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RESUMO

WAUGHON, Tonye Gil Matos, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2015.
Morfometria do figado e parametros bioquimicos sanguineos de ratos wistar
alimentados com dietas contendo a¢aDrientador: Paulo Cesar Stringheta. Coorientadores:
Tania Toledo de Oliveira e Sérgio Luis Pinto da Matta.

O acai € um fruto tipico da Amazoénia que possui elevado teor de compostos fendlicos, fibras
dietéticas e lipidios e a propor¢cédo desses componentes sofrem alteracdes de acordo com a
regido, época do ano e outros fatores. Neste estudo foi realizada a caracterizagéo fisico-
quimica e atividade antioxidante do acai e a avaliacdo do efeito de seus componentes nos
parametros sanguineos de ratas alimentadas com dieta hipercolesterolémicas e néao
hipercolesterolémicas, além do estudo histolégico do tecido hepatico desses animais. Os
frutos de acai utilizados no experimento foram coletados no més de junho nas llhas das
Oncas, Municipio de Barcarena, Para. A composicdo centesimal foi determinada, avaliando-
se os teores de umidade, cinzas, lipideos, proteinas e carboidratos. A determinacdo de
fendlicos totais foi realizada de acordo com metodologia de Folin-Ciocalteau. As analises
qualitativa e quantitativa das antocianinas do fruto foram realizadas por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). O ensaio in vivo foi realizado com 54 ratas divididas e

9 grupos onde o primeiro grupo (C), recebeu somente a racdo comercial. O segundo grupo
(CC), recebeu a racado comercial adicionada de 1% de colesterol e 0,1% de acid@®coalico.
grupo E, recebeu a racdo comercial adicionada de 1% de colesterol e 0,1% de @&cido cOli
mais 10mg de estatina por Kg de massa corporal. Os grupoe As receberam a racéo
comercial adicionada de 2,5 e 5% de acai, respectivamente. Os grupese A
receberam a racdo comercial adicionada de 1% de colesterol, 0,1% de acido cdlicee 2,5%
5% de acai, respectivamente. Os grupos -RE+- REFs receberam a racdo comercial
adicionada de 1% de colesterol, 0,1% de &cido colico e 2,5% e 5% do residuo obtido da
extracdo de compostos fendlicos do acai. ApoOs trinta dias de experimento, os animais foram
eutanasiados através da retirada total do sangue que foi utilizado para a realizacao das analises
de colesterol total, colesterol-HDL, triacilgliceréis, creatinina, AST, A&-GT, albumina e
proteinas totais. Os fragmentos de figado foram utilizados para determinacéo da atividade de
marcadores de estresse oxidativo superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), além de
estereologia e histomorfometria do tecido. As Comparacdes entre os grupos foram feitas

utilizando dois planejamentos experimentais: 0 primeiro com 0s grupos, C, £5CAs
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ACys5 e AG o0 segundo com os grupos C, CC, E,»ACACs RER5 e REFs. usando o
programa Statistica (ANOVA/MANOVA), através do teste de Student-Newman-Keuls (SNK)
significancia estatistica de 10%. A polpa de acai utilizada no experimento apresentou teor de
proteinas de 1,06%, lipidios de 4,85%, carboidratos totais 4,90%, cinzas 0,47% e 88,7% de
umidade. O teor de compostos fendlicos do fruto foi de 2088,3 mg/100b.s, sendo que
522,2mg/100g b.s s&o antocianinas. A quantidade de cianidina 3-O-rutinosideo (59,07%) foi
superior ao teor de cianidina 3-O-glucosideo (40,93%). Para o primeiro planejamento
experimental do ensaio in vivos dados sanguineos mostraram que a adicéo de 2,5% de acai
na ragao hipercolesterolémica provocou a diminuigdo do colesterol total dos animais e houve
redugdo do colesterol-LDL nos animais alimentados com dieta hipercolesterolémica
adicionadas de acai. O acai provocou a reducdo dos triacilglicerdis nos animais alimentados
com dieta sem colesterol. Ndo houve diferenca significativa entre todos os grupos, para os
parametros sanguineos AST, ALT e GGT, assim como para a atividade das enzimas SOD e
CAT do tecido hepéatico. Os parametros histomorfométricos mostraram que o acai provocou
diminuicdo de goticulas de gordura no tecido hepético em animais alimentados com dietas
hipercolesterolémicas. Para o segundo planejamento experimental, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos para indice hepatossomatico, ALT, AST. Todos 0s grupos, com
excecdo do grupo AL apresentaram valores de colesterol total menores que o grupo CC.
Todos os grupos apresentaram valores de colesterol-LDL iggaorgrupo CC. N&ao houve
diferenca significativa entre todos os grupos para colesterol-HDL. Os componentes do acai
nao diminuiram a atividade das enzimas SOD e CAT. Os animais que receberanomacao c
2,5% de acai apresentaram didmetro do nucleo e volume nuclear dos hepatécitos menores que
os demais grupos. Nao houve diferenca significativa nos percentuais de macréfagos e vasos
sanguineos. O acai provocou a diminuicdo de goticulas de gordura no tecido hepatico. Os
percentuais de goticulas de gordura dos animais que receberam o residuo da extracdo de
compostos fendlicos nao diferiram do grupo CC. A suplementacao de 2,5% de acai foi eficaz
na diminui¢cao do colesterol total, colesterol-LDL e goticulas de gordura no tecido hepético.
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ABSTRACT

WAUGHON, Tonye Gil Matos, D.Sc., Universidade Federal de Vi¢cbsayuary,2015. Liver
morphometry and blood biochemical parameters of Wistar rats fed dies containing acai.
Adviser: Paulo Cesar Stringheta. Co-Adviser: Tania Toledo dei@ligad Sérgio Luis Pinto da
Matta.

Acai is a typical Amazonian fruit that has high content of phenolic compounds, lipids and
dietary fiber and the proportion of these components are altered according to region, time of
year and other factors. This study determined the physical-chemical characterization and
antioxidant activity of acai and evaluation of the effect of acai components in blood
parameters in rats fed hypercholesterolemic and hypercholesterolemic diet not, beyond the
histological study of the liver tissue of these animals. The study was conducted with the pulp
obtained by macerating fruit acai collected in June in the llhas das Oncgas, Para. The chemical
composition was determined by evaluating the moisture, ash, lipids, proteins and
carbohydrates. The determination of total phenolic was performed according to Folin-
Ciocalteau method. The qualitative and quantitative analysis of anthocyanins were held in
High Performance Liquid Chromatograph (HPLC). The in vivo test was conducted with 54
rats divided into 9 groups. The first group (C) received only the commercial feed. The second
group (CC) received a commercial diet added with 1% cholesterol and 0.1% cholic acid. The
group E received a commercial diet added with 1% cholesterol and 0.1% cholic acid and 10
mg of statin per kg body weight. The #eAs groups received a commercial feed added 2,5 to
5% acai, respectively. The Ag@and AG groups received a commercial feed added with 1%
cholesterol, 0.1% cholic acid and 2.5% and 5% acai, respectively. Thes REFs groups

and received a commercial diet added with 1% cholesterol, 0.1% cholic acid and 2.5% to 5%
of the residue obtained from extraction of phenolic compounds acai. After thirty days of the
experiment, the animals were euthanized by complete withdrawal of the blood that was used
for the analyzes of: total cholesterol, HDL cholesterol, triglycerides, creatinine, AST0ALP,

GT, albumin and total protein. . Liver fragments were used for determining the activity of
oxidative stress markers superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT), and
histomorphometry and stereology tissue. The comparisons between groups were made using
two experimental designs: the first consisting of the groups, C, €€ ,A8, AC>5 ACs and

the second group C, CC, E, A§ ACs, RER sand REKE using Statistica software (ANOVA /
MANOVA) through the test Student-Newman-Keuls (SNK) 10% statistical significance. The
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aai pulp used in the experiment had a protein content of 1.06%, 4.85% lipids, total
carbohydrates 4.90%, ash 0.47% and 88.7% moisture. The content of phenolic compounds
was 2088.3 mg / 100b.s, and 522,2mg / 100g bs are anthocyanins. The amount of cyanidin 3-
O-rutinoside (59.07%) was higher than the content of cyanidin 3-O-glucoside (40.93%). For
the first experimental design, blood data showed that the addition of 2.5% acai in
hypercholesterolemic diet caused a decrease in total cholesterol of animals and there was a
reduction of LDL-cholesterol in animals fed with hypercholesterolemic diet added acai.
Among the groups fed cholesterol-free diet were reduced in triacylglycerols in the groups
receiving acai in their diets. There was no significant difference between all groupisofbr
parameters AST, ALT, GGT, as well as the activity of enzymes SOD and CAT of liver tissue.
Acai promoted reduction of fat droplets in liver tissue in animals fed hypercholesterolemic
diets. For the second experimental design, there was no significant difference between groups
for hepatossomatic index, ALT, AST. The groups receiving the acai components not had total
cholesterol levels lower than the CC group. All groups, except foy gxGup, had total
cholesterol values less than the CC group. All groups had LDL-cholesterol values lower than
the CC group. There was no significant difference between the groups for HDL-cholesterol.
The acai components not decreased the activity of SOD and CAT enzymes. Animals that
received feed with 2.5% acai showed nuclear diameter and nuclear volume of hepatocytes
smaller than the other groups. There was no significant difference in the percentage of
macrophages and blood vessels. Acai caused the decrease of fat droplets in the liver tissue.
The percentages of fat droplets of animals that received the residue of extraction of phenolic
compounds did not differ CC group. Supplementation of 2.5% acai was effective in reducing
the total cholesterol, LDL-cholesterol and fat droplets in the liver tissue.
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1 INTRODUCAO

A populacdo mundial vem sofrendo aumento no namero de ocorréncias de doencas
cronicas nado transmissiveis (DCNT), tais como dislipidemias, hipertensdo, diabetes,
aterosclerose entre outras, e muitos desses problemas sédo agravados ou sao em consequénc
de uma alimentacao inadequada (MOLLET e ROWLAND, 2002).

Dietas ricas em gorduras saturadas e colesterol podem provocar a dislipidemia, que é
caracterizada pela elevacéo do colesterol total, colesterol-LDL e triacilglicerdis associada com
a diminuicdo de colesterol-HDL no sangue (ANSTEE e GOLDIN, 2006). O figado, por ser
responsavel pela degradacdo de acidos graxos, sintese de triacilglicerdis, sintese de outros
lipideos, especialmente colesterol e fosfolipideos, € um dos 6rgdos mais afetados por essa
alteracéo no perfil lipidico sanguineo.

Entre as doencas que podem acometer o figado em funcéo de dietas inadequadas esta
Doenca Hepatica Gordurosa Nao-Alcoolica (DHGNA) que é definida como um acumulo de
lipidios no citoplasma de hepatdcitos, sobretudo de triacilgliceréisa prevaléncia eleva-se
substancialmente com o aumento do indice de massa corporal (IMC) e é agravada pelo
estresse oxidativo podendo evoluir a inflamacdes hepaticas (FUJITA et al., 2011).

O estresse oxidativo, definido como um desequilibrio entre a producdo de espécies
reativas e a capacidade dos sistemas de defesa antioxidante em neutraliza-las e prevenir seu:
efeitos negativos, tem implicacdes negativas nas células promovendo alteracbes nos
componentes celulares (SIES, 1986).

O sistema de defesa antioxidante do organismo, que tem a fungdo de impedir ou
minimizar os efeitos negativos dos radicais livres, € composto por um conjunto de enzimas e
por uma grande variedade de substancias antioxidantes obtidas por meio dedieta.
essas substancias estdo os polifendis, que tém recebido grande atencdo por estarem
amplamente distribuidos nos vegetais e por apresentarem propriedades antioxidantes e
hipolipidémicas (KOSHI, 2001).

Os polifendis estdo presentes em grande quantidade no acai, fataépAmazénia e
que, em funcéo do seu excelente valor nutritivo e energético, vem d¢andaig se consolidando
no mercado nacional e internacional. O agai possui alta dapacantioxidante em fung&o das
antocianinas presentes, que representam cerca de 30% dos compostas feadiito ROGEZ
etal, 2011



O acai possui outros componentes, além dos polifendis, capazes de promover a reducao do
colesterol sanguineo, como os acidos graxos insaturados e as fibiisadiétéracao lipidica
corresponde a, aproximadamente, 9% da parte comestivel do fruto sendo composta de 11,1%
de &cidos graxos poliinsaturados, 60,2% de acidos graxos monoinsaturados e 28,7% de acidos
graxos saturados. As fibras dietéticas representam, em média, 5,9% da polpa do fruto, séo a
maioria (5,1%), fibras insollveis. As proporcdes desses componentes sofrem grandes
variacbes em funcdo de varios fatores, como estagio de maturacdo do fruto, época do ano e
localizagéo (ROGEZ, 2000).

Estudo recente realizado por Sousa et al (2009), com ratas alimentadas durante 6
semanas com dieta hipercolesterolémica e acai, concluiu que o acai aumenta a capacidade
antioxidante e combate a hipercolesterolemia dos animais.

Em funcéo das propriedades apresentadas pelos componentes do acai, esse fruto pode
ser um grande aliado no combate ao estresse oxidativo, a dislipidemias e problemas hepéaticos
gue estdo se tornando cada vez mais frequentes em funcdo dos novos habitos alimentares

adotados pela sociedade.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito dos componentes do acai na reduighoolesterol sanguineo e nos
parametros plasméticos de lesbes hepéticas, além de avadifeitos desses componentes no
tecido hepético de animais alimentados com dieta hipercolesteralénei né&o
hipercolesterolémica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar a caracterizacao fisico-quimica do fruto;

- Quantificar e identificar as principais antocianinas presente nopffoutoLAE;

- Avaliar a capacidade antioxidante dos compostos fendlicos do acai;

- Avaliar o efeito de diferentes quantidades de acai (2,5 e 5%grfiblipidico e nos
parametros plasmaticos de lesdes hepética de animais atioeentan dieta hipercolesterolémica
e nao hipercolesterolémica.

- Avaliar o efeito dos componentes do acai na atividade dasanzelacionadas ao
estresse oxidativo.

- Comparar o efeito do acai integral e do residuo da extracdo de cosrigostiicosno
perfil lipidico e nos parametros plasméaticos de lesGes hepatieasie de animais alimentados
com dieta hipercolesterolémica e nao hipercolesterolémica.

- Avaliar através do estudo morfométrido figado os efeitos causados pela ingestdo
diaria de diferentes doses de ac¢ai em animais alimentadadietas) hipercolesterolémicas e nao

hipercolesterolémicas.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 EUTERPE OLERACEA

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.)) € uma palmeira tipica da Amazonia, com
bastante diversidade genética e que ocorre espontaneamente no Brasil nos estados do Amapé
Para, Maranhdo,Tocantins e Mato Grosso (GUERRA et al., RBING et al., 2010; SUN et
al., 2010).

As maiores e mais densas populagdes espontaneas sao encontradas no estuério do rio
Amazonas, na Amazonia oriental brasileira, devido as condi¢cdes elevadas de temperatura,
chuva e umidade relativa do ar. Ocupam com maior frequéncia terrenos que, em funcéo do
fluxo e refluxo das marés, estdo submetidos a inundacdes periddicas (ROGEZ, 2000)

Entre as espécies nativas do Brasil, as mais importantes sdo Euterpe pleracea
Euterpe eduli® Euterpe Precatéria. A E. olerachtart., € constituida botanicamente de
duas variedades, distintas pela coloracdo dos frutos quando maduros: violacea e verde. Possui
uma caracteristica que a distingue de outras espécies do mesmo género, que é a sua formacax
em troncos multiplos (chamadas de touceiras), podendo-se retirar brotacdes da base do estipe
para a producdo de mudas. Seu caule possui de 15 a 25cm de didmetro e altura média de 12n
(NOGUEIRA et al, 2005).

O acaizeiro possui grande importancia socio-econémica na regido amazonica devido
0 seu potencial de aproveitamento. Do caule é retirado o palmito, suas folhas séo utilizadas
para cobrir casas de ribeirinhos, os carog¢os dos frutos séo utilizados na producéo de artesanata
e a utilizagéo do fruto como base da alimentagdo (ROGEZ, 2000).

Além da importancia para os ribeirinhos, o acai contribui para o aguecimento da
industria no estado do Para, pois segundo a secretaria de Agricultura do Estado, em 2010 a
producdo de acai foi de 700.000 toneladas (areas extrativistas e plantadas), o equivalente a
88% da producéo nacional, fazendo do Estado do Par& o maior produtor e exportador do fruto

no Brasil, tendo como principais mercado paises da Europa, EUA e Japéao.

3.2 O ACAI

Fruto do agaizeiro, o acai, € uma drupa globosa, com didmetro variando entre 1cm e

2cm e pesando, em média, 1,5g. Dependendo do tipo, 0 epicarpo pode ser roxo ou verde, na
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maturacdo. O mesocarpo, com cerca de 1mm de espessura, € polposo, envolvendo um
endocarpo volumoso e duro que possui a mesma forma do fruto e contém em seu interior uma
semente, com embrido pequeno e endosperma abundante e ruminado (OLIVEIRA et al.,
2007).

A parte comestivel do fruto (polpa com casca) representa, aproximadamente, 26% do
mesmo, apresentando variacdes acentuadas em funcao de varios fatores. Os frutos podem se
colhidos durante o ano todo, porém sua maior producédo encontra-se no periodo nao chuvoso,
gque na regido amazobnica, estda compreendido entre os meses de agosto e dezembro
(LICHTENTHALER et al., 2005).

3.2.1 Processamento do acai

O principal produto derivado do fruto do agaizeiro, é a bebida chamada de acai, que é
obtida através do atrito dos frutos em maquina despolpadeira apropriada. A partir da bebida
sao elaborados diversos produtos como sorvetes, licores, doces e cremes.

O processo de obtencao da bebida (e da polpa de acai) consiste em imergir o fruto em
agua aquecida por um determinado tempo, com a finalidade de amolecer o mesocarpo antes
do despolpamento. Em seguida € realizado o despolpamento em despolpadeiras especificas
para o fruto, com ou sem adi¢cdo de agua. A classificacdo da bebida acai é realizada em funcao
do teor de solidos do produto, que varia de acordo com a quantidade de agua adicionada
durante o despolpamento, assim como a origem do fruto (OLIVEIRA et al, 2007)

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
(BRASIL, 2000) o produto acai é classificado em fungéo da adi¢cdo ou ndo de agua e de seus
guantitativos, em:

- polpa de acai: polpa extraida sem a adicdo de agua e sem filtracao;

- acai grosso ou especial: polpa extraida com a adicdo de agua e teor de solidos
superior a 14%;

- acai médio: polpa extraida com a adicao de agua e teor de sélidos entre 11 e 14%;

- acai fino ou popular: polpa extraida com adicdo de 4gua e teor de sélidos entre 8 e
11%.

A origem dos frutos, a temperatura e o tempo de imersdo, durante a etapa de

amolecimento, influenciam significativamente no teor de sélidos obtidos no despolpamento,
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podendo ter variagbes de 30% no rendimento do produto. O tempo de batida na etapa de

despolpamento também é uma variavel critica no processamento da bebida. Com o aumento
do tempo de exposicdo do fruto na maquina despolpadeira, obtém-se uma separacdo mais
eficiente da polpa e do caroco, porém, tempos superiores a 5,5 minutos de batida, provocam a
liberacdo de taninos dos carogos para a bebida, conferindo um gosto amargo, o que deprecia a
qualidade sensorial do produto (OLIVEIRA et al., 2007

3.2.2 Composi¢ao quimica do acai

A composicdo quimica do fruto possui resultados discrepantes, o que pode ser
explicado pela alta variabilidade genética do acaizeiro e pelo periodo de coleta dos frutos, mas
em geral, a polpa de acai possui um valor calérico de 262kcal/100g sendo determinado,
basicamente, pelo elevado conteudo de lipidios, hajaasstaixas quantidades de acUcares
totais (ROGEZ, 2000).

A quantidade de acUcares totais do acai € de, aproximadamente, 2,96% da matéria
seca, ou seja, na bebida natural os teores sdo ainda muito menores, ndo servindo como fonte
desse componente para obtencdo de energia. Os principais acucares encontrados sao glicose
frutose, representando 98% dos aclcares. A sacarose é encontrada em quantidades muito
pequenas e ndo ha presenca de amido no fruto (OLIVEIRA et a), 2007

A polpa de acai possui alto teor de lipidios com grande qualidade nutricional. Essa
fracdo lipidica é composta de, aproximadamente, 13,3% de &cidos graxos poliinsaturados,
60,6% de acidos graxos monoinsaturados e 26,1% de acidos graxos saturados. Os acidos
oleico (56,2%) e palmitico (24,1%) séo os &cidos graxos predominantes. Sdo encontrados
também esteroides, entre os quais se destacam [-sitosterol, stigmasterol, 5-avenasterol e
campesterol (SCHAUSS et al.,2006

Além do alto teor de lipidios, a polpa de acai também é um alimento rico em fibras
dietéticas e em minerais, principalmente em potassio, célcio, fésforo, magnésio e ferro e em
vitaminas E e B. As fibras constituem em média 5,9% da polpa de acai, sendo a maioria
(5,1%) de fibras insollUveis. Em base seca o teor de fibras é de aproximadamente, 34,19/100g
de b.s (ROGEZ, 2000).

Entre os importantes componentes do acai, um grupo vem recebendo maior destaque
nos ultimos anos: os compostos fendlicos. Em fungdo da capacidade antioxidante dos

polifendis, varios estudos estdo sendo realizados com o acai, devido o elevado teor desses
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compostos no fruto. Entre os compostos fendélicos do acai, as antocianinas sdo as substancias
encontradas em maior quantidade (PACHECO-PALENCIA et al., 2009).

O teor médio de antocianinas nos frutos do acai € de 440 mg/kg do fruto, que
representa aproximadamente 1% da matéria seca do fruto. Desta forma a ingestdo de um litro
de acai com 12,5% de matéria seca, fornece 1,28 g de antocianinas, em média. Duas
antocianinas sdo predominantes nesse fruto: a cianidina-3-glicosidio e a cianidina-3-
rutinosideo (ROGEZ, 2000). Outras antocianinas sdo encontradas em menor quantidade como
a peonidina-3-glicosidio e a peonidina-3-rutinosideo (SCHAUSS et al.,2006).

Lichtenthaler et al. (2005), realizaram determinacdes de antocianinas do acai
coletados das mesmas palmeiras em anos diferentes e obtiveram valores que variaram entre
88 a 211 mg/L.

Outros compostos fendélicos como acido ferrdlico, epicatequina, acido p-hidroxi
benzoico, &cido galico, catequina, acido elagico, &cido vanilico e acido cumarico, também séo
encontrados no acai em concentracdes que variam entre 17 e 212 mg/L. (PACHECO-
PALENCIA et al., 200Y.

3.3 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos ou polifendis sdo os antioxidantes mais abundantes da dieta
humana. Sao definidos como substancias que possuem um anel aromatico com um ou mais
substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais. Estdo presentes nos vegetais na
forma livre ou conjugados a acucares e proteinas (KING e YOUNG, 1999).

O teor de compostos fendlicos totais encontrados em um mesmo tipo de vegetal
depende de vérios fatores, como: época de crescimento, variedade, condi¢des climéticas e
ambientais, localizacao geogréfica e praticas agronémicas; quando se leva em consideracao o
tratamento da amostra, fatores como luz, temperatura e método de extracao, também podem
provocar alteracbes no teor desses constituintes (BENVENUTI et al.,2004;
KAPASAKALIDIS et al., 2006).

Estas moléculas sdo metabdlitos secundarios das plantas e podem ser classificados em
diferentes grupos, de acordo com a sua estrutura, em acidos fendlicos (ndo flavondides) e
flavondides (ANDERSEN e JORDHEIM, 2006).

A classe dos nao-flavondides ndo apresenta uma estrutura basica em comum e,

portanto, € uma classe muito heterogénea, sendo composta por acidos fendlicos (acido
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benzadico, acido hidroxicindmico e seus derivados), ligninas, lignanas, suberinas, estilbenos e
taninos hidrolisaveis (CHEYNIER, 2005). Segundo Pacheco-Palenca et al. (2009), o acido
ferrdlico € o composto fendlico ndo-flavondide mais abundante no acai.

A classe dos flavonoides caracteriza-se por apresentar uma estrutura basica comum de
dois anéis aromaticos unidos por um nucleo flavano constituido de trés carbonos e um
oxigénio (Figura 1). O grau de oxidacao e o padrdo de substituicdo do anel C, heterociclo,
definem as classes de flavonodides e dentro destas, o padrdo de substituicdo nos anéis A e B

determinam os compostos especificos (RHODES,1996).

Figura 1- Estrutura geral dos flavonoides. Fonte: MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002.

As principais classes de flavondides encontradas em vegetais utilizados alimenticios
sao as flavonas, flavanodis e antocianinas (RHODES, 1996; SHAHIDI e NACZK, 2004). No
acai, as antocianinas sdo os flavonoides mais abundantes do fruto (POZOINSFRAN,
BRENES, TALCOTT, 2004).

3.3.1 Capacidade antioxidante de compostos fendlicos

Os compostos fendlicos possuem importante papel na prote¢cao do organismo contra 0s
efeitos prejudiciais dos radicais livres, protegendo desde o codigo genético (DNA) aos
lipidios e, desta forma, podendo inibir as etapas iniciais de processos carcinogénicos
(SCHLESIER et al., 2002).

A capacidade antioxidante desses compostos esta na facilidade com que um atomo de
hidrogénio, de um grupo hidroxil aromatico, pode ser doado a um radical livre. Alguns
flavonodides podem agir como antioxidantes pela reacdo direta com radicais para formar
produtos menos reativos. Ja outros flavonoides, séo fortes inibidores de certas enzimas
metabolicas que geram como produtos radicais livres, tais como cicloxigenase, lipoxigenase,
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monoamina oxidase e xantina oxidase (HIGDON e FREI, 2003; AGUILAR-GARCIA et al.,
2007).

Cada polifenol tem um poder antioxidante diferente em funcdo de sua estrutura
quimica, o que implica que compostos fendlicos presentes em maiores concentracoes nao sao
necessariamente 0s que possuem 0 maior poder antioxidante das amostras (ALONSO et
al.,2004). A capacidade antioxidante de qualquer composto fendlico dependera dos diferentes
mecanismos de acdo nos quais acontece cada caso particular, os quais séo influenciados pol
fatores estruturais diferentes (BENAVENTE-GARCIA, 2000).

As propriedades antioxidantes dos compostos fendlicos sdo dependentes das
caracteristicas estruturais das moléculas como: a presenca ou auséncia de moléculas de
glicosideos nos polifendis; namero e posicdo das hidroxilas esterificadas e livres; e das
relacdes estruturais entre partes diferentes de sua estrutura quimica (BENAGARTHA
et al., 2000; ROBARDS, 20000s hidrogénios dos grupos hidroxilas adjacentes (orto-
difendis), localizados em varias posi¢cdes dos anéis A, B e C, as duplas ligacdes dos anéis
benzénicos e a dupla ligacdo do grupo carbonila (-C=0) de algumas moléculas de flavonoides
fornecem a esses compostos alta atividade antioxidante (RICE-EVANS et al., 1996). Por
exemplo, ha evidéncias que as antocianidinas tém maior efetividade antioxidante que as
antocianinas e que com o aumento do niumero de residuos de aclUcares na posicdo C3 ha
diminuicdo na atividade antioxidante (GALVANO et al, 2004). Moléculas com mesmo
namero de hidroxilas no anel B como quercetina, catequina e cianidina possuem atividade
antioxidante diferentes. A quercetina possui maior atividade antioxidante em funcao da dupla
ligacdo na posicao 2,3 e a carbonila (-C=0) no anel C quando comparado com a catequina. A
cianidina (antocianina) nao tem (-C=0) no anel C, mas conta com trés duplas ligacdes que
podem fazer conjugacdo e apresentar, praticamente, a mesma atividade antioxidante da
guercetina (RICE-EVANS et al., 1996).

Moléculas com mesmo numero de hidroxilas no anel B como quercetina, catequina e
cianidina possuem atividade antioxidante diferentes. A quercetina possui maior atividade
antioxidante em funcdo da dupla ligacdo na posi¢do 2,3 e a carbonila (-C=0) no anel C
guando comparado com a catequina. A cianidina (antocianina) ndo tem a funcao oxo (-C=0)
no anel C, mas conta com trés duplas ligacdes que podem fazer conjugacédo e apresentar,
praticamente, a mesma atividade antioxidante da quercetin (RICE-EVANS et al., 1996).

Os nédo-flavondides possuem atividades antioxidantes dependentes da po posi¢cdo dos

grupos hidroxilas e também com a proximidade do grupo -CO2 H com o grupo fenil. Quanto
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mais proximo esse grupo estiver do grupo fenil maior sera a capacidade antioxidante do grupo
hidroxila na posigdo meta. (RICE-EVANS et al., 1996).

Véarias metodologias in vitro, com diferencas no grau de complexidade, sensibilidade,
mecanismos e espécies reativas envolvidas, foram propostas para quantificar a capacidade
antioxidante de diversos compostos. Porém, ainda ndo ha consenso quanto a validade e
relevancia destes métodos em sistemas bioldgicos uma vez que as mesmas nao considerar
fatores como biodisponibilidade, estabilidade do composto in vivo, retencéo dos antioxidantes
pelos tecidos e reatividade in sitl{ANG, OU, PRIOR, 200k

Em todas as metodologias para avaliar a capacidade antioxidante, & gerado um radical
para produzir cor, fluorescéncia, quimioluminescéncia, perda ou ganho de sinais de ESR
(Ressonancia do Spin Eletrénico) ou outra mudanca mensuravel. Quando ha presenca de
substancias antioxidantes, esses sinais sdo alterados, o que permite sua andlise quantitativa
Dentre os testes mais utilizados, deatase: TRAP (Total Radical - Trapping Antioxidant
Parameter), ORAC (Oxygen-Radical Absorbancy Capacity), FRAP (Ferric-Reducing Ability
of Plasma) e TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity). TRAP e ORAC sdo métodos
cuja determinacao analitica envolve reacdes de transferéncia de atomos de hidrogénio e FRAP
e TEAC, transferéncia de elétrons (HUANG, OU, PRIOR, 2005).

Para levar em consideracdo aspectos de captacao celular dos compostos, o método de
atividade antioxidante celular (CAA) utiliza cultura celular para avaliar atividade antioxidante
dentro da célulaEste seria 0 método in vitro mais adequado para medir a atividade
antioxidante, em funcédo da maior complexidade no sistema biolégico em relacédo as reacbes
quimicas (WOLFE e LIU, 2007).

3.3.2 Biodisponibilidade dos compostos fendlicos

Os mecanismos de absorcao gastrintestinal de polifendis ainda ndo foram totalmente
elucidados. Contudo, sabe-se que a maior parte dos polifendis é lipofilica o suficiente para ser
absorvida por difusdo passiva. Entretanto alguns outros mecanismos de permeacdo podem
estar envolvidos, como os transportadores de membrana (OLIVEIRA e BASTOS, 2011).

Os efeitos bioldgicos atribuidos aos compostos fendlicos dependem, em grande parte,
da biodisponibilidade dos mesmos. As estruturas e a formas em que se apresentam, livre ou
ligada a outras moléculas, sdo fatores que influenciam na atividade fisiolégica desses

compostos (NACZK e SHAHIDI, 2004).
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Quando ndo séo absorvidos, os polifendis da dieta entram no co6lon e podem ser
absorvidos pelo epitélio colénico e passar para a corrente sanguinea na forma intacta ou
conjugada; ou podem sofrer transformacfes estruturais, sendo hidrolisados pelos
microrganismos do intestino, que podem reduzi-los a metabdlitos, promovendo a cisdo nos
anéis aromaticos das estruturas para, entdo, ocorrer a absorcdo (YANG et al.,, 2001;
WILLIAMSON e MANACH, 2005).

Varios polifendis sdo quebrados em componentes fendlicos simples. Por examplo,
daidzeina € convertida a equol pela microbiota intestinal em 30% a 40% da populacéo
humana, sendo absorvida. Existe evidéncia de que o equol produzido mostra efeitos na
densidade mineral 6ssea depois do consumo de isoflavonas (WILLIAMSON e MANACH,
2005; MANACH et al., 2005).

Diversos fatores influenciam na biodisponibilidade de compostos fendlicos. Estéo
divididos em fatores exdgenos, como: a complexidade da matriz alimenticia, a forma quimica
do composto, estrutura e quantidade de outros compostos ingeridos concomitantemente; e
fatores enddgenos, como o tempo de transito intestinal, esvaziamento gastrico, metabolismo
do composto e grau de conjugacdo, possiveis interagcbes com proteinas na circulacédo
sanguinea e tecidos, composicdo da microbiota intestinal e o perfil genético do individuo.
Todos estes fatores, avaliados em conjunto, respondem pelas variacdes na biodisponibilidade
de uma determinada substancia (OLIVEIRA e BASTOS, 2011).

O aumento da capacidade antioxidante do plasma apés a ingestdo de alimentos que
contém polifendis, é um evidéncia da absorcdo desses compostos pelo intestino. Porém, a
grande variedade estrutural desses compostos provoca uma grande variagdo na absorgéo do:
mesmos. A estrutura quimica determina a extensdo da sua absorcgao intestinal e a natureza dos
metabolitos circulantes no plasma. As formas agliconas (livres de acucar) podem ser
diretamente absorvidas pelo intestino delgado. Entretanto muitos polifendis estdo presentes
em alimentos na forma de ésteres e glicosidios ou, ainda, polimeros que ndo podem ser
absorvidos em sua forma nativa, mas essas substancias podem ser hidrolisadas por enzimas
intestinais ou pela microbiota colonica depois serem absorvidas (SANTOS-BUELGA, C.,
SCALBERT, 2000.

Passamonti (2002), propds que antocianinas podem ser transportadas por bile-
translocases em nivel gastrico, pois elas apresentam certa afinidade por esses transportadores
0 que pode caracterizar um transporte especifiteriormente, acreditava-se que somente as

antocianidinas eram capazes de serem absorvidas pelas células intestinais e transportadas n:
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corrente sanguinea. Atualmente, numerosos estudos mostram a absorcdo in vivo de
flavonoides glicosidios, particularmente a cianidina-3-glicosideo (C3G) e outras cianidinas
glicosidios (GALVANO et al., 2004A glicosilacao de certas classes de polifenois, como os
flavanols, as isoflavonas, flavonas e microflora colénica antocianinas, pode influenciar nas
propriedades quimicas, fisicas e biologicas desses compostos. Para que ocorra a difusédo
passiva desses compostos pela membrana da borda em escova do intestino delgado, €
necessaria a remocao do acgucar. Acredita-se entdo que o primeiro passo do metabolismo seja
desglicosilacdo dos compostos pela acado de glicosidases ativas presentes nos alimentos ou,
algumas vezes, em células da mucosa gastrintestinal, ou secretadas pela microflora col6nica.
(SCALBERT e WILLIANSON 2000).

3.3.3 Antocianinas

As antocianinas sdo compostos hidrossolluveis responsaveis pela coloracao azul,
violeta, vermelha e rosa de diversos vegetais. Podem ser definidas como glicosideos de
antocianidinas. Apresentam-se predominantemente na forma de mono ou di-glicosideos,
podendo também ocorrer, ainda que raramente, na forma de tri-glicosideos. As diferentes
cores apresentadas por esses compostos sdo em funcao das substituicbes no anel B (Figura 2]
do pH, da concentracdo na solucdo e da presenca de copigmentos (MAZZA e
BROUILLARD, 1990).

Fatores como luz, temperatura, condicdo nutricional, horménios, danos mecanicos e
ataque de patdgenos, influenciam na biossintese e acimulo de antocianinas. A luz é o fator
externo mais importante na biossinteseis @iiva indiretamente as enzimas envolvidas
através do sistema fitocromo. Fatores genéticos definem as substituicbes nos carbonos 3 e 5
do anel B as quais definem as agliconas, ou antocianidinas (Tabela 1) (MAZZA e
BROUILLARD, 1990).
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Tabela 1- Principais Antocianidinas

Composto Grupo substituinte Cor
3 5 6 7 3’ 4 5’

Luteonidina (Lt) H OH H OH OH OH H Laranja

Malvidina (Mv) OH OH H OH OMe OH OMe Violeta

Capesinidina (Cp) OH OMe H OH OMe OH OMe Violeta
Cianidina (Cy) OH OH H OH OH OH H Vermelho

Petunidina (Pt) OH OH H OH OMe OH OH Violeta

Delfinidina (Dp) OH OH H OH OH OH OH Violeta

Europinidina (Eu) OH OMe H OH OMe OH OH Violeta

Hirsutinidina (Hs) OH OH H OMe OMe OH OMe Violeta

Pelargonidina (Pg) OH OH H OH H OH H Laranja
Peonidina (Pn) OH OH H OH OMe OH H Vermelho

Como é possivel observar na Tabela 1, ndo ha antocianidina natural que contenha
todos os seus sitios metoxilados ou hidroxilados ao mesmo tempo. Concluindo-se, que €&
necessario um grupamento hidroxila livre para a formacdo da estrutura quinoidal que é
responséavel pela pigmentacao de flores e frutos (MAZZA e BROUILLARD, 1987).

A glicosilacdo normalmente ocorre na posi¢cao C-3 e quando ha um segundo acgucar
presente, ocorre na posicdo C-5. Estruturas tri-glicosiladas sdo encontradas raramente e nelas
0s agUcares estdo ligados em C-3, C-5 e C-7. Entende-se que a glicosilacao tem defunca
conferir estabilidade e solubilidade aos compostos, uma vez que as antocianidinas S80 menos
estaveis e menos solUveis em agua que suas correspondentes antocianinas (HARBONE, 1979)

Os acUcares mais encontrados em antocianinas sdo mono e dissacarideos como
glicose, ramnose, galactose, xilose e arabinose. Podem ainda sofrer acilacbes nas moléculas
do acucar, em muitos casos por acidos tais como p-cumarico, caféico, ferralico ou sinapico, e
com menor frequéncia pelos &cidos p-hidroxibenzoico, malénico ou acético (FRANCIS,
1982).

As antocianinas, em solugdo aquosa, se encontram comumente na forma de uma
mistura de diferentes estruturas quimicas em equilibrio: céation flavilium (vermelho), base
anidra quinoidal (azul), pseudo-base carbitol (incolor), e chalcona (incolor ou levemente
amarela). Em pH abaixo de 2, as antocianinas apresentam-se basicamente na forma catiénica;

com o0 aumento do pH, ocorre uma rapida desprotonacdo para formar a base quinoidal. Em
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meio aquoso a hidratacdo do cétion flavilium leva ao equilibrio entre a forma carbitol e

chalcona. Em temperatura ambiente, e em meio levemente acidificado, o equilibrio entre as
formas carbitol e chalcona € muito lento e leva horas para ser atingido. O aumento da
temperatura desloca o equilibrio na direcdo da formacdo da base chalcona (FULEKI e
FRANCIS, 1968.
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Figura 2— Equilibrio das antocianinas em solugdo aquosa

A coloracdo apresentada pelas antocianinas estdo relacionadas com as estruturas
quimicas assumidas pelas mesmas em diferentes pHs. Em pH abaixo de 3, as antocianinas
apresentam uma coloragdo vermelha, em fung¢do da prevaléncia da forma&dhl o
aumento do pH, ocorre a desprotonacdo do cation flavilium, levando a formacdo da base
quinoidal A, que apresenta coloracédo azul. As solu¢des contendo pigmentos com pH acima
de 7,0, gradualmente mudam a coloragéo de tonalidade azul para amarela, como um resultado
indireto da formag&o de chalcona , via fissdo do anel da anidrobase (HRAZDINA et al.
1977).

A estabilidade da cor das antocianinas é influenciada, dentre outros fatores, pela
estrutura do pigmento, temperatura, pH, luz e copigmentacdo. Com relacdo a estrutura do
pigmento, a coloragdo das antocianinas é diretamente influenciada pela substituicdo dos
grupos hidroxila e metoxila na molécula. Incrementos no nimero de grupos hidroxila tendem
a tornar a coloracdo azulada. Na direcdo contraria, com 0 aumento no numero de grupos

metoxilas aumentam a intensidade do vermelho (LOPEZ et al., 2000). A presenca de um ou
14



mais grupos acila na molécula de antocianina inibe a hidrélise do fiatidiom (vermelho)

para a formar a base carbitol (incolor), permitindo a formagao preferencial da base quinoidal
(azul), resultando em pigmentos menos sensiveis as mudancas de pH (ou seja, eles mantém &
coloracdo em meio levemente acidificado a neutro), segundo observado por Bridle e
Timberlake (1997).

A modificacdo na estrutura das antocianinas causada pelo pH, faz desse parametro um
fator limitante no processamento e utilizacdo desse pigmento. As antocianinas tem sua maior
estabilidade em meio acido, quando estdo na forma de cétion flavilium, possuindo coloracao
vermelha. Com o aumento do pH, a coloracdo azul € obtida, porém de forma instavel
(MAZZA e BROUILLARD, 1987.

A medida que se aumenta a temperatura, aumenta a degradacdo das antocianinas,
principalmente, em elevados valores de pH. O mecanismo que provoca essa degradacao ainda
ndo esta totalmente elucidado, mas acredita-se que esta relacionado com a quebra do anel
heterociclico da pseudo base com formagé&o da chalcona (BROUILLARD, 1982).

A copigmentacdo é um fendbmeno de ocorréncia natural ao qual se atribui o principal
mecanismo de estabilidade das antocianinas nos vegetais, ocorrendo preferencialmente sob
condicdes acidas. Consiste na ligacdo entre o pigmento e outra molécula, denominada de
copigmento, que pode ser um flavonoide ndo antocianico, compostos fendélicos em geral,
acidos alifaticos entre outras substancias, onde o mecanismo de associacdo entre o
copigmento e a antocianina envolve ligacdo de hidrogénio e interacdes hidrofébicas entre as
moléculas (MAZZA e BROUILARD, 1987).

A presenca de acuUcares, acido ascorbico, oxigénio e luz também aumentam a
velocidade de degradacédo das antocianinas (BROUILLARD, 1982). Além desses fatores, o
pigmento também pode ser degradado por enzimas, sendo hidrolisado por antocianases ou

catecolases com formacéo de produtos sem cor (BOBBIO E BOBBIO, 1992).

3.4 ESTRESSE OXIDATIVO

Durante o funcionamento normal do metabolisséio continuamente produzidos radicais
livres, que séo definidos como qualquer espécie quimica que possua um ou rass redét pareados
na ultima camada de valéncia, o que o0s tormauito instaveis e reativosHALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1996).
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A producgédo de grande parte dos radicais livres é originada com a reducéo univalente
de um pequeno percentual do oxigénio (cerca de 2 a 5%) oriundo da respiragcdo. O anion
superoéxido (02 -), formado pela adicdo de um elétron ao oxigénio molecular; o peréxido de
hidrogénio (HO), um néo radical derivado do oxigénio formado quando o superoxido recebe
mais um elétron e dois ions hidrogénio; e o radical hidroxil (OH-), formado principalmente
pela reacdo do perdxido de hidrogénio com metais de transicdo, sdo exemplos de espécies
reativas derivadas do oxigénio (SCHNEIDER et al, 2004).

Entre as varias espécies de radicais livres, os derivados de oxigénio (Espécies Reativas
de Oxigénio— ERO) e nitrogénio (Espécie Reativa de NitrogénidcRN) sdo as mais
importantes e desempenham fungdes essenciais ao organismo, relacionadas com a sinalizagac
do ciclo celular, a defesa imunoldgica e a biologia reprodutiva (COSTA e ROSA, 2010). No
entanto, esses radicais livres podem causar danos moleculares as estruturas celulares, corr
consequente alteracdo funcional de membranas, proteinas e até mesmo DNA, causando
prejuizo das funcdes vitais dos tecidos e 6rgaos envolvidos (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
1996; SCHNEIDER et al., 2004).

Para combater o efeito nocivo dos radicais livres, 0 nosso organismo possui um
conjunto de defesas antioxidantes capazes de garantir o estado redox da célula, ou seja,
promover a eliminagdo das EROs produzidas e proteger o organismo das lesdes
desencadeadas por elas (SCHNEIDER, 2004). Esse conjunto de defesa antioxidante €&
constituido de um sistema enziméatico, formado pelas enzimas catalase (CAT), que patrticipa
na reagdo de eliminacdo do peréxido de hidrogéni@{kpromovendo sua catalise ate(H
a superéxido dismutase (SOD), que converte radical superéxido em peroxido de hideogénio;
glutationa peroxidase (GPX), que converte a glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada
(GSSG), remove o peréxido de hidrogénio e forma 4gua; e a glutationa redutastl¢GR).
das enzimas, a defesa antioxidante possui um sistema ndo enzimatico, formado por
compostos sintetizados pelo organismo como a bilirrubina, o acido drico, a melatonina e os
adquiridos por meio da dieta como &cido ascorbico (vitamina-@goferol (vitamina E) e
flavonoides (RIBEIRO et al., 2008).

Quando ha grande formacédo de radicais livres provocando um desequilibrio entre os
agentes oxidantes (inflamacgéo, exposicao a certos agentes quimicos, radiacdo, luz ultravioleta,
alcool, cigarro, ar poluido, dieta rica em gordura, dentre outros) e a defesa antioxidante

(vitamina E, vitamina C, B-caroteno, glutationa peroxidase, catalase, glutationa, superéxido
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dismutase, acido arico), com o predominio dos agentes oxidantes, ocorre um processo
chamado de Estresse Oxidativo (COSTA e ROSA, 2010).

Diversos estudos apontam que o estresse oxidativo possui grande influéncia nos
processos de envelhecimento, transformacdo e morte celular, com consequéncias diretas em
muitos processos patoldgicos, dentre eles, a inducdo do cancer, onde as EROS participam de
vérias etapas do processo de carcinogénese (HALLIWELL et al.).1995

O estresse oxidativo também pode provocar alteracdes no figado, ja que a alta taxa
metabolica desse 6rgdo, em funcdo da grande demanda de energia requerida pelas células
hepaticas para desempenhar diversas fungdes, esta diretamente associada a um alto fluxo de
elétrons na cadeia respiratéria mitocondrial, onde parte desses elétrons é desviado para
producdo de EROs , e o0 estresse oxidativo gerado, provoca distorcdes nas funcdes
metabdlicas do figado (ANDREAZZA, et al, 2004

3.5 FIGADO

O figado é o maior 6rgao do corpo humaapresentando de 2,5 a 4,5% da massa
corporal totalcom um peso médio de 1500g. E um 6rg&o muito complexo que realiza varias
funcBes vitais, muitas das quais ainda ndo passiveis den seibstituidas pelas mais
modernas tecnologias terapéuticas (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

As células mais importantes do figado sdo os hepatdécitos, constituindo cerca de 2/3 da
sua massa. Entre os corddes de hepatdcitos estdo os capilares sineggstides por células
endoteliais que demarcam o espaco de Disse, para dentro do qual se projetam abundantes
microvilosidades da membrana basolateral do hepatdcito, que esta assim, em contato direto
com o sangue arterial e venoso portal. Outros componentes estruturais do figado séo: estroma
de tecido conjuntivo; veia central do Iébulo, nervos, vasos linfaticos, ducto biliar e os
macrofagos, que no figado sdo chamados de células de Kupffer, e sdo encontrados nos
capilares sinusoides (LEE et al., 2001).

De um ponto de vista histoldgico, o figado esta organizado em l6bulos, com as areas
portais na periferia e as veias centrais no centro de cada Iobulo (CORMACK, 2003).

Este 6rgdo recebe aproximadamente 25% do débito cardiaco total, o que Ihe permite
realizar numerosas fungdes vitais, essenciais & manutencdo da homeostasia corporal. E
considerado uma interface entre o aparelho digestivo e o0 sangue, pelo fato de que os

nutrientes absorvidos no trato digestivo sdo processados e armazenados para serem utilizados
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por outros 6rgdos. Dentre as diversas fungbes do o6rgdo, destacam-se a regulacdo do
metabolismo de diversos nutrientes, papel imunoldgico, sintese proteica e de outras
moléculas, armazenamento de vitaminas e ferro, degradacdo hormonal e a inativacdo e
excrecao de drogas e toxinas (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

A sintese do colesterol, assim como, a formagdo da maioria das lipoproteinas sao
realizadas no tecido hepético. Além dessas func¢des, o figado é responsavel por outras reacdes
no metabolismo dos lipidios, como a oxidacdo de acidos graxos para a producao de energia e
sintese de fosfolipidios (MOTTA, 2000

3.5 PLASMA SANGUINEO

O plasma sanguineo € constituido por elementos solidos e agua. Os elementos sdlidos
do plasma sdo de aproximadamente 10% do conteudo total, constituido principalmente de
proteinas, gorduras, hidratos de carbono, eletrdlitos, sais organicos e minerais, e horménios
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Em cada litro de sangue existem 60 a 80 gramas de proteina. A maior parte €
constituida pela albumina; em menor proporcdo estdo as globulinas e o fibrinogénio, uma
proteina fundamental no processo de coagulacdo do sangue.

Outro componente importante do plasma sanguineo € o colesterol. Constituinte vital
das membranas celulares e um precursor dos horménios esteroides, horménios sexuais, além
da vitamina D e dos acidos biliares que ajudam na digestdo dos lipideos (LEHNINGER et al.
1995).

O colesterol plasmatico € proveniente de duas vias: a exdgena através da alimentacéo
e a enddgena através da sintese de acetil-CoA. Metade do colesterol do organispar surge
sintese, aproximadamente 500mg/dia, sendo dois tercos deste sintetizado no figado (MAYES,
1994).

3.6 PERFIL LIPIDICO E HIPERCOLESTEROLEMIA

A entrada de grandes quantidades de colesterol nos hepatdcitos, em virtude de uma
elevada ingestéo de colesterol através da dieta, provoca a diminuicdo da sintese de receptores

de LDL no figado, como consequéncia, elevados niveis de colesterol permanecem no sangue.
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Elevados niveis de colesterol na corrente sanguinea, é a principal caracteristica da
hipercolesterolemia, obtida através de dietas ricas em colesterol e por doencas genéticas
especificas do metabolismo de lipoproteinas, que podem influenciar nos niveis da producao
de colesterol e de outras gorduras, aumentando suas concentracdes no sangue (GARCIA e
OLIVEIRA, 1992).

As determinagdes bioquimicas do colesterol total, HDL- colesterol, LDL-colesterol e
triacilglicerdis, ap6s um jejum de 12 a 14 horas, definem o perfil lipidico sanguineo. Os
valores desses constituintes sanguineos sao afetados por diversos fatores como: sexo, idade
alimentagéo, hereditariedade entre outros.

Niveis de colesterol total acima de 240mg/dL é considerado hipercolesterolemia,
sendo o nivel desejado abaixo de 200mg/dL. Os niveis desejaveis de HDL devem ser
superiores a 40mg/dL para homens e acima de 50mg/dL para mulheres. Ja para o LDL-
colesterol, niveis inferiores a 70mg/dL s&o considerados ideais, e niveis superiores a
169mg/dL séo considerados altos. Os niveis de triacilglicerdis desejaveis devem ser inferiores
a 150mg/dL (KRUMMEL, 2002).

3.6.1 Colesterol

O colesterol € um alcool de 27 atomos de carbono e que possui em sua estrutura o
esqueleto tetraciclico do ciclopentanoperidrofenantreno. E um esteroide cuja a sintese no
figado tem como matéria prima uma molécula de acetil coenzima A (Ac-CoA) e envolve mais
de 20 reacbes enzimaticas. Um desses caminhos é regulado por uma enzima chamada 3-
hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A redutase (HMGCoA redutase) que cataliza a
transformacdo do HMG CoA em mevalonato. Este, através de tantas outras reacdes aporta no
intermediario estratégico, esqualeno, que apods sofrer varias reacdes de ciclizacdo chega ao
colesterol (WIVIOTT e CANNON, 2006). Este esteroide € um importante constituinte do
tecido animal em funcéo de ser componente das membranas celulares e também ser precursol
de hormdnios esteroides, dos acidos biliares e da vitamina D (SPOSITO et al., 2007).

O colesterol plasmatico é proveniente da alimentacdo e da sintese do composto no
proprio organismo sendo regulado por um sistema compensatorio, ou seja, quando se ingere

pouco colesterol, ha um aumento na sintese do composto. O figado € o 6rgao responsavel por
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aproximadamente 66% de todo o colesterol sintetizado no organismo, 15% é sintetizado no
intestino e o restante em outros 6érgaos (MAYES, 1994).

Em virtude da insolubilidade, em agua, do colesterol e de seus ésteres, estes sao
transportados no sangue na forma de aglomerados denominados de lipoproteinas (GARCIA e
OLIVEIRA, 1992).

3.6.2 Lipoproteina

Lipoproteinas sédo agregados de macromoléculas, constipgdama capa hidrofilica
composta por fosfolipidios, colesterol livre e proteinas envolvendo um nucleo hidrofébico que
contém triacilglicerdis, ésteres de colesterol e algumas vitaminas lipossoluveis (GARCIA e
OLIVEIRA, 1992). Possuem a funcdo de abastecer as células com lipidios provenientes da
dieta ou sintetizados pelo organismo. Diferem quanto a densidade, origem, tamanho, contetdo
de apoproteinas e lipideos, porém, a sua classificacdo se baseia na densidade que é
determinada pela relacdo de proteina e gordura da mesma (GENEST, 2003).

De acordo com a densidade, as lipoproteinas sao classificadas em: Quilomicrons,
Lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL), Lipoproteinas de densidade intermediéria
(IDL), Lipoproteina de baixa densidade (LDL) e Lipoproteina de alta densidade (HDL)
(RADER e WILSON, 1995).

As apoproteinas (Apo) sdo as proteinas presentes nestas particulas e exercem diversas
funcBes como: agir como cofatores de enzimas, ligar-se em receptores da superficie celular,
contribuir para a solubilizacdo dos lipidios, além da funcéo estrutural para a biossintese das
lipoproteinas (RADER e WILSON, 1995).

As funcbes fisiologicas das lipoproteinas envolvem uma série de processos
metabodlicos, nos quais ocorrem continuamente alteracbes e trocas entre as Vvarias
lipoproteinas, sendo referido como a cascata das lipoproteinas (KRUMMEL, 2002).

O metabolismo das lipoproteinas € extremamente complexo e envolve varias etapas
importantes como: sintese de apolipoproteinas e sua modificacdo intracelular e secrecéo;
modificacdo extracelular de apolipoproteinas e lipoproteinas; hidrdlise de triacilglicerois pelas
enzimas lipase-lipoprotéica (LPL) e lipase-hepatica (HP); transporte reverso de colesterol das
células as lipoproteinas; e esterificacdo do colesterol pela acdo da enzima lecitina colesterol

acil transferase (LCAT) (WAITZBERG, 2002).
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3.6.2.1 Quilomicrons

Os quilomicrons sdo as maiores lipoproteinas e as menos densas. Sdo particulas
sintetizadas no intestino com a funcdo de transportar os triacilgliceréis e colesterol exdgeno
para outros tecidos do organismo. As apoproteinas predominantes antes da entrada na
circulagdo sanguinea sdo apo B-48, A-l, A-ll e A-IV. Sua composi¢céo e tamanho dependem
do suprimento e caracteristicas da dieta, mas em meédia, possui aproximadamente 84% de
triacilgliceradis, 5% de colesterol esterificado, 2% de colesterol livre, 7% de fosfolipidios e 2%
de apoproteinas (LEHNINGER, 1995).

Através do sistema linfatico, os quilomicrons deixam o intestino e entram na
circulacdo sanguinea através da veia subclavica esquerda. Na corrente sanguinea adquirem as
apo C-ll e E das HDLs plasmatica (HUSSAIN, 1996)

Nos capilares do tecido adiposo e musculos ocorre a retirada de acidos graxos e
monoglicerideos, apds a hidrélise dos triacilglicerdis pela acdo da enzima lipase lipoproteica
(LPL), que utiliza a apo C-ll como cofator. Com isso, 0os quilomicrons sofrem reducéo de
tamanho (quilomicrons remanescentes). Esses remanescentes sao retirados da circulacdo par
o figado devido o reconhecimento da apo-E pelo receptor de remanescente nas células
hepéticas (GENEST, 2003).

3.6.2.2 VLDL

Os &cidos graxos provenientes dos quilomicrons, assim como os sintetizados no
figado, sao transportados aos outros tecidos (principalmente para tecido adiposo e musculos)
pelas VLDLs. Essa lipoproteina € rica em triacilgliceréis, mas possui também, colesterol,
ésteres de colesterol e apoproteinas. Sua principal apoproteina € a apoB-100. Na circulacao,
os triacilglicerois das VLDLs séo hidrolisados pela a¢do da enzima lipase lipoproteica, e com
a deplecao desses lipidios, a particula de VLDL é convertida a IDL, também chamada de
VLDL remanescente (GENEST, 2003).

As IDLs sao particulas mais densas e que contém colesterol, ésteres de colesterol e
triacilglicerdis. Atravées da acdo das lipases lipoproteicas, e consequente perda de
triacilglicerdis, as IDLs se convertem em LDLs. Também podem ser captadas da circulacao
pelo figado, através da interagdo das apoB-100 com receptores hepaticos (GARCIA e

OLIVEIRA, 1992).
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3.6.2.3 LDL

As LDLs sao as principais condutoras de colesterol do organismo humano. Possuem
cerca de 75% de ésteres de colesterol que é transportado para os tecidos periféricos, podendc
depositar o excedente de colesterol nas artérias.

Sao absorvidas pelas células via receptores de LDL, através do reconhecianento d
apo-B100. A absorcdo da LDL ocorre predominantemente no figado, glandulas adrenais e
tecido adiposo. A entrada de LDL na célula é seguida de um ataque lisossémico, com
consequente hidrolise da apoB-100 e do colesterol esterificado. O aumento da concentracdo
intracelular de colesterol livre apresenta os seguintes efeitos regulatérios: inibicdo da enzima
hidroximetilglutaril-CoA redutase (HMG-CoA), impedindo a sintese de colesterol; inibicdo
da sintese de receptores de LDL; estimulo da enzima acil-CoA colesterol aciltransferase
(ACAT) para esterificacao do colesterol citoplasmético (RADER e WILSON, 1995).

3.6.2.4 HDL

As HDLs sédo responsaveis pelo transporte reverso de colesterol, que consiste na
remocédo do colesterol livre de tecidos periféricos e de lipoproteinas de volta ao figado para
subsequente excrecdo na forma de &cidos biliares (LEHNINGER, 1995). Sdo formadas nos
hepatocitos, na mucosa intestinal e por remanescentes de lipoproteinas e suas principais
apoproteinas sdo: apoA-I, A-Il, C-I, C-Il, C-lll, E e J.

A absorcdo hepética das HDLs pode ser mediada através de um receptor da apoA-I,
especifico da HDL, ou através de interacfes entre lipidios. O colesterol livre em contato com
a HDL é substrato da enzima Lecitina colesterol aciltransferase (LCAT), resultando na
formacao de ésteres de colesterol e aumento o tamanho da particula de HDL. O colesterol
esterificado pode ser transferido para lipoproteinas que contém a apoB, pela proteina de
transferéncia de éster de colestoril (CETP), e retornar para o figado em LDLs e VLDLs
(TALL, 1995).

3.6.3 Fatores que influenciam no perfil lipidico sanguineo

3.6.3.1 Acidos Graxos da dieta
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Os lipidios atuam de diversas formas nas células do organismo humano. Partanto,
ingestdo desse componente é de fundamental importancia para o funcionamento pleno do
organismo. A ingestdo de diferentes tipos de acidos graxos influencia diretamente no perfil
lipidico do sangue (MANN, 2002).

Os acidos graxos saturados sdo considerados hipercolesterolémicos e 0s mais
preocupantes, neste sentido, sdo miristico (C14:0), laurico (C12:0) e palmitico (C16:0). Esses
acidos graxos aumentam o nivel de colesterol sanguineo por reduzirem a atividade do receptor
LDL-colesterol e reduzirem o espaco livre de LDL na corrente sanguinea (GRUNDY et al,
1990). J& os acidos graxos poliinsaturados, naturalmente cis, sdo benéficos, uma vez que
reduzem agregacdes das plaquetas e os triacilgliceréis e, consequentemente, o risco de
doencas cardiacas (KINSELLA et al., 1990).

O tipo e quantidade de gordura na dieta também afetard a concentracdo de
triacilglicerdis. Os &cidos graxos 6mega-3, presentes em 6leos de peixes, parecem ser mais
eficientes em baixar a concentracdo de triacilgliceréis no plasma do que os 6leos vegetais,
geralmente ricos em acidos graxos 6mega-6 (MENSINK e. KATAN, 1992)

De acordo com Kinsella et al., 1990, a gordura poliinsaturada pode aumentar também
a secrecdo de acidos biliares e colesterol na bile pela elevacao do nimero de receptores LDL
permitindo a ndo circulacao desta lipoproteina no plasma.

3.6.3.2 Fibras dietéticas (FD) da dieta

A ingestdo de FD ¢é recomendada por apresentar beneficios relacionados,
principalmente, aos aspectos digestivos e de absorcdo de nutrientes e dentre eles os mais
evidentes sdo: diminuicdo do tempo de transito intestinal dos alimentos; diminuicdo da
absorcéao intestinal da glicose; diminuicdo dos niveis de colesterol sanguineo e dimimuicéo d
conteudo de calorias absorvidas. Essas propriedades fazem das fibras um adequado reguladol
intestinal (CALIXTO, et al 2001).

Um efeito bastante estudado € o da reducdo dos niveis de colesterol e LDL
(Lipoproteina de baixa densidade) séricos, pois se sabe que uma alimentagéo rica em fibras
soliveis é capaz de diminuir a concentracdo de colesterol sérico de 20% a 30%
(RUBERFROID,1993). Isso se deve a capacidade das fibras de adsorver substancias
organicas, como o0s sais biliares, diminuindo o pool de acidos biliares no ciclo entero-

hepatico, interferindo no metabolismo do colesterol (CONTI, 1990).
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3.6.3.3 Estatina

As estatinas sdo os farmacos mais usados para tratamento da hipercolesterolemia em
prevencdo primaria e secundaria, com o proposito de diminuir os niveis de lipoproteinas
plasméticas ricas em colesterol. Estes efeitos s&o resultantes da atividade inibidora das
estatinas sobre a enzima HMG-CoA redutase, com a propriedade de bloquear a conversao do
substrato HMG-CoA em acido mevalbnico, inibindo os primeiros passos da biossintese de
colesterol (STANCU e SIMA, 2007).

O efeito das estatinas resulta da maior captacdo hepética de LDL através da expressao
de receptores para esta lipoproteina, além da reducdo da biossintese do colesterol enddégeno
por inibicdo da enzima HMG-CoA redutase (LIAO e LAUFS, 2004

As estatinas sdo inibidoras competitivas HMG-CoA redutase. Esses compostos
possuem um grupo hidroximetilglutarilico (HMG) que se liga na mesma regido enzimatica do
grupo HMG do substrato, bloqueando seu acesso ao sitio catalitico (CAMPO e CARVALHO,
2007).

3.6.3.3 Compostos fendlicos da dieta

Segundo Loest (2002), os compostos fendlicos reduzem a absor¢do de colesterol no
intestino e diminuem a atividade da lipase pancreatica. Para tal conclusao foi raatizado
estudo utilizando o cha verde e observou-se um aumento da excrec¢do de lipidios totais,
colesterol (60%) e sais biliares (50%) nas fezes e reducdo do armazenamento excessivo de
lipideos no tecido hepético em ratos alimentados com dieta hipercolesterolémica.

A acao hipocolesterolemiante dos compostos fendlicos pode ser atribuida, também,
reducdo na secrecdo da apoB e aumento da atividade da lipase de lipoproteinas, o que
favorece a excrecgao de sais biliares (KUMAR, SUDHAHAR e VARALAKSHMI, 2005)

Outro efeito atribuido aos compostos fendlicos € a inibicdo da enzima HMG-CoA
redutase reduzindo as concentracdes de colesterol plasmatico. Em estudo realizado com
animais hipercolesterolémicos, observou-se aumento das atividades de enzimas antioxidantes

hepaticas e aumento da excregéo fecal de esterois (KIM et al., 2004).
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CAPITULO 1

MORFOMETRIA DO FIGADO E PARAMETROS BIOQUIMICOS
SANGUINEOS DE RATOS WISTAR ALIMENTADOS COM RACOES ADICIONADAS
DE ACAI

1 INTRODUCAO

A dislipidemia, caracterizada por elevados niveis de colesterol e triacilgliceréis no
sangue, e a obesidade sdo fatores de risco para a doenca hepatica ndo alcodlica. O
desenvolvimento de esteatose hepatica € o primeiro processo na fisiopatologia da doenca,
podendo progredir, por mecanismos ainda n&o totalmente esclarecidos, para doencas mai
graves, como a cirrose. A progressdo da doenca é influenciada pelo estresse oxidativo
(MATTOS, 2005).

O estresse oxidativo resulta do desequilibrio entre o sistema pré e antioxidante, com
predominio dos oxidantes, podendo causar danos ao metabolismo celular e,
consequentemente, provocar o surgimento de diversas doengas. A defesa contra 0 estresse
oxidativo é composta por enzimas que incluem a superéxido dismutase (SOD), glutationa-
peroxidase (GPx), catalase (CAT) e antioxidantes ndo enzimaticos como: acido ascorbico,
vitamina E, carotendides, polifenois entre outros (VALKO et al., 2007

A ingestéo de alimentos ricos em compostos fenélicos podem combater a dislipidemia
através da inibicao da atividade da HMG-CoA redutase hepatica e pelo aumento da atividade
de enzimas antioxidantes hepaticas contra stress oxidativo em modelos animais
hipercolesterolémicos (KIM et al.,2004). As fibras dietéticas podem reduzir o colesterol LDL
sanguineo através da ligacdo das fibras aos acidos biliares, diminuindo o poder de reabsorcao
desse colesterol (BUTT et al.,2007). Acidos graxos insaturados reduzem a sintese dos
triacilglicerdis através da inibicdo das enzimas diacilglicerol aciltransferas, acido graxo
sintase e acetii CoA carboxilase, e dessa forma também combatem a dislipidemia
(MOZAFFARIAN e WU, 2011).

O acai, fruto tipico da Amazonia, possui elevado teor de polifendis, lipidios e fibras
dietéticas. Os polifendis sdo responsaveis pela alta capacidade antioxidante do fruto
(SCHAUSS et al., 2006). A fracdo lipidica € formada por acidos graxos poliinsaturados
(11,1%), acidos graxos monoinsaturados (60,2%) e acidos graxos saturados (28,7%). Os
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acidos oleico (53,9%) e palmitico (26,7%) sdo os acidos graxos predominantes. (LUBRANO
et al, 1994). Outro componente importante do fruto séo as fibras dietéticas que representam,
em média, 5,9% da polpa do fruto, sendo a maioria (5,1%) de fibras insoliveis (ROGEZ,
2000).

Em funcdo do acai possuir componentes capazes de combater a dislipidemia, o
objetivo desse estudo foi investigar o efeito do acai no perfil lipidico sanguineo, nos
parametros sanguineos que avaliam danos no figado, e na atividade das enzimas antioxidantes
do figado, além do estudo morfométrico do tecido hepatico de animais alimentados com dieta

hipercolesterolémica e nao hipercolesterolémica.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 ACAI

O presente trabalho foi realizado com a polpa de acai obtida por meio da maceragao
dos frutos utilizando agua, em despolpadeira especifica para o produto, seguindo o
procedimento comercialmente utilizado nas industrias do estado do Par4d. Os frutos foram
coletados no més de junho nas llhas das Oncas, latitude -1,42679 e longitude -48,55906,
Municipio de Barcarena, Para. A bebida foi congelada a -18°C e transportada até o laboratorio

de compostos bioativos da Universidade Federal de Vigosa.

2.2 CARACTERIZACAO FiSICO QUIMICA DO ACAI

A composicdo quimica centesimal foi determinada avaliando-se os teores de
umidade, cinzas, lipidios, proteinas e carboidratos. O teor de umidade foi determinado por
secagem direta da amostra em estufa a 105°C e o teor de cinzas por incineracdo em mufla a
550°C e posterior resfriamento em dissecador até a temperatura ambiente, ambas por
diferenca do peso inicial. A determinacao de lipidios totais ou extrato etéreo foi realizada por
secagem da amostra em estufa a 105°C seguida por extracdo com éter, em extrator do tipo
Soxhlet, e posterior remocdo do solvente empregado por destilacdo. O teor de proteinas foi
medido pelo método de Kjeldahl classico e a quantificacdo de carboidratos foi obtida pelo
cdculo da diferenca percentual, subtraindo-se do total da soma de umidade, cinzas, lipidios e

proteinas.

2.4 QUANTIFICACAO DE POLIFENOIS TOTAIS

A determinacdo de fendlicos totais foi realizada de acordo com metodologia de
Folin-Ciocalteau descrita por Singleton e Rossi (1965), baseada na reducdo do &cido
fosfomolibdico-fosfotingstico pelas hidroxilas fendlicas, produzindo um complexo de
coloracdo azul em meio alcalino. A absorbancia das amostras foram medidas a 760 nm
usando um espectrofotdmetro marca Shimadzu modelo UV-VIS 1601Pc. O acido gélico foi
utilizado como padréo e os resultados expressos em mg de acido galico equivalente por mL de
extrato (mg AGE-mL-1).

37



2.5 QUANTIFICACAO DAS ANTOCIANINAS TOTAIS

O conteudo de antocianinas presente no acai foi determinado pelo método de
absorbancia em pH unico. O método consistiu da transferéncia quantitativa de uma aliquota
(VAlg) do Extrato Concentrado para baldo volumétrico (VEd) de 10 mL, tendo o volume
completado com solucéo Etanol 95%iICI 1,5N (85/15), formando, dessa maneira, o Extrato
Diluido (ED). Os valores de absorvancia (DO) foram contrastados com os valores dos brancos
(Solucao Etanol-HCL 1,5N (85:15)). O calculo do teor de Antocianinas Totais (AntT) por 100
gramas da fracéao avaliada foi efetuado de acordo com a equagéo 01

DO X VE1 x VE2 x 1000 (1)

AntT =
n Valx m X E

Onde: Ant T: teor de antocianina em mg de antocianina por 100g de amostra; DO:
Densidade otica do extrato diluido a 535 nm; VEL1: Volume Total do extrato concentrado;
VE2: Volume total do extrato diluido; Val: Volume da aliquota utilizada do extrato

concentrado para fazer o extrato diluido; E: coeficiente de extincdo molar.

2.6 DETERMINACAO DAS PRINCIPAIS ANTOCIANINAS DO EXTRATO FENOLICO
DE ACAI POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

As analises qualitativa e quantitativa das antocianinas do extrato fendlico de acai
liofilizado foram realizadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando
as condicdes propostas por Gallori et al., (2004), com adaptacdes descritéis a segu

* Fase movel A - 4gua ultrapura acidificada com 10 % de acido férmico

» Fase movel B- Metanol 100%

* Detector de arranjo de diodos UV-visivel SPD-M20A SHIMADZU;

* Coluna RP-18 LiChrospherfum), 250mm;

* Injecdo: 50 pL

* Fluxo de 1 mL/minuto;

* Tempo de corrida de 35 minutos;

* Leitura dos cromatogramas a 520 nm.
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De 0 a 5 minutos,% da fase movel B; & 10 minutos, gradiente linear 10% B; 10 a
30 minutos, 25% B; 38 35 minutos, 5% B, para recondicionamento da coluna.

Utilizou-secomo padréo externo as antocianinas: cianidina 3-Oglucosideo,da empresa
Sigma-Aldrich, PM 484,84; e cianidina 3-Orutinosideo,da empresa Sigma-Aldrich, PM
630,97. Estas foram ressuspensas separadamente em solugdo de HCl 1% e as absortividade:
molares foram respectivamente 26900 e 28840. Injetou-se os padrbes separadamente para

obtencéo do tempo de retencdo de cada antocianina.

2.7 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DO ACAI

A capacidade antioxidante foi medida pelo método TEAC baseada no método descrito
por Re et al, 2007.

O radical cation ABTS" (2,2 -azinobis (3-ethylbenzothiazoline 6- sulfonate, Sigma) foi
preparado 16 horas antes do ensaio e armazenado em ambiente escuro. A produgéb do radica
deu-se pela mistura de uma solucdo aquosa de 7 mM de ABTS com 140mM de persulfato de
potassio. Este radical foi diluido e com etanol até que a absorbancia atingisse valor de
0,700:0,02 a 734nm. O ensaio foi realizado em espectrofotdmetro, adiciosaftqdl. de
amostra / Trolox 250 pL de radical ABTS'.

Foi construida uma curva com o padrdo Trolox, reducdo (%) em funcdo da
concentracdo de Trolo®s resultados foram expressos em uM Trolox equivalentes por grama

de extrato.

2.8 ENSAIO IN VIVO

O experimento foi conduzido nos laboratério de Biofarmacos, do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular (DBBM) e Biologia Estrutural, do Departamento de
Biologia Geral (DBG), ambos pertencentes & Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, Minas
Gerais, Brasil.

2.8.1 Animais

Foram utilizadas 36 ratas da espécie Rattus norvegicus da linhagem Wistar,

provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da
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Universidade Federal de Vigosa, com idade de 12 semanas e pesos entre 200 e 250 gramas
Os animais foram mantidos em caixas individuais em ambiente com temperatura de 25°C e
ciclo de claro/escuro de 12 horas, recebendo agua ad libitum e alimentados diariamente com
porcdes de 20g de racdo uma vez por dia. Todos os procedimentos foram seguindo as normas
do Colégio Brasileiro de experimentacdo animal e aprovados pelo comité de ética da
Universidade Federal de Vigosa (n°61/2012) (ANEXO 1).

2.8.1 Dietas e composicdo da racao

Os animais foram divididos em 6 grupos com seis animais em cada grupo. Com base
no estudo de Costa (1992), foi adicionado 1% de colesterol e 0,1% de acido célico em racéo
comercial da marca Presence, para produzir hipercolesterolemia nos ratos, exceto para as
racdes do grupo controle e dos grupes A Aso (Tabela 1). O primeiro grupo (C), recebeu
somente a ragdo comercial. O segundo grupo (CC), recebeu a racdo comercial adieionada d
1% de colesterol e 0,1% de acido colico. Os grupgseMAsoreceberam a racdo comercial
adicionada de 2,5 e 5% de acai, respectivamédsegrupos Ags e AGo receberam a racao
comercial adicionada de 1% de colesterol, 0,1% de &cido célico e 2,5% e 5%i,de aca
respectivamente.

Tabela - Composicao das diferentes ragdes utilizadas no experimento

Grupos Proteinas (/)  Lipidios (/) Carboidratos(/) Cinzas (/) Umidade(/ )
C 22,40+0,5 5,80%0,3 53,20+1,5 6,90+0,3 11,710,4
CcC 22,17+0,5 6,7410,3 52,66+1,4 6,8310,3 11,620,4
Azs 22,07+0,7 6,72+0,6 52,88+0,9 6,83+0,5 11,5+0,6
As 21,75+0,9 7,6510,4 52,70+1,2 6,70+0,4 11,2+0,5

ACys 21,8510,4 7,66%0,5 52,42+1,9 6,77%0,3 11,3+0,4
ACs 21,50+0,6 8,30+0,5 52,71+1,7 6,6910,4 10,8+0,5

C: racdo comercial e CC: racdo comercial com adicdo de 1% de colesteratagiio comercial com
adicdo de 2,5% de acakAacdo comercial com adicdo de 5% de acab sAcao comercial com adigdo de 1%

de colesterol e 2,5% de acai; A€@gcdo comercial com 1% de colesterol e 5% de acai.

O preparo das racdes foi realizado da seguinte forma: a ragdo comercial foi triturada
em um moinho e em seguida foram realizadas as misturas em um misturador de racoes de

acordo com as formulagdes de cada grupo. Assim que foram retiradas do misturador as racdes
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foram repeletizadas e em seguida passaram por um processo de secagem a 50°C durante ¢
horas. O processamento foi realizado no Centro de Avicultura do Departamento de Zootecnia

da Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, Minas Gerais,Brasil
2.8.2 Controle de peso dos animais e consumo alimentar

Semanalmente os ratos foram pesados para observar o crescimento ponderal. Também
foi realizada a quantificacdo do consumo alimentar. Para tanto, as dietas ofertadas aos animais
foram pesadas diariamente, sendo que os dados da diferenca entre a dieta ofertidate o re
ndo consumido e sobras no fundo da gaiola foram utilizados paleuto do consumo total

no periodo do experimento.
2.8.3 Eutanésia e coleta dos tecidos

Apos trinta dias de experimento, os animais, em jejum, foram anestesiados utilizando
90mg/g de Ketamina e 10mg/Kg de xilazina, administrados por via intraperitoneal e em
seguida eutanasiados através da retirada total do sangue por puncao cardiaca. Amostras de
sangue foram colocadas em tubos teste de 5ml e centrifugadas a 3.000rpm por 15 minutos
para separacdo do plasma e em seguida foram realizadas as analises bioquimicas @ sangue.
figado foi removido e pesado em balanca analitica e dois fragmentos hepaticosaterada
foram rapidamente separados, um dos quais foi congelado e armazenado em freezer -80°C e 0
outro imerso em solugéo fixadora de Karnovsky.

O indice hepatossomético (IHS) foi obtido pela relagdiee o peso do figado (PF) e

o peso corporal (PC), senfldS = g %X 100.

2.8.4 Andlises bioquimicas do sangue

Os parametros analisados foram: colesterol total (método enzimatico-colorimétrico,
peroxidase), colesterol HDL (método enzimatico-colorimétrico, direto), triacilglicerdis
(método enzimatico colorimétrico, peroxidase), creatinina (método colorimétrico, Jaffé
modificado), aspartato aminotransferase AST (método cinético UV), alanina

aminotransferase- ALT (método cinético UV),5-GT, albumina e proteinas totais. Os
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reagentes dos respectivos Kits (Marca Bioclin) foram preparados e a leitura foi realizada no
analisador Bioquimico multiparamétriedAlizé. O resultado de colesterol-LDL foi estimado

Triacilgliceroéis

pela equacdo de FriedewaldDL = CT — HDL — , (onde Triacilgliceréis/5

representa o colesterol VLDL e CT representa o colesterdl. total

2.8.5 Atividades das enzimas Catalase (CAT) e Superoxido dismutase (SOD) no tecido

hepatico

Para determinar a atividade da CAT o tecido hepético foi macerado com tampao
fosfato 50 mM com triton X-100. O homogenato resultante foi centrifugado a 5000rpm a 4°C
por 10 minutos. O sobrenadante resultante foi utilizado para mensuracdo da atividade
enzimatica, a qual foi determinada pela taxa de decaimento do peréxido de hidrogénio lido em
espectrofotometro, modelo Multiskan GO (Thermo Scientific, Vantaa, Finlandia) a 240nm,
segundo metodologia de Aebi (1984).

A atividade da SOD foi determinada segundo Dieterich et al. (2000) adaptado.
Basicamente, o tecido hepatico foi homogeneizado com tampéo fosfato 50 mM e centrifugado
a 12000rpm & 4°C por 10 minutos. O sobrenadante resultante foi utilizado para a mensuragéo
espectrofotométrica, modelo Multiskan GO (Thermo Scientific, Vantaa, Finlandia) a 570 nm
da atividade da enzima. Este método baseia-se na habilidade da superéxido dismutase retirar o
superoéxido, diminuindo assim a razdo de autooxidacdo do pirogalol.

A guantidade de proteinas presentes no tecido hepatico utilizado nas analises de CAT
e SOD foram mensuradas segundo metodologia de Lowry et al (1951).

2.8.6 Morfometria

Os fragmentos de figado foram fixados por 24 horas solucdo de Karnovsky
(KARNOVSKY, 1965) e em seguida foram transferidos para alcool 70%. A desidratacao foi
realizada em série etandlica crescente (70%, 80%, 90%, 95% e 100%), com trocas a cada 30
minutos, procedendo-se ao final da série a idduamm glicol metacrilato (Historesin®,

Leica). Foram obtidas 1gdes de 3 um de espessura utilizandose micrétomo rotativo
(Reichert-Jung, Alemanha) usando navalhas de v@dsa:ortes foram corados com azul de

toluidina/borato de sodio 1% para analises morfométricas. As preparacdes foram montadas
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com Entellan® (Merck, Frankfurt, Alemanha). Para evitar a repeticdo das analises nas
mesmas células os cortes foram feitos de modo semi-seriado em intervalos regulares de 15
um. As prepara¢des foram analisadas em microscopio de luz (Olympus BX-60®, Toquio,

Japdo) e as imagens capturadas usando um fotomicroscopio (Olympus AX 70 TRF),
utilizando objetiva de 40x. A morfometria foi realizada utilizando o software para anélises de
imagem Image Pro Plus 4.5® (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA).

Para as analises morfométricas foram contados os pontos coincidentes sobre os
seguintes componentes hepaticos: nucleo de hepatdcito, citoplasma de hepatdécito, grandes
vasos sanguineos, células de Kupffer, capilares sinusdides, infiltrados leucocitarios e goticulas
de gordura. Para quantificar os elementos citados, foi utilizada uma grade de 247 pontos
foram considerados como pontos a intersecdo entre duas linhas perpendiculares. Foram feitas

5 repeticdes por animal, totalizando mil duzentos e trinta e cinco pontos.
2.5 DELINEAMENTO ESTATISTICO

Os resultados foram expressos em média e desvio-padrao (médiatdp). Comparacdes
entre os grupos foram feitas usando o programa Statistica (ANOVA/MANOVA), através do

teste de Student-Newman-Keuls (SNK) e a significAncia estatistica foi estabelecida para p <
0,10.
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3 RESULTADOS E DISCUSS\O

3.1 CARACTERIZACAO FiSICO QUIMICO DO ACAI

A avaliacdo da composicdo centesimal realizada no acai utilizado no experimento
esta apresentada na tabela 2.

Tabela 2- Composicao centesimal do acai

Componentes Quantidade em
(9/1009)
Umidade 88,7+0,34
Proteinas 1,08t0,02
Lipidios 4,85t0,09

Carboidratos 4,90t0,38
Cinzas 0,4#0,02

Em funcéo do teor de sélidos apresentado, a polpa de acai utilizada no estudo foi
classificada como acai médio, pois apresenta teor de sélidos entre 11 e 14%. Esse parametro €
muito influenciado pelo manipulador no momento da obtencdo da polpa, resultando em
quantidades de solidos diferentes e consequentemente, teores diferentes de proteinas, lipidios,
compostos fendlicos e outros, fazendo com que seja mais adequado apresentar os valores en
base seca de acai, para facilitar a comparacdo com outros trabalhos.

O teor de proteinas da polpa de acai utilizada no experimento foi de
aproximadamente 9,45g/100g de base seca. Rogez (2000) obteve valor ligeiramente superior,
10,0590/100g de base seca, e Menezes et al (2008), 8,48g/100g de base seca.

Os lipidios representam grande parte da matéria seca do acai, sendo responsavel pelo
alto valor energético do fruto. Nesse estudo o valor obtido para esse componente foi de
42,959/100g de base seca. Menezes (2008) e Rogez (2000) encontraram valores de
40,759/100g e 52,64 g de lipidios por 100g de base seca do fruto, respectivamente.

O acai ndo possui quantidades elevadas de agucares simples e amido, porém
apresenta alto teor de carboidratos nédo digeriveis pelo organismo humano, as fibras. A

guantidade de carboidratos totais da polpa de acai utilizada nesse estudo foi de 43,49/100g de
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base de seca da polpa. Gordon et al (2012) encontraram valores de 48g/100g de base seca par
frutos em estagio de maturagéo intermediario e de 369/100g de base seca em frutos maduros.
A polpa de acai liofilizada utilizada no estudo de Menezes (2008) apresentou valores de
42,539/100g.

A quantidade de cinzas da polpa de acai utilizada no estudo foi de 4,29/100g de base
seca, sendo que valores semelhantes foram encontrados por Menezes (2008) e Gordon (2012),
de 3,849/100g e 49/100g de base seca, respectivamente.

As variacdes ocorridas nos componentes da polpa de acai apresentadas por diferentes
autores pode ser explicada pela grande diversidade genética do fruto, pelo estagio de
maturacao e pela época do ano que o fruto foi colhido (ROGEZ, 2000).

3.2 QUANTIFICACAO DOS POLIFENOIS E ATIVIDADE ANTIOXIDANE

A gquantidade de compostos fendlicos da polpa de acai apresenta grande variacao
guando se compara os diversos estudos ja existentes sobre o assunto. Em muitos casos &
variacdo se deve a origem, estagio de maturacéo e periodo do ano em que foram coletados os
frutos e, em outros casos, 0 motivo da variacédo € a falta de informacéo sobre a quantidade de
agua do material em analise, visto que na maioria dos casos € adicionada agua para a obtencac
da polpa.

Tabela 3 - Compostos fendlicos e atividade antioxidante in vitro do acai

Componentes Acai
Fendlicos totais (MyGE/100g b.s) 2088,3-98,2
Antocianinas (mg/100g b.s) 522,2+18,9
ABTS (uMol Trolox/g) 22,5t1,52

Neste estudo a quantidade de compostos fendlicos encontrada na polpa de acai foi de
2088 mgAGE/100g de base seca (Tabela 3), resultado inferior ao obtido por Gordon et al
(2012) que foi de 3437 mgAGE/100g em base seca. Schauss et al (2006) obteve valores
inferiores ao obtido neste estudo 1390 mgAGE/100g de base seca. Paz et al (2015) também

encontraram valores de fendlicos totais inferiores a este estudo, 1808 mgAGE/100g de base
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seca, porém o autor ndo menciona a origem e periodo de coleta do fruto utilizado no estudo,
dificultando a comparacao com outros trabalhos.

O teor de antocianinas apresentou as mesmas variacbes observadas nos compostos
fendlicos quando se compara os resultados obtidos aos diversos trabalhos ja realizados. Neste
estudo o teor de antocianinas encontrado foi de 522,8 mg/100g em base seca. Schauss et a
(2006), ao estudar acai liofilizado, encontrou valores de 319mg/100g em base seca de
antocianinas, e Constant (2003) encontrou valores de antocianinas de aproximadamente

127,3mg/100g em base umida.

3.3 DOSAGEM QUANTITATIVA E QUALITATIVA POR CLAE DA POLPA DE ACAI

Através da técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e utilizando
padrdes das duas principais antocianinas presentes na polpa de acai descritas na literatura
(cianidina 3-Oglucosideo e cianidina 3-O-rutinesid foi realizada a confirmacdo da
presenca e a quantificacdo dessas antocianinas na polpa de acai utilizadas no estudo.

A quantidade de cianidina 3-O-rutinosideo foi superior ao teor de cianidina 3-O-
glucosideo assim como nos trabalhos de outros autores. Considerando que essas duas
antocianinas compdem a totalidade desse pigmento no acai, a distribuicdo foi de 59,07% de
cianidina-3-rutinosideo e 40,93% de cianidina-3-glucosideo. Pompeu et al (2009), obtiveram
resultado similar onde as quantidades das antocianinas foram distribuidas em 62% cianidina
3-O-rutinosideo e 38% cianidina 3-O-glucosideo.

Em estudo realizado por Rosso et al (2008), foi identificado e quantificado por
CLAE as antocianinas da polpa de acai. Nesse estudo, as antocianinas majoritarias foram
cianidina 3-O-rutinosideo e a cianidina 3-O-glucosideo, porém foram encontradas outras
antocianinas como perlagonidina 3-O-glucosideo e peonidina 3-Oglucosideo.

Em outro estudo realizado por Del Pozo-Insfran et al (2006) onde foi quantificada as
antocianinas da polpa de acai por CLAE, ndo foi encontrada cianidina 3-O-rutinosideo mas
encontraram a cianidina 3-O-glucosideo e a perlagonidina 3-O-glucosideo com os respectivos

valores de 1040 £ 58.2 e 74.4 + 2.90 mg/L de polpa fresca.

3.4 ENSAIO IN VIVO
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Nesse estudo buscou-se apresentar dados que evidenciassem a influéncia dos
componentes do acai nos parametros bioquimicos do sangue de ratos alimentados com dietas
hipercolesterolémica e nao hipercolesterolémica, assim como o efeito desses componentes na

prevencao de danos no tecido hepatico.

3.4.1 Controle da massa corporal, consumo de alimentos e composi¢céo da racao

Primeiramente, foi avaliada a influéncia da adicdo de acai no ganho de massa corporal
e na ingestao de alimentos dos animais (Tabela 4)

No inicio do experimento, ndo houve diferenca significativa entre as médias das
massas corporais dos grupos testados. Apos 30 dias, verificou-se que o grupo CC obteve
maior ganho de massa corporal do que todos os outros gRggsuUpoAC, s e AG foram
0S que apresentaram maior consumo de alimentos, mas mesmo tendo maior consumo e
recebendo colesterol em suas dietas, apresentaram ganhos de peso semelhantes aos grupc
A2, As.

Tabela 4- Massa inicial dos animais, Ingestdo de alimento e ganho de massa corporal de
ratos alimentados com as diferentes dietas.

Grupos Peso inicial (g) Consumo (g/30dias) Ganho de peso (g)
C 220,00+14,14° 491,12428,95° 15,83+9,70°¢
CcC 227,50%+22,07° 497,18+31,51° 41,66+7,52°
Ays 223,33+16,63? 501,394+50,91° 28,33+7,52°
As 233,33+22,07° 490,09+47,88° 26,6615,16°
ACys 222,50+10,83? 562,76%30,06° 26,66+8,16°
ACs 227,50+14,742 545,62+37,15° 34,16+4,91°

C: racdo comercial e CC: racdo comercial com adicdo de 1% de colesterahg@o comercial com adicao de
2,5% de agai;& ragdo comercial com adicdo de 5% de acai;sA€@cao comercial com adicdo de 1% de
colesterol e 2,5% de acai; &Cacado comercial com 1% de colesterol e 5% de acai. Teste one way Anova. Os
resultados estéo representados por médesvio padrdo. As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra
na coluna nao diferem ao nivel de 10% de probabilidade pelo Teste de SNK.

A suplementacdo de acai na racao hipercolesterolémica provocou aumento no

consumo de alimento, fato ndo observado por Souza et al (2d)) utilizando

suplementacdo com 2% de acai, verificaram reducdo na ingestdo de alimentos quando se
comparou com grupo que recebia racdo hipercolesterolémica sem acai. Mas assim como no
estudo citado, neste estudo ndo houve efeito da suplementacdo de acai no consumo dos

animais que nao receberam dietas hipercolesterolémicas.
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3.4.2 Analise Bioquimica do sangue dos animais

Na tabela 5 estdo mostradas as médias dos indices hepatossomaticos e das atividades
das enzimas ALT, AST e-GT dos animais utilizados no experimento. Esses parametros
foram utilizados para avaliar os danos causados no tecido hepatico. Com relagdoeao indic
hepatossomatico, os grupos que receberam colesterol em suas dietas ndo apresentararn
diferenca significativa entre si, mas todos apresentaram IHS superiores aos grsipo%,A
que receberam acai em suas dietas mas ndo receberam colesterol. Ndo foi encontrada

diferenca significativa entre os grupos para as enzimas AST (TGO), ALT (Ti&BTJ e

Tabela 5- indice Hepatossomatico e atividade das enzimas ALT, ASGE de ratos

alimentados com diferentes dietas.

Grupos IHS ALT AST o-GT
C 3,070,22%¢ 52,3313,1¢ 119,5@:41,97 4,00+0,8%
cC 3,510,422 55,0@:8,71 177,16:83,1¢ 3,50+1,04
Ays 2,84t0,22°¢ 40,5@:8,40¢ 104,66-16,23 4,83t1,47
As 2,83t0,29°¢ 49,339,222 115,8356,97 5,50+2,66
ACy5 3,39t0,413° 48,00:11,78 156,8386,1C 5,51+1,64
ACs 3,39t0,11 43,0116,08 152,16-32,04 4,66+1,5C

C: racdo comercial e CC: ragcdo comercial com adicdo de 1% de colesterahg@o comercial com adicao de
2,5% de acai;& racdo comercial com adicdo de 5% de acai;sA€cado comercial com adicdo de 1% de
colesterol e 2,5% de acai; ACacao comercial com 1% de colesterol e 5% de acai. Teste one way Anova. Os
resultados estéo representados por médesvio padrdo. As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra
na coluna ndo diferem ao nivel 8@&% de probabilidade pelo Teste de SNK.

Quando o tecido hepatico sofre algum dano e os hepatdcitos sdo destruidos, sua
membrana é rompida, fazendo com que enzimas hepaticas especificas sejam liberadas para c
sangue. Por esta razdo, sua dosagem no sangue é um biomarcador de lesdo hepatica. Nest
estudo ndo houve diferenca significativa entre as atividades das enzimas estudadas (ALT,
AST e Gama GT). Em funcéo dos grupos CC e C nao apresentarem diferenca significativa
entre eles nesses parametros, os resultados sugerem que a dieta hipercolesterolémica utilizade
no estudo, ndo foi capaz de provocar danos hepaticos no periodo experimental de 30 dias.

O perfil lipidico sanguineo dos ratos (Tabela 6) foi analisado e observou-se, como era
esperado, que o grupo Controle Colesterol (CC) apresentou um valor de colesterol total
estatisticamente superior ao Controle (C), mostrando que o modelo utilizado foi adequado
para elevar os niveis de colesterol nos animais. Dentre 0s grupos que receberam colesterol em

suas dietas, somente o A¢diferiu estatisticamente do grupo CC. N&o houve diferenca
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significativa entre os grupos que néo receberam colesterol em suas dietas. Esses resultados
estdo de acordo com os resultados obtidos no estudo de Souza et al d20f0E a
suplementacao de 2% de acai provocou diminuicdo do colesterol total em ratos alimentados
com dieta hipercolesterolémica (contendo 1% de colesterol e 0,25% de acido colico) e nao
alterou em ratos alimentados com dieta sem colesterol.

Para o colesterol-HDL, o grupo A@presentou valores superiores aos grupqseA
As porém nao houve diferenga significativa entre os grupos que receberam colesterol em suas
dietas. Para o colesterol-LDL, o grupo CC apresentou média estatisticamente superior a todos
0s grupos. O acai ndo influenciou na redugcdo do colesterol-LDL nos grupos que nhao
receberam colesterol em suas dietas (&5 & As), porém nos grupos que receberam, a
reducéo foi de 35% no grupo Age 20% no grupo AE Consequentemente, a relacao entre
colesterol-LDL e colesterol-HDL (LDL/HDL) foi menor para 0os grupés s e AG que para
o grupo CC.

Tabela 6- Perfil lipidico do sangue de ratos alimentados com diferentes dietas.

Grupos CT mg/DI HDL mg/dL LDL mg/dL CT/HDL LDL/HDL Triacilglicerdis
C 106,96:11,15  43,1Gt9,08" 33,7H7,76 2,56+0,50° 0,84+0,3% 133,8@45,4%
CC 165,1335,47 50,45:8,28% 85,44+:22,12 3,28:0,53 1,70t0,53  129,5555,9%
Ass 97,96:12,04 39,28:3,99 46,936,48 2,49:0,19 1,19+0,10°¢ 32,7114,02
As 104,61+18,6F  40,54t7,57 55,0114,2¢°¢ 2,59+0,28 1,35:0,30° 45,30t8,6%
ACys 130,3@:36,10° 47,58:12,48° 55,6815,60° 2,72:0,09° 1,21+0,37°  135,1889,08
ACs 154,0:27,44> 53,818,99 68,14:12,69 2,93t0,8% 1,270,19 92,95:31,23%

C: racéo comercial e CC: ragdo comercial com adicdo de 1% de colesterahg@o comercial com adicdo de
2,5% de agai;& racdo comercial com adicdo de 5% de acai;sA@cao comercial com adicdo de 1% de
colesterol e 2,5% de acai; &Cacédo comercial com 1% de colesterol e 5% de acai. Teste one way Anova. Os
resultados estéo representados por médesvio padrdo. As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra

na coluna nao diferem ao nivel @46 de probabilidade pelo Teste de SNK.

Esses resultados podem ser em funcdo dos compostos fendlicos, das fibras e acidos

graxos insaturados presentes no acai, que sdo capazes de reduzir o teor de colesterol

plasmatico. As fibras tem a capacidade de adsorver substancias organicas, como 0s sais

biliares, diminuindo o pool de &cidos biliares no ciclo entero-hepatico, interferindo no

metabolismo do colesterol (BROWN et al., 1999). A ingestdo de acidos graxos mono e poli

insaturados esta associada a diminuicdo do colesterol total e colesterol-LDL sgnguineo

devido serem oxidados com maior facilidade e entrarem nas células como corpos cetbnicos ao

invés de permanecerem na corrente sanguinea (ROS, 2008). Com relagdo aos compostos

fendlicos, estudos comprovam o efeito dos flavonoides na reducéo do colesterol sanguineo

pela inibicdo da atividade da HMG-CoA redutase hepatica, pelo aumento da atividade de
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enzimas antioxidantes hepéticas contra estresse oxidativo e pelo aumento da excrecao fecal de
ester6is em modelos animais hipercolesterolémicos (KIM, et al., 2004)

Os grupos As e As apresentaram medias de triacilglicerois inferiores a todos os
grupos, com excecao do grupo AQuando comparados com o grupo C, que também néo
recebia colesterol em sua dieta, 0s gruppseAAs apresentaram valores, aproximadamente,

3,5 vezes menores. Em alguns casos, a diminuicdo do peso corporal e a diminuicdo da
ingestao de alimentos pode provocar a diminuicdo de triacilglicerois no sangue (POULLAIN

et al., 1989). No entanto, nesse estudo ndao houve diferenca significativa entre os animais dos
grupos As As e C com relagdo ao consumo de alimentos e ganho de peso dos animais,
excluindo essa justificativa. Porém, esses resultados podem ser explicados através da
guantidade de acidos graxos insaturados presentes no acai que inibem a acdo de enzimas
importantes relacionadas ao metabolismo do VLDL, e assim diminuindo os triacilgliceréis no
plasma (CONNOR, 1997).

Para avaliar o efeito dos tratamentos nas func¢des renais, foram mensurados os valores
de proteinas plasmaticas, creatinina e albumina no sangue dos animais (Tabela 7). Nao houve
diferenca significativa entre os grupos que receberam acai em suas dietas dos grupos C e CC
nos parametros albumina e creatinina. Com relacdo as proteinas, o grupo CC apresentou
média superior a todos 0s outros grupos, com excecdo do grupdAQrupos As, As,

AC>5 e AG apresentaram valores de proteinas semelhantes ao grupo C.

Tabela 7- Proteinas totais, Creatinina e Albumina do sangue de ratos alimentados com

diferentes dietas.

Grupos Proteinas (g/L) Albumina (g/L) Creatinina (g/L)
C 8,84+0,68 4,3740,22% 0,761+0,17%
CcC 10,11+1,08° 4,5610,56% 0,89+0,15°
Ass 8,22+0,84¢ 4,0840,19° 0,70+0,07°
As 9,01+1,06 4,4240,32% 0,7240,12%
ACys 8,09+0,56°¢ 4,1240,19° 0,7240,05%
ACs 9,5440,94% 4,631+0,33° 0,8240,09%

C: racéo comercial e CC: ragdo comercial com adicdo de 1% de colesterahg@o comercial com adicdo de
2,5% de agai;& ragdo comercial com adicdo de 5% de acai;sA€@cao comercial com adicdo de 1% de
colesterol e 2,5% de acai; ACacédo comercial com 1% de colesterol e 5% de agai; Teste one way Anova. Os
resultados estéo representados por médesvio padrdo. As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra
na coluna nao diferem ao nivel de 10% de probabilidade pelo Teste de SNK.
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A diminui¢do das proteinas totais no sangue pode ocorrer em funcdo de hemorragias,
falta de ingestdo adequada na dieta e pela incapacidade do figado produzir aloumina em caso
de infeccdo grave (RIBEIRO et al, 2006). Os niveis de Creatinina plasmatica refletem a taxa
de filtracdo renal, de forma que altos niveis desse parametro indicam deficiéncia no
funcionamento renal (MIZOI, et al, 2008). Como n&o houve diferenca significativa entre os
grupos C e CC para os parametros albumina e creatinina, podemos afirmar que as dietas

utilizadas néo provocaram danos funcionais nos rins no periodo experimental de 30 dias.

3.4.3 Avaliagdo da atividade antioxidante

A capacidade antioxidante do figado foi investigada através da quantificacdo da
atividade enzimatica da catalase e da superoxido dismutase. As atividades das enzimas néo
apresentaram diferenca significativa entre todos os grupos testados (frigura 1

Em condi¢Bes normais, ha um equilibrio entre as rea¢gfes que envolvem os oxidantes
(EROs) e os antioxidantes, sendo mantidas as condicfes ideais para metabolismo normal das
células. Esse equilibrio € mantido por meio da acdo de enzimas antioxidantes como, a
superoxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT). A SOD é um dos mais efetivos
antioxidantes enziméaticos intracelulagataliza a dismutacdo do radical superdxido em
oxigénio molecular (€ e em uma espécie menos reativa,041Contudo, o HO2 em niveis
aumentados, é também toxico para o organismo e deve ser detoxificado pela catalase e/ou
peroxidases. A CAT € muito eficiente na conversdo d@,Hem agua e em oxigénio
molecular. Como neste estudo ndo houve diferenca significativa entre os grupos para a
atividade dessas enzimas, podemos concluir que a presenca dos antioxidantes naturais do aca

nao interferiu na atividade dessas enzimas.
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Figura 1. A - Atividade da catalase (CAT);-BAtividade da superoxido dismutase

(SOD), ambas no tecido hepatico de ratos Wistar.

C: racdo comercial e CC: ragdo comercial com adicdo de 1% de colestgrabg@o comercial com
adicdo de 2,5% de acakAacao comercial com adi¢cdo de 5% de acabsAacao comercial com adicdo de 1%
de colesterol e 2,5% de acai; A€cao comercial com 1% de colesterol e 5% de agai. Teste one way Anova.

3.4.4 Efeito dos tratamentos no tecido hepatico dos animais

Os dados da estereologia hepética sdo mostrados na Tabela 8. O grupo CC apresentou
maior diametro nuclear e volume nuclear do que os grupos £ A8 e AGs Nao houve
diferenca para esses parametros entre 0s outros grupos e o grupo C. As alteracdes no tamanhc
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e na forma do nucleo de células pode ser sinal do aumento da atividade metabdlica ou alguma
patologia desenvolvida no 6rgdo (BRAUNBECK, 1990).

N&o houve diferenca no volume do citoplasma entre todos os grupos te§ados.
volume do hepatécito foi maior no grupo CC do que nos grupas A& se entre os demais
grupos nao houve diferenca significativa. A relagdo nucleoplasmética foi maior no grsipo AC
do que nos demais grupos. Todos os outros gr@possentaram RNP semelhantes

estatisticamente.

Tabela 8. Parametros estereoldgicos hepaticos de ratos Wistar submetidos a diferentes dietas

Grupos DN (um) VN (um3) Vit (um3) Vhep (um?3) RNP
C 11,56%+0,41k 813,13+86,54 ¢ 6698,10+686,572 7511,23+761,812 0,121+0,00°
CcC 12,16+£0,462 947,16+110,132 7355,40+993,592  8302,57+1098,242 0,129+0,00°

Azs 11,25+0,38b  747,99+73,99 bc 5939,85+492,272 6687,851+544,74% 0,126+0,01"
As 11,14+0,67° 730,65+129,29  6196,86+1123,292  6927,52+1249,36 0,118+0,00°
ACys5 10,86+0,60¢ 676,59+112,07¢  5827,65+1074,952 6504,24+1183,57° 0,116+0,00"
ACs 11,72+0,562> 849,64+125,03%  6004,45+1431,322 6854,09+1550,58% 0,144+0,012

C: racéo comercial e CC: ragdo comercial com adicdo de 1% de colesterahg@o comercial com adicdo de
2,5% de acai;A racdo comercial com adicdo de 5% de acai;sA€@cao comercial com adi¢do de 1% de
colesterol e 2,5% de acai; ACacéo comercial com 1% de colesterol e 5% de acgai; Teste one way Anova. Os
resultados estéo representados por médesvio padrdo. As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra
na coluna nao diferem ao nivel &% de probabilidade pelo Teste de SNK.

Os dados de histomorfometria hepaticas sdo mostrados na Tabela 9. O percentual de
nacleo do grupo A€foi maior que os valores apresentados por todos os outros grupos. Nao
houve diferenca significativa nesse parametro entre 0s grupos que nao receberam colesterol
em suas dietas. Entre 0os grupos que receberam colesterol em suas dietas, o ggupo AC
apresentou percentual de nucleo inferior aos grupeeATC.

Os grupos que nado receberam colesterol em suas dietas ndo apresentaram diferencas
significativas entre si para os parametros percentual de citoplasma e percentual de
hepatécitos. Entre os grupos que receberam colesterol em suas dietas, o grupo CC apresentol
maior percentual de citoplasma e de hepatocitos do que o grupo AC

Com relacdo ao percentual de capilares sinusoides, 0s grupossCAsAe AG
apresentaram valores maiores estatisticamente que o grupo CC. N&ao houve diferenca
significativa entre os grupos para os percentuais de células de Kupffer e vasos sanguineos.

Houve diferenca significativa no acumulo de goticulas lipidicas no citoplasma das
células. O grupo CC apresentou maior percentual de goticulas de gordura no figado que todos

0s grupos estudados. Entre os grupos que nao receberam colesterol em suas dietas ndo houv
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diferenca significativa desse parametro. Porém, para 0s grupos que receberam colesterol, o
acai influenciou na diminui¢do do percentual de goticulas de gordura no tecido hepatico, onde
o destaque foi para o grupo que recebeu a menor dose de aggigp€sentando percentual

77% menor que o grupo CC. A diminuicdo apresentada pelo grupo féiCde,
aproximadamente, 41%. Uma das explicagGes para o aumento de gordura no citoplasma dos
hepatécitos é que a dieta rica em gordura estimula a express@oeptor a do figado

(LXRa) aumentando a atividade da acido graxo sintase. Quando a sintese de acidos graxos
livres € maior que 0S mecanismos responsaveis por seu catabolismo, os triacilglicerdis

excedentes sao acumulados no figado contribuindo para a esteatose (Al et al. 2011)

Tabela 9. Parametros histomorfométricos hepéticos de ratos Wistar submetidos a diferentes

dietas
Grupos Nucleo (%) Citoplasma(%) Hepatdcito (%) CS (%) Kupffer (%) GL (%) VS (%)

C 7,78:0,4% 64,080,948 71,871,189  26,10:1,212 1,66:0,112 0,280,34° 0,350,162
cC 8,44t0,38" 65,371,548 73,811,682 23,931,71® 1,830,23* 6,353,912 0,410,15
Azs 8,00:0,51"  63,56:1,46P 7156128  26,3%1,40° 1,70:0,112 0,56:0,47° 0,330,092
As 7,59:0,33°  64,272124  71,86:1,39  26,16:1,522 1,60:0,212  0,7%0,51°  0,36t0,142

ACzs 7,570,33°  65,08:0,60* 72,66:0,69° 25430,642 1,60:0,08 1,450,42° 0,290,152
ACs 8,070,790 62,3215  712%1,09 26,36:1,092 1,82:0,10° 3,69:0,77° 0,510,172

C: racéo comercial e CC: ragdo comercial com adicdo de 1% de colesterahg@o comercial com adicio de
2,5% de acai;A ragdo comercial com adicdo de 5% de acai;sA€@cao comercial com adicdo de 1% de
colesterol e 2,5% de acai; ACacao comercial com 1% de colesterol e 5% de acai; Teste one way Anova. Os
resultados estéo representados por médesvio padrao. As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra
na coluna ndo diferem ao nivel de 10% de probabilidade pelo Teste de SNK.

As células de Kupffer estdo envolvidas na defesa do organismo retirando os materiais
toxicos da circulacdo portal (NAITO et al., 2004). Nesse estudo ndo houve diferenca
significativa entre todos os grupos testados.

Nas figura 2, 3 e 4 sdo mostradas as imagens representativas do tecido hepatico de
ratos Wistar expostos aos diferentes tratamentos do experimento. Nas imagens podem ser
observados: nucleo de hepatécito, capilar sinusoide, citoplasma, hepatdcitos, goticula lipidica

e células de Kupffer.
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Figura 2 - Fotomicrografias representativas de corte histolégico do figado de ratos

Wistar dos grupos C e CC.
C: racao comercial e CC: ragcao comercial com adi¢do de 1% de colesterol; N: niclegl&@naijtél:
hepatdcito; CS: capilares sinusoides; K: macréfago (célula de kupffer) e G: goticuladuta.go
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Figura 3 - Fotomicrografias representativas de corte histolégico do figado de ratos
Wistar dos grupos #se Aes.

Azs racdo comercial com adicdo de 2,5% de agar#cdo comercial com adi¢do de 5% de acai; N:
nucleo; C: citoplama; H: hepatdécito; CS: capilares sinuséides; K: macrofago (kupffer) e G: goticulas de
gordura.
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Figura 4 - Fotomicrografias representativas de corte histolégico do figado de ratos
Wistar dos grupo8C:s e AG:.

AC, s ragcdo comercial com adicdo de 1% de colesterol e 2,5% de agahaé&b comercial com 1%
de colesterol e 5% de agai; N: nucleo; C: citoplama; H: hepatdcito; CS: capilares sinusoéides;ofagmac
(célula de kupffer) e G: goticulas de gordura.
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4 CONCLUSAO

A polpa de acai utilizada no experimento apresentou teor 1,06% de proteinas, 4,85%
de lipidios, 4,90% de carboidratos totais, 0,47% de cinzas e 88,7% de umidade.

Os compostos fenolicos do fruto foram de 2088,3 mg/100b.s, sendo que
522,2mg/100g b.s de antocianinas. Os dados obtidos por cromatografia mostraram que a
qguantidade de cianidina 3-O-rutinosideo foi superior ao teor de cianidina 3-O-glucosideo.

Observou-se que a suplementacdo com 2,5% de acai foi eficaz para reduzir o
colesterol total e o colesterol-LDL sanguineo, assim como reduzir o percentual de goticulas
de gordura no citoplasma dos hepatocitos dos animais que receberam dietas
hipercolesterolémicas. Em animais que receberam dietas ndo hipercolesterolémicas, o acai

diminuiu os niveis de triacilgliceréis sanguineos.
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CAPITULO 2

MORFOMETRIA DO FIGADO E PARAMETROS BIOQUIMICOS
SANGUINEOS DE RATOS WISTAR ALIMENTADOS COM DIETAS
HIPERCOLESTEROLEMICAS ADICIONADAS DE ACAI INTEGRAL E RESIDUO DA
EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS DO AGAI

1 INTRODUCAO

As modificacbes dos padrbes alimentares e a inatividade fisica provocaram um
aumento na prevaléncia de dislipidemia, caracterizada pela elevagdo do colesterol total,
colesterol-LDL e triacilglicerdis associada a diminuicdo do colesterol-HDL no sangue e
considerada um dos principais causadores de doencas cardiovasculares (BRUCKNER, G.,
2008). O colesterol-LDL é considerado aterogénico, enquanto que o colesterol-HDL é
considerado protetor contra as leses ateroscleroticas. Portanto, a reducao do colesterol- LDL
é considerada a etapa inicial no combate as doencas cardiovasculares (OLSON, 1998).

Alteracdes no perfil lipidico podem ser normalizadas através da ingestao de alimentos
gue possuam componentes capazes de modificar os niveis de colesterol plasmatico, como:
fibras dietéticas, acidos graxos insaturados, fitoesterois e compostos fendlicos, encontrados
comumente em alimentos de origem vegetal como frutas e legumes (GENKINGER, 2004).

O acai, um fruto tipico da Amazénia, possui elevado teor de compostos fendlicos e,
dentre eles, as antocianinas sdo as substancias os mais abundantes. Duas antocianinas s
predominantes nesse fruto: a cianidina-3- glicosidio e a cianidina 3-rutinosideo (PACHECO-
PALENCIA et al., 2007). Possui também uma fracdo lipidica correspondente a,
aproximadamente, 9% da parte comestivel do fruto e composta de 11,1% de acidos graxos
poliinsaturados, 60,2% de acidos graxos monoinsaturados e 28,7% de acidos graxos
saturados. Os acidos oleico (53,9%) e palmitico (26,7%) sdo os acidos graxos predominantes.
Sdo encontrados também esteroides, como: [-sitosterol, stigmasterol, 5-avenasterol e
campesterol (LUBRANO et al, 1994). Outro componente importante do acai sdo as fibras
dietéticas que representam, em média, 5,9% da polpa do fruto, sendo a maioria (5,1%) de
fibras insoluveis (ROGEZ, 2000). Todos os componentes citados possuem propriedades
capazes de reduzir o colesterol sanguineo e com isso, tornam-se aliados importantes no
combate a doencgas cardiovasculares (KIM et al., 2004).
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Em funcdo de sua composicdo e, principalmente, devido ao alto teor de compostos
fendlicos, o acai vem recebendo muita atencdo de pesquisadores em todo mundo. Estudos ja
realizados demonstraram que o fruto possui alta capacidade antioxidante in vitro (KANG, et
al.,, 2010) atividade anti-inflamatéria (XIE, et al., 2011) e atividade antiproliferativa contra
células leucémicas HL-60 (DEL POZO-INSFRAN, 2006). Em outro estudo, o0 agai apresentou
um efeito hipocolesterolémico, onde uma dieta com 2% de acai foi capaz de reduzir os niveis
de colesterol plasmatico e colesterol LDL de ratos alimentados com dieta
hipercolesterolémica (SOUZA et al., 2010).

No presente estudo, foi investigada a influéncia do acai e do residuo obtido na
extracdo de compostos fendlicos do acai, no perfil lipidico, nos pardmetros sanguineos de
avaliacdo de danos hepaticos e renais, na atividade das enzimas antioxidantes hepaticas e nos
parametros morfométricos dos hepatécitos em animais alimentados com dieta

hipercolesterolémica.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 Agai

O acai utilizado na elaboracdo das ragfes foi obtido meio da maceragédo dos frutos
utilizando agua, em despolpadeira especifica para o produto, seguindo o procedimento
comercialmente utilizado nas industrias do estado do Para. Os frutos foram coletados no més
de junho nas llhas das Ongas, latitude -1,42679 e longitude -48,55906, Municipio de
Barcarena, Para. A bebida foi congelada a -18°C e transportada até o laboratério de
compostos bioativos da Universidade Federal de Vigosa, onde foi liofilizada para posterior

utilizacao nas racgoes.

2.1.2 Residuo da extracdo de compostos fendlicos do acai

O residuo da extracdo de compostos fendlicos foi obtido da seguinte forma: Porcdes
de 100 g da bebida liofilizada foram pesadas e deixadas em repouso com 100 mL de etanol
70% (v/v) acidificado com HCI até pH 2, em ambiente refrigeratld°@) e com auséncia de
luz. Apdés 24 horas, as amostras foram filtradas em funil de Buchner utilizando papel
Whatman n° 1 sob vacuo, e submetidas a novas extracdes nas mesmas condicfes. Foram
realizadas 3 extracbes em cada porcdo de acai liofilizado e o residuo obtido na filtracéo foi

armazenado congelado até sua utilizacao na fabricacéo das racoes.

2.2 ENSAIO IN VIVO

O experimento foi conduzido nos laboratério de Biofarmacos, do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular (DBBM) e Biologia Estrutural, do Departamento de
Biologia Geral (DBG), ambos pertencentes a Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, Minas

Gerais, Brasil.
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2.2.1 Animais

Foram utilizadas 42 ratas da espécie Rattus norvegicus da linhagem Wistar,
provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da
Universidade Federal de Vigosa, com idade de 12 semanas e pesos entre 200 e 250 gramas
Os animais foram mantidos em caixas individuais em ambiente com temperatura de 25°C e
ciclo de claro/escuro de 12 horas, recebendo agua ad libitum e alimentados diariamente com
porcdes de 20g de racdo uma vez por dia. Todos os procedimentos foram seguindo as normas
do Colégio Brasileiro de experimentacdo animal e aprovados pelo comité de ética da
Universidade Federal de Vigosa (n°61/2012) (ANEXO 1).

2.2.2 Dietas e preparo das racoes

Os animais foram divididos em 7 grupos com seis animais em cada grupo. Com base
no estudo de COSTA, (1992), foi adicionado 1% de colesterol e 0,1% de &cido célico em
racdo comercial da marca Presence, para produzir hipercolesterolemia nos ratos, as excecdes
foram as ragdes do grupo controle e dos grupeseAfso (Tabela 1). O primeiro grupo (C),
recebeu somente a racdo comercial. O segundo grupo (CC), recebeu a ragdo comercial
adicionada de 1% de colesterol e 0,1% de acido célico. O grupo E, recebeu a racdo comercial
adicionada de 1% de colesterol e 0,1% de acido cdlico e mais 10mg de estatina por Kg de
massa corporal. Os grupos A AGsp receberam a ragdo comercial adicionada de 1% de
colesterol, 0,1% de acido célico e 2,5% e 5% de acai, respectivamente. Os grupes REF
REFs 0 receberam a racdo comercial adicionada de 1% de colesterol, 0,1% de acido coélico e
2,5% e 5% do residuo obtido da extracado de compostos fendlicos do acai.

O preparo das racdes foi realizado da seguinte forma: a racdo comercial foi triturada
em um moinho e em seguida foram realizadas as misturas em um misturador de ragbes de
acordo com as formulagdes de cada grupo. Assim que foram retiradas do misturador as racdes
foram repeletizadas e em seguida passaram por um processo de secagem a 50°C durante ¢
horas. O processamento foi realizado no Centro de Avicultura do Departamento de Zootecnia

da Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, Minas Gerais,Brasil
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Tabela 1- Composicao quimica das ragdes utilizadas no experimento.

Grupos Proteinas (/) Lipidios (/) Carboidratos(/ ) Cinzas (/) Umidade(/ )
C 22,440,5 5,8010,3 53,2+1,5 6,910,3 11,6+0,4
CC 22,1740,5 6,74240,3 52,66+1,4 6,8310,3 11,5+0,4
E 22,17+0,5 6,74210,3 52,66+1,4 6,8310,3 11,5+0,4

ACys 21,85+0,4 7,6610,5 52,42+1,9 6,7610,3 11,740,4
ACs 21,40+0,6 8,3040,5 52,70+1,7 6,69610,4 10,8+0,5
REF,s 21,79+0,5 7,5240,4 52,68+1,1 6,7610,4 11,240,5
REFs 21,40%0,5 8,3240,6 52,70+1,7 6,6910,4 10,8+0,3

C: racédo comercial e CC: racao comercial com adicdo de 1% de colesterol; E: comereidicéande
1% de colesterol e 10mg de estatina;;ACacao comercial com adicdo de 1% de colesterol e 2,5% de acai;
ACs: racdo comercial com 1% de colesterol e 5% de acgai,, REd€a0 comercial com adicdo de 1% de
colesterol e 2,5% de residuo da extragdo de compostos fendlicos do agaraB&-comercial com adi¢cdo 1%
de colesterol e 5% de residuo da extragdo de compostos fendlicos do acai

2.2.3 Controle de peso dos animais e consumo alimentar

Semanalmente os ratos foram pesados para observar o crescimento ponderal. Também
foi realizada a quantificagdo do consumo alimentar. Para tanto, as dietas ofertadas aos animais
foram pesadas diariamente, sendo que os dados da diferenca entre a dieta ofeeistdate o r
nao consumido e sobras no fundo da gaiola foram utilizados maileuto do consumo total

no periodo do experimento.
2.2.4 Eutanasia e coleta dos tecidos

ApGs trinta dias de experimento, os animais, em jejum, foram anestesiados utilizando
90mg/g de Ketamina e 10mg/Kg de xilazina, administrados por via intraperitoneal e em
seguida eutanasiados através da retirada total do sangue por puncao cardiaca. Amostras de
sangue foram colocadas em tubos teste de 5ml e centrifugadas a 3.000rpm por 15 minutos
para separacdo do plasma e em seguida foram realizadas as analises bioquimicas @ sangue.
figado foi removido e pesado em balanca analitica e dois fragmentos hepaticos de cada animal
foram rapidamente removidos, um dos quais foi congelado e armazenado em freezer -80°C e
0 outro imerso em solucéo fixadora de Karnovsky (Karnovsky, 1965)

O indice hepatossomético (IHS) foi obtido pela relacdo entre o peso do figado (P

0 peso corporal (PC), senddS = % x 100.
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2.2.5 Analises bioquimicas do sangue

Os parametros analisados foram: colesterol total (método enzimatico-colorimétrico,
peroxidase), colesterol HDL (método enziméatico-colorimétrico, direto), triacilgliceréis
(método enzimatico colorimétrico, peroxidase), creatinina (método colorimétrico, Jaffé
modificado), aspartato aminotransferase AST (método cinético UV), alanina
aminotransferase- ALT (método cinético UV),5-GT, albumina e proteinas totais. Os
reagentes dos respectivos Kits (Marca Bioclin) foram preparados e a leitura foi realizada no
analisador Bioquimico multiparamétriccAlizé. O resultado de colesterol-LDL foi estimado

Triacilgliceroéis

pela equacdo de FriedewaldDL = CT — HDL — , (onde Triacilglicerdis/5

representa o colesterol VLDL e CT representa o colesterdl. total

2.2.6 Atividades das enzimas Catalase (CAT) e Superoxido dismutase (SOD) no tecido

hepético

Para determinar a atividade da CAT o tecido hepético foi macerado com tampéo
fosfato 50 mM com triton X-100. O homogenato resultante foi centrifugado a 5000rpm a 4°C
por 10 minutos. O sobrenadante resultante foi utilizado para mensuracdo da atividade
enzimatica, a qual foi determinada pela taxa de decaimento do peréxido de hidrogénio lido em
espectrofotdmetro, modelo Multiskan GO (Thermo Scientific, Vantaa, Finlandia) a 240nm,
segundo metodologia de Aebi (1984).

A atividade da SOD foi determinada segundo Dieterich et al, (2000) adaptado.
Basicamente, o tecido hepético foi homogeneizado com tampao fosfato 50 mM e centrifugado
a 12000rpm a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante resultante foi utilizado para a mensuracao
espectrofotométrica, modelo Multiskan GO (Thermo Scientific, Vantaa, Finlandia) a 570 nm
da atividade da enzima. Este método baseia-se na habilidade da superdxido dismutase retirar o
superoxido, diminuindo assim a razao de autooxidag&o do pirogalol.

A quantidade de proteinas presentes no tecido hepéatico utilizado nas analises de CAT

e SOD foram mensuradas segundo metodologia de Lowry et al (1951).
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2.2.7 Morfometria

Os fragmentos de figado foram fixados por 24 horas solucdo de Karnovsky e em
seguida foram transferidos para alcool 70%. A desidratacdo foi realizada em série etandlica
crescente (70%, 80%, 90%, 95% e 100%), com trocas a cada 30 minutos, procedendo-se ao
final da série a incl@ em glicol metacrilato (Historesin®, Leica). Foram obtidas 10 sec¢des
de 3 um de espessura utilizando-se micrétomo rotativo (Reichert-Jung, Alemanha) usando
navalhas de vidroOs cortes foram corados com azul de toluidina/borato de sodio 1% para
andlises morfométricas. As preparacdes foram montadas com Entellan® (Merck, Frankfurt,
Alemanha). Para evitar a repeticdo das andlises has mesmas células os cortes foxden feitos
modo semi-seriadem intervalos regulares de 15 um. As preparagdes foram analisadas em
microscopio de luz (Olympus BX-60®, Téquio, Japao) e as imagens capturadas usando um
fotomicroscopio (Olympus AX 70 TRF), utilizando objetiva de 40x. A morfometria foi
realizada utilizando o software para analises de imagem Image Pro Plus 4.5® (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA).

Os componentes hepaticos utilizados para realizacdo do estudo morfométrico dos
cortes histolégicos foram: nucleo, citoplasma, hepatdcitos, grandes vasos sanguineos, células
de Kupffer, capilares sinusoides, infiltrados leucocitarios e goticulas de gordura. Para
quantificar os elementos citados no figado, foi utilizada uma grade de 247 pdatam
considerados o0s pontos a intersecdo entre duas linhas perpendiculares. Foram feitas 5

repeticbes por animal, totalizando mil duzentos e trinta e cinco pontos por animal.
2.3 DELINEAMENTO ESTATISTICO

Os resultados foram expressos em média e desvio-padrao (médiatdp). Comparacdes
entre os grupos foram feitas usando o programa Statistica (ANOVA/MANOVA), através do

teste de Student-Newman-Keuls (SNK) e a significAncia estatistica foi estabelecida para p <
0,10.

69



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este estudo investigou os efeitos dos componentes do acai integral e do residuo da
extracdo de compostos fendlicos nos parametros bioquimicos do sangue de ratos alimentados
com dietas enriquecidas de colesterol, assim como o efeito desses componentes na prevencac

de danos no tecido hepatico que podem ser causados por uma dieta hipercolesterolémica.

3.1 CONTROLE DA MASSA CORPORAL E CONSUMO DE ALIMENTOS

Primeiramente verificou-se o efeito do acai e do residuo da extracdo de compostos
fendlicos no consumo de alimento dos animais. Observou-se que 0s grupos que receberam a
racdes com adicdo de acai e colesterol consumiram maior quantidade de alimento que os
outros grupos. Nao houve diferenca significativa no consumo entre os demais grupos
estudados. No estudo de Souza (2010), o grupo que recebeu dieta hipercolesterolémica e acal
apresentou menor consumo de alimentos, ndo ocorrendo 0 mesmo neste estudo. Com relacac
ao ganho de peso, os grupos:ACE, C, REEs e REF obtiveram ganho de massa inferior ao

grupoCC.

Tabela 2- Massa inicial dos animais, Ingestdo de alimento e ganho de massa corporal de

ratos alimentados com as diferentes dietas.

Grupos Peso inicial (g) Consumo (g/30dias) Ganho de peso (g)
C 220,00+14,14° 491,12+28,95° 15,8349,70°
cC 227,50+22,07° 497,18+31,51° 41,66+7,52°
E 226,50+24,07° 459,60+43,9° 5,81+8,6¢
ACz5 222,50+10,83° 562,76+30,06° 26,66+8,16°
ACs 227,50+14,742 545,62+37,15° 34,16+4,91%°
REF25 230,00+11,40° 469,61+37,51° 15,8349,70¢
REFs 226,66+11,25° 507,98+34,35° 26,66+7,52°

C: racéo comercial e CC: racdo comercial com adicéo de 1% de colesterol; E: comereidicéante
1% de colesterol e 10mg de estatina;;ACacao comercial com adicdo de 1% de colesterol e 2,5% de acati;

ACs: racdo comercial

com 1% de colesterol e 5% de acai,. REd€E0 comercial com adicdo de 1% de

colesterol e 2,5% de residuo da extragdo de compostos fendlicos do agaraB&t-comercial com adi¢do 1%
de colesterol e 5% de residuo da extracdo de compostos fendlicos do again€estey Anova. Os resultados
estao representados por méddesvio padrdo. As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coluna
ndo diferem ao nivel de 10% de probabilidade pelo Teste de SNK.
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Para avaliar os danos causados no tecido hepatico foram analisados os parametros:
indice hepatossomatico, ALT, ASTeGT dos animais utilizados no experimento. Esses
dados estdo apresentados na tabela 3.

Com relacdo aos parametros indice hepatossomatico, ASTe ALT, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos testados. Como 0s animais utilizados neste estudo nao
apresentaram diferenca significativa para IHS e atividade de ALT e AST, indicarqueme
dos tratamentos provocou danos no tecido hepético no periodo experimental de 30 dias. Para
os valores de-GT, o grupo E apresentou menor valor que 0s grupossACRERE. A
diferenca na atividade da enzima gama-glutamil transferase entre o grupo E e os gepos AC
e REF pode ser explicada por alguns estudos que evidenciam forte relaga@Tdaom
aumento do indice de massa corpérea (IMC), sugerindo que o peso corporal pode ser o fator

principal da elevacao dos niveis séricos de enzimas hepaticas (NAKANISHI et al, 2000).

Tabela 3—- indice hepatossomatico e atividade das enzimas ALT, ASTG& de ratos

alimentados com diferentes dietas.

Grupos IHS ALT AST o-GT
C 3,040,222 52,33:13,1¢ 119,5@41,97 4,000,895
cC 3,510,422 55,0@:8,71 177,16:83,1¢ 3,50t1,04°
E 3,33t0,28° 53,0t16,14 107,3341,24 2,83t1,94
ACo5 3,390,412 48,00:11,78 156,8386,1C 5,51+1,64
ACs 3,390,112 43,0116,08 152,16-32,04 4,66+1,50°
REF25 3,290,422 40,506,324 141,16:68,19 4,00:1,09"
REFs 3,420,222 48,32+11,84 151,8372,8F 5,66+1,21°

C: racao comercial, CC: racdo comercial com adi¢do de 1% de colesterol; E: comercdiggmde
1% de colesterol e 10mg de estatina;;ACGac¢do comercial com adi¢cdo de 1% de colesterol e 2,5% de acai;
ACs: racdo comercial com 1% de colesterol e 5% de acai,,REd€40 comercial com adicdo de 1% de
colesterol e 2,5% de residuo da extragdo de compostos fendlicos do agaraB&t-comercial com adi¢cdo 1%
de colesterol e 5% de residuo da extracdo de compostos fendlicos do again€estyy Anova. Os resultados
estdo representados por Médidasvio padrdo. As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coluna
nao diferem ao nivel de 10% de probabilidade pelo Teste de SNK.

O perfil lipidico sanguineo dos ratos foi analisado e observou-se, como era esperado,
gue o grupo Controle Colesterol (CC) apresentou um valor de colesterol total estatisticamente
superior ao Controle (C), mostrando que o método utilizado para produzir hipercolesterolemia
nos animais foi eficiente.

Houve reducao do colesterol total do grupo estatina quando comparado ao grupo
controle Colesterol. Este resultado € devido as estatinas atuarem na inibicdo da enzima HMG-
CoA redutase que é um componente chave na sintese do colesterol (CAMPO e CARVALHO,

2007). O grupo estatina também apresentou niveis de colesterol-LDL menores que 0 grupo
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CC, pelo fato das estatinas indem o aumento de receptores LDL, onde a lipoproteina LDL

se fixa no tecido hepatico, ocorrendo depuracéo de particulas com apo B-100, por endocitose.
O aumento de atividade dos receptores de LDL hepético é um dos fatores mais importantes
para diminuicdo dos niveis de LDL plasmatico (BROWN, 2008).

Os grupos Ags, RERse REFE apresentaram valores de colesterol total inferiores ao
apresentado pelo grupo CC, evidenciando o efeito hipocolesterolémico do fruto (Tabela 4).
Para o LDL-colesterol, o grupo CC apresentou média estatisticamente superior a todos o0s
demais grupos estudados. Quando comparados ao grupo CC, 0s gruposs e, REFs
apresentaram valores, aproximadamente, 33% mais baixos de LDL-colesterol. Com relag&o
ao HDL-colesterol e triacilglicerdis, ndo houve diferenca significativa entre os grupos

estudados.

Tabela 4- Perfil lipidico do sangue de ratos alimentados com diferentes dietas.

Grupos CT mg/dL HDL mg/dL LDL mg/dL CT/HDL LDL/HDL Triacilglicerois
C 106,96:11,1% 43,10:9,08 33,7#7,76¢ 2,56t0,5¢ 0,84+0,35 133,8@45,4%
CcC 165,1335,47 50,45t8,28 85,44t22 12 3,28t0,53 1,70t0,53 129,5555,95
E 11641+21,0¢ 42,28+7,5P 56,89+14,2¢ 2,75+0,34 1,36+0,38" 86,11+36,8%
ACzs 130,3@36,10°  47,58:12,48 55,68:15,6( 2,72t0,09 1,21+0,37° 135,1889,08
ACs 154,0@:27,44°  53,8148,9% 68,14t12,69 2,93t0,812 1,270,19® 92,95:31,23
REF25 126,16:16,89°  42,96:6,75 64,6122 59 3,00t0,67 1,580,758 92,95:23,23
REFs 129,7316,08°  48,26:10,38 57,719,09 2,76t0,53  1,23t0,0,28°  118,7532,23

C: racao comercial e CC: racdo comercial com adi¢cdo de 1% de colesterol; E: comeraidicéonde 1% de
colesterol e 10mg de estatina; ACracao comercial com adicdo de 1% de colesterol e 2,5% de agafpdéd
comercial com 1% de colesterol e 5% de acai,..RER¢ao comercial com adi¢do de 1% de colesterol e 2,5%
de residuo da extracdo de compostos fenélicos do acad; RE&0 comercial com adi¢do 1% de colesterol e 5%
de residuo da extracdo de compostos fendlicos do acai; Teste one wayOmmsultados estao representados
por médiasdesvio padrdo. As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na collifezemi@o nivel
de 10% de probabilidade pelo Teste de SNK.

A reducéo do colesterol total e LDL-colesterol obtido pelo grupesAGdem ser em
funcdo dos compostos fendlicos, fibras e acidos graxos insaturados presentes no acai, que Ssac
capazes de reduzir o teor de colesterol sanguineo. Os resultados obtidos pelos grupos que
receberam o residuo da extracdo de compostos fendlicos séo atribuidos as fibras e aos lipidios.
Os compostos fendlicos podem inibir a acdo da enzima HMG-CoA redutase reduzindo as
concentracdes de colesterol plasméatico (KIM et al, 2004). As fibras tem a capacidade de
adsorver substéncias organicas, como os sais biliares, diminuindo o pool de &cidos biliares no
ciclo entero-hepatico, interferindo no metabolismo do colesterol (CONTI, 1990; BROWN et
al., 1999) . A ingestédo de &cidos graxos mono e poli insaturados esta associada a diminuicédo
do colesterol total e colesterol-LDL sanguineo, devido serem oxidados com maior facilidade e
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entrarem nas células como corpos cetbnicos ao invés de permanecerem na corrente sanguine:
(ROS, 2008).

A relacdo LDL/HDL foi estatisticamente diferente somente entre os grupos CC e C.
N&o houve diferenca significativa entre os grupos testados para o indicador de risco
cardiovascular CT/HDL (Tabela 4).

Na tabela 5 estdo apresentados os dados de proteinas totais, albumina e creatinina do
sangue dos animais. Esses parametros foram utilizados para avaliar o efeito dos tratamentos
nas funcdes renais. Observou-se que os grupos B g dfesentaram valores de proteinas
plasmaticas menores que o grupo CC. Os valores de Albumina foram diferentes somente entre
os grupos Ag e E. Os grupos E, A, RER 5 e REFE apresentaram menores valores de

creatinina quando comparados ao grupo CC.

Tabela 5- Proteinas totais, Creatinina e Albumina do sangue de ratos alimentados com
diferentes dietas.

Grupos Proteinas Albumina Creatinina
C 8,84+0,68" 4,3740,22° 0,76:0,17°
CcC 10,1#1,08 4,56t0,56% 0,890,158
E 8,40+0,56° 4,08:0,31° 0,69+0,07°

ACzs 8,09+0,56 4,12+0,19" 0,72+0,0%

ACs 9,54+0,94° 4,63t0,33 0,82+0,09

RERs 8,99+0,68" 4,26+0,22° 0,69+0,07

RERs 9,04:1,27° 4,30t0,32° 0,73+0,08

C: racao comercial e CC: racado comercial com adi¢cdo de 1% de colesterol; E: comereaidicéonde 1% de
colesterol e 10mg de estatina; ACracao comercial com adicao de 1% de colesterol e 2,5% de agafadéd
comercial com 1% de colesterol e 5% de acgai,..RERcA0 comercial com adicdo de 1% de colesterol e 2,5%
de residuo da extracao de compostos fendlicos do acad; RE&0 comercial com adi¢do 1% de colesterol e 5%
de residuo da extragdo de compostos fendlicos do agai; Teste one wayOWesultados estdo representados
por médiasdesvio padrdo. As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na codlifesemi@o nivel

de 10% de probabilidade pelo Teste de SNK.

A diminuicdo de proteinas totais no sangue pode ocorrer em funcdo de hemorragias,
falta de ingestdo adequada na dieta e pela incapacidade do figado produzir albumina em caso
de infeccdo graveA creatinina é o mais importante marcador da fungéo renal, pois € igianduz
regularmente pelos musculos e excretada através da urina. A im&idiciénal ocasiona a
elevacdo dos niveis de creatinina no sdWiZOIl et al., 2008). Em funcdo dos valores
apresentados entre os dois grupos controle nao diferirem entre si nos trés parametros
observados, podemos concluir que a dieta hipercolesterolémica ndo afetou o funcionamento

desse 6rgao ao longo do periodo experimental de 30 dias.
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3.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A capacidade antioxidante do figado foi investigada através da quantificacdo da
atividade enzimatica da catalase e da superoxido dismutase. Nao houve diferenca significativa
entre os todos os grupos testados com relagéo as atividades das duas enzimas.

Neste estudo n&o foi observado o efeito antioxidante dos compostos fendlicos do acai
demonstrado em outros trabalhos, como o de Novello (2011), em que os ratos modelo
knockout ApoE que receberam doses de 2% e 6% de acai liofilizado apresentaram reducéo na
atividade das enzimas SOD e CAT. Levando em consideracdo que os grupos CC e C néo
apresentaram diferenca significativa para os valores das atividades dessas enzimas, podemos

também considerar que a dieta ndo provocou estresse oxidativo elevado (Figura 1).
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Figura 1. A - Atividade da superéxido dismutase (SOD); Btividade da catalase

(CAT), ambas no tecido hepatico de ratos Wistar.
C: racdo comercial e CC: racdo comercial com adicdo de 1% de colesterol; E: racdo conmarcial co

adicdo de 1% de colesterol e 10mg de estatinazA@cao comercial com adicdo de 1% de colesterol e 2,5% de
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acai; AG: racdo comercial com 1% de colesterol e 5% de agai REIEa0 comercial com adigdo de 1% de
colesterol e 2,5% de residuo da extracdo de compostos fendlicos do agafaBat-comercial com adicdo 1%

de colesterol e 10% de residuo da extracdo de compostos fendlicos do acai; Testg Anva.

3.3 EFEITO DOS TRATAMENTOS NO TECIDO HEPATICO DOS ANIMAIS

Os dados da estereologia hepética sdo mostrados na Tabela 6. Ndo houve diferenca
significativa entre todos os grupos testados para as meédias de volume citoplasmatico e
volume do hepatdcito. Com relacédo ao diametro do nucleo e volume do nucleo, o gsupo AC
apresentou média inferior a todos os outros grupos testados. Também houve diferenca
significativa na relacdo nucleoplasmatica, onde o grupass Afresentou valor inferior aos
grupos REE, ACs e E. A relacdo nucleoplasmatica do grupos A& maior que os grupos,C
CC, RERs e AGs As alteragbes no tamanho e na forma do ndcleo de células podem ser
sinal do aumento da atividade metabdlica ou alguma patologia desenvolvida no érgao
(BRAUNBECK et al., 1990).

Tabela 6. Parametros estereoldgicos hepaticos de ratos Wistar submetidos a diferentes dietas

Grupos DN (um) VN (um?3) Vit (um?3) Vhep (um?) RNP

C 11,56+0,412 813,13486,542 6698,10+£686,57 2 7511,23+761,812  0,12+0,00°¢
cC 12,16+0,462 947,16+110,132 7355,40+993,592 8302,57+1098,242 0,1210,00"%¢
E 11,70+0,282 841,60+63,87¢  6503,48+1097,74@ 7345,08+1179,372 0,1210,012
AC25  10,86+0,60° 676,59+112,07° 5827,65+1074,95*°  6504,24+1183,572 0,11+0,00°¢
ACs 11,72+0,562  849,64+125,03¢ 6004,45+1431,322  6854,09+1550,58* 0,14+0,012
REF25  11,58+0,812  823,52+161,09¢ 6353,45+1256,362  7176,98+1415,42 0,12+0,00%
REFs 11,76+0,682  860,11+158,54* 6212,79+1183,78* 7070,54+1316,702 0,14+0,012

C: racdo comercial e CC: racdo comercial com adi¢do de 1% de colesterol; E: comereidicéande
1% de colesterol e 10mg de estatina;;ACGac¢do comercial com adi¢cdo de 1% de colesterol e 2,5% de acai;
ACs: racdo comercial com 1% de colesterol e 5% de acai,,REd€a0 comercial com adicdo de 1% de
colesterol e 2,5% de residuo da extracdo de compostos fendlicos do agaraBat-comercial com adi¢do 1%
de colesterol e 5% de residuo da extracdo de compostos fenélicos do acain€estey Anova. Os resultados
estdo representados por médiesvio padrdo. As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coluna
nao diferem ao nivel dB0% de probabilidade pelo Teste de SNK.

Os dados de histomorfometria hepética séo mostrados na Tabela 7. Os grsipos AC
REFs apresentaram percentual de nucleo maior que os grupos G £ Bt@re os demais
grupos ndo houve diferenca estatistica significativa. Com relacdo ao percentual de citoplasma,
0 grupoACs apresentou percentual inferior a todos os grupos, com excecéo do grupo REF

Entre os demais grupos ndo houve diferenca estatistica significativa. Os grupes REF
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apresentaram percentuais de hepatdcitos maiores que 0s grupAE€L Entre os outros
grupos os percentuais foram semelhantes estatisticamente. N&o houve diferenca significativa
entre todos os grupos estudados para os percentuais de células de Kupffer e vasos sanguineos
Os animais que receberam agai (grupos A€ AG) em suas dietas apresentaram
percentuais de goticulas de gordura inferiores aos apresentados pelo grupo CC, o mesmo nao
ocorreu com 0s animais que receberam o residuo da extracdo de compostos fendligos (REF
e RER). As reducbes dos percentuais de goticulas de gordura dos grupes AGs foram
de 77% e 41%, respectivamente. O grupo C foi 0 que apresentou menor percentual de
goticulas de gordura no tecido hepético devido ndo receber colesterol em sua dieta.
Uma das explica¢bes para o aumento de gordura no citoplasma dos hepatdcitos € que a
dieta rica em gordura estimula a expresséaedeptor o do figado (LXRa) aumentando a
atividade da acido graxo sintase. Quando a sintese de &cidos graxos livres € maior que 0s
mecanismos responsaveis por seu catabolismo, os triacilgliceréis excedentes sdo acumulados

no figado contribuindo para a esteatose (Al et al. 2011)

Tabela 7. Parametros histomorfométricos hepaticos de ratos Wistar submetidos a diferentes

dietas

Grupos Nucleo (%) Citoplasma(%) Hepatdcito (%)  CS (%) Kupffer (%) GL (%) VS (%)
C 7,78:0,44  64,080,94 71,871,189  26,10:1,212 1,66:0,11°  0,28:0,34° 0,35:0,16°
cC 8,44:0,38 6537154  73,811,68° 23931,71° 1,830,23*  6,353,91% 0,410,15°
E 8,42:0,81%°  6425:3768  72,68:360% 24,022,040 1,890,292  3,21+2,32%0  0,49:0,222

AC25 7,570,33°  65080,60° 72,660,690 25430,64% 1,60:0,08  1,45:0,42% 0,29:0,15
ACs 8,970,790 62,3215  712%1,09 26,36:1,092  1,82t0,10° 3,69:0,77%¢ 0,510,172
REF25  845:026  6528:0,412 73740482 2427049%  1,76:0,112 5,81+0,87% 0,210,122
REFs  881+0,882  6335:1,54% 7228+1,34% 25491428  1.86:0,192 4,16:1,43%° 0,400,112

C: racédo comercial e CC: racdo comercial com adicéo de 1% de colesterol; E: comereidicéante
1% de colesterol e 10mg de estatina;;ACGac¢do comercial com adi¢cdo de 1% de colesterol e 2,5% de acai;
ACs: racdo comercial com 1% de colesterol e 5% de acai,,REd€a0 comercial com adicdo de 1% de
colesterol e 2,5% de residuo da extracdo de compostos fendlicos do agaraBat-comercial com adi¢do 1%
de colesterol e 5% de residuo da extracdo de compostos fendlicos do acaiapl&@esC sinusdides;
GL:goticulas lipidicas; VS: vasos sanguineos; Teste one way Anova. Os resultados est@mtaglms por
médiagdesvio padrdo. As médias seguidas de pelo menos uma mesma letranaandoldiferem ao nivel de
10% de probabilidade pelo Teste de SNK.

Nas figuras 2, 3, 4 e 5 sdo mostradas as imagens representativas do tecido leepatico d

ratos Wistar expostos aos diferentes tratamentos do experimento.
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Figura 2 - Fotomicrografias representativas de corte histolégico do figado de ratos

Wistar dos grupos C e CC.
C: racao comercial e CC: ragdo comercial com adigdo de 1% de colesterol;; N: nicleo; C:aitdplam
hepatdcito; CS: capilares sinusoides; K: macréfago (célula de kupffer) e G: goticuladuda.go
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Figura 3 - Fotomicrografias representativas de corte histolégico do figado de ratos

Wistar dos grupos E e AG. E: comercial com adigéo de 1% de colesterol e 10mg de estating; ragio
comercial com adi¢éo de 1% de colesterol e 2,5% de acai; N: nacleo; C: citoplama; H: he@8d6cipilares
sinusdides; K: macrofago (célula de kupffer) e G: goticulas de gordura.
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Figura 4 - Fotomicrografias representativas de corte histolégico do figado de ratos

Wistar dos grupos A2 REFR s ACs: ragdo comercial com adigdo de 1% de colesterol e 5% de agai;
RER s racao comercial com adi¢do de 1% de colesterol e 2,5% de residuo da extragapastosdienolicos

do agai; N: nacleo; C: citoplama; H: hepatdcito; CS: capilares sinusdides; K: madc#aga de kupffer) e G:
goticulas de gordura.
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Figura 5 - Fotomicrografias representativas de corte histolégico do figado de ratos
Wistar do grupo REF

REFs: racdo comercial com adicdo 1% de colesterol e 5% de residuo da extracdo de compostos
fendlicos doagai N: nucleo; C: citoplama; H: hepatécito; CS: capilares sinusoides; K: macréfago (célula de
kupffer) e G: goticulas de gordura.
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4 CONCLUSAO

A suplementacdo com 2,5% de acai se mostrou eficiente na reducédo do colesterol
total, colesterol-LDL e goticulas de gordura no tecido hepatico de animais alimentados com
dieta hipercolesterolémca suplementacdo com acai e com o residuo da extragdo d
compostos fendlicos provocou a diminuicdo do colesterol-LDL.
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CONCLUSOES GERAIS

O presente estudo observou que o acai integral é capaz de reduzir o colesterol total,
colesterol-LDL e o acumulo de goticulas de gordura no tecido hepatico em animais com dieta
hipercolesterolémica, porém, em animais que com dieta ndo hipercolesterolémica os niveis de
colesterol ndo séo afetados, mas provocam a diminuicéo dos triacilglicerois desses animais.

O residuo da extracdo dos compostos fendlicos do acai ndo apresentou o mesmo efeito

na reducao de goticulas de gordura do tecido hepatico apresentado pelo acai integral.
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Vigosa, 13 de dezembro de 2012

Ilmo. Sr.

Paulo César Stringheta
Coordenador do Projeto
DTA/UFV

Sr. Coordenador,

Apoés avaliagio da Metodologia utilizada no Projeto de Pesquisa intitulado
“Avaliagcdo do efeito da ingestdo crénica de acai sobre perfil lipidico e no
desenvolvimento de doengas hepdticas”, aqui nomeado Processo 61/2012, a
CEUA/UFV emite parecer favoravel ao protocolo de utilizagdo de animais proposto,
baseado nas Normas para o uso de animais no ensino, pesquisa e extensio do
DVT/UFV, no Codigo de Etica Profissional do Médico Veterinario, nas Normas do
COBEA (Colégio Brasileiro de Experimenta¢dio Animal) e na legislagio vigente.

Acresce a esse Parecer a exigéncia de Relatério Final de Atividades conforme
itens a seguir:

RESUMO DOS RESULTADOS FINAIS OBTIDOS A PARTIR DOS EXPERIMENTOS ENVOLVENDO A
UTILIZACAQ DE ANIMAIS NO PROJETQ DE PESQUISA

1. Numero do protocolo de submissdo do projeto de pesquisa 8 CEUA/UFV:
2. Metodologia completa obrigatoriamente com:
- Local (is) Geral e especifico oficial (is) onde ocorreram a experimentagdo;
- O nome cientifico do animal em questéo;
- Numero Total de Animais Utilizados na Pesquisa.
3. Resultados:
4. Nome do Coordenador do Projeto:
Assinatura:
5. Nome do Responsavel Técnico:
Assinatura:
Inscrigdo em CRMV:

Prof. Cliudio C Fonseca
|
Comisséio de Etica no Uso de Animais da UFV
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