas
substituindo-se as amostras de cDNA pelo mesmo volume de agua na reagao.
O equipamento “AB Step One Real Time PCR System” (Applied Biosystems)
foi utilizado para execugdao do experimento. A quantificagcdo relativa da
expressdo génica foi realizada pelo método 2722°T (LIVAK; SCHMITTGEN,
2001).

Os pares de oligonucleotideos utilizados para amplificagédo dos genes de

interesse foram: NFkB (p65) (Fw 5-CTTCTGGGCCATATGTGGAGA-3) e (Rw 5'-
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TCGCACTTGTAACGGAAACG-3’), TNF-a (Fw5'-GCCGATTTGCCATTTCATACC-3') e (Rw 5-
GGACTCCGTGATGTCTAAGTAG-3'), HSP-72 (Fw 5-AGGCCAACAAGATCACCATC-3') e (Rw
5-TAGGACTCGAGCGCATTCTT-3’), ZnSOD (Fw 5-GAGCAGAAGGCAAGCGGTGAA-3) e
(Rw 5-CCACATTGCCCAGGTCTC-3’), GAPDH (Fw 5-GGTTGTCTCCTGTCACTTC-3’) e 5

CTGTTGCTGTAGCCATATTC -3). Os oligonucleotideos foram desenhados
baseados nas sequéncias de genes dos Ratus norvergicus da linhagem Wistar
presentes no GenBank utilizando o software Primer 3 plus. O experimento
seguiu as diretrizes MIQE, estabelecidas para estudos que utilizam a técnica
para gPCR em tempo real (BUSTIN et al., 2009).

3.2.4. DETERMINACAO DA PEROXIDAGCAO LIPIDICA E DA
ATIVIDADE ENZIMATICA DA SUPEROXIDO DISMUTASE
CEREBRAL

A analise de peroxidacao lipidica foi determinada pela formagao de
malondialdeido (MDA), produto secundario da oxidagao dos acidos graxos por
meio do teste de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (KOHN;
LIVERSEDGE, 1944). Recolheu-se uma amostra de 200 mg de cada cérebro e
em seguida a mesma foi macerada e homogeneizada sob refrigeracdo em
tampéao Tris-HCI 0,01 M, pH 7,4 na proporcado de 5 mL de tamp&o por 500 mg
de tecido, e centrifugadas a 10.000 g por 15 minutos a 4 °C. Os sobrenadantes
foram utilizados para determinar o conteudo total de proteinas pelo método de
Bradford (1976), a atividade antioxidante enzimatica da superdxido dismutase
(SOD) e o nivel de peroxidagéo lipidica.

A analise da atividade da enzima superdoxido dismutase foi dada em
unidades relativas, sendo uma unidade de SOD definida como a quantidade de
enzima que inibe em 50% a velocidade de oxidagédo do pirogalol. No meio de
reacao foram utilizados 30 uL de homogeneizado do tecido hepatico, 15uL de
pirogalol 24 mmol/L e 15 uL de catalase preparada com 2,4 mg em 2mL de
agua destilada. Completou-se para 300 uL com tampao Tris-HCI 50 mM, pH
8,2, contendo 1 mM de EDTA. Um padrao (100% de oxidagao do pirogalol) foi
feito contendo 15 L de catalase, 15 uL de pirogalol 24 mmol/L e 270 uL de
tampao. No branco continham 15 yL de catalase e 285 pL de tampéo.
Inicialmente foi feita a leitura de absorvancia a 420 nm. A reacéo foi, entao,
incubada a 37°C durante 5 minutos e novamente foi feita a leitura a 420 nm. As
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absorvancias obtidas antes e depois da incubacdo por 5 minutos foram
subtraidas a fim de minimizar a presenca de interferentes. Os resultados foram
expressos em U de SOD / mg de proteina (MARKLUND, 1985). Os calculos
foram realizados em relagdo ao valor da absorvancia do padrao, considerando
que este possuia zero unidade de SOD. A quantificacdo de proteinas foi
realizada segundo Bradford (1976), utilizando uma curva padrdo construida
com albumina sérica bovina.

Para mensurar a peroxidagao lipidica, foi realizada uma reagao contendo
400 pL de homogenenato de tecido cerebral, 1 mL de acido tricloroacético 20%
e 400 pyL de acido tiobarbiturico 1,6% foi incubado a 95°C por 60 minutos,
sendo adicionados 1,6 mL de n-butanol, e centrifugado a 3000 R.P.M / 10 min.
A leitura foi realizada em 510, 532, e 560 nm. Para o calculo dos valores finais
utilizou-se a seguinte equacao, proposta por Pyles (1993) para minimizar a

interferéncia dos pigmentos heme e da hemoglobina na dosagem de MDA:
MDAs3,=1,22[(As32) — (0,96) (As10) + (0,44) (Aseo)]

Para mensurar a concentracdo de malondialdeido utilizou-se o
coeficiente de absortividade molar Eq = 1,56 x 10° mol L™ em™ (BUEGE, AUST,
1978), sendo os resultados expressos em nmol de MDA por miligramas de

proteina.
3.2.5. ANALISES ESTATISTICAS

Foi realizado o teste de Kolmogorov-Sminorv e aplicado o teste nao
paramétrico de Kruskal-wallis em comparag¢des de variancias multiplas e o
teste de Wilcoxon para comparacao de dois grupos independentes quando as
distribuicbes nao apresentaram normalidade. Para as variaveis que
apresentaram distribuicdo normal foram realizadas analises de variancia
ANOVA seguida do teste de Tukey (Sigma Plot 11.0) para todos os
tratamentos. O nivel de significancia adotado foi de 95% com valor de p<0,05.
Os resultados foram expressos como média + desvio-padrao das observacoes.
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3.4.RESULTADOS

3.4.1. AVALIACAO DA PEROXIDAGCAO LIPIDICA E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DA SUPEROXIDO DISMUTASE

A peroxidagao lipidica (MDA) e a atividade enzimatica antioxidante
expressa em unidades de SOD foram mensuradas para avaliar o efeito protetor
da insergcdo da castanha nas dietas empregadas (Tabela 7). Todos os grupos
em que tiveram acréscimo de castanha de sapucaia apresentaram menores
concentracbes de nmol MDA/mg de PTN independente da dieta utilizada e do
tempo de tratamento avaliado.

O tempo de administragdo da dieta (14 e 28 dias) influenciou na menor
concentracdo de nmol MDA/mg de PTN cerebrais nos animais que ingeriram
sapucaia independentemente da dieta. Os animais que estavam submetidos
somente a dieta de cafeteria apresentaram maiores concentragées de MDA.

A atividade enzimatica antioxidante expressa em unidades de SOD foi
maior e estatisticamente diferente para os animais em dieta de cafeteria
acrescida de sapucaia e o tempo de administracdo da dieta ndo afetou a
atividade da enzima que se manteve estavel entre os 14 e 28 dias de

experimento.

Tabela 7: Médias das concentragdes cerebrais de malondialdeido (MDA) (nmol MDA/mg de
PTN) e de Superéxido Dismutase (SOD) (U SOD/mg de PTN) em 14 e 28 dias de tratamento
para cada dieta (AIN-93G, AIN-93G+SAP, DC, DC+SAP) administrada aos animais

Grupos MDA SOoD
14 dias 28 dias 14 dias 28 dias
AIN-93G 0,84+0,02*  089+0,04"  6,0720,30" 8,56 + 0,33
AIN-93G+SAP 0,67 £0,02*°  0,60+0,01™ 9,56 + 0,57°° 11,91 + 0,37°®
DC 1,01 £0,03*"  1,21+£0,02**  414+051* 7,01 £ 0,34
DC+SAP 0,67+0,02**  0,70+0,01™  1217+0,29"® 11,13 +0,51%®

Médias (n=6) seguidas por letras minusculas distintas, na mesma linha e maiusculas na mesma
coluna comparagéao apenas com dietas de mesma densidade calérica, apresentam diferenca
estatisticamente significativa segundo ANOVA (p<0,05). AIN-93G (Dieta Padréo), AIN-
93G+SAP (Dieta Padrdo+sapucaia), DC (Dieta de Cafeteria)) DC+SAP (Dieta de
Cafeteria+sapucaia), PTN (Proteinas).
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3.4.2. EXPRESSAO DOS GENES ENVOLVIDOS NA RESPOSTA ANTI-
INFLAMATORIA E ANTIOXIDANTE NO TECIDO CEREBRAL

Para avaliar o impacto da insergao da castanha de sapucaia nas dietas
foi avaliada a expressao génica relativa dos mMRNA em comparagao aos grupos
controle dos marcadores envolvidos no processo inflamatério e na atividade
antioxidante cerebrais por meio da técnica de RTq-PCR em tempo real (Figura
5). A expressao génica do NFkB (p65) foi menor para os grupos de ratos que
consumiram as dietas enriquecidas com sapucaia. Tendo o tempo de
tratamento influenciado na menor expressao desse marcador no grupo com
DC+SAP.

A expressao génica do TNF-a foi menor para os ratos que tiveram a
castanha de sapucaia acrescida em suas dietas. Tanto para AIN-93G+SAP
quanto para DC+SAP nao houve diferenga significativa na expressao génica do
TNF-a nos distintos tempos de tratamento.

Na avaliacdo da expressao génica de HSP-72, o grupo com DC+SAP
mostrou valores mais expressivos e com diferencas nos tempos de
administracao das dietas, sendo o 28° dia com maior expressao deste gene.

ZnSOD teve expressdo génica aumentada para ambos 0s grupos com
sapucaia e o grupo com dieta normal acrescida de sapucaia teve valores
aumentados de acordo com o tempo de dieta. Porém, no grupo com DC+SAP

o tempo ndo interferiu no aumento da expressao desse gene.
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3.5.DISCUSSAO

No presente estudo, verificamos que houve um aumento do estresse
oxidativo no cérebro sinalizado pela elevagdo das concentragcdes de
malondialdeido (MDA) e uma redugcdo da concentragdo de superoxido
dismutase (SOD) nos tecidos cerebrais dos ratos que consumiram dieta de
cafeteria. Estudos suportam a hipotese de que dietas ricas em acucares e
lipidios e o dano oxidativo ao DNA podem contribuir para o desenvolvimento de
doencas neurodegenerativas (CASSIDY et al., 2014; ROS, 2010).

O produto final da peroxidagao lipidica possui grande toxicidade e gera
uma acgao inibidora sobre as enzimas de protecao afetando o mecanismo de
defesa antioxidante (HYBERTSON et al., 2011; VIAL et al.,, 2011). Assim,
agentes pré-oxidantes desempenham um papel significativo na patogénese da
inflamacao. Existem muitos mediadores que iniciam e amplificam a resposta
inflamatoria como as citocinas pré-inflamatérias, fator de necrose tumoral (TNF-
a) e macréfagos (HYBERTSON et al., 2011; LIN et al., 2012).

Nao existem trabalhos publicados que avaliaram a atividade antioxidante
e anti-inflamatdria utilizando a castanha de sapucaia, entretanto, trabalhos
publicados que utilizaram nozes e outras castanhas foram realizados com
resultados que subsidiam possiveis inferéncias com o nosso estudo.

Os resultados mostraram que a atividade antioxidante da castanha de
sapucaia in vivo promoveu efeito protetor contra o ataque dos radicais livres.
Ao avaliarmos os efeitos da ingestdo de dieta de cafeteria acrescida de
sapucaia por um periodo de 14 e 28 dias, verificamos que houve interferéncias
tanto na reducdo das concentracdes de MDA quanto no aumento da atividade
da enzima superdxido dismutase minimizando os efeitos da peroxidacao
lipidica no cérebro dos animais (Tabela 7). O tempo de administracéo da dieta
mostrou que em apenas duas semanas de tratamento com sapucaia o tecido
cerebral teve maior atividade da enzima superdxido dismutase, portanto menor
concentracao de ERO.

Pode-se atribuir esses efeitos numa interagcdo metabdlica dos acidos
graxos insaturados, magnésio, manganés, selénio, cobre, ferro e zinco ja
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identificados por estudos de composi¢cao quimica da sapucaia e possiveis
compostos fendlicos e tocoferol que podem estar presentes nesta castanha
(DE CARVALHO et al., 2012; DENADAI et al., 2007; DE SOUZA et al, 2008;
VALLILO et al., 1999). Observagdes realizadas com nozes também mostraram
atividades antioxidantes e as mesmas foram correlacionadas positivamente
com compostos bioativos presentes em nozes, incluindo minerais, tocoferol,
fibras e fitoquimicos que podem contribuir como agentes protetores nos
processos de inflamagdo e do estresse oxidativo (ALVES et al., 2012;
BORGES et al., 2015; HUDTHAGOSOL et al., 2012; STIPANUK, 2013).

O processo de inflamagao e o estresse oxidativo podem ser controlados
por mecanismos de defesas enddgenos. A enzima superoxido dismutase é
descrita como a primeira linha de defesa do organismo para combater as
espécies reativas de oxigénio (ERO), ja que a mesma realiza a dismutacéo dos
anions superoxidos produzidos pelas mitocondrias em situacbes de estresse
(BURNEIKO et al., 2006; REBUGLIO VELLOSA et al., 2013; RIBEIRO et al.,
2005).

Os resultados encontrados da expressao génica de ZnSOD mostraram
um aumento significativo da mesma sendo observado em todos os grupos que
receberam castanha na dieta. Isso permite inferir que a castanha foi eficaz em
contribuir na resposta antioxidante, visto que a expressao génica dessa enzima
foi maior em DC+SAP em comparagdgo a DC, assim como nos animais
submetidos a dieta AIN-93G+SAP em comparacdo com o controle. O tecido
cerebral é bem sucetivel aos efeitos deletérios das ERO em virtude da sua
elevada taxa metabdlica quando comparado com outros tecidos (REYNOLDS
et al., 2007), e a presenca da castanha na dieta mostrou-se muito eficaz para
auxiliar o aumento da expressao génica e atividade da SOD.

O estresse oxidativo provocado pela DC tende a aumentar a expressao
génica dos mediadores do processo inflamatério como TNF-a e NFkB (p65)
assim como, afetar outros componentes moleculares envolvidos como a
proteina de choque térmico (BURG et al., 2007; BRUNETTI et al., 2009;
GABAI; JANGALE et al.,, 2013; LIGHTFOOQOT et al.,, 2015; YAGLOM et al.,

2003). Os resultados encontrados mostraram que os ratos tratados com a
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castanha de sapucaia acrescida em suas dietas apresentaram expressao de
HSP-72 significativamente maiores do que os ratos alimentados apenas com
as dietas controles (DC e AIN-93G), sinalizando que a sapucaia pode ter
desempenhado um importante papel na modulagao dessa resposta génica.

A proteina de choque termico HSP-72 faz parte da familia das proteinas
HSP-70, capazes de atuar na inibicdo de vias de sinalizacéo intracelular como
a via do NFkB (p65) gerando como resposta uma menor produgdo de citocinas
pré inflamatdérias (CASTRO et al., 2014; TANAKA et al., 2014; DOKLADNY et
al., 2010; SINGLETON; WISCHMEYER, 2006; SHI et al. 2006; YAGLOM et al.,
2003). Os resultados do presente estudo mostraram menor expressao do fator
de transcrigdo NFkB (p65), podendo atribuir tal fato a maior expressao de HSP-
72.

Como sao fatores interligados, a inibicdo do NFkB (p65) provocada pela
familia HSP-70 no grupo de ratos tratados com DC+SAP afetou também numa
menor expressdo génica do TNF-a. A expressao génica do TNF-a foi menor
em entre os animais tratados com DC+SAP e AIN-93G+SAP comparados com
DC e. AIN-93G, respectivamente (Figura 5).

Em suma, a expressdo aumentada de HSP-72 observado nos grupos
que tiveram castanha acrescida na dieta, interferiu na cascata de ativagao do
NFkB (p65) e esta por sua vez, contribuiu significativamente na reducao da
expressao do TNF-a, visto que o fator de necrose tumoral alfa € um agente pré
inflamatorio cuja expressao € acionada pelo NFkB (p65) (DANDEKAR et al.,
2015; DE LA FUENTE et al., 2015; TANAKA et al., 2014).

3.6.CONCLUSAO

Os efeitos antioxidantes e anti-inflamatérias encontrados no estudo
podem ser correlacionados com a composi¢cao nutricional descrita desta
castanha. Podemos deduzir que as propriedades antioxidantes da sapucaia

exerceram importante atividade na modulagédo do processo inflamatério e que a
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mesma podera ser considerada como um alimento que exerca efeito
neuroprotetor.

Os resultados que englobam a redugao significativa da expressao génica
de agentes inflamatérios NFkB (p65) e TNF-a associado com o aumento
significativo de ZNSOD e HSP-72, mostraram que um alimento pode ser efetivo
nos processos de prevencao e protecado a saude.

Outra observagao importante foi em relagao aos efeitos com as semanas
de tratamento, uma vez que apenas 14 dias de dieta enriquecida com castanha
de sapucaia foi capaz de mostrar resultados muito expressivos tanto na agao
antioxidante quanto na reducgao da inflamacao.

Mesmo diante de achados tao importantes, ressaltamos a necessidade
de maiores investigagcdes acerca desta castanha com vistas a conhecer melhor

0S mecanismos envolvidos nessas respostas.
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3.8.CONCLUSAO GERAL

O presente estudo objetivou avaliar o efeito modulador da castanha de
sapucaia na regulacao do estado inflamatério e da atividade antioxidante em
ratos alimentados com dieta de cafeteria e revelou que a sapucaia se
configurou como um alimento com efeitos benéficos a saude.

A sapucaia foi capaz de estimular a atividade enzimatica da superéxido
dismutase e reduzir a peroxidagao lipidica no tecido hepatico e cerebral dos
ratos nas diferentes dietas empregadas padrao e hiperlipidica com acréscimo
da castanha obervado nos diferentes tempos avaliados (14° e 28° dias).

Observamos importantes resultados de modulagdo da expressao génica
da enzima ZnSOD e de HSP-72 e dos marcadores relacionados ao processo
inflamatério TNF-a e NFkB tanto no figado quanto no cérebro dos ratos
conforme a via proposta na figura 6, nas diferentes dietas empregadas padréo
e hiperlipidica com acréscimo da castanha. Tal observagao ocorreu tanto do
14° quanto no 28° dia de dieta, o que reforga o efeito agudo da castanha no
metabolismo do rato, porém nao podemos extrapolar tal condi¢ao protetiva por

longo periodo.
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Figura 6: Interacdo dos compostos da sapucaia e efeitos no metabolismo de ratos wistar
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Podemos sugerir que as propriedades nutricionais verificadas no estudo
de composicdo quimica da castanha de sapucaia que foram adicionadas as
dietas oferecidas aos ratos, correlacionaram positivamente com a modulagao
dos compostos antioxidantes e pro-inflamatdrios que obtivemos nos resultados
da pesquisa.

Mais estudos sobre esta castanha precisam ser realizados com o intuito
de avaliar impactos do uso em longo prazo como alimento humano e animal e
discutir a viabilibidade de produgcdo e de extravismo. Contudo, € razoavel
assumir que com os resultados encontrados até o momento, a sapucaia
configurou-se como uma importante fonte de nutrientes que apresentam efeitos

protetores no figado e no cérebro de ratos wistar.
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3.9.ANEXOS

Anexo 1 — Certificado da Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Vigosa (CEUA-UFV)

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que
o processo n° 77/2014, intitulado “Efeito da castanha de sapucaia Lecythis
pisonis Cambess na modulagio da expressio de marcadores pré e
anti-inflamatérios e atividades antioxidante no tecido hepatico de ratos
Wistar alimentados com dieta de cafeteria”, coordenado pelo professor
José Humberto de Queiroz do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular, estd de acordo com a Legislagdo vigente (Lei N° 11.794, de 08
de outubro de 2008), as Resolugdes Normativas editadas pelo
CONCEA/MCTI, a DBCA (Diretriz Brasileira de Pratica para o Cuidado
a Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos ¢ Didaticos) e as Diretrizes
da Pratica de Butandsia preconizadas pelo CONCEA/MCTI, portanio

sendo aprovado definitivamente em 14/10/2015.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV cert'ify that the process
number 77/2014, named “Effect Chestnut sapucaia Lecythis pisonis
Cambess in modulating the expression of pro and anti-inflammatory
markers and antioxidant activities in liver tissue of Wistar rats fed cafeteria
diet”, is in agreement with the a ctual Brazilian legislation ( Lei N° 11.794,
2008), Normative Resolutions edited by CONCEA/MCTI, the DBCA
(Brazilian Practice Guideline for the Care and Use of Animals for Scientific
Purposes and Teaching) and the Guidelines of Practice the Euthanasia
recommended by CONCEA/MCTT therefore being deﬁmtlve approved on

October 14, 2015. W - Q!LQJ w/)
Wi~ VUL Y@?m N Canse™
Prof'Y Atima Clemente AlvesZuanon OL

: Presidente
Comissiio de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFV
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Anexo 2 - Curva padrao utilizada para quantificar proteinas pelo método
Bradford
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Anexo 3 - Quantidade de proteinas nas amostras dos tecidos

Concentragdes hepaticas e cerebrais de proteinas (mg/mL) nos animais

submetidos as dietas durante os periodos de tratamento avaliados:

Tecido hepatico Tecido cerebral
Grupos 2 semanas 4 semanas 2 semanas 4 semanas
AIN93G 5,73+ 0,23° 5,40 + 0,25° 2,42+0,20° 4,03+0,23
AIN93G + Sap 5,32 +0,27° 5,30 + 0,48° 2,47 +0,18° 3,92+0,37'
Dieta Cafeteria 5,50 + 0,32° 5,47 + 0,20° 263+0,31° 3,75+0,18'
Dieta Caf + Sap 5,90 + 0,45° 5,60 + 0,32° 254+0,15° 3,66+ 0,45

Tanto no tecido hepatico quanto no cerebral, ndo houve diferengas
estatisticamente sifgnificativas quanto a concentracdo de proteinas em cada

periodo avaliado, expresso pelas letras iguais nas colunas, segundo o teste de
Tukey (p<0,05).
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Anexo 4 — Gel de agarose do tecido hepatico de ratos

Verificagdo da integridade e qualidade de amostras aleatérias de mMRNA hepatico dos animais dos grupos
G1 e G2, em todos os periodos de tratamento, porEletroforese emgel agarose (1%), apresentando as
bandas 18S e 28S.

Verificagdo da integridade e qualidade de amostras aleatérias de mRNA hepatico dos animais dos grupos
G3 e G4, em todos os periodos de tratamento, porEletroforese emgel agarose (1%), apresentando as
bandas 18S e 288S.
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Anexo 5 — Gel de agarose do tecido cerebral de ratos

Verificagdo da integridade e qualidade de amostras aleatérias de mMRNA cerebral dos animais dos grupos
G1 e G2, em todos os periodos de tratamento, porEletroforese emgel agarose (1%), apresentando as
bandas 18S e 288S.

Verificagdo da integridade e qualidade de amostras aleatérias de mMRNA cerebral dos animais dos grupos
G3 e G4, em todos os periodos de tratamento, porEletroforese emgel agarose (1%), apresentando as
bandas 18S e 28S.
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Anexo 6 — Padrao das curvas de Melting do estudo

Melt Curve
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Lecythis pisonis Cambess is commonly known as “sapucaia” nut. Previous studies show that it is rich
in unsaturated fatty acids and in antioxidant minerals. The aim of the present study was to assess the
antioxidant and anti-inflamatory effects of this nut after its introduction into a control (AIN-93G) or high-
fat diet in Wistar rats. The animals were divided into four groups: a control diet, the same control diet
supplemented with sapucaia nuts, a high-fat diet or the high-fat diet supplemented with sapucaia nuts
and were fed with these diets for 14 or 28 days. The gene expression of the markers tumor necrosis
factor (TNF)-a NFKB (p65) zinc superoxide dismutase (ZnSOD) and heat shock protein 72 (HSP72) was
determined by the chain reaction to the quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction (q-
PCR). The antioxidant activity was also measured as thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)
through the activity of the SOD enzyme. The groups treated with “sapucaia” nuts presented reduced
lipid peroxidation values and increased ZnSOD and HSP72 gene expression, as well as decreased TNF-
a and NFkB (p65) gene expression levels. The significant results showed that “sapucaia” could serve
as a potential source of antioxidants and as a protector agent for the examined animals.

Key words: Sapucaia nuts, inflammation, oxidative stress, gene expression.

INTRODUCTION

Excessive consumption of food associated or not with
sedentary lifestyle contributes to the onset of metabolic
disorders linked to increased body weight and systemic
insulin resistance due to chronic inflammatory condition
(Carobbio et al., 2011). Experimental data demonstrates
that Wistar rats can develop obesity when they are fed
with high-fat diets (Burneiko et al., 2006; Estadella et al.,

2004; Kretschmer et al., 2005). The intake of these high-
fat diets increases the total amount of body lipids, and
thus, raises the oxidative stress, which is strongly related
with inflammation (Brunetti et al., 2009; Pérez-Echarri et
al., 2009). The increase of body fat reserves stimulates
the macrophage infiltration into adipose tissue that could
activate a chronic inflammation cascade, which may

*Corresponding author. E-mail: marcosvidalmartins@yahoo.com.br.

Author(s) agree that this article remains permanently open access under the terms of the Creative Commons Attribution

License 4.0 International License
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expand to other tissues and cause several health
disorders (Alemany, 2013).

High-fat diets can affect the redox balance in the body
Fispecies (ROS) (Vial et al., 2011). On the other hand,
human and animal organisms have developed a very
effective antioxidant defense system, which mainly
consist of catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD),
glutathione peroxidase (GPX), and glutathione-S-
transferase (GST) enzymes. These enzymes co-operate
to protect cells from free radicals (Dominguez-Avila et al.,
2015).

In addition to the enzymatic antioxidant defense, there
are also highly conserved proteins that help in protecting
the body, such as heat shock proteins (HSP). Different
stimuli can interfere with the gene expression of these
proteins and could result in the intracellular accumulation
of denatured proteins. An increased gene expression of
the HSP 70 protein family generates an anti-inflammatory
effect, since these proteins down-regulate the Kappa
Beta Transcription Factor (NFkB). Consequently, some
inflammatory expression markers such as the tumor
necrosis factor alpha (TNF-a) and the interleukin 1 beta
(IL 1B) are inhibited (De la Fuente et al., 2015; Kim et al.,
2015).

Literature shows that the consumption of nuts has
beneficial effects on human health due to their nutritional
compenents. Nuts are rich in unsaturated fatty acids,
sulfur amino acids and minerals, such as selenium,
magnesium, manganese, zinc, iron and copper. At the
same time, they contain satisfactory levels of vitamin C
and E (Dominguez-Avila et al., 2015; Sabaté et al., 2010;
Serrano et al.,, 2007). The combined effects of these
acids, minerals and vitamins may influence specific
processes related to the regulation of cell differentiation,
DNA protection and inflammatory responses due to their
protective role in oxidative stress (Casas-Agustench et
al., 2009; Cassidy et al., 2014; Dominguez-Avila et al.,
2015; Gonzéalez and Salas-Salvadé, 2006; Ross, 2010;
Sabaté et al., 2010).

The vast Brazilian biome remains almost untouched
when it comes to nut extraction. Only the cashew and the
Paré nuts are commercially available. The “sapucaia” nut
(Lecythis pisonis Cambess) for human consumption
remains commercially unexplored, although some local
citizens consider it as the best Amazon nut (Clay et al.,,
2000). revious studies using “sapucaia” nuts conducted in
our laboratory have shown that their use in diets can
favor health. The composition of this nut makes it a
significant source of unsaturated fatty acids, proteins and
minerals such as manganese, magnesium, iron and
calcium. Besides, “sapucaia” serves as a potential
protective agent against different metabolic disorders
(Carvalho et al., 2012). Thus, the aim of the current study
is to verify the sapucaia nut ability to reduce oxidizing
agent production and to modulate the gene expression of
pro and anti-inflammatory molecules in the liver tissue of
Wistar rats fed with a high-fat diet.

MATERIALS AND METHODS
Plant

The “sapucaia” nuts used in the present study were collected from
five trees at the Federal University of Vigosa campus, which is
located In the Zona da Mata Mineira region (20°76'S and -
42°86'W), Southeastern of Minas Gerais State. Five fruits were
collected from each tree and ten nuts were taken from each of
them. The cument study uses information about the chemical
composition of these nuts indicated by Carvalho et al. (2012).

Animals and diets

The experiment followed the standards established by Law 11.794
and the CONCEA/MCTI! Regulatory Resolutions, 2008. The study
was approved by the Ethics Commitiee for Animal Experimentation
of Federal University of Vigosa (CEUA-UFV) (Protocol 77/2014).
Forty eight male albino rats (Rattus norvegicus, Wistar) were used
in the present experiment. The newly weaned animals were
obtained from the Central Animal Laboratory of the Biological
Sciences Center (CCB) at Federal University of Vigosa, Minas
Gerais State - Brazil. The weight of the animals was recorded and
they were, then, randomly allocated to eight groups, each with six
animals, and housed in individual cages with a controlled
environment under temperatures between 22 and 25°C and light-
dark cycle of 12 h per day Expenmental diets and water were
offered ad libitum either for 14 or 28 days Calculations were
performed to simulate the human standard consumption of three
nuts a day. The nutritional information of the “Sapucaia” nut (SAP)
was obtained by the study of Carvalho et al. (2012). A reference
intake of 2000 kcal per day, which corresponds to 4 65% of the total
calories of three Sapucaia nuts (93.08 kcal for three nuts), was
adopted; thus, the diets contained 4.65% of sapucaia nut.

The animals were fed with four different diets for 14 or 28 days,
as follows: Group 1, was fed with a standard diet (AIN-93G)
(Reeves et al., 1993); Group 2, was fed with the standard diet
supplemented with sapucaia nuts (24 g'kg; 4 65% of total calories)
(AIN-93G + SAP), although caloric density (3.95 kcal/g) remained
the same (Table 1); Group 3, was fed with a high-fat diet (HFD);
and Group 4, was fed with the high-fat diet supplemented with
sapucaia nuts (HFD + SAP) (52 2 g/kg; 4 65% of total calories),
although again the caloric density remained unaffected (6 92 kcal/g)
(Table 2). The rats had ad libitum access to the diets and water.
The diets were prepared weekly and stored at 4°C to prevent
oxidation. The animals were euthanized with ketamine (25 mag/kg
IM) and xylazine (2 ma/kg IM) at the end of each study period (14 ar
28 days), after fasting for 12 h. The liver tissue of the euthanized
animals was collected, frozen in liquid nitrogen and stored in an
Ultrafreezer (-80°C).

Gene expression

The total RNA extraction was performed in Trizol reagent
(Invitrogen, CA, USA) using 100 mg of liver tissue, according to the
recommendation of the manufacturer. The concentration and purity
were assessed in a spectrophotometer (Multiskan Go, Thermo
Scientific DE, USA) and the integrity of the mRNAs was checked
through agarose gel electrophoresis. The recovered mRNA was
treated with RNase-free DNase (Promega). The cDNA synthesis
was performed using the M-MLY Reverse Transcriptase kit
(Invitrogen, CA, USA), according to the protocol of the manufacturer.
cDNA was used to determine the expression of mMRNAs for the
markers TNF-a, NFkB, ZnSOD, HSP72 and the reference house
keeping glyceraldehyde-3-phasphate dehydrogenase (GAPDH)

83



Table 1. Diet compositions (g/1000 g of diet)

Ingredient AIN93G (g) AIN93G+Sapucaia
Caseine (81.50%) 200 192.2
Dextrinized starch 132 123
Saccharose 100 100
Soy oil 70 54
Microcrystalline cellulose 50 50
Mineral mixture 35 35
Vitamin mix 10 10
L-cystine 3 3
Coline 25 25
Sapucaia nuts - 294
Corn starch 397.5 400.9
Caloric density (kcal/g) 3.95 3.96

Table 2. High hat diet (HFD) compositions with sapucaia nuts (g/1000 g of diet).

Ingredient AIN93G (g) [HFD] AIN93G+Sapucaia (g) [HFD+SAP]
Ham pateé 222,22 215.7
Potato sticks 111.11 104.61
Bacon 111.11 104.61
Bologna 111.11 104.61
Sweet biscuit cornstarch 111.11 104.61
Chocolate powder 111.11 104.61
whole milk powder 111.11 104.61
Commercial Diet 111.11 104.61
Sapucaia nuts - 52.2
Caloric density (kcal/g) 6.94 6.92

gene.

The relative quantification of the gene expression was performed
through real-time polymerase chain reaction (QPCR) using the Sybr
Green Reagent 2X Master Mix (Applied Biosystems, CA, USA). The
final volume of each reaction was 10 pl: 2 pl of the cDNA, 0.8 pl of
the primers mixture (2.5 pM) (sense and antisense), 5.0 yl of 2X
Master Mix Sybr Green reagent and 2.2 pl of ultrapure water in
each tested gene. The used gPCR reaction protocol was: 15 min at
95°C, then 40 cycles at 95°C (15 s), 60°C (30 s) and 72°C (30 s)
followed by melting curve analysis. Samples were analyzed in four
biolagical repetitions and two technical repetitions and quantified in
independent runs.

The negative controls (NTC) were made in two technical
repetitions by replacing the cDNA samples by the same water
volume in the reaction. "AB Step One Real Time PCR System"
(Applied Biosystems) equipment was used to run the experiment
The relative quantification of the gene expression was analyzed
through the 2747 method (Livak and Schmittgen, 2001).

The pairs of oligonucleotides used to amplify the genes of interest
were. NFKB (p65) (Fw 5-CTTCTGGGCCATATGTGGAGA-3') and

(Rw 5-TCGCACTTGTAACGGAAACG-3), TNF-a (Fw5'-
GCCGATTTGCCATTTCATACC-3") and (Rw 5=
GGACTCCGTGATGTCTAAGTAG-3'), HSP 72 (Fw 5-
AGGCCAACAAGATCACCATC-3) and (Rw 5=
TAGGACTCGAGCGCATTCTT-3"), ZnSOD (Fw 5-

GAGCAGAAGGCAAGCGGTGAA-3) and (Rw 5'-
CCACATTGCCCAGGTCTC-3'), GAPDH (Fw 5'-
GGTTGTCTCCTGTCACTTC-3) and (Rw 5'-

CTGTTGCTGTAGCCATATTC-3"). The oligonucleotides were
designed based on the gene sequences of the Wistar Rattus
norvegicus found in the GenBank, using Primer 3 plus software.
The experiment followed the MIQE guidelines established for
studies that use the gPCR technique in real time (Bustin et al.,
2009).

Preparation of liver homogenate

Liver samples (200 mg) were collected from each rat and after their
thawing, were hamogenized in Tris-HCI 0.01 M buffer, pH 7 4 at the
ratio of 5 ml buffer per 500 mg of tissue and finally, centrifuged at
10.000 g for 15 min at 4°C. The supematants were used to
determine the total protein content, the superoxide anion dismutase
antioxidant activity, and hepatic lipid peroxidation

Enzymatic activity of the hepatic SOD

Superoxide dismutase (SOD) activity was determined in relative
units. Each SOD unit was defined by the amount of enzyme able to
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Table 3. Mean body weight gain, daily diet consumption and hepatosomatic index in the initial and final

stages of the freatment.

Group/Treatment Weight gain (g)

Daily diet consumption (g)

Hepatossomatic Index

14 days

AIN-93G 95.10+19.892
AIN-93G+SAP 96.85+16.46%
HFD 97.82+14.462
HFD+SAP 94.32+11.86%
28 days

AIN-93G 152.27412.45"
AIN-93G+SAP 160.89:8.14°
HFD 186.67+26.887
HFD+SAP 187.38+11.54°

26.60+7.02° 4.9£0.44°
29.54:4.36" 4.7£0.512
32.73£6.05° 4.7£0.622
25.4025.12" 4.6£0.717
26.56+ 6.24" 4.8£0.63%
30.21£7.23* 4.620.482
32.6219.39° 4.6£0.522
32.21+5.06° 4.7£0.73%

Means (n = 6) followed by different letters in the same column are statistically different (Tukey test, p <0.05). AIN-
936G, AIN-93G diet; AIN-93G + SAP, AIN-93G + sapucaia nuts diet; HFD, high-fat diet; HFD + SAP, high-fat diet +
sapucaia nuts diet, liver somatic index (liver's relative weight = liver weight / body weight).

inhibit 50% of the pyrogallol oxidation rate. The used reaction
medium contained 30 pl of liver homogenate and 15 ul of pyrogallol
24 mmol/L and 15 pl of catalase prepared with 2.4 mg in 2 ml of
distilled water. The volume was completed with Tris-HCI buffer 50
mi 270 pl up to 300 pl, pH 8.2 and 1 mM of EDTA. A standard
100% pyrogallol oxidation was conducted in 15 pl of catalase and
15 pyl of pyrogallol 24 mmol/L. The blank solution contained 15 pl of
catalase and 285 pl of the buffer. Initially, the readings were
performed at 420 nm absorbance. The reaction was then incubated
at 37°C for 5 min and the readings were performed again at 420
nm. The absorbance found before and after the 5 min incubation
was subtracted to minimize the presence of interferents. The results
were expressed as U SOD/mg of protein (Marklund, 1985)
Calculations were made based on the standard absorbance value,
by considering that such wvalue had zero SOD units. Protein
quantification was performed according to Bradford (1976) using a
standard curve, which was based on bovine serum albumin
callibration.

Hepatic lipid peroxidation analysis

This was conducted through the measurement of malondialdehyde
(MDA), which is produced by the oxidation of fatty acids through the
reaction of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) (Kohn
and Liversedge, 1944). The lipid peroxidation was measured by
means of a reaction containing 400 pl liver homogenate, 1 mi
trichloroacetic acid (20%) and 400 pl thiobarbituric acid (1.6%). The
mixture was incubated at 95°C for 1 h, 1.6 ml n-butanol was added
and it was then centrifuged at 3000 rpm/10 min. The reading was
performed at 510, 532, and 560 nm. Equation proposed by Pyles et
al. (1993) was used to calculate the final values in order to minimize
interferences from pigments of heme in the hemoglobin in the MDA
dosage:

MDAs32=1.22[(Asga2) — (0.56) (Asio) + (0.44) (Asen)]

Malondialdehyde concentration was determined through the
coefficient of molar absorptivity E 0 = 1.56 % 105 L mol™" em
(Buege and Aust, 1978) and the results were expressed in nmoles
of MDA per mg of protein.

Statistical analysis

ANOVA analysis was performed to assess the distribution of
variables in the experiments. It was followed by the Tukey test
(Graphpad Prism 5) in all treatments. The significance level was
95%, p <0.05. The results were expressed as mean * standard
deviation. The comparisons were conducted between the AIN-93G
and AIN-93G groups + SAP and between HFD and HFD + SAP
groups by considering the caloric density difference between the
administered diets

RESULTS
Weight gain and diet consumption

Weight assessments comparing animals subjected to
HFD/HFD + SAP and those fed with AIN-93G/AIN-93G +
SAP showed that the weight gain of animals was
significantly different after 28 days of treatment. Daily
feed intake per animal was higher in the HFD group at
day 14 and lower in the AIN-93G group at day 28 of the
experiment compared to the other groups (Table 3).

Lipid peroxidation values and antioxidant activity

Lipid peroxidation (MDA) values and the antioxidant
activity expressed in SOD units (Table 4) were
determined with the intention to assess the impact of the
high-fat diet on the oxidative stress in the liver of rats and
to discover the possible protective effect of sapucaia nut
supplementation. All groups treated with “sapucaia” nut-
enriched diets showed lower MDA concentration
compared to the other groups in both tested diets (HFD
and AIN-93G).MDA level measurements showed that the
AIN-93G diet had similar values at days 14 and 28 of the
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Table 4. Means of the hepatic malondialdehyde (MDA) concentrations (nmol MDA / ma
STP) and superoxide dismutase units (SOD) (U SOD/mg LWA) at the 14th and 28th day
in each diet (AIN-93G, AIN-93G + SAP, HFD, HFD + SAP) administered to the animals.

MDA sSOD
Group

14 days 28 days 14 days 28 days
AIN-93G 1.10 £0.04* 1.16+0.02* 8.10+0.44™ 8451072
AIN-93G+SAP 0.62+0.05® 1.03+0.03%® 11.78 £ 1.14®  13.65 £ 0.50%°
HFD 1.39£0.01°¢ 1.72+0.05° 6.30 £ 0.48%"  10.35+ 047
HFD+SAP 0.65+0.05"® 0.96+0.02% 14.28 +0.81" 14.86 £ 0.62%

Means (n=6) followed by different letters in the same column are statistically different (Tukey
test, p <0.05). AIN-93G, AIN-93G diet; AIN-93G + SAP, AIN-93G + sapucaia nuts diet, HFD,
high-fat Diet; HFD + SAP, HFD + sapucaia nuts diet, PTN - Proteins.

experiment, although a significant increase in the MDA
levels was observed in the other groups. The antioxidant
enzyme activity expressed in SOD units was significantly
higher in the sapucaia supplemented groups both at days
14 and 28.

Antiinflamatory and antioxidant

expressions

hepatic gene

Relative mRNAs gene expression was determined to
help understand the effects caused by the inclusion of the
“sapucaia” nuts in the diets. The experiment compared
the diets with or without sapucaia nuts to find the genes
involved in the inflammatory process and the hepatic
antioxidant activity by real time RT gqPCR (Figure 1). The
gene expression of TNF-a was lower in animals fed with
the sapucaia nuts than in those of the controls. There
were no significant differences in both AIN-93G + SAP
and HFD + SAP in the TNF-a gene expression in all
treatment periods.

It was also observed that the gene expression of the
NFkB (p65) was significantly lower in the group of rats
that consumed the diets supplemented with “sapucaia”
nuts. The gene expression of ZnSOD, in turn, was
relatively higher in sapucaia supplemented groups than in
the controls.

There was also an increased gene expression in the
hepatic HSP72 gene in both diets. However, the HFD +
SAP showed more significant amounts.

DISCUSSION

High-fat diets administered to rats can induce
inflammation and oxidative stress (Burneiko et al., 2006;
Brunetti et al., 2009; Estadella et al., 2004; Kretschmer et
al., 2005; Pérez-Echarri et al., 2009; Scoaris et al., 2010).
Rats fed with the hyperlipidic diet (HFD) did not show a
significantly higher hepatosomatic index (HIS; relative
liver weight) compared to the other groups. Sapucaia

dietary supplementation and the duration of the
experiment appeared not to affect HIS value. Although,
diets enriched with “sapucaia” nuts did not have any
effect on weight gain and on HSI, our findings showed
that sapucaia enrichment contributed in the prevention of
the redox imbalance caused by high-fat diets due to its
interference in both the MDA concentrations and in the
SOD enzyme activity. As it was expected, more oxidizing
agents in animals fed with high-fat diet were observed.
However, this negative effect was diminished after
sapucaia supplementation as shown by the significant
increase in the SOD activity and of the decrease in MDA
values.

Carvalho et al. (2012) showed that 100 g of sapucaia
nuts cover the daily needs for manganese and
magnesium and the half of them for iron, according to the
reference values. Other studies using “sapucaia” nuts
found high magnesium, iron, selenium and phosphorus
concentration levels (Kerdell-Vargas, 1966; Souza et al.,
1996; Vallilo et al., 1999), as well as a desired protein
digestibility (Denadai et al., 2007). Such findings about
the nutritional value of the the sapucaia nut (L. pisonis),
reinforce the hypothesis that are several benefits in the
metabolism of animals fed with the sapucaia enriched
diets.

The enzyme system is the first line of antioxidant
defense of the organism. The constituents of the nuts
assaciated with the gene stimulation of the enzymes can
play an important role as exogenous antioxidants, such
as tocopherol, ascorbate, carotenoids, and phenolic
compounds, due to their mineral components. This set of
nutrients can cause many benefitial health effects against
metabolic disorders such as obesity and diabetes
(Borges and Lessa, 2015; Casas-Agustench et al., 2009;
Cassidy et al, 2014; Dominguez-Avila et al., 2015;
Fernandes et al, 2015; Shahidi and Ambigaipalan,
2015).

The liver has multiple functions and is directly involved
in the oxidative processes (Rodriguez-Hernandez et al.,
2013; Stadler et al., 2004). Changes in the hepatic redox
balance can interfere in the translocation of proteins
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Figure 1. Averages of the mRNA relative gene expression (calibrator sample, y=1) of TNF-a (A), ZnSOD (B), NFkB (p65) (C) and
HSP-72 (D) byqPCR for the animals fed with AIN-93G + SAP and HFD + SAP for 14 and 28 days. Means followed by different letters
{lowercase for AIN-93G and capital to HFD) are significantly different according to the Tukey's test (p<0.05).

sensitive to oxidative stress from the cytoplasm to the cell
nucleus (Cassidy et al., 2014; Maritim et al., 2003; Sadi
et al., 2008). Thus, the oxidative stress induced by high-
fat diets tends to increase the gene expression of TNF-a
and NFkB (p65), as a response to the process triggered
by the oxidative imbalance associated to the high content
of saturated fatty acids. In addition, the HSP70 HSP
family is also affected by the oxidative stress caused by
dietary fats (Jangale et al., 2013; Lightfoot et al., 2015;
Yaglom et al., 2003; Gabai and Sherman, 2002).

There has been a significant difference in the HSP-72
gene expression between rats treated with both HFD and
HFD + SAP and those fed with AIN-93G and AIN-83G +
SAP. Rats treated with the sapucaia nut-enriched diets
showed significantly higher HSP-72 gene expression
than those fed just with the control diets (HFD and AIN-
93G), except AIN-93G at day 28. As it is concluded,
“sapucaia” nut could play an important role in the
modulation of this gene expression. The HSP-72 is part
of the HSP-70 proteins family, which inhibits NFkB (p65)
activation by reducing the production of pro-inflammatory
cytokines (Dokladny et al., 2010; Shi et al., 2006; Tanaka

et al., 2014). Therefore, increased HSP-72 expression
seen in groups fed with the sapucaia nuts-enriched diets
(HFD + SAP and AIN-93G + SAP) could be correlated
with the decrease in the NFkB activation cascade activity
(pB5).

There is an interaction of NFKB signaling cascade (p65)
with the TNF-a gene expression, since TNF-a is a pro
inflammatory agent and can be activated by the NFkB
(p65) protein (Dokladny et al., 2010; Tanaka et al.,
2014). As it was shown in the present study, there was a
decrease in the TNF-a gene in animals fed with HFD +
SAP compared to the HFD group. Higher ZnSOD gene
expression was observed in all groups treated with
sapucaia nuts-enriched diets, in addition to all the
aforementioned findings. It allows inferring that the
presence of these nuts in the diets played an important
role, since the gene expression of this enzyme was
higher in the HFD + SAP than in the HFD.

The correlation between saturated fat acids
consumption and oxidative stress is not simple, because
there are many biochemical mechanisms invelved. Thus,
saturated fat acids consumption can increase oxygen
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consumption and generate other oxidizing molecules
(Dandekar et al., 2015; Hybertson et al., 2011; Seifert et
al., 2009). However, our results showed increased
antioxidant and anti-inflammatory capacity due to the
lower gene expressions of TNF-a and NFkB. These
findings reinforce the hypothesis that dietary antioxidants
are particularly important for protection against chronic
diseases. Finally, the sapucaia nuts could serve as a
potential antioxidant source and their protection is
profound even in animals fed with high-fat diets.

Conclusion

The sapucaia nut dietary supplementation stimulated the
enzymatic activity of SOD and reduced lipid peroxidation
values in the hepatic tissue of rats fed with high-fat diets.
These results were confiirmed by the observed
differencies in the expression of genes directly involved in
the metabolic processes. ZnSOD enzyme and HSP72
protein expressions were significantly higher in rats fed
with the sapucaia nuts-enriched diets. Diet enriched with
sapucaia nuts was found to influence the gene
expression of the inflammation markers TNF-a and
NFkB; reduction in their expression levels can be linked
with the increased antioxidant activity, since these
parameters are related. Further studies on sapucaia must
be conducted in order to assess the impacts of its
consecutive use as food, since is rich in nutrients and
could have beneficial effects on health status.
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