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RESUMO

CARDOSO, Luciana Marques, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, Julho de
2012. Caracterizagao quimica, nutricional e potencial antioxidante da
polpa dos frutos de Euterpe edulis Martius e sua avaliagao nos fatores de
risco e nas lesdes ateroscleréticas em camundongos apoE™. Orientador:
Joado Paulo Viana Leite. Co-orientadores: Maria do Carmo Gouveia Peluzio e
José Humberto de Queirdz.

A espécie Euterpe edulis Martius, da familia Arecaceae, popularmente
chamada de palmeira jucara e pertencente ao mesmo género botanico do
agaizeiro da Amazénia (Euterpe oleracea Martius) produz frutos de coloragao
roxa intensa, devido, principalmente, a presenga de antocianinas. As
antocianinas possuem propriedades antioxidantes e antiinflamatérias e ha
evidéncias que podem contribuir para a redugdo da progressdo de lesdes
aterosclerdticas. Assim, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar a
composi¢cao quimica, nutricional e o potencial antioxidante da polpa liofilizada
dos frutos de E. edulis (PLFE) e avaliar seu efeito nos fatores de risco e nas
lesbes ateroscleréticas em camundongos ApoE'/'. Foi encontrado por HPLC-
DAD e HPLC-ESI-MS a presencga de seis antocianinas, sendo a cianidina 3-
rutinosideo (440 mg/100g) e a cianidina 3-glicosideo (147 mg/100g) as
predominantes. Na PLFE também foi identificado outros compostos como
polifendis, flavondides, saponinas, f-caroteno e minerais, como o Ca, P, Na, K,
Mg, Zn, Fe, Cu e Mg. A composigao centesimal da PLFE apresentou 6,98% de
proteina, 41,4% de lipidios e 42,17% de carboidratos, sendo que destes
71,89% e 10,85% ¢é representado por fibra insoluvel e fibra soluvel,
respectivamente. Com relacdo ao perfil lipidico da PLFE, foi identificado um
alto conteudo de acidos graxos insaturados (72,93%), sendo que destes
33,02% e 39,91% foram constituido de acidos graxos monoinsaturados e
poliinsaturados, respectivamente. A PLFE apresentou atividade antioxidante,
mensurada por DPPH, sendo o valor de EC50 de 81,7 ppm. Os tratamentos
com a PLFE foram também comparados com o acetato de a-tocoferol e ambos
reduziram fatores de risco associados a aterosclerose. Os resultados in vivo
sugeriram atividade antioxidante da PLFE, acarretando na diminuigcéo

significativa da atividade da catalase em todos os tratamentos com a PLFE
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(doses de 2, 6 e 10%) e no grupo que recebeu acetato de a-tocoferol (G6), em
relacdo ao controle positivo (G2). A atividade da superoxido dismutase e os
niveis de triglicerideos plasmaticos foram reduzidos no G4, que recebeu a dose
de 6% de PLFE na dieta. Uma atividade antiinflamatéria da PLFE na dose de
10% pode ser destacada, através da reducado de infiltrados inflamatérios, das
goticulas de lipideos e de colageno no figado dos camundongos apoE™,
componentes estes associados a processos inflamatorios como a esteatose e a
fibrose hepatica. Nossos resultados sugerem que compostos presentes na
PLFE, como as antocianinas, fibras, acidos graxos insaturados, vitaminas e
minerais, podem contribuir para reduzir fatores de risco associados a

aterosclerose.
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ABSTRACT

CARDOSO, Luciana Marques, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July
2012. Chemical, nutritional and potential antioxidant characterization from
pulp of Euterpe edulis Martius fruits and its avaliation on risk factors and
atherosclerotic lesions in apoE-/- mice. Advisor: Jodo Paulo Viana Leite. Co-
advisors: Maria do Carmo Gouveia Peluzio and José Humberto de Queiréz.

The fruits of the species Euterpe edulis Martius, family Arecaceae, popularly
called palm jugara and belonging to the same botanical genus of Amazonian
acai (Euterpe oleracea Martius) have purple colored, mainly due to the
presence of anthocyanins. Anthocyanins have antioxidant and anti-inflammatory
properties and there is evidence that may contribute to reducing the progression
of atherosclerotic lesions. The objective of this study was to characterize the
chemical composition, nutritional and antioxidant from freeze-dried pulp of E.
edulis fruits (PLFE) and evaluate its effect on risk factors and atherosclerotic
lesions in mice in the ApoE” . Was found by HPLC and HPLC-DAD-ESI-MS the
presence of six anthocyanins, is the predominant cyanidin 3-rutinoside (440
mg/100 g) and cyanidin 3-glucoside (147 mg/100g). In PLFE other compounds
was also identified as polyphenols, flavonoids, saponines, significant amounts
of p-carotene and minerals such as Ca, P, Na, K, Mg, Zn, Fe, Cu and Mg. The
chemical composition of PLFE consisted of 6.98% protein, 41.4% lipids and
42.17% carbohydrates, and of these 71.89% and 10.85% is represented by
insoluble fiber and soluble fiber, respectively. Regarding the lipid profile of
PLFE, we identified a high content of unsaturated fatty acids (72.93%), and of
these 33.02% and 39.91% consisted of polyunsaturated and monounsaturated
fatty acids, respectively. The PLFE proved to have antioxidant activity
(measured by DPPH) being EC50 values of 81.7 ppm. Treatments with PLFE
were also compared with the a-tocopherol acetate and both were unable to act
directly on atherosclerosis by reducing the atherosclerotic lesions, but reduced
risk factors associated with this disease. The in vivo results suggested
antioxidant activity PLFE, resulting in significant reduction of catalase activity in
all treatments with PLFE doses (2, 6 and 10%) and in the group given a-

tocopherol acetate (G6), in compared to positive control (G2). The activity of
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superoxide dismutase and plasma triglyceride levels were reduced in G4, which
received a dose of 6% in the diet PLFE. Anti-inflammatory activity of PLFE at a
dose of 10% can be enhanced through the reduction of inflammatory infiltrates,
lipid droplets and collagen in the liver of mice apoE"', these components
associated with inflammatory processes such as hepatic steatosis and fibrosis.
Our results suggest that compounds present in PLFE such as anthocyanins,
fiber, unsaturated fatty acids, vitamins and minerals, can help reduce risk

factors associated with atherosclerosis.
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INTRODUGAO GERAL

O Brasil € um dos paises com maior biodiversidade do planeta, sendo que
quase um terco das florestas tropicais remanescentes do mundo estdo em seu
territério, sendo estas reconhecidas como um dos mais importantes repositérios da
diversidade biolégica global. Entretanto, essas areas vém sendo rapidamente
destruidas em decorréncia da atividade humana acelerada (Brasil, 2006).

A Mata Atlantica € um dos biomas mais devastado e ameagado do planeta.
Uma longa historia de exploragdo de recursos eliminou a grande parte desta
floresta tropical, restando atualmente menos de 7% da sua extensé&o original (Pinto
e Brito, 2005).

Visando o uso sustentavel e agregacdo de valor aos recursos vegetais
presentes na Mata Atlantica, o desenvolvimento de pesquisas de prospec¢ao de
novos farmacos, cosméticos e alimentos, torna-se estratégico para a construcao de
um modelo de exploragao aliado a conservagao do bioma. Como parte do portifélio
de produtos possiveis de serem desenvolvidos a partir de recursos vegetais da
Mata Atlantica, destacam-se os alimentos funcionais.

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria Alimento (Anvisa, RDC
18/99) o alimento ou ingrediente que alegar propriedades funcionais ou de saude
pode, além das fungdes nutritivas basicas, quando se tratar de nutriente, produzir
efeitos metabdlicos e ou fisiolégicos e ou efeitos benéficos a saude, devendo ser
seguro para consumo sem supervisao médica.

A espécie Euterpe edulis Mart. da familia Arecaceae, conhecida popularmente
como palmeira jucara, produz um palmito comestivel muito apreciado por seus
consumidores, mas que vem sendo explorado de uma forma ilegal, contribuindo
para a extingdo desta espécie e para a perda de areas remanescentes de Mata
Atlantica (Reis, 1996).

Uma das partes pouco utilizadas da E. edulis sido os seus frutos. O
despolpamento deles origina um produto semelhante a polpa do acgai, que é extraido
de frutos de palmeiras do mesmo género botanico, a Euterpe oleracea Mart.
conhecida como agaizeiro da Amazénia. A utilizagdo dos frutos de E. edulis também
pode contribuir para a preservagao da espécie, uma vez que para o aproveitamento

dos seus frutos ndo se faz necessaria a derrubada da arvore e, apdés o



processamento da polpa, suas sementes podem ser aproveitadas para a obtencao
de mudas e para a confec¢ao de artesanatos.

A polpa dos frutos de E. edulis é rica em antocianinas (De Brito et al., 2007;
Borges et al., 2011). Entre as varias substancias presentes nos alimentos de origem
vegetal, as antocinainas, que s&o metabdlitos secundarios biossintetizados por
plantas e pertencentes ao grupo dos flavondides (Leite, 2008), tém se destacado por
suas propriedades antioxidantes e antiinflamatdrias (Yi et al., 2010; Beltran-Debon et
al., 2010). E como na patogenia da aterosclerose processos inflamatoérios e o
estresse oxidativo estdo envolvidos, ha evidéncias que as antocianinas possam
reduzir o desenvolvimento e a progressao de placas de ateroma (Feio et al., 2012;
Xie et al., 2011; Xia et al., 2006).

O conhecimento da composi¢gdo quimica, fitoquimica e nutricional dos frutos de
E. edulis €& ainda muito limitado, sendo estes pontos importantes para a
determinacdo do potencial nutricional e farmacologico deste fruto e da sua
possibilidade de ser considerado um alimento funcional. Assim, este trabalho
objetiva caracterizar a composi¢cdo quimica, fitoquimica, nutricional e o potencial

antioxidante da polpa liofilizada dos frutos de E. edulis (PLFE) e avaliar seu efeito

. ~ s -/-
nos fatores de risco e nas lesbes ateroscleréticas em camundongos ApoE .



OBJETIVO GERAL

Caracterizar a composigdo quimica, nutricional e o potencial antioxidante da

polpa liofilizada dos frutos de E. edulis e avaliar seu efeito nos fatores de risco e nas

~ o -/-
lesbes aterosclerdticas em camundongos ApoE .
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CAPITULO 1

REVISAO: EFEITOS BIOLOGICOS DAS ANTOCIANINAS NO
PROCESSO ATEROSCLEROTICO

Observagao: Artigo publicado em 2011, com modificagdes (Cardoso, L.M., Leite,
J.P.V., Peluzio, M.C.G. 2011. Efeitos biolégicos das antocianinas no processo

aterosclerotico. Revista Colombiana Ciéncias Quimica Farmaceutica, 40, 116-138).



1.  INTRODUGCAO

As antocianinas sao pigmentos naturais que pertencem ao grupo de metabdlitos
secundarios vegetais conhecidos como flavondides. Uma das principais fung¢des das
antocianinas nos vegetais sdo a atragdo de agentes polinizadores e dispersores de
sementes e a protegéo a diversos tecidos da planta durante as etapas de seu ciclo
de vida (Eibond et al., 2004).

As antocianinas ocorrem na natureza como glicosideos de antocianidinas e
podem ser aciladas com acidos organicos aromaticos ou alifaticos como, cumarico,
caféico, ferulico, p-hidroxibenzoico, acético, maldnico, succinico, oxalico e acidos

malicos (Gris et al., 2007). Sua estrutura geral é derivada do cation flavilio (Figura 1).
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Figura 1. Estrutura do cation flavilio.

As antocianinas podem apresentar diferentes formas estruturais, tais como o
cation flavilio, a base quinoidal, o carbinol e a chalcona. Essas estruturas podem
sofrer interferéncia de diversos fatores, as quais podem assumir diferentes
coloragdes, destacando-se entre estes a temperatura, o valor do pH e possiveis
ligagbes com outras substancias quimicas. O pH é o fator que mais influencia na
coloragao das antocianinas, visto que, em funcdo de sua acidez ou alcalinidade,
estas podem apresentar diferentes estruturas (Bordignon et al., 2009).

Com o aumento do pH ocorre nas antocianinas uma diminuigdo da coloracao e
do numero de ligas duplas conjugadas, que sédo responsaveis pelo aumento nos

maximos de absorcao das substancias, pela protonagao do cation flavilio. Em meio



acido (pH=1), as antocianidinas apresentam sua maxima coloragao (cation flavilio) e
em pH ainda acido, porém maior (pH=4,5), as antocianidinas apresentam uma
coloragao vermelha bem menos intensa, proximo ao incolor, como mostra a Figura 2
(Turker et al., 2006).
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Figura 2. Possiveis transformagdes estruturais sugeridas para antocianinas em meio

aquoso em funcéo do pH.

As antocianinas sao soluveis em agua e podem ser facilmente extraidas com
solventes polares. Solventes alcodlicos, como metanol e etanol, sdo os mais
utilizados. Muitos trabalhos tém empregado solventes extratores alcodlicos
acidificados para favorecer a extracdo, pois auxilia a penetracdo do solvente nos
tecidos das frutas e vegetais, além de aumentar a estabilidade dos extratos por
dificultar o aparecimento de fungos (Macz-Pop et al., 2006). Porém, o uso de
solventes acidos para a extracdo de antocianinas deve ser cauteloso, pois 0 excesso

de acido pode promover sua hidrdlise, levando a formag¢do de antocianidinas e



outros flavondides. O aquecimento durante a extragdo também deve ser observado,
pois estudos indicam que as antocianinas sdo termicamente estaveis até 60°C
(Terci, 2004; Turker et al., 2006).

Com relagcéo a estabilidade das antocianinas, esta € influenciada por diversos
fatores, como temperaturas de extracdo e de armazenamento exposi¢cdo a luz,
variagbes de pH e agao de agentes oxidantes (Turker et al., 2006).

A quantidade e o tipo das antocianinas nos vegetais também sofrem influéncia de
alguns determinantes, como as condigdes de cultivo, tempo de plantio, exposi¢ao a
luz UV e método de colheita. Por esse motivo, a comparacao de teores de
antocianinas entre diferentes culturas de um mesmo vegetal, como frutas, ou entre
culturas de vegetais diferentes pode gerar resultados bastante distintos (Siriwoham
et al., 2004).

Ha diversos métodos descritos na literatura para quantificar as antocianinas
(totais ou individuais), dentre os quais se destacam aqueles que envolvem:
polarografia, colorimetria, espectrofotometria UV-VIS, cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e espectrometria de massas (Castafieda-Ovando et al., 2009; Tian
et al., 2005; Harbone, 1994).

Observa-se um crescente interesse no uso de antocianinas em diversos
segmentos, dentre os quais se destacam as industrias alimenticia, farmacéutica e
cosmeética, onde podem ser aplicadas, por exemplo, como corantes, principalmente
corantes vermelhos, os quais sao os corantes naturais mais dificeis de encontrar na
natureza em forma estavel. Entretanto, o uso industrial de antocianinas como
corantes ainda é restrito devido a algumas limitagdes, dentre as quais podemos citar
a baixa estabilidade e a capacidade corante reduzida, quando comparadas a
corantes sintéticos, além de dificuldades na etapa de purificacdo e do alto custo
desse processo (Macz-Pop et al., 2006).

Como importantes fontes de antocianina na dieta podem ser citadas as frutas
como 0 agai, ameixa, amora, cereja, figo, framboesa, uva, maga, morango e acerola
e 0s vegetais, como o repolho roxo, batata roxa, berinjela, entre outros (Eibond et
al., 2004).

Estima-se que a ingestao de antocianinas nos Estados Unidos, principalmente na
forma de cianidina e malvidina, esteja entre 12 a 215 mg/dia por individuo (Wu et al.,
2006), a qual é maior que outros flavonoides incluindo quercetina, kaempferol,

miricetina, apigenina e luteolina (Hertog et al., 1993).
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Além de suas fungdes como corantes naturais, as antocianinas tém apresentado
grandes beneficios a saude devido suas atividades bioldgicas, que incluem
propriedades antioxidantes (Garcia-Alonso et al., 2008), antiinflamatdrias (Xia et al.,
2009), inibicdo da oxidagdo do LDL (Chang et al., 2006), diminuicdo dos riscos de

doencas cardiovasculares (Toufektsian et al., 2008) e de cancer (Chen et al., 2006).

2. PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES DAS ANTOCIANINAS

O estresse oxidativo é caracterizado por um desequilibrio entre moléculas
oxidantes, como os radicais livres, e antioxidantes, favorecendo o aumento de
agentes oxidantes no sistema bioldégico. Nessa situagdo, os oxidantes podem
provocar danos em estruturas celulares, como os acidos nucléicos, proteinas e
lipidios (Ribeiro et al., 2008).

Radical livre é uma espécie quimica que tem elétrons desemparelhados, sendo
por isso instavel e com grande capacidade de reatividade. Outras espécies quimicas
podem-se formar a partir dos radicais livres, que embora, ndo tenham elétrons
desemparelhados, possuem similar instabilidade estrutural dos radicais livres.
Assim, para designar as espécies reativas na forma de radical livre e ndo radical séo
utilizados os termos espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de
nitrogénio (ENOs) (Ribeiro et al., 2008).

As espécies reativas sdo formadas a partir de inumeras reagées no organismo,
como parte de seu metabolismo normal. Como exemplos ha a formacédo de ions
superoxidos por células de defesa imunoldgica e a partir do oxigénio molecular (O3)
por meio da respiragao mitocondrial, assim como a formagao de 6xido nitrico como
mecanismo de vasodilatagdo vascular. Porém condigcdes patolégicas como a
inflamacédo e fontes enddgenas, como o cigarro, poluentes do ar, radiagao,
medicamentos e dieta podem aumentar a produgdo das espécies reativas
(Madamanchi et al., 2001).

A ocorréncia de um estresse oxidativo moderado, frequentemente é
acompanhada pelo aumento das defesas antioxidantes enzimaticas, mas a
produgao de uma grande quantidade de radicais livres pode causar danos e morte
celular (Anderson, 1996). Os danos oxidativos induzidos nas células e tecidos tém
sido relacionados com a etiologia de varias doencas, incluindo, a aterosclerose.
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As EROs, parecem ser uma das principais causas da disfungdo endotelial que
precede e promove a aterogénese. As EROs podem lesar membranas celulares e o
nucleo, interagir com mediadores vasomotores, inativando seus efeitos
vasodilatadores, e, principalmente, oxidar os lipidios da LDL, elemento chave na
aterosclerose (Aviram et al., 2000).

O organismo humano possui mecanismos de defesa antioxidante, os quais
atuam intracelular e extracelularmente e mantém o equilibrio redox da célula,
assegurando que o aumento das EROs seja transitorio. Existem dois mecanismos
antioxidantes: o enzimatico e o ndo enzimatico, os quais agem cooperativamente
para manter o equilibrio dos radicais livres no organismo (Ribeiro et al., 2008).

O mecanismo de defesa enzimatico é a primeira linha de defesa do organismo
contra os danos oxidativos. O sistema € constituido por um conjunto de enzimas,
tais como a superoxido dismutase, glutationa peroxidase, glutationa redutase,
catalase, tiorredoxinas, peroxirredoxinas e inumeras outras redutases (Ribeiro et al.,
2008). Ja o mecanismo nao-enzimatico € constituido por um grande numero de
compostos de baixo peso molecular, ingeridos pela dieta (nutrientes e néo-
nutrientes) ou sintetizados no organismo, como as vitaminas A, C e E, o peptideo
glutationa e os flavondides (Ribeiro et al., 2008; Singh, 2006).

Estudos in vitro e in vivo mostram que as antocianinas podem atenuar o estresse
oxidativo envolvido no processo aterosclerético. Sendo que varios mecanismos
podem estar envolvidos nesse processo, como a capacidade das antocianinas em
inibir a oxidagao do LDL (Chang et al., 2006) e reduzir a injuria oxidativa das células
endoteliais vasculares (Yi et al., 2010).

Os efeitos biologicos antioxidantes das antocianinas dependem da sua estrutura
quimica, tais como grau de glicosilagao e numeros de grupos hidroxilas (Kong et al.,
2003). O numero de hidroxilas (-OH) total, a presenga de hidroxilas nas posi¢cées C3’
e C4’ no anel B e no C3 do anel C parecem ser os principais requisitos estruturais
para as antocianinas inibirem a injuria oxidativa das células endoteliais e a atividade
intracelular de radicais livres. E a presenca de metilagdes nas posigoes (C3’, C4’e
C3) reduzem esses efeitos. Comparando as substituicdes por diferentes agucares,
as antocianinas que possuem 0s monossacarideos glicose e galactose apresentam
beneficios antioxidantes superiores com relagao as que contém dissacarideos (Yi et
al., 2010).
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Nos Quadros 1 e 2 encontram-se resumos de trabalhos realizados in vivo e in
vitro, respectivamente, que correlacionam a atividade antioxidante das antocianinas
ou de frutos que séo fontes caracteristicas desse flavondide.

A capacidade antioxidante das antocianinas também tem sido extensivamente
avaliada nos derivados dos vegetais ricos nesse flavondide, como nas polpas e

sucos, como representado no Quadro 3.
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Quadro 1: Estudos in vivo com humanos e animais que correlacionam as antocianinas (ACN) e suas atividades antioxidantes.

Participantes Material Avaliado | Dose/Duracgao Analises Resultados Referéncias
HUMANOS

120 individuos | Capsula com 17 | 320mg/dia (4 | Plasma: colesterol total, | 1 HDL (13,7%) Quin et al., 2009
com tipos de ACN (58% | capsulas  de | HDL, LDL, triglicerideos, | | LDL (13,6%)
dislipidemia (42 | delfinidina e 33% | 80mg) por 12 | glicose, apoproteina A e | | atividade CETP (10,4%

homens e 78 | cianidina) extraidas | semanas. B, atividade da LCAT* e | e 6,3%, respectivamente).

mulheres), com | de Vaccinium CETP** e marcadores
idade entre 40- | myrtillus (mirtillo) e hematoldgicos.
65 anos. Ribes Nigrum
(groselha preta).
7 individuos | Extrato com 183mg | Dose unica de | Plasma: MCP-1, FRAP || MCP-1 apés 3hs de | Garcia-Alonso et al., 2008
saudaveis (2 | de varios tipos de | 12g do extrato | (capacidade de reducao | ingestdo do extrato.

homens e 5

antocianinas

de ACN.

de ferro do plasma) e

Nao houve diferencga

mulheres), extraidas do vinho TEAC (capacidade | significativa de FRAP e
idade média de | tinto (71,2% de antioxidante  equivalente | TEAC.
31 anos. ACN ao Trolox).
monoglicosiladas).
12 voluntarios | Polpa e suco | Dose unica de | Plasma: ORAC |t Capacidade antioxidante | Mertens-Talcott et al.,
saudaveis, com | clarificado*** de | 7mL/kg de | (Capacidade de Absorcdo | no plasma (polpa = t| 2008
idade entre 21- | agai (E.oleracea). | peso corporal. | do Radical de Oxigénio) e | 3vezes; sucot 2,3 vezes).
31 anos. ACN polpa: acido urico. Sem alteragbes na
303.8mg’kg e Urina: ORAC concentragdo de acido
suco:165.9mg/kg. Amostras de sangue e | Urico no plasma e da
ACN urina coletadas 4hs e 24hs | capacidade antioxidante
predominante: apdés o consumo da polpa | na urina.
cianidina-3- ou suco de agai.
glicosideo.
ANIMAIS
32 ratos Ficher | Polpa de agai | Dieta Soro: perfil lipidico, | | Colesterol total e LDL, | Souza et al., 2009
fémeas com 9 | pasteurizada purificada com | atividade da paraoxanase | sem modificagdo no HDL

semanas de
idade e peso

(Euterpe oleracea).

2% de acai por
6 semanas.

arilesterase
proteina

(PON1)****,
carbonilada e

e triglicerideos.
| Proteinas carboniladas
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médio de 145g.
Grupos (n=8):
1- controle (C),
2-C + agai (A),
3-
hipercolesterolé
-micos (H),

4-H +acai (HA).

grupos de proteinas
sulfidrilas, atividade da
superoxido dismutase
(SOD), da fosfatase
alcalina (ALP), da alanina
aminotrasferase (ALT) e
da aspartato
aminotranferase (AST).

totais e livres e | grupos
de proteinas sulfidrilas
(marcadores de oxidacao
protéica).

| SOD apenas no grupo
HA.

t Atividade PON1.

| Ingestdo alimentar no
grupo HA.

*LCAT (lecitina colesterol acil transferase).

**CETP (proteina de tranferéncia de colesterol esterificado).

***A clarificagao objetiva remover a turbidez do suco. Esta turbidez é devida principalmente a fibras, taninos e pectina em suspensao.

***A PON1 (paraoxanase) € uma enzima sintetizada no figado que apresenta atividade antioxidante
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Quadro 2: Estudos in vitro com

células humanas e de animais que correlacionam as antocianinas (ACN) e suas atividades

antioxidantes.
Tipo de células | Material Avaliado | Dose e duracao Analises Resultados Referéncias
da incubacéo
CELULAS HUMANAS
Células 21 tipos de | Células Malondialdeido Com excecdo da ACN |Yietal, 2010
vasculares padrées de ACN. | incubadas por | (MDA), éxido nitrico, | quercetagetinidina, todas as
endoteliais 2hs com 100uM | atividade ACN:
tratadas com de ACN. antioxidante ! MDA (produto da
100ug/mL  de intracelular por | peroxidagao lipidica).
LDL-ox por DCFH-DA (diacetato | | 6xido nitrico
24hs. 2'7 tatividade antioxidante
diclorofluoresceina).
Células Extrato  aquoso | Células Apoptose celular, | | apoptose das células | Beltran-Debédn et al., 2010
sanguineas de Hibiscus | incubadas com | MCP-1 e | induzidas com H,0,, e |MCP-
incubadas com | sabdariffa, rico | 10, 50 e | citotoxicidade de | 1, de maneira dose
50u/M de H,O,, | nas ACN | 100ug/mL do | células sadias. dependente
delfinidina e | extrato por Doses de até 2000ug/mL do
cianidina. 24hs. extrato ndo  promoveram
citotoxicidade em  células
sadias.
Cultura de | Cianidina-3- 0, 5, 10, 25, 50 | Atividade relativa de | | atividade de CETP dose | Quin et al., 2009
células glicosideo. e 100 pg/L por | CETP (proteina de | dependente.
hepaticas 24 horas. tranferéncia de
HepG2. colesterol
esterificado).
CELULAS ANIMAIS
Células de | Extrato liofilizado | As células | Viabilidade celular | Inibicdo, dose dependente, do | Hogan et al., 2010
gliomas cerebrais | de agai (Euterpe | foram tratadas | (ICsp) crescimento das  células
de ratos oleracea), rico em | por 24, 48 e | Atividade cancerigenas. Alta capacidade
antocianinas 72hs com as | antioxidante do | antioxidante do extrato de acai
(100mg/g). doses do | extrato (ORAC, | (ORAC e DPPH: 2589umoles
extrato: 50,100 | DPPH). e 1208 pmoles equivalentes
e 200ug/mL. de Trolox, respectivamente.
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Macréfagos  de | Extrato Morfometria: Formagdo de células | | Formacdo das células | Kao et al., 2009
camundongos metandlico 0,05 - | espumosas (analise | espumosas.
(RAW264,7) liofilizado das | 0,2ug/mL  do | morfolégica usando | | Expressédo de CD36.
incubados  com | folhas de | extrato. o corante Qil-Red).
LDLox Hibiscus Expressdo de | Expressdo  génica

sabdariffa, rico | CD36: 0,01- | do receptor

em antocianinas | 0,2ug/mL  do | scavenger ou

(85-90%). extrato. removedor CD36

(por RT-PCR).

Células de | Extratos Para avaliar a | Oxido nitrico e | Os melhores resultados | Matheus et al., 2006
monadcitos e | etandlico, de | producdo do | expressao de iINOS | (|6xido nitrico e lda
macrofagos  de | acetato de etila e | 6xido nitrico e | (6xido nitrico sintase | expressdo de iINOS) foram
camundongos butandlico a expressao | reduzida) encontrados com 100pg/mL
estimuladas com | liofilizados de | de iNOS, as nas fragbes do fruto do acai
lipopolissacarideo | flores, frutos e | células foram (continha mais ACN).
e citocinas. casca do caule | incubadas com

de E. oleracea | doses entre 1-

(acai). ACN: | 300pg/mL dos

cianidina-3- extratos  por

glicosideo e | 2dhs e 6hs,

cianidina-3- respectivamen

raminosideo. te
Macréfagos  de | Extrato Concentracoes | Inibicdo da oxidacao | Inibicao da oxidacido do LDL Chang et al., 2006
camundongos metandlico e tempo de|de LDLox induzida | (-50% com 2mg/mL do
(RAW264,7) liofilizado das | incubacédo por CuSO4- | extrato).
incubados  com | folhas de | foram (Mobilidade | Apoptose celular induzida
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LDLox Hibiscus diferentes para | eletroforética por LDLox.
sabdariffa, rico | cada analise. relativa). | Quantidade de TBRAS.
em antocianinas Viabilidade _celular | A adigdo de >0,1mg/mL do
(85-90%). (Western  blotting). | extrato foi capaz de
Peroxidacao lipidica: | “sequestrar” 95% dos radicais
TBARS* livres DPPH, de maneira dose
DPPH (2,2-difenil-1- | dependente.
picrilidrazila).
Fibroblastos de | Cianidina-3- Concentracbes | Atividade Inibicio da formacdo de | Solomon et al., 2010
camundongos glicosideo e tempo de | antioxidante (TEAC) | EROs e elevacdo dos niveis
(NIH-3T3). extraida de frutos | incubacao da ACN. de glutationa nos fibroblastos,
do figo (Ficus | foram Formagédo de EROs. | de maneira dose dependente.
carica) diferentes para | Glutationa Alta capacidade antioxidante
cada analise. da ACN em comparagao ao

Trolox.

*TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbiturico).
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Quadro 3: Estudos que avaliaram a atividade antioxidante de vegetais ou seus derivados, ricos em antocianinas.

Material Avaliado

Analises

Resultados

Referéncia

Suco em p6 de acai (E.
oleracea) produzido por
Spray Dryer com 4
agentes  carreadores
diferentes:
maltodextrina 10DE,
maltodextrina 20DE,
goma arabica e amido
de tapioca. Amostras
foram estocadas em
diferentes temperaturas
e atividades de agua
durante 120 dias.

Atividade
(DPPH).
Teor de antocianinas e
sua degradacao (método
espectrofotométrico).

antioxidante

Alto contelido de ACN (3946,14 + 59,90 mg/100g de matéria
seca) e alta atividade antioxidante (1230,43 = 59,20 umol
Trolox/g de matéria seca).

O aumento da temperatura e da atividade de agua afetaram
negativamente a degradacdo das ACNs. Até 45-60 dias de
armazenamento, as ACNs apresentaram uma maior taxa de
degradacgéo.

A maltodextrina 10DE mostrou ser o melhor carreador, visto
que protegeu mais a degradacdo das ACNs e apresentou
uma atividade antioxidante maior que as outras amostras.

Tonon et al., 2010

18 frutos frescos
tradicionais do Brasil

Quantificacdo compostos
bioativos.
Atividade antioxidante por

O maior conteudo de antocianinas e flavondides foi
encontrado na jugara (Euterpe edulis). Os teores de vitamina
C foram maiores no camu-camu (Myrciaria dubia), seguido

Rufino et al., 2010

varios métodos (ABST, | pela acerola (Malpighia emarginata). O gurguri (Mouriri
DPPH, FRAP e | guianensis) e o puga-preto (Mouriri pusa) apresentaram
branqueamento do - | maiores teores de carotenodides e clorofilas,
caroteno). respectivamente. Em geral, todos os frutos apresentaram
boa atividade antioxidante, porém essa foi superior, em
ordem decrescente no pucga-preto, camu-camu e acerola.
11 polpas comerciais | Atividade antioxidante |t Atividade antioxidante: 10,21 — 52,47 uyM de Trolox/g da | Santos et al., 2008
integrais (sem | (TEAC). amostra.
conservantes e | Vitamina C  (método | ACN: 13,93 — 54,18mg/100g.
sacarose) de agai | titulométrico) Carotendides: 0,21 — 3,84mg/100g.
comercializadas na | Antocianinas (método | Compostos fendlicos: 182,95 — 592,55 mg de equivalentes

cidade de Fortaleza.

espectrofotométrico e
extracdo com etanol 95%
+ 1,5Mol/L HCI).

Carotendides e compostos

de acido tanico/100g.

Correlagao positiva apenas das ACNs e compostos fendlicos
com a atividade antioxidante das polpas. Todos os
par@metros apresentaram diferenga significativa entre as
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fendlicos totais (método | marcas.
espectrofotométrico).
Extrato metandlico e | Capacidade antioxidante | Os extratos exibiram boa atividade antioxidante, similares a | Rodrigues et al., 2006
etanodlico de sementes | total contra radicais | da polpa do agai, sendo que a digestdo a frio com metanol
de agai (Euterpe | peroxil, peroxinitrito e | foi mais eficaz.
edulis). 0] extrato | radicais  hidroxil  pelo | A capacidade antioxidante contra os radicais peroxinitrito e
metandlico foi | método TOSC (em | hidroxil foram mais eficazes.
preparado por digestdo | duplicata). ACN predominante: cianidina. Outros polifendis também

a frio e o etandlico
usando o extrator
Soxhlet.

foram encontrados, porém em pequenas quantidades:
catequina e epicateuina.
Conteudo de polifenois totais foi maior no extrato metandlico.
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3. PROPRIEDADES ANTIINFLAMATORIAS DAS ANTOCIANINAS

Existem evidéncias que comprovam que as antocianinas também
apresentam propriedades antiinflamatdrias. Alguns autores sugeriram que 0s
efeitos antiinflamatoérios das antocianinas podem ser explicados por diferentes

mecanismos, tais como:

a) Inibicdo da ativacao do fator nuclear Kappa B (NF-kB) em humanos.

Dentre os mecanismos regulatérios da resposta inflamatéria, a via do fator
nuclear kappa B (NF-kB) representa uma via crucial no controle da transcricdo
de varios genes pro-inflamatorios, como citocinas, quimiocinas, moléculas de
adesao, proteinas de fase aguda, reguladores da apoptose e da proliferagcao
celular (Winther et al., 2005). Portanto, a inibigdo desta via pode contribuir para

a reducao do processo ateroscleratico.

b) Redugcdo da concentragdo plasmatica da proteinas quimiotatica de

mondcitos 1 (MCP-1) em humanos, in vitro e in vivo.

A MCP-1 é um biomarcador envolvido na evolugdo de doencas
inflamatorias e € expressa, principalmente nas fases iniciais da aterosclerose.
(Beltran-Debdn et al., 2010). Essa proteina esta envolvida na aterogénese
através de diferentes mecanismos. Ela promove o recrutamento de mondécitos
e linfécitos T circulantes do sangue para o espaco subendotelial e contribui
para a diferenciagcdo dos macréfagos em células espumosas (Karlsen et al.,
2007). A MCP-1 é uma quimiocina membro da subfamilia de quimiocinas
secretadas por varios tipos de células presentes na parede arterial, como as
células endoteliais, as células musculares lisas, fibroblastos e macrofagos e
sua expressao pode ser mediada por fatores de transcricdo NF-kB (Gu et al.,
1998).

In vitro, o extrato aquoso de Hibiscus sabdariffa (10, 50 e 100ug/mL), rico
nas antocianidinas delfinidina e cianidina, promoveu uma efetiva protecao da
morte de células sanguineas humanas induzidas por adicdo de peroxido de
hidrogénio (H202). Houve reducéo na concentracdo de MCP-1 de uma maneira
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dose dependente. O mesmo extrato de Hibiscus sabdariffa, porém liofilizado,
na dose de 10g foi administrado oralmente a 5 homens e 5 mulheres, ambos
saudaveis, com idade entre 23 e 50 anos. As concentragcdes plasmaticas de
MCP-1 reduziram significativamente com a administracdo aguda de 10g do
extrato liofilizado de Hibiscus sabdariffa (Beltran-Debon et al., 2010).
Garcia-Alonso et al. (2008) avaliaram o consumo do extrato de vinho tinto,
com alto teor de antocianinas, nos niveis plasmaticos de MCP-1 de individuos
saudaveis. A caracterizacdo do extrato por HPLC evidenciou a presenga de
71,2% de antocianidinas monoglicosiladas do total de antocianidinas,
representadas em ordem decrescente, pela malvidina-3-glicosideo, delfinidina-
3-glicosideo, petunidina-3-glicosideo, peonidina-3-glicosideo e cianidina-3-
glicosideo. Sete individuos (dois homens e cinco mulheres), com idade média
de 31 anos e indice de massa corporal meédio de 23,2, receberam oralmente,
ap6s jejum de 12 horas, uma dose unica de 12g do extrato rico em
antocianinas. A dosagem de MCP-1 foi realizada no tempo 0, 3, 6, 10 e 24hs
apods a ingestao do extrato. Porém, apenas 3 horas apos a ingestao do extrato
foi encontrado uma reducgao significativa de MCP-1 no plasma e apds 24 horas
os niveis de MCP-1 voltaram ao normal. Esse fato pode ser decorrente do
extrato ter sido administrado aos participantes do estudo em uma unica dose e
seria interessante a avaliacdo da ingestdo do extrato rico em antocianinas por
um periodo maior. Os resultados desse trabalho sugeriram fortes evidéncias de
que as antocianinas podem interferir na produgdo da quimiocina MCP-1, e

consequentemente, reduzir processos inflamatorios.

c) Inibicdo da resposta inflamatéria e a apoptose de células endoteliais

humanas induzidas pelo fator CD40.

O fator imune CD40 e seu ligante (CD40L) sdo um dos mediadores do
processo inflamatorio, e estdo sendo considerados como potentes ativadores
da patogénese da aterosclerose. O CD40 e CD40L sao membros do fator de
necrose tumoral (TNF) e da familia de receptores de TNF (TNFR) e sao
expressos pela interagao de células imunes como os linfocitos T e B e também
por células ndo imunes, como as ceélulas endoteliais vasculares. A ligacao do

CD40 com seu ligante CD40L induz a producdo de varias citocinas e
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quimiocinas inflamatodrias, tais como as interleucinas e MCP-1,
respectivamente, além das moléculas de adesao, como a VCAM-1 (molécula-1
de adesado vascular) e ICAM-1 (molécula-1 de adesdo intercelular). Essa
interacdo também parece desempenhar um papel importante no
desenvolvimento da ruptura da placa aterosclerética e na regulagdo da
expressao de metaloproteinases da matriz. A VCAM-1 e ICAM-1 sdo moléculas
pré-inflamatérias que atraem linfécitos T e macrofagos para o ateroma,
promovendo a iniciagdo e a progressao da lesao aterosclerdtica. As
metaloproteinases da matriz sdo capazes de degradar componentes da matriz
extracelular nos vasos sanguineos e aumentar a vulnerabilidade das placas
aterosclerdticas a ruptura e, consequente formagéo de trombos (Mach et al.,
1998).

O tratamento com as antocianinas cianidina-3-glicosideo e peonidina-3-
glicosideo (1,10 e 100uM) por 24 horas em cultura de células endoteliais
humanas da veia umbilical atenuou a resposta inflamatéria e a apoptose
dessas células induzidas por CD40, por reduzir a secre¢cdo de moléculas de
adesao (VCAM-1 e ICAM-1), a producgao e atividade de metaloproteinases de
matriz e suprimir a ativagdo de JNK e p38 induzida por CD40. Os autores
mostraram que a ativagao de p38 € um dos mecanismos chaves pelo qual o
CD40 induz a resposta inflamatoéria e a estimulacdo de JNK & necessaria para
promover a apoptose das células endoteliais estimuladas por CD40 (Xia et al.,
2009).

d) Inibicdo da producao de o6xido nitrico e a expressdao de iINOS (6xido

nitrico sintase induzida) em células de animais.

A INOS (6xido nitrico sintase induzida) € a enzima responsavel pela
producao de oOxido nitrico em diferentes células, como macréfagos, células
endoteliais e hepatdcitos, apos ativacdo com lipopolissacarideos e citocinas. A
utilizacao de agentes que inibem a atividade e/ou a indugao da iNOS pode ser
util como terapéutica na reducdo de processos inflamatérios em diferentes
tecidos (Matheus et al.,2006).

Matheus et al. (2006), evidenciaram efeito inibitério de Euterpe oleracea

(agai) na producéao do 6xido nitrico e na expressao da iINOS. Nesse trabalho foi
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investigado os efeitos de extratos etandlico, de acetato de etila e butandlico de
flores, frutos e casca do caule de Euterpe oleracea em cultura de células de
monocitos e macréfagos de camundongos (RAW 264,7) estimuladas com
lipopolissacarideos e citocinas. As antocianinas predominantes nos extratos
foram a cianidina-3-glicosideo e cianidina-3-raminosideo, sendo encontradas
em maiores concentragdes no extrato etandlico dos frutos de E.oleracea. Os
resultados mostraram que os extratos obtidos a partir dos frutos (100ug/mL)
foram mais potentes em inibir a produgdo de o6xido nitrico e expressao da
iINOS, provavelmente por terem um maior conteudo de antocianinas que as
outras fragdes. A reducdo da viabilidade celular foi encontrada apenas em

altas doses dos extratos (acima de 500ug/mL).

4, PROCESSO DE FORMAGAO DA ATEROSCLEROSE

As doencgas cardiovasculares sao as principais causas de morbidade e
mortalidade no mundo ocidental, sendo suas principais manifestagdes
decorrentes dos eventos clinicos da aterosclerose, como o infarto, as embolias
e os acidentes vasculares cerebrais (Ishigaki et al., 2008).

A aterosclerose é caracterizada como uma doencga inflamatoéria crénica de
origem multifatorial que ocorre em resposta a agressao endotelial, acometendo
principalmente a camada intima de artérias de médio e grande calibre (Lusis,
2000).

A disfuncdo endotelial € considerada o fator inicial para a formagao das
placas ateroscleroticas e caracteriza-se por uma resposta inflamatéria a injuria
da parede vascular. Um conjunto de reacgbdes celulares e moleculares a
diversos agressores, dentre eles o excesso de radicais livres, a elevacao das
particulas de lipoproteina de baixa densidade (LDL) no plasma e a presencga de
LDL oxidada (LDLox) na intima das artérias sdo responsaveis pelo
comprometimento vascular (Lusis, 2000; Siqueira et al., 2006).

A oxidagao da LDL ocorre principalmente na intima da artéria (Siqueira et
al., 2006). As EROs e as ERNs sao as principais responsaveis por esta. As
EROs incluem o anion superoxido (O3"), o radical hidroxil (OH") e o perdxido de
hidrogénio (H20>), sendo os representantes principais das ERNs o 6xido nitrico
(NO) e o peroxinitrito (ONOy’) (Singh, 2006).
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As particulas de LDL difundem-se passivamente pelas células endoteliais
por transporte vesicular, podendo aderir a parede do vaso por interagdes entre
a apoproteina B e os proteoglicanos da matriz subebdotelial (Lusis, 2000).

A LDLox estimula a camada de células endoteliais a produzir moléculas de
adesao celular como VCAM-1 (molécula-1 de adesao vascular), ICAM-1
(molécula-1 de adesao intercelular), fatores de crescimento, como o M-CSF
(fator estimulador de col6nia de macrofagos) e proteinas quimiotaticas, como
MCP-1 (proteina-1 quimiotatica para mondcitos), resultando na adesao e no
recrutamento de mondcitos e linfocitos circulantes para dentro do vaso. Os
monocitos migram para o espag¢o subendotelial onde se diferenciam em
macrofagos, que por sua vez captam as LDL-ox, pela agdo dos seus
receptores sequestradores (Lusis, 2000).

Dentro dos macréfagos, a LDLox é degradada e o colesterol livre é
esterificado, resultando em um grande acumulo de colesterol e a formagéo de
células espumosas, originando a primeira lesdo da aterosclerose: a estria
gordurosa (Steinberg, 1997).

Posteriormente, as células musculares lisas comegam a migrar da camada
média da parede arterial para a intima ou espago subendotelial, proliferam e
secretam colageno, dando origem a lesdo intermediaria. Nesta fase, o
espessamento da intima provoca o remodelamento, ou seja, uma dilatagéo da
artéria, compensatoria ao estreitamento do lumen. Mais uma vez, sob o
estimulo da LDLox, as células do sistema imune local liberam enzimas,
citocinas e fatores de crescimento capazes de induzir necrose local. Ciclos
repetidos de acumulo e ativagdo de células mononucleares, migracdo e
proliferagdo das células musculares lisas com produgao de colageno, levam ao
aumento progressivo da lesado, até que se estruture uma capa fibrosa ao redor
de um nucleo lipidico e de tecido necrético, a chamada lesdo avangada (Ross,
1999).

Como exposto, a LDLox participa de todas as etapas do processo de
desenvolvimento da aterosclerose, desde a disfuncédo endotelial até a evolugao
final do processo aterosclerético, com oclusdo total do lumen do vaso (Siqueira
et al., 2006). Além dos seus efeitos bioldgicos citados, produtos derivados da
LDLox sao citotoxicos, podendo promover a apoptose celular. Outras
contribuicdes da LDLox para o processo inflamatério na aterosclerose é a
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inibicao da producédo de 6xido nitrico, que é um vasodilatador, e por estimular a
producdo de citocinas, como a interleucina-1, e aumentar a agregacao
plaquetaria (Singh, 2006).

Dentre os mecanismos regulatérios da resposta inflamatéria, a via do fator
nuclear kappa B (NF-kB) representa uma via crucial no controle da transcri¢ao
de varios genes pro-inflamatérios, cujo envolvimento na patogénese da
aterosclerose tem sido documentado, a liberagdo de proteinas de fase aguda,
como citocinas, quimiocinas, moléculas de adesao e reguladores da apoptose
e da proliferagcdo celular (Winther et al., 2005). A inducdo a inflamacgéao
promovida pela LDLox parece ser decorrente da ativacao dessa via pelos seus
fosfolipidios oxidados, como a lisolecitina e o acido lisofosfatidico (Kovanen et
al., 2003).

5. ANTOCIANINAS NO TRATAMENTO DA LESAO ATEROSCLEROTICA

Na busca da elucidacdo de possiveis mecanismos de agao das
antocianinas sobre 0 processo aterosclerético algumas pesquisas foram
realizadas, dando enfoque mais especifico. Podemos citar os trabalhos de Xia
et al. (2006), Mauray et al. (2009) e Miyazaki et al. (2008) que analisaram os
efeitos de extratos com alto teor de antocianinas em camundongos com
aterosclerose, o extrato de arroz preto, de uvas e de batata doce roxa,
respectivamente.

Xia et al. (2006), investigaram a influéncia de dietas suplementadas com
extrato de arroz preto com alto teor antocianina (300mg/Kg/dia) e com
sinvastatina (50mg/Kg/dia) na vulnerabilidade de placas aterosclerdticas
avangadas em camundongos deficientes na apoproteina E. Apds 20 semanas
de intervengao, o tamanho da placa aterosclerética foi reduzido em 18% e 13%
nos grupos de animais que receberam o extrato e a sinvastatina,
respectivamente. Em ambos os grupos houve reducédo da frequéncia de
nucleos necroticos grandes, da espessura da capsula fibrosa e um aumento no
conteudo de colageno 1, comparado ao grupo controle. Sabe-se que o
aumento no conteudo de colageno é importante, pois contribui para a
estabilizacdo das placas aterosclerdticas. Nos grupos que receberam o extrato
e a sinvastatina também houve decréscimo da expressdao da iINOS (6xido
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nitrico sintase reduzida) e do fator tecidual, que s&o importantes fatores pro-
inflamatorios durante o desenvolvimento e progressdo das lesbes
aterosclerdticas. Em adi¢do, a suplementagdo na dieta com o extrato de arroz
preto melhorou o perfil lipidico plasmaticos dos camundongos, diminuindo os
triglicerideos, colesterol total e a fracdo ndo HDL, porém, também reduziu a
fragdo HDL, comparado com o grupo controle. Comparado com o grupo do
extrato, o grupo que recebeu sinvastatina apresentou niveis maiores de
triglicerideos e menores de HDL. Os autores atribuiram esses resultados
benéficos do extrato ao seu alto conteudo de antocianinas. Através de
cromatografia liquida de alta performance (CLAE), foram identificadas duas
antocianinas majoritarias, a cianidina-3-glicosideo e peonidina-3-glicosideo,
que representaram 43,2% do total de compostos presentes no extrato.

Mauray et al. (2009) observaram efeito antiaterogénico da suplementagao
na dieta (0,02%) por 16 semanas com dois extratos ricos em antocianinas
extraidos de uvas fermentadas e n&o fermentadas, em camundongos
deficientes na apoproteina E. A suplementacdo na dieta com os extratos de
uva nao fermentada e fermentada reduziu as lesdes ateroscleréticas em 15% e
36%, respectivamente. O melhor resultado foi observado com o extrato de uvas
fermentadas, sugerindo que a fermentagdo gerou novos compostos bioativos
mais eficientes na atenuacado da progressao da aterosclerose. Entretanto, ndo
foram observadas alteragdes na capacidade antioxidante no plasma,
mensurada pelas técnicas de capacidade de absorgdo do radical oxigénio
(ORAC), peroxidagao lipidica hepatica e perfil lipidico (colesterol total e
triglicerideos) plasmatico e no figado dos animais.

Miyazaki et al. (2008) avaliaram o potencial antiaterogénico de antocianinas
da batata doce roxa adicionadas por 4 semanas na dieta (1%) de
camundongos deficientes na apoproteina E com 6 semanas de idade,
alimentados com dieta enriquecida de colesterol e gorduras. In vitro, estas
antocianinas foram capazes de aumentar a resisténcia da LDL a oxidacao,
comparado ao acido L-ascérbico. Comparado ao grupo controle, os animais
que receberam a dieta suplementada com antocianinas da batata doce roxa
apresentaram uma reducgédo nas lesdes ateroscleréticas (45%), nos niveis de
TBARS (substancias que reagem com o acido tiobarbiturico) no figado e nos
niveis plasmaticos de VCAM-1 (molécula-1 de adesao da célula vascular).
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Entretanto, ndo foi observado efeito significativo no perfil lipidico no plasma e
no figado destes animais.

A constatagdo destes diferentes estudos nos estimula a continuagdo das
especulagdes, principalmente devido a importdncia dos resultados dos

compostos bioativos em relagao aos farmacos.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

As antocianinas possuem grande potencial em reduzir o risco de
desenvolvimento da aterosclerose. Os mecanismos envolvidos neste processo
sdo, principalmente, referentes as atividades antioxidantes das antocianinas e
a capacidade destes compostos em reduzir fatores pré-inflamatérios. Ainda ha
lacunas sobre a dose de antocianinas necessaria para exercer estes efeitos.
Ademais, é necessario ter cautela com a suplementagao desses compostos,
visto que essa nao foi analisada por longos periodos de tempo em humanos. A
ingestao de altas doses de substancias antioxidantes pode exercer efeitos pro-

oxidantes deletérios, principalmente se utilizados por longos periodos.
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO QUIMICA, NUTRICIONAL E POTENCIAL
ANTIOXIDANTE DA POLPA DOS FRUTOS DE Euterpe edulis
Mart.

34



1. INTRODUGAO

A Mata Atlantica brasileira € um dos 34 hotspots mundiais, sendo esse
termo atribuido a toda area considerada prioritaria para conservagao, que
apresenta uma alta biodiversidade associada a um alto grau de endemismo e
degradacgao (Myers et al., 2000). Grande parte da populagao brasileira vive
nestas areas, desenvolvendo atividades econémicas que necessitam da
matéria-prima desse ecossistema, mediante exploragcéo de plantas e animais
silvestres para alimentac&o, combustivel, vestuario, medicamentos e abrigo
(Brasil, 2006).

A Mata Atlantica € um dos biomas mais devastado e ameacgado do
planeta. Uma longa histéria de exploragdo de recursos eliminou a grande
parte desta floresta tropical, restando atualmente menos de 7% da sua
extenséo original (Pinto & Brito, 2005).

A espécie Euterpe edulis Martius, pertencente a familia Arecaceae e
conhecida popularmente como palmeira jugara, esta amplamente distribuida na
Mata Atlantica brasileira, principalmente nos estados do Rio Grande do Sul,
Santa Catarina, Parana, S&o Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e Bahia
(Lorenzi et al., 2006; Borges et al., 2011).

A palmeira jucara produz um palmito comestivel de alta qualidade.
Entretanto, a exploragao ilegal do seu palmito associada a crescente perda de
areas remanescentes de Mata Atlantica, contribui para a degradagédo do bioma
e torna-se um fator de preocupacao para a preservagao desta palmeira, uma
vez que é necessario derruba-la para a extracdo do palmito (Reis, 1996; Ferri &
Cavalcanti, 1997).

Um dos produtos pouco utilizados da E. edulis sao os seus frutos. O
despolpamento deles origina um produto similar a polpa do agai, que € extraido
de frutos de palmeiras do mesmo género botéanico, a Euterpe oleracea Martius,
conhecida como agaizeiro da Amazbnia. O acgai da E. edulis, também
conhecido como acai da Mata Atlantica, pode ser consumido de diversas
formas, como suco de fruta, sorvete, agai na tigela, sobremesas, shakes e em
preparagdes salgadas. Alem disso, a utilizagdo dos frutos de E. edulis pode
contribuir para a preservacado da espécie, uma vez que para o aproveitamento

dos seus frutos ndo se faz necessaria a derrubada da arvore e, apds o
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processamento da polpa, suas sementes podem ser aproveitadas para a
obtencdo de mudas e para a confec¢ao de artesanatos.

Os frutos da jucara apresentam coloragao roxa intensa, devido a presenca
de pigmentos antocianicos (De Brito et al., 2007; Borges et al., 2011). As
antocianinas sao metabdlitos secundarios biossintetizados por plantas e
pertencentes ao grupo dos flavondides (Leite, 2008). Podem ser utilizadas
como corantes naturais e tém apresentado grandes beneficios & saude devido
suas atividades bioldgicas (Cardoso et al., 2011), que incluem propriedades
antioxidantes (Garcia-Alonso et al., 2009), antiinflamatérias (Xia et al., 2009),
inibicdo da oxidagao da lipoproteina de baixa densidade (Chang et al., 2006),
diminuicdo dos riscos de doengas cardiovasculares (Toufektsian et al., 2008) e
de cancer (Chen et al., 2006).

O conhecimento da composi¢cao quimica, fitoquimica e nutricional dos frutos
de E. edulis € ainda muito limitado, sendo estes pontos importantes para a
determinacdo do potencial nutricional e farmacologico deste fruto e da sua
possibilidade de ser considerado um alimento funcional. Assim, este trabalho
objetiva caracterizar a composi¢gdo quimica, fitoquimica, nutricional e o

potencial antioxidante dos frutos de E. edulis (PLFE).
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2. OBJETIVOS

21. Objetivo Geral

Caracterizar a composi¢cdo quimica, fitoquimica, nutricional e o potencial

antioxidante da polpa liofilizada dos frutos de E. edulis Martius.

2.2. Objetivos Especificos

- Determinar a composi¢cdo quimica e nutricional da PLFE, caracterizando a
composi¢cado centesimal (carboidratos, proteinas, lipideos, fibras, umidade e
cinzas), o teor de minerais (ferro, calcio, cobre, magnésio, zinco, manganés,

sodio, potassio e fosforo) e de vitaminas A e C;

- Realizar uma prospecc¢ao fitoquimica dos principais grupos de metabdlitos

secundarios com propriedades bioativas presentes na PLFE;

- Analisar qualitativa e quantitativamente as antocianinas presentes na PLFE
por método espectrofotométrico, cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplado com detector fotodiodo (HPLC/DAD) e acoplado com espectrdmetro
de massa (HPLC/MS);

- Avaliar o potencial antioxidante da PLFE in vitro pelo método do radical DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazila).
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3. METODOLOGIA

3.1. Coleta do Material Vegetal

Os frutos maduros de E. edulis foram coletados no entorno do Parque
Estadual da Serra do Brigadeiro (PESB), importante area remanescente de
Mata Atlantica localizada na regido da Zona da Mata do Estado de Minas
Gerais.

A colheita e pés-colheita dos frutos foram realizadas conforme orientagdes
da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, Embrapa, para os frutos de
E. oleracea, agai da Amazdnia (Embrapa Amazénia Oriental, 2006).

Um coletor subiu na palmeira de E. edulis e cortou o cacho de frutos na sua
base, tendo cuidado para ndo desprender muitos frutos do cacho. Apds o corte,
o cacho de frutos foi depositado sobre uma lona para evitar o contato direto
com o solo e, consequentemente, a contaminagao dos frutos.

Os frutos da jucara foram debulhados em caixas de plastico e os frutos
verdes e em estado fitosanitario precario ou com qualquer outro defeito, que os
torne inadequados ao processamento, foram descartados.

Em todas as etapas, os frutos de jugara ndo ficaram expostos ao sol, uma

vez que a luminosidade excessiva poderia favorecer sua deterioragao.

3.2. Preparo da Polpa dos Frutos de E. edulis

Os frutos de E.edulis foram despolpados no prazo maximo de 24 horas
apés a colheita, devido sua alta perecibilidade. Durante o processo de
despolpa, os frutos maduros de jugara passaram pelas seguintes fases de
beneficiamento, conforme orientagcdes da Embrapa para o processamento dos
frutos de E. oleracea (Embrapa Amazénia Oriental, 2006):

- Pré-lavagem: os frutos foram imersos em agua para a retirada de impurezas;

- Lavagem com agua clorada: os frutos foram colocados em uma solugdo com

cloro ativo com 50ppm por 20 minutos;

- Retirada do _excesso do cloro: a retirada do cloro ocorreu por meio da

lavagem por aspersdo com agua potavel;
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- Amolecimento: os frutos foram imersos na agua morna (40-60°C) por cerca de

15 minutos. Esta fase tem por finalidade facilitar o despolpamento por
amolecimento do epicarpo e mesocarpo dos frutos.

- Despolpamento: consiste na operagdao de remogao da polpa do fruto. Foi

realizado com o auxilio de uma batedeira doméstica, utilizando a proporc¢éo de
duas partes de fruto para uma parte de agua potavel.
- Refino: a polpa dos frutos de jugara passou por peneira de malha fina

devidamente higienizada.

Apos as etapas acima, a polpa dos frutos de E. edulis foi embalada em
plasticos de polietileno de baixa densidade, armazenadas no freezer a -80°C e
posteriormente liofilizadas (Liofilizador Liotop LP510, Liobras®) no

Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

3.3. Composicdao Quimica

Foram determinados os teores de umidade, cinzas, lipideos, proteinas,
carboidratos da PLFE, conforme técnicas analiticas descritas pela Association
of Official Analytical Chemicals (AOAC, 2005). Todas as anadlises foram
realizadas em triplicata no Laboratério de Analise de Alimentos do
Departamento de Nutricdo e Saude da UFV.

O teor de umidade foi determinado por secagem de cerca de 10 g da PLFE
em estufa a 105°C até peso constante, sendo o resultado expresso em g de
agua/100 g de polpa liofilizada.

O teor de cinzas (g de cinzas/100 g de polpa liofilizada) foi determinado por
incineragédo de cerca de 5 g da PLFE em mufla, por cerca de 8 horas, que foi
aquecida gradativamente até 550°C.

A determinacao de lipideos totais (g de lipideos/100 g de polpa liofilizada)
foi realizada com éter etilico em extrator do tipo Soxhlet, seguida da remocgao
por destilacdo do solvente. Para tal, foi utilizado cerca de 5 g da PLFE.

A determinagdo de nitrogénio total (g de nitrogénio/100 g de polpa
liofilizada) foi baseada no método de Kjeldahl tradicional. A concentragdo de
proteina bruta foi calculada pelo produto da quantidade de nitrogénio total (g)
pelo fator de conversao 6,25.
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A quantificacdo de carboidratos foi calculada por diferenca percentual,
subtraindo-se do total da soma de umidade, cinzas, lipideos totais e proteinas.

Para a analise de fibra alimentar a amostra foi desengordurada, segundo
método com extrator do tipo Soxhlet descrito acima. Os teores de fibra
alimentar soluveis e insoluveis foram realizados pelo método enzimatico-
gravimétrico da AOAC (1997), utilizando as enzimas a-amilase termoresistente,

protease e amiloglicosidase kit dietary fiber total (Sigma®).

3.4. Analise de Acidos Graxos

Os acidos graxos da PLFE foram extraidos pelo método de Folch (1957) ),
sendo saponificado e esterificado conforme Hartmann e Lago (1973).

A identificacdo dos ésteres metilicos de acidos graxos foi realizada por
cromatografia gasosa utilizando o cromatdgrafo Shimadzu CG-172, modelo
Class, com uma coluna de silica fundida SP-2560 (polisiloxano biscianopropil),
100 m x 0,25 mm de didametro, e um detector de ionizagcdo de chama.

A programacao da analise apresentada foi de temperatura inicial de 140 °C,
sendo isotérmica durante 5 minutos, e posterior aquecimento de 4 °C por
minuto até 240 °C, mantendo esta temperatura por 30 minutos. A temperatura
do vaporizador foi de 250 °C e a temperatura do detector foi 260 °C. O gas de
arraste utilizado foi nitrogénio a 20 cm/segundo, a 175 °C. A divisdo da amostra
no injetor foi 1/50 e 1 pL da solugao foi injetada. Os picos foram identificados
por comparagao dos tempos de retencdo com padrbes conhecidos de éster
metilico (FAME mix, Supelco®, EUA) e quantificadas por area de integragdo

automatica.
3.5. Analise de Minerais

A determinagdo dos minerais (ferro, calcio, cobre, magnésio, zinco, e
manganés) foi realizada por espectrometria de absor¢géo atdmica de chama
(aparelho SpectrAA 220FS, Varian®. Os minerais sodio e potassio foram
determinados por fotometria de chama (aparelho Corning 400) e o fosforo por

método fotocolorimétrico (aparelho fotdmetro BEL1105). Para tal, as amostras
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da PLFE passaram por uma digestao acida, com uma mistura de acido nitrico e
acido percloérico na proporgao de 4:1. As analises foram realizadas em ftriplicata

no Departamento de Solos da UFV.

3.6. Analise de Carotendides por HPLC/DAD

Foi investigada a presenca dos carotenoides a-caroteno, B-caroteno, (-
criptoxantina e licopeno. Para analise qualitativa utilizaram-se o padrao de a-
caroteno e [-caroteno isolados do extrato concentrado de cenoura por
cromatografia em coluna aberta, segundo o método proposto por Rodriguez-
Amaya et al. (1989) com modificagbes. E os padrdes [B-criptoxantina e licopeno,
foram extraidos do mamao e do tomate, respectivamente, usando a mesma
metodologia para os padrdes a-caroteno e B-caroteno. Para a quantificacao foi
utilizada curva de padronizacao externa. Os padrdes de carotendides utilizados
foram isolados previamente no Laboratério de Anadlise de Vitaminas do
Departamento de Nutricdo e Saude, da UFV. Informagdes sobre a metodologia
de isolamento destes padrdes encontram-se no Anexo 1.

Para o preparo da amostra, cerca de 1g de PLFE foi pesada em triplicata,
adicionado 60 mL de acetona resfriada (dividida em trés volumes de 20 mL),
homogeneizados por microtriturador, por aproximadamente 5 minutos, e
filtrados a vacuo em funil de Blchner utilizando-se papel de filtro no JP41 J.
(Prolab, Brasil). Em seguida, o filtrado foi dividido em trés fra¢cdes e cada fracéo
foi transferida para um unico funil de separagao contendo 50mL de éter de
petréleo resfriado, sendo que apds a adicdo de cada fragao, esta foi lavada
com agua destilada para retirada da acetona. Apds, acrescentou-se sulfato de
sédio anidro ao extrato em éter de petréleo para retirar residuo de agua.
Posteriormente, a amostra foi concentrada utilizando evaporador rotativo em
temperatura de 35 + 1 °C, transferida para baldo volumétrico de 25,0 mL,
sendo o volume completado com éter de petroleo. As amostras foram filtradas
em unidades filtrantes com porosidade de 0,45 um, sendo injetados 50 uL no
HPLC para analise.

As analises de carotendides foram realizadas por HPLC, sendo utilizadas as
condigdes cromatograficas desenvolvidas por Pinheiro-Sant'Ana et al. (1998),

as quais incluiram: sistema HPLC, deteccdo a 450 nm; coluna cromatografica
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RP-18 Phenomenex Gemini (250 x 4,6 mm, 5 ym), munida de coluna de
guarda Phenomenex (4 mm x 3 mm). Para analise utilizou-se o sistema
isocratico e a fase mével composta de metanol, acetonitrila e acetato de etila:
(70:20:10, v/viv) com fluxo de 1,7 mL min™ e tempo de corrida de 15 minutos.
Todos os reagentes utilizados foram em grau HPLC.

O valor de vitamina A foi calculado de acordo com as recomendacgdes do
Institute of Medicine (2001), em que 1 Equivalente de Atividade de Retinol
(RAE) equivale a 1ug de retinol, 12ug de B-caroteno e 24ug de outros
carotenadides pro-vitaminicos.

Para analise de carotenoides, utilizou-se o sistema de HPLC (Shimadzu,
SCL 10AT VP) constituido de bomba de alta pressao (LC-10AT VP), injetor
automatico com algca de amostragem de 50 uL (SIL-10AF) e detector de arranjo
de diodos (DAD) (SPD-M10A). O sistema de HPLC foi controlado pelo software
Multi System, Class Vp 6.12.

As anadlises de carotenoides foram realizadas no Laboratorio de Analise de
Vitaminas do Departamento de Nutricdo e Saude, da UFV. Foram utilizadas

trés repeticbes para extragao e analise.
3.7. Analise de Acido Ascérbico por HPLC/DAD

Para analise de vitamina C, utilizou-se sistema HPLC (Shimadzu, SCL 10AT
VP) constituido de bomba de alta pressdo (LC-10AT VP), injetor automatico
(SIL-10AF), detector de arranjo de diodos (DAD) (SPD-M10A), software Multi
System, Class Vp 6.12. O padrdao de vitamina C foi o acido L-ascoérbico
adquirido da Sigma-Aldrich®.

Foi investigado o conteudo de acido ascorbico (AA) na PLFE. A extragao e
analise do AA foram realizadas de acordo com as condi¢cbes propostas por
Campos et al. (2009) com modificagbes. Para extragdo, cerca de 3g da
amostra foi ressuspendida e homogeneizada, por aproximadamente 5 minutos,
em 15 mL de solugdo extratora (3% de acido metafosforico, 8% de acido
acético, solugéo de acido sulfurico (0,3 N) e 1 mM EDTA em agua). O extrato
obtido foi centrifugado a 1789 g por 15 minutos, filtrado a vacuo em funil de
Buchner e diluido para 25 mL, em baldo volumétrico, com agua ultrapura.

Posteriormente, a amostra foi novamente centrifugada a 1789 g por 15 minutos
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e o0 sobrenadante acondicionado sob refrigeracéo (5 £ 1 °C) até o momento da
analise.

As analises foram realizadas a partir da injecdo de 50 pL dos extratos
previamente filtrados em unidades filtrantes com porosidade de 0,45 pym. Para
andlise do AA as condigdes cromatograficas utilizadas foram: coluna
cromatografica RP-18 Lichrospher 100 (250 x 4 mm, 5 pym); fase mével agua
ultrapura contendo 1 mM de NaH;PO4, 1mM de EDTA e pH ajustado para 3,0
com H3POy: fluxo da fase movel de 1,0 mL min™'. Os cromatogramas foram
obtidos com detector DAD a 450 nm.

As analises de AA foram realizadas no Laboratério de Analise de Vitaminas
do Departamento de Nutricdo e Saude, da Universidade Federal de Vigosa.

Foram utilizadas 3 repeticdes para extragao e analise.
3.8. Analise Fitoquimica

Foi realizada uma triagem fitoquimica da PLFE por cromatografia em
camada delgada (CCD) para as principais classes de metabdlitos secundarios:
flavondides, cumarinas, taninos, antraquinonas, O6leos essenciais,
triterpenos/esterdides, saponinas e alcaldides. Para tal, a polpa foi
ressuspendida em metanol 0,1% HCI.

A triagem fitoquimica foi realizada em suporte cromatoplaca de aluminio
Alugram® Sil G/UV, diferentes fases moveis e aspersdao empregando
reagentes reveladores especificos combinados com a Vvisualizagdo do
cromatograma sob luz de comprimento de onda na regiao do ultravioleta, 254 e
365nm (Wagner & Bladt, 1996). Os resultados obtidos pela cromatografia foram
confrontados com padrdées de referéncia especificos para cada classe
fitoquimica analisada (Tabela 1). Todos os reagentes utilizados foram de grau

analitico.
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Tabela 1. Prospeccéo fitoquimica da polpa liofilizada dos frutos de E. edulis.

Classe dos Fase Mével Revelador Padrao
Metabdlicos
= 0,
acetato de etila- Solugdo de AICls. @ 5~/°
. e em etanol (visualizagéo
. acido férmico-acido . .
Flavondides i L sob luz visivel e Rutina
acético glacial-agua a
(55:5:5:12) fluorescéncia 365 nm e
T 254 nm)
Reagente de
acetato de etila- Drangendorff
Alcaloides metanol-agua Quinina
(50:8,5:6,5) (visualizagéo sob luz
visivel 365 nm)
Reagente de
Esterdides &ter etilico-tolueno Lieberman Burchard _
11) B-sitosterol
[triterpenos (1: (visualizagéo sob luz
visivel 365 nm)
Solugéo de KOH a 5%
em etanol
c . éter etilico-tolueno B .
umarinas (1:1) (visualizagao sob luz enzopirona
visivel e fluorescéncia
365 nm e 254 nm)
Acetato de etila- Reagente de Barton Q.
Polifenodis metanol-agua-acido Acido
e g. e (visualizagéo sob luz pirogalico
acético (50:25:25:5) visivel 365 nm)
Solugdo de KOH a 5%
. Eter etilico-tolueno em etanol (VI.S lfallzagao 1,8-diidroxian-
Antraquinonas (1:1) sob luz visivel e traquinona
' fluorescéncia 365 nm e q
254 nm)
) Anisaldeido-sulfurico
. Eter etilico-tolueno .
Saponinas Aescina

(visualizagéo sob luz
visivel 365 nm)

(1:1)
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3.9. Analise de Antocianinas Totais Monoméricas

O conteudo de antocianinas totais monoméricas foi determinado pelo
método espectofotométrico com pH diferencial, descrito por Cheng & Breen
(1991) modificado.

Em um béquer foi diluido 0,05g da PLFE em 50mL de tampao (cloreto de
potassio 0,025M) a pH=1,0 ajustado com HCI. Em outro béquer, 0,05g da
PLFE foi diluido em 50mL de tampao (acetato de sodio 0,4M) a pH=4,5
ajustado com HCI. Em ambos os casos, o fator de diluicdo utilizado foi de
1:1000.

As amostras da PLFE diluidas foram transferidas para o ultrassom por 30
minutos para homogeneizacao. A seguir, foram filtradas em papel de filtro tipo
whatman. Os filtrados foram transferidos para balées volumétricos de 50mL e o
volume foi completado com o tampao correspondente. Apds cerca de 15
minutos foram realizadas as leituras no espectrofotbmetro das amostras da
PLFE com os dois tampdes, ambos empregando dois comprimentos de onda
de 510 e 700nm. As analises foram realizadas em ftriplicata e os resultados
foram expressos como mg de equivalentes de cianidina 3-glicosideo por 100g
de peso seco. Para o calculo do teor de antocianinas totais monoméricas foi

utilizada a férmula abaixo:

C (mg/100g) = (As10 — A700)pH1.0 - (As10 — A700)pH4.5 X MM x FD x 100/ €
Onde:
MM = massa molecular da cianidina 3-glicosideo (449,2 g/mol)
FD = fator de diluicao estabelecido

€ = coeficiente de extingdo molar da cianidina 3-glicosideo (29.600).
3.9.1 Preparo do tampao cloreto de potassio 0,025 mol/L pH=1,0:

Foram pesados 1,86g de cloreto de potassio, sendo este diluido em 980 mL
de agua destilada em um béquer. Para obter solugdo tampao de pH 1,0 foi

adicionado gradativamente HCL a 37%, sendo o potencial hidrogenibnico

monitorado com auxilio de potencibmetro até alcancar o pH desejado. A
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solugcdo com pH 1,0 foi transferida para um baldao de 1L e completado o volume

com agua destilada.

3.9.2 Preparo do tampao acetato de sédio 0,4 mol/L pH=4,5:

Foram pesados 54,439 de acetato de sodio, sendo posteriormente diluido
em 960 mL de agua destilada em um béquer. Mediu-se o pH durante a adigéo
de HCI até alcancar pH=4,5. A solugdo com pH=4,5 foi transferida para um

baldo de 1L e completado o volume com agua destilada.

3.10. Analise de Antocianinas por HPLC/DAD

As analises qualitativa e quantitativa das antocianinas da PLFE foram
realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado com detector
fotodiodo (HPLC/DAD), utilizando as condi¢cdes propostas por Schauss et al.
(2006), com adaptagdes a seguir descritas:

- Fase movel A: agua ultrapura acidificada com acido formico até pH=2,0:
acetonitrila (89:11);

- Fase movel B: acetonitrila (grau HPLC);

- Sistema gradiente: de 0 a 20 minutos, 0% B; 20 a 22 minutos, gradiente linear
50% B; 22 a 27 minutos, 50% B; 27 a 29 minutos, gradiente linear 0% B; 29 a
45 minutos, 0% B, para recondicionamento da coluna;

- Detector de arranjo de diodos: leitura dos cromatogramas a 520 nm;

- Coluna RP-18 Phenomenex Gemini (250 x 4,6 mm; 5um) e pré-coluna
Phenomenex ODS (4 x 3 mm);

- Injecao de 50 L, fluxo de 1 mL/minuto e tempo de corrida de 45 minutos.

A ressuspensao da PLFE foi realizada adicionando 5 mL de HCIl 1% em
0,01g da PLFE. Utilizou-se como padrbes externos as antocianinas: cianidina
3-glicosideo (Sigma-Aldrich®) (C3G) e cianidina 3-rutinosideo (Sigma-Aldrich®)
(C3R). Estes padrdes foram ressuspensos separadamente em solugéo de HCI
1% (10mg do padrdo em 5mL de HCI 1%). As absortividades molares medidas
foram 26.900 e 28.840, respectivamente. Injetou-se uma mistura dos padrbes
para observar a separacao e o tempo de retencao de cada antocianina (Figura
1).
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Figura 1 - Cromatograma do mix dos padrées de antocianinas. C3G: cianidina 3-
glicosideo (tempo de retencdo de 10,5 minutos) e C3R: cianidina 3-rutinosideo (tempo
de retencao de 12,6 minutos). Condi¢cao: DAD 520 nm, Coluna RP-18 Phenomenex

Gemini, 5uym 250 x 4,6 mm, pré-coluna Phenomenex ODS (4 x 3 mm).

Realizou-se a elaboracdo das curvas analiticas dos padrbes de
antocianinas, obtendo as equagdes para cianidina 3-glucosideo:
y=3996555,7208x - 56356,5861, R? = 0,9994 (Figura 2) e para cianidina 3-
rutinosideo: y=3302563,8255x - 57350,6187, R? = 0,9995 (Figura 3).

120 ~

100 - y = 3996555,7208x - 56356,5861
R?=0,9994

80 A
60 A
40 A

20 A

O T T T T 1
0 05 1 1,5 2 25

Areados picos dopadrao (x 100000)

pesoinjetado (ug)

Figura 2 - Curva padrao da cianidina 3-glicosideo (C3G).
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y = 3302563,8255x% - 57350,6187
120 + Rz = 0,9995

100 ~
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40 |

Area dos picos dopadrdo x 100000
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0 05 1 1,5 2 25 3 35 4

pesoinjetado (ug)

Figura 3 - Curva padrao da cianidina 3- rutinosideo (C3R).

As analises de antocianinas por HPLC/DAD foram realizadas no Laborat6rio
de Analise de Vitaminas do Departamento de Nutricdo e Saude da UFV. Foram

utilizadas trés repeticdes para extracdo e analise.

3.11. Analise de Antocianinas por HPLC-ESI-MS

Para a analise dos compostos antocianicos da PLFE utilizou-se sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a um espectrémetro de massa
(HPLC-ESI-MS). A separacgao foi realizada em coluna de fase reversa C18
(Acclaim 120, Dionex) (2,1 x 150 mm; 5 ym) e pré coluna C18 a 25 °C. As
fases mdveis consistiram de 1% de acido férmico em agua (v/v) (solvente A) e
1% de acido férmico em acetonitrila (v/v) (solvente B) a uma taxa de fluxo de
0.200 mL/min. O gradiente de eluigao utilizado foi: 0 min, 3% B; 40 min, 30% B;
45 min, 100% B; 50 min, 3% B. A monitorizagdo das antocianinas foram
realizadas a 310 e 520nm.

O sistema HPLC foi acoplado diretamente ao Agilent Triple Quadrupole
serie 6430 (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemanha) utilizando ionizagao
por eletrospray (ESI). O espectrdmetro de massas (triplo quadrado) foi operado

no modo positive com as seguintes configuragdes: tensao capilar, 4.0 kV; fluxo
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de solvatagdo de 13 L/min; nebulizagdo do gas nitrogénio 35 psi, temperatura
da fonte, 340 °C; tensdo 135 V; tempo de permanéncia, 200 s; MS/MS,
escaneamento de 100 a 500 m/z. Para a analise da ionizagado dos produtos foi
utilizado energia de colisdo de 20 a 25 eV para as seguintes transicdes
465> 303, 549> 301, 449> 287, 595> 287 e 433> 271. As leituras
cromatograficas foram realizadas no aparelho 1290 Infinity System (Agilent
Technologies, Waldbronn, Alemanha), constituido de amostrador G4226A,
termostato do amostrador G1330B, DAD G4212A, forno de coluna G1316C e
bomba binaria G4220A. As analises foram realizadas com o auxilio do software

MassHunter (Agilent, Waldbronn, Alemanha).
3.12. Atividade Antioxidante in vitro

A atividade antioxidante da PLFE foi determinada pelo método
fotocolorimétrico in vitro do radical livre estavel organico -DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila). O método de DPPH, descrito por Brand-Williams et al. (1958) &
baseado na redugcdo do radical DPPH por antioxidantes, produzindo um
decréscimo da absorbancia a 515 nm.

Em baldo de 100 mL, foi ressuspenso 2,4 mg do reagente de DPPH da
Sigma-Aldrich® (Alemanha), com metanol PA, para a formacdo da
concentracdo de 0,06 mMolar ou 60 uM da solugdo de DPPH de trabalho. O
reagente foi preparado no mesmo dia de uso. Foram preparadas solugdes de
diferentes concentracdes a partir da PLFE: 0,1; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5;
4,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 e 25,0 mg/ml. O preparo das solugdes a partir do
extrato seguiram as orientagdes de Rufino et al. (2007). Uma aliquota de 0,1
mL de cada solugdo foi adicionada a 3,9 mL de uma solugdo de DPPH
(0,06mM) e deixada em repouso por 30 minutos, em ambiente escuro. Apds
este intervalo, procedeu-se a leitura espectrofotométrica a 515 nm. Todas as
leituras foram realizadas em ftriplicatas. A concentragdo média de DPPH
capturado na reacdo foi calculada por analise da curva de calibracdo por
regressao linear (Rufino et al., 2007). O percentual de captura de DPPH foi
calculado pela equagao abaixo, sendo que a solucdo DPPH foi usada como

controle.
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Equacédo: % captura do radical DPPH = [(absorbancia do controle —
(absorbancia da amostra — absorbancia do branco))/ absorbéancia do controle] x
100.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Composigao Quimica e Nutricional

Os valores encontrados nas analises de composi¢cao quimica da PLFE,

comparados com resultados de trabalhos com a polpa liofilizada de E.oleracea,

estao apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2: Composi¢cdo quimica da polpa liofilizada dos frutos de E. edulis e E.

oleracea.
Analises Resultados Schaus et al. Menezes et al. Unidade por
deste trabalho: (2006): (2008): 1009 polpa
E.edulis E.oleracea E.oleracea liofilizada
Energia 569,2 533,9 489,39 Kcal
Umidade* 5,71 - 4,92 gou %
Cinzas* 3,74 - 3,68 gou %
Proteina*® 6,98 8,10 8,13 gou %
Lipideo* 41,40 32,50 40,75 gou %
AG**Saturados 27,07 26,10 27,40 %
- palmitico (C16:0) 27,07 25,70 25,56 %
- estearico (C18:0) - 1,60 1,84 %
AG** Insaturados 72,93 73,90 57,19 %
Monoinsaturados 33,02 60,60 56,24 %
- oléico (C18:1) 33,02 56,20 52,70 %
Poliinsaturados 39,91 13,30 0,95 %
- linoléico (C18:2) 36,95 12,50 0,95 %

- a-linolénico (C18:3) 2,96 0,80 - %
Carboidrato* 42,17 52,20 42,53 gou %
Fibras totais 34,90 44,20 - g
insoluveis 30,32 - - g
soluveis 4,58 - - g
Faésforo (P) 130,40 - 54,50 mg
Sadio (Na) 27 - 28,50 mg
Potassio (K) 764 - 900 mg
Calcio (Ca) 172 260 330 mg
Magnésio (Mg) 117 - 124,40 mg
Zinco (Zn) 1,80 - - mg
Ferro (Fe) 8,10 4,40 4,50 mg
Manganés (Mn) 19,60 - 10,71 mg
Cobre (Cu) 1,90 - - mg
Vitamina A 3204,70 1002 - ul
Acido ascorbico *** - <0,1 - mg

*Representam a composi¢do centesimal da PLFE.

**Acidos graxos.

*** Nao foi detectada a presenca de vitamina C na polpa liofilizada de E. edulis.
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A quantidade de proteinas encontrada na PLFE (6,98%) foi coerente com a
variagéo protéica obtida por Borges et al. (2011) para a mesma espécie, que foi
de 5,13 a 8,21%, e proximo aos teores observados na polpa liofilizada de frutos
de E. oleracea por Schauss et al. (2006) e Menezes et al. (2008), que foram de
8,139 e 8,1g de proteina por 100g de liofilizado, respectivamente.

O valor energético elevado da PLFE, 569,2Kcal/100g (calculado baseando-
se no teor energético dos lipideos, carboidratos e proteinas por grama, 9, 4 e 4
Kcallg, respectivamente), deve-se, principalmente, ao alto conteudo de
lipideos, 41,4g/100g de polpa liofilizada, que corresponde a 65% das calorias
contidas no alimento. Com relacdo ao perfil lipidico da PLFE, foi identificado
um maior conteudo de acidos graxos insaturados (72,93%), sendo que destes
33,02% e 39,91% foi constituido de acidos graxos monoinsaturados e
poliinsaturados, respectivamente. E o teor de acidos graxos saturados na PLFE
foi de 27,07%, em relagdo a percentagem total de lipideos.

Apesar do alto conteudo de lipideos totais da PLFE, esses sao compostos,
em sua maioria, por acidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados, que sao
benéficos a saude humana. Os acidos graxos monoinsaturados, como o acido
oléico, podem reduzir o risco de doengas cardiovasculares por promover
alteracbes no perfil lipidico plasmatico, reduzindo o colesterol total, o LDL,
VLDL e triglicerideos e por reduzir a agregacao plaquetaria e biomarcadores
envolvidos na expressao de genes inflamatorios (Oh et al., 2009; Covas et al.,
2009).

Efeito cardioprotetor também tem sido atribuido aos &cidos graxos
poliinsaturados, devido, principalmente, ao elevado potencial antiinflamatorio
dos acidos graxos da série 6mega-3, como o acido a-linolénico (18:3) e seus
derivados, o 4&cido eicosapentaendico ou EPA (20:5) e o 4&cido
docosaexaenoico ou DHA (22:6). Eles podem reduzir processos inflamatorios
por competirem com o acido araquidénico na via das lipoxigenases e
cicloxigenases, reduzindo a formacado de eicosandides com maior potencial
inflamatdrio e indiretamente por alterarem a expressado de genes relacionados
a inflamagao através da ativagao de fatores de transcricdo (Kalogeropoulos et
al., 2010).
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Também é atribuido aos acidos graxos da série 6mega-3 a capacidade de
reduzir os triglicerideos, o colesterol total e VLDL e aumentar moderadamente
os niveis de HDL plasmaticos (Benatti et al., 2004).

O valor energético e de lipideos do presente trabalho foi similar aos
observados na espécie E. oleracea por Menezes et al. (2008) e por Schauss et
al. (2006). Em adicao, Borges et al. (2011) identificaram uma alta variagdo no
teor de lipideos entre polpas dos frutos de E. edulis (submetida a um
branqueamento por 10 minutos a 85°C com posterior secagem a 40°C por 12
horas), que foi de 18,5% a 44,08%. Borges et al. (2011), assim como no nosso
trabalho, encontraram uma predominancia de acidos graxos insaturados na
polpa dos frutos de E.edulis, representados pelos acidos graxos
monoinsaturados, variando de 455% a 56,82% do total de lipideos,
principalmente de &cido oléico (44,63% a 55,61%), seguido do acido linoléico
(18,19% a 25,36%) e do a-linolénico (0,60% a 0,74%) e o teor de acidos graxos
saturados variou de 24,32% a 28,89% do total do conteudo lipidico.

A PLFE apresentou uma elevada quantidade de carboidratos (42,17g/100g
de liofilizado), porém, cerca de 82,76% foi composto por fibras totais, sendo
destes 71,89% de fibras insoluveis e 10,85% de fibras soluveis. As fibras
insoluveis contribuem para a reducdo do risco de obesidade e sindrome
metabdlica e as fibras solluveis sdo capazes de reduzir os niveis de glicose e
colesterol sanguineos (Costa & Rosa, 2010).

Os minerais encontrados em maior abundancia na PLFE foram o potassio e
o calcio (769mg e 172mg por 100g de polpa liofilizada, respectivamente),
sendo que estes terores podem contribuir para suprir as necessidades
nutricionais de um individuo, que equivalem para um adulto saudavel, a
4.700mg de potassio (Dietary Reference Intakes - DRIs, 2004) e 1000mg de
calcio por dia (Dietary Reference Intakes - DRIs, 2010). Estes minerais s&o
essenciais para a manutencdo da saude de um individuo. O calcio atua,
principalmente, na saude 6ssea como constituinte dos cristais de hidroxiapatita
presente nos ossos e dentes. Além disso, este mineral participa da coagulagao
sanguinea, da transmissdo de impulsos nervosos e na contragdo e
relaxamento muscular (Bronner & Pansu, 1999). E o potassio esta envolvido no
controle hidroeletrolitico e na regulacao da atividade neuromuscular (Cozzolino,
2009).
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O conteudo de ferro na PLFE (8,10mg/100g de liofilizado) foi cerca de duas
vezes maior comparado aos encontrados por Schauss et al. (2006) e Menezes
et al. (2008) para os frutos de E. oleracea, que foram de 4,40 e 4,50mg/100g de
liofilizado, respectivamente. Porém, o ferro presente em alimentos de origem
vegetal encontra-se em sua forma férrica, que apresenta uma menor
biodisponibilidade no organismo. Uma estratégia eficiente para o aumento da
biodisponibilidade do ferro dos alimentos vegetais € a associacdo com
alimentos fontes de acido ascoérbico, como goiaba, caju, laranja, acerola e
limao (Cozzolino, 2009).

Nao foi encontrado a presenca de acido ascorbico e dos carotendides a-
caroteno, B-criptoxantina e licopeno, apenas do [(-caroteno, que foi convertido
em retinol para estimar o valor de vitamina A. O teor de vitamina A, encontrado
neste trabalho na PLFE (3204,7 Ul/100g de liofilizado) foi cerca de trés vezes
maior comparado ao da E.oleracea, 1002 Ul/100g de liofilizado (Schauss et al.,
2006). A vitamina A é um nutriente importante para o crescimento,
desenvolvimento e manutencdo dos tecidos corporais, auxilia no

desenvolvimento 6sseo, sendo fundamental para o processo da visao.

4.2. Prospeccao Fitoquimica

Os resultados encontrados na prospeccéao fitoquimica estdo apresentados

na Tabela 3.
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Tabela 3: Prospeccao fitoquimica da polpa liofilizada dos frutos de E.edulis.

Classe dos metabdlitos Polpa de acgai

liofilizada
Flavonoides +
Alcaldides -
Esteroides/triterpenos -
Cumarinas -
Polifenois +
Antraquinonas -
Saponinas +

Nota: +: presente; -: ausente

A presenca de flavondides e polifendis na PLFE era um resultado esperado,
visto que este fruto € conhecido pelo seu teor de antocianinas, que pertence a
estas duas classes de metabdlitos secundarios. Além disso, em um trabalho
com a mesma espécie utilizada neste estudo identificou a presengca de
polifendis, como os acidos ferulico, galico, protocateico e p-cumarico e os
flavondides catequina, epicatequina e quercetina (Borges et al., 2011).

Na PLFE também foi encontrado a presenca de saponinas, sendo que este
trabalho foi primeiro que identificou este composto nos frutos de E. edulis. As
saponinas apresentam diversas propriedades bioldgicas benéficas a saude,
tais como efeito cardioprotetor (Zhang et al., 2003), atividade antifungica (Zhao
et al., 2001) e antiinflamatéria (Borges et al., 2013). Portanto, este composto

deve ser mais investigado nos frutos de E. edulis.

4.3. Analise de Antocianinas Totais Monoméricas

O conteudo de antocianinas totais monoméricas presente na polpa
liofilizada de E. edulis determinado pelo método espectrofotométrico com pH

diferencial foi de 301,4 mg/100g de liofilizado.
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Borges et al. (2011) analisaram o conteudo de antocianinas totais
monoméricas em frutos de E. edulis cultivados no estado de Santa Catarina em
diferentes regides e encontraram uma variagdo de 14,84 a 409,85mg de
antocianinas em 100g de polpa. No nosso trabalho, os frutos de E. edulis foram
submetidos a uma extragdo aquosa e no de Borges et al. (2011) foi utilizado
uma extracdo com metanol acidificado com HCL, que € um processo mais
eficiente para extragdo de compostos antioxidantes, como as antocianinas
(Francis et al., 1989). Além disso, a polpa dos frutos de E. edulis analisada por
Borges et al. (2011) passou por um processo de branqueamento com posterior
secagem a 40°C, diferente da polpa do nosso estudo, que foi submetida a uma
liofiizagdo, que €& um processo de desidratagdo por congelamento e
sublimacdo da agua. Assim, é esperado encontrar diferencas no conteudo de
antocianinas entre estas polpas, pois os tipos de solventes utilizados para a
extracdo da polpa e alteracbes de temperatura influenciam o teor deste
metabadlito.

No trabalho de Borges et al. (2011), os autores justificaram esta variagéo no
teor de antocianinas pelas diferencas de cultivo e maturacdo dos frutos. As
palmeiras que apresentaram maiores teores de antocianinas em seus frutos
foram as localizadas em altitude média (368m), em que o periodo de
frutificacdo ocorre nos meses de verdao. Também foi observado trabalho de
Borges et al. (2011) que a maior incidéncia de radiagcao solar sobre o fruto tem
um efeito positivo na sintese e acumulo de antocianinas.

O valor de antocianinas totais encontrado no nosso estudo (301,4 mg/100g
de liofilizado) foi compativel com os dados obtidos por De Brito et al. (2007),
que foi de 290mg por 100g de polpa liofilizado, ao analisar por HPLC o teor de
antocianinas de frutos de E. edulis cultivado no estado de Sao Paulo. Este
valor também foi similar aos encontrados no agaizeiro da Amazénia, 263mg de
antocianina/100g de fruto fresco (Bobbio et al.,, 2000) e 319mg de
antocianina/100g de polpa liofilizada (Schauss et al., 2006).

Rufino et al. (2010), ao avaliar os compostos bioativos de 18 frutos tropicais
do Brasil, encontrou maior teor de antocianinas na jugara (E. edulis), que foi de
192 mg/100g de matéria fresca, seguido da murta (Blepharocalux salicifolius),

puca-preto (Mouriri pusa), agai (E. oleracea) e jaboticaba (Myrciaria dubia).
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4.4. Analise de Antocianinas por HPLC/DAD e HPLC-ESI-MS

Comparando os tempos de retencdo de padrbes referentes a duas
antocianinas principais dos frutos de E. edulis descritas na literatura, pode-se
confirmar a presencga de cianidina 3-glicosideo (C3G) e cianidina 3-rutinosideo
(C3R) no cromatograma obtido da amostra, que foram quantificados pelo
meétodo de padréo externo. Na Figura 4 encontra-se o cromatograma referente
a anadlise das antocianinas C3G e C3R na PLFE por HPLC/DAD.
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Figura 4 - Cromatograma referente a PLFE. C3G: cianidina 3-glucosideo e C3R:

cianidina 3-rutinosideo.

O conteudo de antocianinas analisado por HPLC/DAD foi de 587mg/100g
de PLFE, representado pelo somatoério das antocianinas cianidina 3-rutinosideo
e da cianidina 3-glicosideo. A cianidina 3-glicosideo, representada pelo
primeiro pico do cromatograma (Figura 4) apresentou um TR (tempo de
retencdo) de 10,8 minutos e um teor de 147mg/100g de PLFE. A cianidina 3-
rutinosideo, com tempo de retengao de 12,9 minutos, apresentou um teor de
440mg/100g de PLFE e foi representado pelo segundo pico do cromatograma.
Na Tabela 4 encontram-se os valores das antocianinas C3G e C3R, com suas

porcentagens relativas.
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Tabela 4 — Quantificacdo por HPLC/DAD das antocianinas em PLFE.

Antocianinas Quantidade % relativa
cianidina 3-glicosideo 147mg/100g liofilizado 25,04%
cianidina 3-rutinosideo 440mg/100g liofilizado 74,96%

Total de Antocianinas* 587mg/100g liofilizado 100,00%

*Somatdrio das concentragdes de cianidina 3-glucosideo e de cianidina 3-

rutinosideo.

Além das antocianinas encontradas por HPLC/DAD, utilizando o método de
HPLC-ESI-MS foi possivel identificar outras quatro antocianidinas, como
peonidina, pelargonidina, delfinidina e cianidina 3-sambunosideo, totalizando

seis tipos de antocianinas identificadas na PFLE (Tabela 5).

Tabela 5 - Antocianinas identificadas na polpa liofilizada de E. edulis por
HPLC/MS.

Compostos Tempo de retengéo A max (hnm)  fon precursor MS* ions prgdutos
RT minutos (m/z) MS/MS™ (m/z)
Cianidina 3-glicosideo 19,13 520 449 287
Cianidina 3-rutinosideo 19,58 520 595 287, 449
Cianidina 3-sambunosideo 18,50 310 581 287
Peonidina 3-rutinosideo 22,56 520 609 301, 463
Pelargonidina 3- glicosideo 21,11 520 433 271
Delfinidina 3-glicosideo 20,12 520 465 303

De Brito et al. (2007) identificaram por espectrometria de massa seis
antocianinas nos frutos de E. edulis. A cianidina 3-rutinosideo (52,9%) e a
cianidina 3-glicosideo (45,9%) foram as predominantes na amostra, seguido
pela cianidina 3-sambunosideo, pelargonidina 3-glicosideo, pelargonidina 3-
rutinosideo e cianidina 3-raminosideo.

Varios trabalhos com o acgai obtido dos frutos de E. oleracea também
identificaram a cianidina 3-rutinosideo e a cianidina 3-glicosideo como as
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principais antocianinas (Gordon et al., 2012; Mulabagal et al., 2012; Schauss et
al., 2006; De Rosso et al., 2008; Del Pozo-Insfran et al, 2004).

Nos frutos da espécie E. precatoria, as antocianinas predominantes foram a
cianidina 3-rutinosideo (90,65%) e a pelargonidina 3-glicosideo (9,2%). Foi
também identificado nesta espécie a cianidina 3-sambunosideo, porém, em
pequenas quantidades e ndo foi encontrado a cianidina 3-glicosideo (Del Pozo-
Insfran et al, 2004).

Os cromatogramas obtidos da fragmentacédo dos ions, da monitoragéo das
antocianinas a 310 e 510nm e das antocianinas identificadas da amostra em

estudo encontram-se no Anexo 2.
4.5. Atividade Antoxidante (DPPH)

As absorbancias correspondentes a percentagem de captura do radical livre
de DPPH, obtidas apds o preparo de concentragdes seriadas da PLFE, estdo

apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6 - Concentragdes da PLFE e suas correspondentes absorvancias e %

de captura de radical livre DPPH.

Concentragao extrato (mg/L) ABS média % captura de radical livre DPPH

2,5 0,541 2,29
25 0,437 21,13
50 0,359 35,10
75 0,283 48,89
100 0,195 64,78
125 0,156 71,88
150 0,066 88,14
200 0,001 99,82

A partir dos valores representados na Tabela 6, foi plotado um grafico de
concentracédo da PLFE versus a % de captura de DPPH (Figura 5).

60



0,600

0,500 -

0,400 -

0,300 -

0,200 -

0,100 -

0,000
0 50 100 150 200 250

Figura 5: Grafico com as concentragbes seriadas da PLFE, em mg/L (eixo x) versus a
% de captura de DPPH (eixo y).

A partir da equacdo da reta (y= - 0,0028x + 0,5057; R? = 0,974) obtida no
grafico da Figura 5, o resultado que corresponde a concentragdo da PLFE
necessario para reduzir em 50% a concentragdo inicial do radical DPPH
(EC50), foi 81,7 mg/L. Pode-se ainda dizer que o EC50 foi 6,8g liofilizado/g
DPPH, a partir da curva padrdo de diluicbes seriadas do reagente de DPPH

versus absorvancia (Figura 6).
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Figura 6: Grafico com as concentragbes seriadas de DPPH, em mM (eixo x) versus

absorvancia (eixo y).

Borges et al. (2011) avaliaram a capacidade antioxidante pelo método de
DPPH dos frutos de E. edulis de cinco palmeiras localizadas em diferentes
regides do Estado de Santa Catarina e encontraram resultados variados, EC50
(9/g DPPH)=0,85, EC50=1,93, EC50=2,48, EC50=4,83 e EC50=2,86.
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No trabalho de Borges et al. (2011), os frutos de E. edulis foram submetidos
a uma extragdo com metanol acidificado com HCL, diferente do nosso trabalho
que foi realizado uma extracdo aquosa. Assim, € esperado que no estudo de
Borges et al. (2011) o conteudo de antocianinas e, consequentemente, a
atividade antioxidante do extrato fosse maior que a do nosso trabalho, pois a
extragdo com metanol acidificado é mais eficaz para extragdo de antocianinas
que a aquosa (Francis et al., 1989). Porém, um dos objetivos do nosso trabalho
foi avaliar a capacidade antioxidante dos frutos de E. edulis extraidos por um

solvente nao toxico, como a agua, para uso na industria alimenticia.
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5. CONCLUSAO

Ha poucos dados sobre a composicdo quimica e fitoquimica dos frutos de
E. edulis. Assim, os resultados encontrados neste trabalho contribuiram para
uma melhor elucidagdo das caracteristicas deste fruto. A composi¢ao dos
nutrientes e de antocianinas dos frutos de E. edulis s&o similares ou superiores
aos encontrados em trabalhos com o agai da Amazoénia (E. oleracea), podendo
estas substancias variarem de acordo com a forma de preparo da polpa.

Os nutrientes encontrados em teores significativos nos frutos de E. edulis,
como acidos graxos insaturados, fibras, minerais, como o potassio, calcio e
magneésio e a vitamina A, s&o de grande relevancia, pois 0s mesmos possuem
fungdes importantes para a manutengao e/ou melhoria da saude humana. A
quantificacdo das antocianinas majoritarias na PLFE, a cianidina 3-rutinosideo
e a cianidina 3-glicosideo, e a identificacdo de outros compostos desta mesma
classe sao importantes para a especulacéo do potencial farmaco-biolégico dos
frutos de E. edulis, pois as antocianinas sdo metabdlitos conhecidos por sua
atividade antioxidante, antiinflamatoria, entre outras.

Além disso, o conhecimento do valor nutritivo e dos compostos com
atividades biolégicas presentes nos frutos de E.edulis, o agai da Mata Atlantica,
pode indicar o potencial deste fruto em ser considerado um alimento funcional
e valorizar sua aplicabilidade na industria alimenticia, como corantes naturais
de alimentos, como cosméticos e/ou como nutracéuticos. Ademais, 0 uso
sustentavel da espécie E. edulis pode contribuir para a mitigacdo da
degradacdo ambiental do bioma Mata Atlantica, conservando e protegendo

Seus recursos geneéticos.
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CAPITULO 3

EFEITO DA POLPA DOS FRUTOS DE Euterpe edulis Mart. NOS
FATORES DE RISCO E LESOES ATEROSCLEROTICAS E
HEPATICAS EM CAMUNDONGOS APO E ™,
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1. INTRODUGCAO

As doencgas cardiovasculares (DCV) constituem uma importante causa de
morte nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Em geral, as
manifestagdes clinicas das DCV, como infarto do miocardio, acidente vascular
encefalico e doenga vascular periférica, sdo causados por um processo
aterosclerdtico (Ishigaki et al.,, 2008). A aterosclerose é uma doenga
inflamataoria crénica, de origem multifatorial, que ocorre em resposta a agressao
endotelial. Um conjunto de reacbes celulares e moleculares a diversos
agressores, dentre eles o excesso de radicais livres, a elevagao das particulas
de lipoproteina de baixa densidade (LDL) no plasma e a presenca de LDL
oxidada (LDLox) na intima sdo alguns dos responsaveis pelo comprometimento
vascular (Lusis, 2000).

Modelos animais tém sido utilizados para o estudo de novos fatores
envolvidos na aterosclerose e para avaliar o efeito de substancias, como
farmacos e alimentos, na progressdo das lesdes aterosclerdticas. O
camundongo € o modelo animal mais utilizado para esta finalidade, porém, as
especies selvagens sao altamente resistentes ao desenvolvimento da

" e 0 ApoE™, que sdo

aterosclerose. Assim, animais como o camundongo LDLr
deficientes no receptor para LDL e na apoproteina E, respectivamente, tém
sido mais utilizados por serem mais apropriados para o estudo da
aterosclerose (Breslow, 1996). Os camundongos ApoE™ foram criados por
recombinacdo homoéloga de células tronco embrionarias. A deficiéncia da
apoproteina E resulta em niveis de colesterol elevados devido a remogao
inadequada de lipoproteinas remanescentes no plasma, como os quilomicrons
(QM) e a lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) (Breslow, 1996; Fazio
et al., 1997).

Varios estudos epidemiolégicos tém demonstrado a associagdo inversa
entre o consumo de frutas e verduras e o risco de doencas cardiovasculares.
Estes alimentos possuem em sua composi¢cao substancias, como minerais,
vitaminas, fibras e compostos fendlicos que podem atuar como antioxidantes
(Mancini-Filho, 2008). As antocianinas, que sdo metabdlitos secundarios
biossintetizados por plantas e pertencentes ao grupo dos flavondides (Leite,

2008), possuem atividades antioxidantes e antiinflamatdrias, que podem reduzir
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o desenvolvimento e a progressao das lesdes ateroscleréticas. (Cardoso et al.,
2011). Ha evidéncias que as antocianinas atenuam o estresse oxidativo,
aumentam a resisténcia da LDL a oxidagao (Yi et al., 2010) e reduzem fatores
pré-inflamatérios, como citocinas, quimiocinas, moléculas de adesdo e
metaloproteinases (Karlsen et al., 2007; Beltran-Debdn et al., 2010).

A espécie Euterpe edulis Martius, da familia Arecaceae, popularmente
chamada de palmeira jucara e pertencente ao mesmo género botanico do
agaizeiro da Amazoénia (Euterpe oleracea Martius), é encontrada principalmente
em areas remanescentes de Mata Atlantica do Brasil (Lin,1988). Os frutos de
E. edulis apresentam coloragdo roxa intensa, devido, principalmente, a
presenca de antocianinas. Como descrito no capitulo 2, o teor de antocianinas
da polpa liofilizada dos frutos de E. edulis (PLFE) utilizada no presente trabalho
é de 301,4 mg/100g, quantidade esta similar a teores encontrados em outros
trabalhos com a E. oleracea (Bobbio et al., 2000; Schauss et al., 2006) e
superior a de outros outros frutos, como acerola (Malphigia emarginata),
jambolédo (Syzygium cumini) e guajiru (Chrysobalanus icaco), que
apresentaram, respectivamente, 48 mg, 79 mg e 104 mg de antocianinas/100 g
de liofilizado (De Brito et al., 2007).

Além das antocianinas, os frutos de E. edulis, conforme mostrado no
capitulo 2, apresentam altos teores de fibras (34,90 g/100 g de PLFE) e acidos
graxos insaturados (30,19 g/100 g de PLFE). As fibras dietéticas,
principalmente as soluveis, auxiliam na reducdo do colesterol plasmatico
(Fernandes et al., 2005) e os acidos graxos insaturados possuem atividade
antiinflamatoria (Kalogeropoulos et al., 2010), que contribuem para a reducao
do risco de desenvolviemnto de doengas cardiovasculares.

Assim, o objetivo deste trabalho € avaliar os efeitos biolégicos da PLFE no
plasma e nas artérias de camundongos deficientes no gene da apoproteina E e
analisar as defesas antioxidantes e alguns constituintes hepaticos destes
animais, visto que no figado ocorre grande parte da oxidacdo da LDL pelo
citocromo P450, que € um dos eventos iniciais da aterosclerose (Aviram et al.,
1999).
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2. OBJETIVOS
21. Objetivo Geral

Avaliar o efeito da polpa dos frutos de Euterpe edulis Mart. nos fatores de

risco e lesdes aterosclerodticas e hepaticas em camundongos ApoE ”

2.2. Objetivos Especificos

- Avaliar o efeito da PLFE em camundongos ApoE” monitorando parametros
sanguineos de colesterol total, lipoproteinas de alta densidade (HDL),
triglicerideos e glicose;

- Analisar o efeito da PLFE sobre a atividade de enzimas antioxidantes
(superoxido desmutase e catalase) no figado de camundongos ApoE™;

- Analisar o efeito da PLFE sobre lesGes ateroscleréticas na aorta de
camundongos ApoE™;

- Avaliar o efeito da PLFE na alteragdo histopatolégica no figado de

camundongos ApoE™".
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3. METODOLOGIA
3.1. Coleta do Material Vegetal e Preparo da PLFE

A forma de coleta dos frutos de E. edulis e 0 modo de obtencdo da PLFE

estdo descritos nos itens 3.1 e 3.2 do Capitulo 2, respectivamente.
3.2. Cuidados Eticos

O ensaio bioldgico foi aprovado pelo Comité de Etica de Experimentagao
Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG) no dia
01/07/2009. Protocolo n° 98/2009 (Anexo 3).

3.3. Animais e Dietas

Foram utilizados 60 camundongos (10 animais C57BL6 e 50 animais
deficientes no gene da apoproteina E - ApoE"'), de ambos os sexos, com 14
semanas de idade, pesando entre 25g e 30g.

Os animais foram provenientes do Biotério do Centro de Ciéncias Bioldgicas
e da Saude da UFV e o ensaio biolégico foi realizado no Laboratério de
Nutricdo Experimental do Departamento de Nutricdo e Saude da UFV. Os
animais foram mantidos em gaiolas coletivas, separando-se os machos das
fémeas, em ambiente climatizado (temperatura média de 22 °C) e com ciclo
claro/escuro de 12 horas.

Os animais receberam agua e dieta ad libitum. As dietas foram elaboradas
de acordo com o American Institute of Nutrition 93 - AIN-93 M (Reeves et al.,
1993), sendo confeccionadas manualmente na forma de pellets e mantidas sob
refrigeracao, protegidas da luz, até o momento da utilizagao.

Para eliminar variaveis de confusdo, as dietas experimentais foram
modificadas, de forma que todas as dietas fossem isocaldricas. Para a adicao
da PLFE as dietas, foi considerado o seu teor de umidade, que foi de 5,71%.

As composicdes das dietas experimentais estdo apresentadas na Tabela 1.
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Os animais foram divididos aleatoriamente em 6 grupos experimentais, com

10 animais em cada grupo, conforme descrito abaixo:

G1: camundongos C57BL6 (controle negativo — apenas dieta)
G2: camundongos apoE™ (controle positivo — apenas dieta)
G3: camundongos apoE™ (dieta + 2% de PLFE)
G4: camundongos apoE™ (dieta + 6% PLFE)
G5: camundongos apoE™ (dieta + 10% PLFE)

(

G6: camundongos apoE”

dieta + 2% acetato de a-tocoferol)

Metade dos animais do G1 e G2 sofreram eutanasia no tempo 0 (antes do
inicio do tratamento) para avaliar a auséncia e a presenga, respectivamente,
das lesdes aterosclerdticas. Para tal, foi utilizada a técnica de analise en face

pela coloragdo Sudan IV (Palinski et al., 1994).

Apos 75 dias de tratamento, os animais foram submetidos a jejum de
12horas e em seguida sofreram eutanasia, sob anestesia com 10mg/Kg de
xilazina e 80mg/Kg de quetamina por via intraperitonial. O sangue foi removido
por pungao na aorta abdominal e centrifugado a 3.000 rpm x g, por 10 minutos
a 4°C. O soro retirado foi armazenado a - 80 °C para posteriores analises.
Parte do figado e a aorta foram removidos cirurgicamente, lavados em tampao
salino fosfato (PBS) e imediatamente congelados -80 °C. O Iébulo mediano do
figado foi removido e fixado em formaldeido 4% em tamp&o fosfato 0,1M

(pH=7,2) por 48 horas em temperatura ambiente.
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Tabela 1 - Composicao das dietas experimentais administradas aos animais

Ingredientes (em gramas) Dieta Dieta 2% Dieta 6% Dieta 10% Dieta 2%

padrao PLFE PLFE PLFE Acetato de
a-tocoferol

Amido 515,7 521,3 537,4 549,2 495,7
Amido dextrinizado (15,5%) 155 155 155 155 155
Sacarose* (10%) 100 91,6 73,2 56 100
Proteina* (caseina) (9%) 90 88,6 85,5 82,5 90
Fibra* (celulose) (5%) 50 41,2 21,8 4,0 50
Mix de mineral (3,5%) 35 35 35 35 35
Mix de vitamina (1%) 10 10 10 10 10
Bitartarato de colina (0,25%) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
L-cistina (0,18%) 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8
Oleo de soja* (4%) 40 31,8 13,8 - 20
PLFE** - 21,2 64,0 104,0 -
Antocianinas - 0,45 (mg) 1,40 (mg) 2,29 (mg)
Acetato de a-tocoferol*** - - - - 20
Total 1000g 1000g 1000g 1000g 1000g

Fonte: Reeves et al. (1993) — modificado. *Para estes ingredientes foi descontado o
valor nutricional do agai liofilizado (E. oleracea), segundo Schauss et al. (2006). **Foi
considerado o valor de umidade da PLFE (5,71%). ***Foi descontada a quantidade de
6leo de acetato do a-tocoferol, de forma que o contelido de dbleo total da dieta

resultasse em 40%.

3.4. Peso corporal e ingestao alimentar

Os animais foram pesados semanalmente para avaliar a evolugédo ponderal.
Também foi quantificado o consumo semanal de dieta pelos grupos de animais
experimentais. Para tal, as dietas ofertadas aos animais foram pesadas

semanalmente, sendo que os dados da diferenca entre dieta ofertada e o

75



restante ndo consumido e as sobras no fundo das gaiolas foram consideradas

para o calculo da ingestao alimentar semanal.

3.5. Anadlises Sanguineas

Foram realizadas dosagens sorolégicas de colesterol total, HDL e
triglicerideos por método colorimétrico enzimatico. As analises foram realizadas
em equipamento Cobas Mira Plus, da Roche®, utilizando os kits Bioclin®, no

Laboratorio de Analises Clinicas da Divisdo de Saude da UFV.

3.6. Avaliagcao das Lesoes Ateroscleréticas

A avaliagdo das lesbes aterosclerdticas no tecido aodrtico foi determinada
pela deposicao lipidica no arco adrtico e nas aortas toracica e abdominal,
utilizando a analise en face pela coloragdo Sudan IV (Palinski et al., 1994). As

aortas foram dissecadas, removendo cuidadosamente toda a adventicia a partir
da valvula adrtica até a bifurcagao iliaca. As aortas foram colocadas em uma
solucdo de 70% de etanol durante cinco minutos. Posteriormente, foram
coradas por 10 minutos, sob agitagdo, em uma solugao filtrada contendo 0,5%
de Sudan IV, 35% de etanol e 50% de acetona, sendo em seguida descoradas
em solucao de 80% de etanol, por cinco minutos. As aortas coradas foram
abertas longitudinalmente e fotografadas por uma camera digital Sony DSC-
W55, sendo padronizado 5,0 mega-pixel de definicdo, com fungdo macro
ativada e, altura, zoom e luminosidade controlados. A analise da deposigao
lipidica foi realizada no programa ImagePro Plus 4.5. Os pixels foram
convertidos em milimetros quadrados usando uma escala microscopica padrao
nas mesmas condicbées em que aortas foram submetidas, de acordo com o
software. A soma das areas das lesdes ateroscleréticas foi calculada pelo

programa, sendo o resultado expresso em milimetros quadrados.
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3.7. Determinacgao da Atividade das Enzimas Antioxidantes

3.7.1. Superoéxido Dismutase (SOD)

Para determinar a atividade da enzima superéxido dismutase (SOD), 100mg
do figado dos camundongos, estocados sob congelamento a -80°C, foram
homogeneizados em 1 mL de tamp&o fosfato 50 mM (PBS pH7,2) e
centrifugados por 10 min a 6.000 rpmxg, em 4°C. O sobrenadante foi utilizado
para a dosagem da enzima. A atividade da SOD foi determinada usando leitor
de microplaca (Asys, UVM 340) a 570 nm, segundo Dieterich et al. (2000)
modificado, baseando na capacidade desta enzima em catalisar a reacado de
reducao do superoxido O, a perdxido de hidrogénio, diminuindo assim a razao
de auto-oxidagao do pirogalol. O resultado foi corrigido pelo teor de proteina na
amostra, mensurado pelo método colorimétrico descrito por Lowry et al (1951).
Este método consiste na adicdo de hidréxido de sédio e carbonato de calcio a
uma mistura contendo proteinas, além de sulfato de cobre, tartarato de sédio e
Folin-fenol Ciocalteau. Nesta determinagao, uma coloragao azul surge devido a
reacao da proteina com o ion cobre em solugao alcalina. As analises foram

realizadas em triplicata.

3.7.2. Catalase (CAT)

Para determinar a atividade da enzima catalase (CAT), 100mg do figado
dos camundongos, estocados sob congelamento a -80°C, foram
homogeneizados em 1 mL de tampao fosfato 50 mM (PBS pH7,2) e
centrifugados por 10 min a 6.000 rpmxg, em 4°C. O sobrenadante foi utilizado
para a dosagem das enzimas. A atividade da CAT foi determinada pela taxa de
decaimento do perdxido de hidrogénio lido em espectrofotdmetro (Pr6-analise
UV.1600) a 240 nm no tempo 0, 30 e 60 segundos, segundo descrito por Aebi
(1984). Foi feito um branco para cada amostra para zerar o equipamento, que
constituiu de 20 pL do sobrenadante da amostra juntamente com 2 mL de
tampao fosfato. Para a leitura, foram utilizados 20 yL do sobrenadante da
amostra acrescido de 2 mL da solucdo de tampao fosfato com perdxido. O
resultado foi corrigido pelo teor de proteina na amostra, mensurado de acordo
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com o método descrito por Lowry et al. (1951). As analises foram realizadas em

triplicata.
3.8. Analise Histopatolégica
3.8.1. Processamento Histolégico do Tecido Hepatico

Para analise histolégica, foram utilizados cinco animais de cada grupo. O
I6bulo mediano destes animais foi fixado em formaldeido 4% em tampéo
fosfato 0,1M (pH= 7,2) por 48 horas em temperatura ambiente. Em seguida,
fragmentos do figado obtidos de forma aleatéria foram desidratados em etanol,
diafanizados em xilol e embebidos em parafina (Novaes et al.,, 2012). O
preparo de tecidos bioldgicos para microscopia de luz frequentemente conduz
a retracéo do tecido, especialmente quando estes sdo embebidos em parafina.
Para evitar falsas estimativas dos paréametros estereolégicos, a retragéo
tecidual foi calculada. Dois pequenos fragmentos de tecido de cada animal,
com um volume previamente determinado (Scherle, 1970) foram
cuidadosamente embebidos em parafina. Os fragmentos foram totalmente
cortados em um micrétomo rotativo na espessura de 5 ym, de maneira que
uma a cada 25 secgdes histolégicas foi montada em lamina histolégica. Os
volumes dos blocos de tecido foram microscopicamente determinadas usando
o principio de Cavalieri’'s (Dorph-Petersen et al., 2001) e comparados ao
volume original dos fragmentos determinados previamente a inclusdo em
parafina. A retragéo total do tecido hepatico foi de 24% e as estimativas

estereoldgicas foram corrigidas usando este indice.
3.8.2 Densidade Volumétrica e Analise de Colageno

A densidade volumétrica de hepatdcitos (Vvl[h], %), focos inflamatérios
(VV[inf], %) e goticulas de lipideos (VV[lipid], %) foram estimadas usando
cortes histolégicos de 4 um de espessura corados com hematoxilina e eosina
(Catta-Preta et al., 2011). Foram analisados 50 campos histolégicos de cada
grupo obtidos aleatoriamente com objetiva de 40x, e um total de 3.65x10* pm?
da area do figado. Para evitar analises repetidas da mesma area histoldgica, os
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cortes foram avaliados em semi-séries, utilizando 1 em cada 20 seccdes. Para
a analise estereoldgica, um sistema de teste com 300 pontos foi usado em uma
area teste padrdo (At) de 73x10° um® ao nivel do tecido. A densidade
volumétrica foi estimada por contagem de pontos usando a seguinte formula:
Vv = Pp (estrutura)/Pr, em que Pp € 0 numero de pontos que incidem sobre a
estrutura de interesse e Pr € o numero total de pontos do sistema de teste
(Novais et al., 2012).

Para determinar a area histoldégica ocupada por goticulas de lipideos
(mm?®) no tecido hepatico foi utilizado o programa Image Pro-plus 4,5° (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA). As analises foram realizadas segundo
Catta-Preta et al. (2011), da seguinte forma: (a) o tecido hepatico foi submetido
a uma funcao de binarizacdo de cor e segmentado em preto e branco, (b) as
vesiculas de gordura foram selecionadas e representadas pela cor branca; (c)
o restante do tecido hepatico foi selecionado e representado pela cor preta; (d)
a porcentagem da area histolégica ocupada pela cor branca em todas as
imagens foi mensurada usando a ferramenta de histograma e utilizada como
um indice de esteatose hepatica (Figura 1).

Para cada grupo, 20 se¢des de 8 ym de espessura corados com Sirius red
e Fast green foram usados para quantificar os niveis de proteinas colagenosas
e nao colagenosas no tecido hepatico, respectivamente (Lopez-De Ledn e
Rojkind, 1985). Nesse método os corantes foram eluidos dos cortes
histolégicos e a quantidade de proteinas colagenosas e nao colagenosas foi
analisada em espectrofotdmetro nas regides de absorbancias 540 nm e 605

nm, respectivamente.
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Figura 1. Método de analise de imagem para avaliar esteatose hepatica (imagem
digital de secdo embebidas em parafina coradas com hematoxilina e eosina, barra =
40 mm). A) Imagem original observada no software preparacao de analise de imagem.
B) A mesma imagem ¢é observada apds binarizagdo de cor e segmentacao em preto e
branco puro. A cor branca é atribuida a vesiculas de gordura. A area de cor "branca"

foi determinada automaticamente com a ferramenta histograma.
3.8.3 Densidade Numérica e Cariometria

O numero de hepatécitos em um espacgo tridimensional foram estimados
usando o método do disector 6ptico, conforme Mandarim de Lacerda, 2003.
Este método consiste de dois planos paralelos contendo as particulas de
interesse entre eles. Um volume de referéncia foi criado com duas seccgdes
Opticas paralelas automaticamente separados por 4um de distancia (h) e dois
planos de referéncia, ambos contendo um quadro de teste com area
padronizada (A7= 2670 um?). A altura de secgdo (h= 4pm) foi definida usando o
microscdpico optico BX-50® (Olympus, Tokyo, Japdo) com uma lente objetiva
de imerséo em 6leo de 100x (Olympus Uplan, NA= 1.35).

As densidades numéricas de hepatécitos (Nv[h], células por mm3) e de
células intersticiais (Nv[ic], células por mm?®) foram estimadas a partir de 10
pares de disector obtidos aleatoriamente para cada animal, sendo definida

como Nv [h; ic] = Q. [nucleos] / h x Ar, onde Q[nucleos] representa o numero
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de perfis de nucleos contados na area de teste (A7) na seccao de referéncia do
disector (plano superior) (Mandarim de Lacerda, 2003). Os nucleos dos
hepatocitos com uma distancia menor que o eixo geométrico médio calculado
dos nucleos (8um) entre eles foram considerados como pertencendo a mesma
célula e contados apenas uma vez (Novaes et al., 2012).

O numero representativo de disectors usado na analise estereoldgica para
cada animal foi determinado considerando a estabilizagdo do coeficiente de
variagdo (CV) para o numero de nucleos de hepatécitos em amostras
crescentes e aleatodrias de disectors (5, 10, 15, 20 e 25). Assim, foi calculada a
meédia aritmética e o CV para cada tamanho de amostra. Quando o aumento do
numero de disectors nao resultou em diferenca significativa do CV entre 3
amostras consecutivas, o menor tamanho de amostra foi considerado como o
numero minimo representativo (Novaes et al., 2012). Usando este método, a
variagdo do numero de nucleos hepatocitos foi estabilizada a partir de uma
amostra de 10 disectors.

O volume de 50 nucleos de hepatécitos para cada animal foi determinada
de acordo com Sala et al.,, (1994). Todas as analises morfologicas foram
realizadas utilizando o software de anadlise de imagem Image Pro-plus 4,5°
(Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA).

3.9. Analises Estatisticas

Os resultados foram expressos como média = desvio padrdo. A
normalidade na distribuicdo dos dados foi verificada usando o teste Shapiro-
Wilk. Os dados com distribuicdo normal foram submetidos a Analise de
Variancia Unifatorial (one-way ANOVA) seguido pelo teste de Tukey para
comparagdes multiplas. Os dados com distribuicdo n&do normal foram
submetidos ao teste de Kruskal-Wallis seguido teste de Dunns para
comparagdes multiplas. Comparagbes dentro do mesmo grupo foram
realizadas pelo teste t pareado para variaveis com distribuigdo normal ou
Wilcoxon para variaveis com distribuicdo ndo normal. Todos os testes foram
realizados utilizando o software estatistico GraphPad Prism 5,01 (GraphPad
Software, Inc, CA, EUA). Resultados com p<0,05 foram considerados

significativos.

81



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1.Peso Corporal e Ingestao Alimentar

A Tabela 2 mostra a variagdo da média de peso dos animais antes e apds o
ensaio biolégico. Comparando o peso final e inicial dos animais do mesmo
grupo, houve diferenga significativa no controle negativo (G1), que apresentou
uma perda de 1,58 g e no G5, composto por camundongos ApoE‘/‘ que
receberam uma dieta com 10% de PLFE, que apresentou um ganho de peso
de 5,0 g apds o experimento.

A ingestdo alimentar média dos grupos foi: 3,27 g + 0,39 (G1), 3,95 £ 0,53
(G2), 3,72 + 0,50 (G3), 3,74 £ 0,21 (G4), 3,74 + 0,28 (G5) e 3,77 £ 0,51 (G6),
nao tendo sido encontrado diferencgas significativas na ingestao alimentar entre

0s grupos, com excecao do G2 que apresentou uma maior ingestdo alimentar.

Tabela 2. Peso corporal dos grupos experimentais antes e apds o0 ensaio
biologico.

Peso inicial (g) Peso final (g)

G1 22,89 + 2,09 21,31 +£2,79*
G2 24,05+1,8 23,50 + 2,07
G3 24,25 +0,43 24,30 + 2,07
G4 23,62 +2,00 22,65 + 1,65
G5 21,31 +£1,20 26,32 + 1,95*
G6 24,28 + 0,57 24,11+ 0,33

*Diferenca estatistica, p<0,05; teste t pareado.

O consumo diario de antocianinas (mg) dos grupos, calculado de acordo
com as doses na dieta de PLFE dos grupos G3 (2%), G4 (6%) e G5 (10%),
com o consumo didrio de dieta de cada grupo e com o conteudo de
antocianinas analisado por HPLC/DAD, que foi 587mg/100g de PLFE
(resultado demonstrado no item 4.4 do Capitulo 2), encontra-se na Tabela 3.
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Tabela 3. Consumo de antocianinas (mg) por dia e por Kg de peso corporal
dos grupos de animais que receberam 2 (G3), 6 (G6) e 10% (G5) de PLFE.

Consumo de
antocianinas
(mg)/ Kg de

Consumo de
antocianinas

(mg/dia) peso corporal
G3 0,45 18,5
G4 1,40 59,27
G5 2,29 107,46

Considerando a ingestéo diaria de dieta pelos animais do G6 (3,77g/dia) e o
total de a-tocoferol acrescentado na dieta (2% em relagdo a dieta), o consumo
de acetato de a-tocoferol diario foi de 75,4 mg/dia.

Hertog et al. (1993) avaliaram o consumo médio diario de flavondides, que
foi de 0,33 mg/kg de peso corporal para um homem com peso médio de 75 kg.
Mesmo com este baixo nivel de ingestao, os autores identificaram uma relagao
inversamente proporcional entre o consumo de flavondides e a mortalidade por

doencgas cardiacas em humanos.
4.2. Andlises Sanguineas
Os valores sanguineos de colesterol total, HDL colesterol, triglicerideos e

glicose dos grupos experimentais, apés 75 dias de tratamento, estdo

apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Valores sanguineos de colesterol total, HDL colesterol, triglicerideos

e glicose dos grupos experimentais.

Grupos Colesterol HDL Triglicerideos Glicose
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
G1 118.17 +13.17°  68.92 + 6.79° 98.00 + 20.48° 166.57 + 18.97°
G2 457.60 + 84.36° 32.60 + 5.38° 97.20 + 28.78%° 142.20 + 45.93°
G3 42878 £42.94° 2933 +3.32°° 5522 +2233°° 145.20 + 42.06°
G4 399.46 £ 66.17°  25.31 £ 4.23°¢ 41.15 £ 17.09° 142.15 + 30.09°
G5 364.36 + 54.30°  16.36 £ 5.11° 62.29 + 12.35°°  241.00 + 52.12"
G6 406.20 + 102.83° 19.60 +6.84°°  92.80 + 35.14%° -

Dados foram expressos como média e desvio padrdo (media + DP). #*¢%¢ | etras
diferentes nas colunas indicam diferencas estatisticas, p<0.05; teste de Kruskal-Wallis.
G1: controle negativo C57BI/6; G2: controle positive apoE™; G3: apoE™ + dieta com
2% de PLFE; G4: apoE™ + dieta com 6% de PLFE; G5: apoE™ + dieta com 10% de
PLFE; G6: apoE™ + dieta com 2% de acetato de a-tocoferol. Os niveis de glicose n&o
foram avaliados no grupo G6, pois o material bioldgico coletado nao foi suficiente para

todas as analises.

Comparado ao grupo composto por animais normais C57BI/6 (G1 - controle
negativo), o nivel plasmatico de colesterol do controle positivo apoE™ (G2) foi
superior, o valor de HDL foi menor e os teores de triglicerideos e glicose néo
alteraram.

Os resultados com relagdo as concentragcdes de colesterol e glicose eram
esperados, visto que os camundongos apoE"' normalmente apresentam niveis
de colesterol plasmatico superiores (Zhang et al., 1992) e glicemia normal em
comparagao ao controle selvagem (Kawashima et al., 1994).

Com relagdo aos triglicerideos plasmaticos, os camundongos apoE™ nao
necessariamente possuem concentracdes elevadas em relagdo aos animais
normais (Huang et al., 1998). A apoproteina E parece atuar na atividade da
lipase lipoprotéica (LPL), enzima que catalisa a hidrélise dos triglicerideos dos
quilomicrons e das lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL), em dois
sentidos. Embora a ApoE possa aumentar a atividade da LPL, quantidades

elevadas de ApoE podem inibir a atividade desta enzima, aumentando assim
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os niveis plasmaticos de triglicerideos (Peter et al., 2009). Trabalhos
mostraram que as concentragdes de triglicerideos em animais com deficiéncia
de ApoE foram superiores aos animais normais apenas quando associado a
uma dieta rica em sacarose, em gorduras saturadas e colesterol (Huang et al.,
1998) e em animais obesos geneticamente modificados (Hofmann et al., 2008).

Os niveis de colesterol ndo diferiram estatisticamente entre os grupos de
animais que receberam PLFE nas trés doses administradas, 2, 6 € 10%, e os
que receberam 2% de acetato de a-tocoferol na dieta, comparado com o
controle apoE"' positivo.

Com relagao aos valores da fracao HDL colesterol, as doses de 6 e 10% da
PLFE e a de 2% de acetato de a-tocoferol promoveram uma reducdo
significativa neste parametro, comparado aos animais apoE"'.

Em relacdo ao G2, controle positivo apoE"', houve reducéo de 57,66% nos
niveis de triglicerideos sanguineos dos animais que receberam a proporgao de
6% de PLFE na dieta (G4).

Os trabalhos que avaliaram alimentos ou extratos ricos em polifendis em
camundongos apoE"' apresentaram resultados diferenciados com relagao ao
perfil lipidico plasmatico. O efeito ndo hipocolesterolémico observado no nosso
trabalho também foi encontrado por Xie et al. (2011) ao avaliar o efeito do
consumo na dieta com 5% de suco liofilizado de acgai (E. oleracea) por 20
semanas em camundongos apoE"' e por Miyazaki et al. (2008), que
pesquisaram o consumo de batata roxa doce, rica em antocianinas, em modelo
de animais apoE™. Porém, outras pesquisas com extratos ricos em
antocianinas encontraram uma redug¢ao dos niveis plasmaticos de colesterol
em camundongos apoE™ (Xia et al., 2006; Peluzio et al., 2011).

Similar aos resultados do G6 (2% de acetato de a-tocoferol), Peluzio et al.
(2001), Cyrus et al. (2003) e Koga et al. (2004) também n&o encontraram
reducdo dos niveis de colesterol em camundongos Apo E”, LDL” e coelhos,
respectivamente, tratados com diferentes doses de a-tocoferol, apesar de
terem encontrado bons resultados com relagdo a progressdo das lesdes
ateroscleradticas.

Assim, como encontrado no presente trabalho, Xia et al. (2006) ao
avaliarem a suplementacdo na dieta de camundongos apoE”  com

300mg/Kg/dia do extrato etandlico liofilizado do arroz preto, rico em
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antocianinas, identificaram redugao dos niveis plasmaticos da fracdo HDL.
Entretanto, este resultado n&o foi observado no trabalho de Xie et al. (2011),
em que houve um aumento dos niveis de HDL no plasma de camundongos
apoE-/- alimentados com suco de agai (E. oleracea).

A reducéo dos teores de triglicerideos encontrada no plasma dos animais
do G4, que receberam 6% de PLFE na dieta, também foi observada nos
camundongos apoE” que receberam extrato aquoso de uva Niagara isolado ou
combinado com a suplementagdo de acetato de a-tocoferol (Peluzio et al.,
2011) e extrato de arroz preto (Xia et al. 2006) e em ratos que receberam polpa
de acai (E. oleracea) (Santos et al., 2010). Por outro lado, Xie et al. (2011) nédo
encontraram variagdo dos teores de triglicerideos em camundongos apoE-/-
alimentados com suco de agai (E. oleracea).

Além das antocianinas, outros nutrientes presentes nos frutos de E.
edulis,como as fibras e os acidos graxos insaturados, podem contribuir para a
melhora do perfil lipidico, reduzindo os niveis plasmaticos de colesterol, LDL e
triglicerideos (Fit6 et al., 2007). No capitulo 2 (item 4.1) foi identificado na PLFE
um alto conteudo de fibras (30,32g e 4,58g de fibras insoluveis e soluveis,
respectivamente/100g liofilizado) e acidos graxos insaturados (33,02% e
39,91% de acidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados, respectivamente,
em relagao a percentagem total de lipideos).

As fibras dietéticas, principalmente as soluveis, podem alterar a digestao e
a absorcao dos lipideos dietéticos e/ou aumentar a excregao fecal dos acidos
biliares e esterdis neutros, tendo como resposta hepatica o aumento da
produgcdo de sais biliares a partir do substrato colesterol, reduzindo a
concentracdo desse elemento na circulagdo sanguinea (Fernandes et al.,
2005). Ja os acidos graxos insaturados podem aumentar a expressao ou a
atividade de receptores de LDL no figado (Fernandes et al., 2005), reduzindo
seu conteudo na circulacdo. Os acidos graxos insaturados, especificamente os
monoinsaturados, podem ainda reduzir a agregac¢ao plaquetaria e aumentar a
fibrindlise e o tempo de coagulagdo, reduzindo o estado pro-trombético e
reduzir marcadores inflamatérios (Estruch et al., 2006; Esposito et al., 2004), e
consequentemente, ser benéfico na redugdo do risco de desenvolvimento da

aterosclerose.
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No presente trabalho, os animais alimentados com 6% de PLFE na dieta
apresentaram reducdo de triglicerideos, passando de 97.20 + 28.78mg/dL (G2)
para 41.15 £ 17.09mg/dL (G4).

Com relagao aos niveis de colesterol, o tempo de estudo pode nao ter sido
suficiente para promover uma redugdo neste parametro, visto que
camundongos apoE"' apresentam niveis muito elevados de colesterol sérico.

Os niveis de glicose n&o diferiram entre os grupos, com exce¢ao do grupo
em que foram administrados 10% de PLFE na dieta (G5). Neste grupo houve
um aumento nos teores de glicose, comparado ao G2 (camundongos apoE'/'),
que talvez possa ser justificado pelo teor consideravel de carboidratos totais na
PLFE (42,179/100g de liofilizado), mesmo que a maior parte deste seja
constituido por fibras dietéticas (71,89% de fibras insoluveis e 10,85% de fibras
soluveis em relagao ao teor total de carboidratos), segundo dados do item 4.1
do Capitulo 2. Neste sentido, seria interessante analisar o teor de agucares

totais presentes no fruto.
4.3. Lesoes Ateroscleréticas

No inicio do experimento, metade dos animais do G1 e G2 sofreram
eutanasia visando a comparagéo de lesdes aterosclerdticas entre os grupos.
Os resultados confirmaram a auséncia de lesbes aterosclerdticas nos
camundongos normais C57BI/6 e a presenca de placas de ateroma iniciais nos
animais apoE™ (1,97% da area total das artérias apresentaram lesdes).

Como observado na Figura 2, apos 10 semanas de intervengao, nao foi
observada diferenca significativa em relagdo as areas de lesdes
aterosclerdticas entre os grupos de animais que receberam dieta com PLFE e
com a-tocoferol em comparagéo ao controle positivo (p<0,05, teste de Dunns),
mesmo com uma redugcdo numeérica significativa das lesdes. O grupo Gf1,
representado por camundongos C57BI/6 nao apresentou lesdes
ateroscleroticas.
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Figura 2. Percentagem de lesbes aterosclerdticas dos grupos experimentais. Dados

foram expressos como média e desvio padrdo (media + DP). ®° Letras diferentes nas
colunas indicam diferencgas estatisticas, p<0.05; teste de Dunns. G1: controle negativo
C57BI/6; G2: controle positive apoE”; G3: apoE™ + dieta com 2% de PLFE; G4: apoE™
+ dieta com 6% de PLFE; G5: apoE"' + dieta com 10% de PLFE; G6: apoE"‘ + dieta

com 2% de acetate de a-tocoferol. Numero de animais por grupo=>5.

Alguns trabalhos sugerem que alimentos ricos em polifendis, como as
antocianinas, podem retardar a progressdo e aumentar a estabilizacdo das
placas aterosclerdticas. Xia et al. (2006), investigaram a influéncia de uma dieta
suplementada com 300mg/Kg/dia do extrato etandlico liofilizado do arroz preto,
rico em antocianina, na vulnerabilidade de placas ateroscleréticas avangadas
em camundongo apoE"' com 30 semanas de idade. Apdés 20 semanas de
intervencao (140 dias), o tamanho da placa foi reduzido em 18% no grupo que
recebeu o extrato rico em antocianina e em 13% no grupo com sinvastatina,
comparado ao grupo controle positivo.

Existem algumas variaveis, como a idade do animal e o tempo de
intervengao, que parecem ser importantes para a obtencédo de bons resultados
com relacao a reducao de placas ateroscleréticas em animais.

Camundongos apoE"' fémeas, com 4 semanas de idade, apresentaram
uma reducao de 58% das lesdes ateroscleréticas (p<0,001) apdés o consumo
de dieta AIN93G contendo 5% de suco liofilizado de acai (E. oleracea) por 20

semanas (Xie et al., 2011).
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Foi observada menor area de placas de ateroma com o consumo por 12
semanas de 80 mL/dia de extrato aquoso de E. oleracea por coelhos com
aterosclerose induzida por uma dieta rica em colesterol. Porém, ndo foram
encontradas diferencas nos aspectos histolégicos destas placas, como o
conteudo de fibras elasticas, colageno, células musculares lisas e de
macrofagos. (Feio et al., 2012).

Peluzio et al. (2011) avaliaram o efeito do consumo por 11 semanas do
extrato aquoso de uva Niagara (cerca de 9,7 mL por dia) isolado ou combinado
com a suplementagdo de 400 mg de acetato de a-tocoferol/Kg de dieta em
camundongos apoE-/-, com 11 semanas de idade e tratados anteriormente
com dieta aterogénica por seis semanas. A analise morfolégica revelou que os
tratamentos nao foram capazes de diminuir o tamanho das lesbes, porém,
houve uma interrupcdo na evolugao das placas ateroscleréticas nos animais
que foram alimentados com a-tocoferol combinado com extrato de uva,
evidenciando um efeito sinérgico positivo.

Estes trabalhos fortalecem a hipotese que o consumo de alimentos ricos em
antocianinas, pode contribuir para retardar o desenvolvimento de lesdes
aterosclerdticas. No entanto, no nosso estudo, a administragcdo da PLFE nao foi
capaz de reduzir as placas ateroscleréticas nos camundongos apoE™.

No presente trabalho, os camundongos apoE"', com 14 semanas de idade,
consumiram dieta contendo a PLFE por 10 semanas. Ja nos trabalhos de Xia
et al. (2006) e Xie et al. (2011), por exemplo, a duragao foi de 20 semanas. E
especificamente no trabalho de Xie et al. (2011), onde foi avaliado o consumo
de suco liofilizado de agai (E. oleracea) e obteve-se o melhor resultado
(reducao de 58% das lesbes), os animais eram mais novos (4 semanas de
idade). Os camundongos apoE™ apresentam células espumosas
aproximadamente com 10 semanas de idade e com 8 semanas € possivel
encontrar a formagao esporadica destas células (Breslow, 1996). Assim, ao
contrario do nosso trabalho, o de Xie et al. (2011) foi baseado na prevencgéo da
formagcdo de placas de ateroma em animais que desenvolvem
espontaneamente a aterosclerose. Na pesquisa de Peluzio et al. (2011), que a
idade dos animais no inicio dos tratamentos foi semelhante a do nosso
trabalho, foi encontrado uma interreupcdo na progressao das lesdes apenas

com a combinacao de um extrato rico em polifendis com o a-tocoferol.
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Diante disso, € interessante que se investigue os efeitos do consumo dos
frutos de E. edulis em animais mais novos e por um tempo maior, pois ha
grandes indicios que frutos ricos em antocianinas podem retardar a progressao
e aumentar a estabilidade das placas ateroscleraoticas.

A mesma justificativa pode ser utilizada para o grupo de animais que
consumiram dieta com acetato de a-tocoferol, visto que trabalhos ja mostraram
que a administracdo de vitamina E retardou a progressdo e/ou reduziu o
tamanho das lesbes ateroscleréticas (Peluzio et al., 2011; Kaliora et al., 2006;
Peluzio et al., 2001).

4.4. Enzimas Antioxidantes

Nas Figuras 3 e 4 estdo apresentados os resultados da atividade das
enzimas catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD) (U/mg de proteina) no
figado dos animais utilizados neste estudo.

A atividade da catalase foi maior no controle positivo (animais apoE-/-) em
relacdo ao controle normal (animais C57BI/6), sugerindo que houve alteracéo
do balango redox no processo da aterosclerose, com consequente aumento do
da atividade de uma das enzimas antioxidantes, neste caso a catalase, na
tentativa de se estabelecer um equilibrio redox.

Os resultados demonstraram atividade antioxidante da PLFE, acarretando a
diminuicdo significativa da atividade da catalase nos animais dos grupos G3,
G4 e G5 em relagdo ao controle positivo (G2). O grupo que recebeu acetato de
a-tocoferol (G6) também apresentou diminuicdo da atividade da catalase em
relacdo ao G2. A maior reducao da atividade da catalase foi encontrada nas
doses de 6% e 10% de PLFE (G4 e G5, respectivamente), sendo esta também
inferior aos dos animais normais (G1).

Com relacado a atividade da enzima superéxido dismutase, o grupo que
recebeu 6% de PLFE na dieta (G4) foi mais efetivo, pois apresentou diminuigéo
neste parametro, em relagdo aos animais normais (G1) e ao controle positivo
(G2).
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Figuras 3 e 4: Atividade das enzimas catalase e superdxido dismutase (U/mg de
proteina) no figado. Dados foram expressos como média e desvio padrdao (media +
DP). "¢ Letras diferentes nas colunas indicam diferencas estatisticas, p<0.05; teste de
Kruskal-Wallis. G1: controle negativo C57BI/6; G2: controle positive apoE™; G3: apoE™
+ dieta com 2% de PLFE; G4: apoE™ + dieta com 6% de PLFE; G5: apoE™ + dieta com
10% de PLFE; G6: apoE"' + dieta com 2% de acetate de a-tocoferol. Numero de

animais por grupo=10.

No presente trabalho foram investigadas as defesas antioxidantes do tecido
hepatico. O figado apresenta conteudo substancial de proteinas e enzimas com
capacidade antioxidante e ¢é responsavel pela detoxificacdo de varias
substancias, sendo que os produtos metabdlicos nocivos produzidos em outros
orgaos podem indiretamente afeta-lo (Ji 1993; Burneik et al.,, 2006). Além
disso, o figado € um dos principais locais para a oxidacdo da LDL pelo
citocromo P450 (Aviram et al., 1999), que € um dos eventos mais importantes

para o inicio da aterosclerose. Assim, o balango oxidativo do figado é de
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fundamental importancia para compreensdo dos mecanismos da aterosclerose
e vem sendo estudado (Ramirez-Tortosa et al., 2008; Ishigaki et al., 2008).

A enzima superoxido dismutase catalisa a dismutagdo do superdxido em
oxigénio e peroxido de hidrogénio e a catalase decompde o perdxido de
hidrogénio em oxigénio e agua, reduzindo a concentracdo desta espécie
reativa no organismo, e consequentemente a sua toxicidade (Powers e
Jackson, 2008). O aumento da atividade destas enzimas antioxidantes pode
ser observado na tentativa de eliminar radicais nocivos ao organismo que estao
elevados em situagdes de estresse oxidativo (Miao e St.Clair, 2009).

Além das defesas antioxidantes enddgenas representada pelas enzimas
como a superoxido dismutase, glutationa peroxidades, glutationa redutase,
catalase, tiorredoxinas, peroxirredoxinas e inumeras outras redutases, existem
mecanismos ndo enzimaticos que atuam no estresse oxidativo (Ribeiro et al.,
2008). Estes mecanismos sdo constituidos por um grande numero de
compostos de baixo peso molecular, ingeridos pela dieta, como as vitaminas A,
C e E, o peptideo glutationa e os flavondides (Ribeiro et al., 2008; Singh e
Jialal, 2006).

Com a ingestdo regular na dieta de substancias antioxidantes, pode ocorrer
uma reducao do estresse oxidativo, ndo havendo a necessidade em aumentar
a atividade de enzimas enddgenas antioxidantes. Esta justificativa pode ser
utilizada para explicar os resultados encontrados no presente estudo, onde
houve uma diminuicdo da atividade da CAT no figado dos animais que
receberam a PLFE em todas as doses e com o acetato de a-tocoferol e a oferta
da PLFE a 6% ter reduzido a atividade da SOD a nivel hepatico.

Os resultados encontrados neste trabalho sao similares a outras pesquisas.
Souza et al. (2010), observaram uma redugdo nas enzimas antioxidantes SOD
e glutationa peroxidase no soro de ratos hipercolesterolémicos que foram
alimentados com uma dieta suplementada com polpa de acai (E. oleracea).

Tsuda et al. (1999) relataram que a alimentacao de ratos com cianidina 3-O-
glucosideo suprimiu significativamente a atividade antioxidante de enzimas in
vivo. Eles defenderam que a cianidina 3-O-glucosideo administrada por via oral
€ absorvida pelo intestino e distribuida através do fluxo sanguineo aos tecidos,
onde ela e seus metabdlitos reagem com espécies reativas de oxigénio

diminuindo os danos teciduais hepaticos.
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A cianidina 3-O-glucosideo e a cianidina 3-O-rutinosideo, encontrada em
onze polpas comerciais de E. oleracea, como sendo as duas principais
antocianinas deste fruto, apresentaram boa capacidade antioxidante contra
radicais peroxil, peroxinitro e hidroxila (Lichtenthahler et al., 2005).

As antocianinas, que estado presentes na PLFE, s&o consagradas por sua
atividade antioxidante (Chang et al., 2006). Em adigao, foi encontrado na PLFE
um conteudo de vitamina A consideravel (item 4.1 do Capitulo 2), que, assim
como as antocianinas, também apresentam atividade antioxidante.

A reducado da atividade da SOD no figado dos animais que receberam a
PLFE a 6% (G4) foi maior até que a do grupo com acetato de a-tocoferol, que &
considerado um dos mais potentes antioxidantes lipossoluveis encontrados na
natureza. (O’Byrne et al., 2002).

A acdo antioxidante do a-tocoferol resulta da doagdo de um atomo de
hidrogénio de sua molécula ao radical peroxil, formando o hidroperdxido
estavel denominado radical tocofenil. Este radical pode reagir com os radicais
cromanoxil, alcoxil ou peroxil, podendo ser transformados novamente em a-
tocoferol (O’'Byrne et al., 2002). As principais fontes alimentares de vitamina E
sdo os 6leos vegetais como o de girassol e o de oliva, cuja forma predominante
€ o a-tocoferol e os demais 6leos, como o de soja, rico em y-tocoferol (Cyrus et
al., 2003).

Por outro lado, outros estudos mostraram que o consumo de compostos
fendlicos pode aumentar a atividade de enzimas antioxidantes ou n&o exercer
nenhum efeito (Alia et al., 2003; Breinholt et al., 1999; Dragsted et al., 2004).
Estes resultados contraditérios indicam que a atividade das defesas
antioxidantes dependem de diversos fatores, como a origem do estresse
oxidativo, o modelo animal utilizado, tipo e fonte do antioxidante dietético
estudado, entre outros.

Apesar dos tratamentos com a PLFE e com o acetato de a-tocoferol nao
terem atuado diretamente na aterosclerose, reduzindo as placas de ateroma,
estas substancias podem reduzir fatores de risco associados a esta doencga
como o estresse oxidativo (Beltran-Debon et al., 2010; Xia et al., 2009; Cyrus et
al., 2003).
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4.5. Anadlises Histopatolégicas

Foram investigados componentes hepaticos nos camundongos apoE™
(Tabela 5) que possam correlacionar indiretamente com a aterosclerose.

No controle apoE"' (G2), comparado ao grupo de animais sem mutagao dos
genes (G1), houve aumento de todos estes parametros, evidenciando um
possivel quadro de esteatose e fibrose hepatica nestes animais.

Em relagdo aos animais do controle positivo (G2), com a administragdo na
dieta de 10% de PLFE (G5), foi observada reducao significativa (p<0,05) no
tamanho e no volume das goticulas de lipideos, no percentual de infiltrado
inflamatorio e na quantidade de colageno no interticio dos animais. Com a
oferta de acetato de a-tocoferol também foi encontrada reducédo destes dois

ultimos parametros.

Tabela 5. Efeito do tratamento com a PLFE na densidade volumétrica de

componentes hepaticos de camundongos apoE ”

Vv [infiltrado Goticulas de

Grupos inflamatério] Vv [lipideos] lipideos Colageno
(%) (%) (mm?x10?) p‘r*:)% )
G1 0.29+0.10°  3.94+1.06° 2.89+0.94° 9.26+217°
G2 2.96+1.35"° 4022+7.49° 2866+4.73° 2547+4.15°
G3 2.74+1.10° 3894+6.11° 2849+4.04° 23.92+3.28"
G4 219+1.16° 38.18+6.40° 27.87+3.15° 23.64+4.46°
G5 1.12+0.51° 2955+516° 20.25+3.37° 1536+ 3.19°
G6 1.04+0.63° 31.32+573°° 21.86+3.82°° 15.09+3.01°

Vv: densidade volumétrica. Dados foram expressos como média e desvio padrao
(media = DP). "¢ Letras diferentes nas colunas indicam diferencas estatisticas,
p<0.05; teste de Kruskal-Wallis. G1: controle negativo C57BI/6; G2: controle positive
apoE™; G3: apoE™ + dieta com 2% de PLFE; G4: apoE™ + dieta com 6% de PLFE; G5:
apoE™ + dieta com 10% de PLFE; G6: apoE” + dieta com 2% de acetate de a-

tocoferol. Numero de animais por grupo=>5.
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A esteatose hepatica, o exemplo mais comum de doencga hepatica crénica,
€ caracterizada pelo aumento de deposigédo de triglicerideos nos hepatdcitos.
Apesar da historia natural da lesdo hepatica ainda nado estar completamente
elucidada, esta doencga tem sido cada vez mais pesquisada, tendo em vista sua
associagao frequente com fatores de risco cardiovasculares (Hamaguchi et al.,
2005). A esteatose hepatica tem sido questionada até como um possivel
marcador da aterosclerose (Targher et al., 2006). Knopfholz et al. (2012)
observaram a associagao entre esteatose hepatica e sua gravidade,
mensurada por ultrassonografia, com a calcificacdo coronaria mais acentuada
em individuos com sindrome metabdlica.

Na esteatose hepatica, ocorre a secregdo de algumas citocinas pelos
hepatdcitos, instalando um permanente estado de inflamagao hepatica, que
pode liberar fatores sistémicos e pro-trombdticos, que podem aumentar a
progressao da aterosclerose e promover a ruptura de placas de ateroma
(Hamaguchi et al., 2005).

O tecido conjuntivo hepatico é constituido por células e pela matriz
extracelular, composta por sua porcgao fibrilar (representada por varios tipos de
colageno) e néao-fibrilar (material amorfo, gelatindide, incluindo
glicosaminoglicanos e proteoglicanos). Em condi¢cdes fisiologicas ha um
equilibrio entre a sintese da matriz extracelular (fibrogénese) e a sua ruptura
(fibrindlise), quando ha um excesso da mesma (Friedman, 2004).

Fatores inflamatorios, degenerativos ou neoplasicos estimulam o processo
de fibrogénese. Havendo predominio da fibrogénese, em relagéo a fibrdlise,
ocorrera um acumulo de tecido fibroso, constituindo a fibrose hepatica, cujas
principais caracteristicas sdo a sintese de colageno pelas células do tecido
conjuntivo e sua deposigdo na matriz extracelular. Além do colageno, outros
elementos da matriz extracelular sdo sintetizados na fibrose, como a elastina,
proteoglicanos e proteinas de constituicao (Poynard et al., 2004).

Quando a sintese e deposi¢cdao de colageno na matriz extracelular sao
recentes, este pode ser degradado quando é cessado o estimulo fibrogénico.
Porém, caso este estimulo permaneca, o colageno fibrilar evoluira com
modificagdes quimicas que o tornardo mais resistente a degradacéao (Friedman,
2004).
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O estresse oxidativo constitui um fator importante para o desenvolvimento
de doengas degenerativas, incluindo a fibrose tecidual em diferentes orgaos,
tais como o pulmao, figado e os rins (lglesias De La Cruz et al., 2000).

No presente trabalho, houve melhora do estresse oxidativo, através da
reducao da atividade da catalase em todos os tratamentos com a PLFE e com
o acetato de a-tocoferol e da atividade da superoxido dismutase pela dose de
6% de PLFE na dieta dos camundongos apoE™. Assim, sugere-se que a
melhora da esteatose e fibrose hepatica promovida pela dose de 10% de PLFE
e pelo acetato de a-tocoferol tenha ocorrido devido as propriedades
antioxidantes destes compostos. Em adicdo, a PLFE é constituida por
substancias que exercem efeitos antiinflamatoérios, como as antocianinas e os
acidos graxos monoinsaturados, que podem retardar a evolugao da esteatose e

da fibrose hepatica.

5. CONCLUSAO

Os tratamentos com a PLFE e o acetato de a -tocoferol ndo foram capazes
de inibir a formacdo das lesdes aterosclerdticas nos camundongos ApoE™.
Entretanto, estes tratamentos foram eficientes na redugao de fatores de risco
associados a aterosclerose, como o estresse oxidativo, a esteatose, a fibrose e
processos inflamatdrios hepaticos.

Atividade antiinflamatoéria da PLFE na dose de 10% pode ser destacada,
através da reducao de infiltrados inflamatérios, das goticulas de lipideos e de
colageno no figado dos camundongos apoE"', componentes estes associados
a processos inflamatoérios como a esteatose e a fibrose hepatica

Porém, ainda € necessario que novas pesquisas sejam realizadas para um
maior entendimento com relacdo a melhor dose a ser utilizada destes
compostos, que promova efeitos satisfatérios sem causar danos indesejaveis

ao organismo.
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CONCLUSAO GERAL

Os resultados encontrados neste trabalho sobre os compostos presentes na
PLFE e sobre os efeitos desta polpa nos fatores de risco relacionados a
aterosclerose contribuem para uma melhor elucidagdo das caracteristicas
deste fruto e estimula a realizagdo de novas pesquisas sobre as atividades
bioldgicas dos frutos de E. edulis. Além disso, incentiva o uso sustentavel da
espécie, contribuindo para a conservagao dos recursos genéticos da Mata

Atlantica.

Os frutos de E. edulis apresentam quantidades significativas de nutrientes,
como fibras, acidos graxos insaturados, p-caroteno e antocianinas. Os
tratamentos com a PLFE e o acetato de a -tocoferol ndo foram capazes de
inibir a formacdo das lesdes aterosclerdticas nos camundongos ApoE™.
Entretanto, estes tratamentos foram eficientes na redugao de fatores de risco
associados a aterosclerose, como o estresse oxidativo, a esteatose, a fibrose e

processos inflamatérios hepaticos.
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Anexo 1

Metodologia sobre o isolamento dos padroes de carotendides realizados
no Laboratério de Analise de Vitaminas do Departamento de Nutricao e
Saude da UFV.

1. Isolamento dos padroes de carotendides

Os padrdes de a e B-caroteno foram extraidos de cenoura (Daucus carota
L.) por cromatografia em coluna aberta, de acordo com Rodriguez-Amaya
(1989) modificado. Cerca de 40 g de cenoura foram triturados em acetona
resfriada (350 mL) e transferidos para éter de petroleo (300 mL). O extrato
assim obtido foi concentrado em evaporador rotativo por 5 minutos. Para
concentrar ainda mais o extrato sem estender o tempo de exposi¢cao ao calor
foi empregado fluxo de nitrogénio, até obter um volume de cerca de 3 mL. A
coluna cromatografica foi empacotada com 6xido de magnésio e Celite® (1:2).
Foi empregada coluna de vidro com cerca de 50 cm de comprimento € 5 cm de
diametro e recheio de cerca de 15 cm de altura. Para que o empacotamento da
coluna ocorresse sem a formagao de bolhas ou rachaduras que poderiam
impedir uma eficiente separagao dos padrdes, foi aderida em toda a parede
externa da coluna, uma gaze umedecida com acetona.

O extrato foi vagarosamente acrescentado no topo da coluna. Apdos a
penetracdo do extrato na fase estacionaria, adicionou-se aos poucos a fase
movel composta por 2% de éter etilico em éter de petrdleo até a separagao do
a e B-caroteno. A fase estacionaria foi retirada da coluna de vidro, conforme
descrito a seguir:

- Retirou-se a fase estacionaria previamente seca virando a coluna
cuidadosamente ao contrario em uma superficie plana;

- A parte da coluna contendo o a-caroteno (cor amarela) e B-caroteno (cor
laranja) foram seccionadas;

- Para retirada total do a-caroteno e 3-caroteno da fase estacionaria empregou-
se fase movel contendo 5% de agua em acetona e, em seguida, uma solucao

de 10% de agua em acetona;
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- A mistura foi entao filtrada a vacuo em funil de Blchner utilizando-se papel de
filtro para separar a fase movel contendo o composto de interesse na fase
estacionaria.

- Em seguida, o filtrado foi transferido em cinco volumes de 20 mL, para um
funil de separagao, onde foram adicionados 50 mL de éter de petroleo
refrigerado, para a transferéncia dos pigmentos da acetona para o éter. Apos a
adicdo de cada parte de filtrado, a mistura foi lavada com agua destilada 3
vezes para retirar toda a acetona;

- Acrescentou-se sulfato de sodio anidro ao extrato em éter de petréleo para
retirar o residuo de agua;

- O padrao assim obtido foi transferido para frascos de vidro ambar, seco sob
fluxo de nitrogénio, lacrado e armazenado a -18 + 1 °C.

Para obtencdo do padrao de licopeno, cerca de 40 g de tomate foram
utilizados, sendo a extragao feita conforme descrito para cenoura. A coluna
cromatografica foi empacotada com Oxido de magnésio e Celite® (1:1)
previamente ativados por 4 horas a 110 £ 1 °C. Foi empregada coluna de vidro
de cerca de 50 cm de comprimento e 5 cm de diametro e recheio de cerca de
20 cm de altura, recoberta externamente com gaze umedecida em acetona.
Foram empregadas fases mdveis com concentragdes crescentes de éter etilico
em éter de petréleo (2 a 5%) e concentragdes crescentes de acetona em éter
de petréleo (5 a 100%) para separagao do carotendide, da seguinte forma:

- Apds a penetracéo do extrato de carotendides na fase estacionaria adicionou-
se cerca de 20 mL de fase médvel (2% de éter etilico em éter de petréleo) e
aguardou-se a sua passagem;

- Em seguida foi sendo adicionada, aos poucos, fase movel composta por 5%
de éter etilico em éter de petroleo (20 mL);

- Apds a passagem dessas fases adicionou-se ao topo da coluna fase moével
composta por 2% de acetona em éter de petréleo (20 mL);

- A concentragao de acetona na fase moével foi gradativamente aumentada até
20% (5, 10, 15 e 20%), utilizando-se 20 mL de cada concentragéo;

- Continuou-se a elevar a proporgéao de acetona na fase mével empregando 20
mL de fases moéveis contendo 30, 40, 50, 60, 80 e por ultimo 100% de acetona;
- Retirou-se a fase estacionaria da coluna de vidro, deixando-a secar antes e

virando cuidadosamente ao contrario em uma superficie plana;
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- A parte da coluna contendo o licopeno (cor vermelha) foi seccionada;

- As demais etapas foram iguais as descritas para o a e (3-caroteno.

Para obtencdo do padrdo de [B-criptoxantina, cerca de 80 g de mamao foram
preparados conforme descrito para a cenoura e o tomate. A coluna
cromatografica foi empacotada com Oxido de magnésio e Celite® (1:2)
previamente ativados por 4 horas a 150 = 1 °C. Foi empregada coluna de vidro
com cerca de 50 cm de comprimento e 5 cm de didametro e recheio de cerca de
20 cm de altura, recoberta externamente com gaze umedecida em acetona.
Foram empregadas fases moveis com concentragdes crescentes de éter etilico
em éter de petroleo (2 a 4%) e concentragbes crescentes de acetona em éter
de petroleo (1 a 100%) para separagao da B-criptoxantina, da seguinte forma:

- Apd6s a penetragao do extrato de carotendides na fase estacionaria adicionou-
se cerca de 20 mL de fase mével (2% de éter etilico em éter de petrdleo) e
aguardou-se a sua passagem;

- Em seguida foi sendo adicionada, aos poucos, fase movel composta por 4%
de éter etilico em éter de petrédleo (20 mL);

- Apos a passagem dessas fases adicionou-se ao topo da coluna outra fase
movel composta por 1% de acetona em éter de petréleo (20 mL);

- A concentracdo de acetona na fase movel foi aumentada empregando 20 mL
de fases moveis contendo 8, 10 e 100% de acetona;

- Retirou-se a fase estacionaria da coluna de vidro;

- A parte da coluna contendo a B-criptoxantina (cor laranja) foi seccionada;

- As demais etapas foram iguais as descritas para o 3-caroteno.

A confirmacgao da identidade dos padrdes foi feita baseada nos seguintes
parametros: ordem de eluicao das fragbes em suas respectivas colunas (a-
caroteno: primeiro; B-caroteno: segundo; licopeno: ultimo e B-criptoxantina:
penultimo); coloragdo dos pigmentos eluidos (amarelo para o a-caroteno,
laranja para B-caroteno e B-criptoxantina e vermelho para licopeno); tempo de
retencao esperado por HPLC e espectros de absorg¢ao caracteristicos.

2. Preparo dos padroes de carotendides

A pureza dos padroes de carotendides (a-caroteno: 88,3%; [B-caroteno:
90,3%; B-criptoxantina: 86,9% e licopeno: 83,7%) foi verificada por HPLC e a
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quantificacdo realizada por espectrofotometria, baseando-se na absorvancia
maxima, segundo a lei de Lambert-Beer. Para os padrbes de carotendides
utilizou-se a seguinte equacdo: C (ug/mL) = ABS x 10* / E',, onde C =
concentracdo; ABS = absorvancia maxima; E™.n = coeficiente de
absortividade molar.

A Tabela 1 apresenta os coeficientes de absortividade especificos e os
comprimentos de onda utilizados para a determinagdo da concentracéo real

dos padrdes de carotenoides analisados.

Tabela 1: Coeficientes de absortividade molar e comprimentos de onda

maximos utilizados para calculo da concentragdo real dos carotendides.

Coeficiente de

Compostos Solvente A v Referéncia
(nm) absortividade

a-caroteno Eter de petréleo 443 2800 (Ball, 1998)

B-caroteno Eter de petrdleo 450 2592 (Ball, 1998)

B-criptoxantina Eter de petréleo 449 2386 (Ball, 1998)

Licopeno Eter de petrdleo 469 3450 (Ball, 1998)

3. Identificacdo e Quantificagao de Carotendides

A identificacdo qualitativa dos compostos foi realizada injetando-se uma
mistura de padroes de carotendides e comparando-se os tempos de retencao
obtidos para os padroes e para as amostras analisados sob as mesmas
condi¢cdes e pela comparagdo dos espectros de absorcdo do padrao e dos picos
de interesse nas amostras, utilizando-se o DAD.

Para a quantificagdo dos compostos, foram utilizadas curvas de
padronizacao externas. A construgdo das curvas analiticas foi realizada por
meio de injecdo, em duplicata, de seis concentragdes crescentes de solugdes
dos padrdes na faixa de 0,033 e 2,060 ug para a-caroteno; 0,004 e 1,433 ug
para B-caroteno; 0,004 a 1,433 ug para B-criptoxantina; 0,0003 e 0,0546 ug
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para licopeno. Desse modo, foi feita uma correlagao linear entre as areas dos
picos e as concentragdes injetadas de cada composto.

A quantificacdo dos compostos nos frutos foi realizada a partir das curvas
analiticas e equagbes de regressdo obtidas para B-criptoxantina (y =
1661804,24x + 18345,98; R2 = 0,998); licopeno (y = 4383677,42x + 2996,19; R?
= 0,999), a-caroteno (y = 1730130,16x - 8057,58; R? = 0,999) e 3-caroteno (y =
1389460,94x + 24320,87; R? = 0,996). Os cromatogramas dos padrdes e da

amostra da PLFE estdo apresentados nas Figuras 1 e 2 deste Anexo.
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250

B - Caroteno

200

Absorvancia (mAU)

L

150
T T T

£
=
E
(=9
=
(8]
a
100
50
I"L ! T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tempo de retencao (min)

= } Licppeno
a - Caroteno

Figura 1 - Cromatograma dos padrdes de carotendides.
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Figura 2 - Cromatograma da amostra de PLFE.
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Anexo 2:

Cromatogramas obtidos da analise de antocianinas por HPLC ESI/MS.

x10 6 |*ESI TIC Precursor lon Frag=135.0V (** -> **) 160212Luciana_aquoso0001.d
1 1
1.2

1.1

0.91

0.8+

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54
Counts vs. Acquisition Time (min)
Figura 3 - Cromatograma de fragmentagdo dos ions precursores através HPLC

ESI/MS.

x10 1 DAD1 - B:Sig=310,10 160212Luciana_aquoso0001.d

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54
Response Units vs. Acquisition Time (min)

Figura 4 - Cromatograma da monitoragao das antocianinas na polpa liofilizada de E.

edulis a 310 nm através de HPLC ESI/MS.
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x10 1 DAD1 - C:Sig=520,10 160212Luciana_aquoso0001.d

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54
Response Units vs. Acquisition Time (min)
Figura 5 - Cromatograma da monitoragao das antocianinas na polpa liofilizada de E.

edulis a 520 nm através de HPLC ESI/MS.

x10 5 | TESI EIC Precursor lon Frag=135.0V CID@20.0 (449.0000 -> 287.0000) 160212Luciana_aquoso0..
1.441 1

1.2

0.8
0.6
0.4+
0.2

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54
Counts vs. Acquisition Time (min)

x10 4 | TESI Precursor lon:1 (19.129 min) Frag=135.0V CID@20.0 (** -> 287.0000) 160212Luciana_aquos...
1.4 449.2000

1.2

0.8
0.6
0.4
0.2 287.2000 595.2000

|

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 6 - Cromatogramas da cianidina 3-glicosideo presente na polpa liofilizada de E.
edulis obtido por HPLC ESI/MS.
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x10 5 | *ESI EIC Precursor lon Frag=135.0V CID@20.0 (595.0000 -> 287.0000) 160212Luciana_aquoso0..
1 1

|

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54
Counts vs. Acquisition Time (min)

x10 4 |+ESI Precursor lon:1 (19.588 min) Frag=135.0V CID@20.0 (** -> 287.0000) 160212Luciana_aquos..

595.4000
1.75+

1.51
1.254

0.75

0.5

0.25 449.2000

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 7 - Cromatogramas da cianidina 3-rutinosideo presente na polpa liofilizada de
E. edulis obtido por HPLC ESI/MS.
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x10 3 | TESI EIC Precursor lon Frag=135.0V CID@20.0 (581.0000 -> 287.0000) 160212Luciana_aquoso0..
1 1

) |

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54
Counts vs. Acquisition Time (min)

x10 2 |+ESI Precursor lon:1 (18.505 min) Frag=135.0V CID@20.0 (** -> 287.0000) 160212Luciana_aquos..
3 581.2000
2.5
2
1.51
0'; 286'4. %99 349.8000 449.7000 531 1000 641.1000 747.0000

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 8 - Cromatogramas da cianidina 3-sambunosideo presente na polpa liofilizada
de E. edulis obtido por HPLC ESI/MS.
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x10 3 | TESI EIC Precursor lon Frag=135.0V CID@25.0 (609.0000 -> 301.0000) 160212Luciana_aquoso0..
1 1
5,

* i

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54
Counts vs. Acquisition Time (min)

x10 3 |+ESI Precursor lon:4 (22.566 min) Frag=135.0V CID@25.0 (** -> 301.0000) 160212Luciana_aquos..

609.3000
1.2

0.8
0.6
0.4+

0.2 723.7000

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 9 - Cromatogramas da peonidina 3-rutinosideo presente na polpa liofilizada de
E. edulis obtido por HPLC ESI/MS.
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x10 3 | TESI EIC Precursor lon Frag=135.0V CID@25.0 (433.0000 -> 271.0000) 160212Luciana_aquoso0...
2.25{" L

1.75+
1.5
1.25
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0.5 st bicnmmss o it

2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54
Counts vs. Acquisition Time (min)

x10 2 | *ESI Precursor lon:3 (21.114 min) Frag=135.0V CID@25.0 (** -> 271.0000) 160212Luciana_aquos...
432.8000

1’ 269.6000 333.3000 399..5000 480.7000 567.0000 641.9000 743.3000

Ve

L} e

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 10 - Cromatogramas da pelargonidina 3-rutinosideo presente na polpa
liofilizada de E. edulis obtido por HPLC ESI/MS.
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x10 3 | TESI EIC Precursor lon Frag=135.0V CID@20.0 (465.0000 -> 303.0000) 160212Luciana_aquoso0...

1 1
1.2

0.8

0.6

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54
Counts vs. Acquisition Time (min)

x10 2 | *ESI Precursor lon:2 (20.121 min) Frag=135.0V CID@20.0 (** -> 303.0000) 160212Luciana_aquos...
465.0000

268.2000 386.2000 527.5000 673.8000

0 T T T T T T T T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 11 - Cromatogramas da delfinidina 3-glicosideo presente na polpa liofilizada de
E. edulis obtido por HPLC ESI/MS.
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Anexo 3

Certificado do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
.CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 98/2009, relativo ao projeto intitulado
“Avaliacdo bromatoldgica, fitoquimica, antioxidante e da atividade
antiaterogénica dos frutos de Euterpe Edulis Martius’, que tem como
responsavel(is) Jodo Paulo Viana Leite , estd(d0) de acordo com os Principios
Eticos da Experimentacdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 1/
07/2008.

Este certificado expira-se em 1/ 07/ 2014.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 98/2009, related to the project entitled
“Evaluation bromatologic phytochemical antioxidant and of &he
antiatherogenic activity of the fruits of Euterpe Edulis Martius’, under the
supervisiors of Jodo Paulo Viana Leite, is in agreement with the Ethical Principles
in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal
Experimentation (CETEA/UFMG), and was approved in July 1, 2009.

This certificate expires in July 1, 2014.

Belo Horizonte, 2.de Julho de A

L oelen
Prof. Humberto Pereira Oi
Coordenador do CETEA/UFMG

ira

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampuiha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br

(Mod.Cert. v1.0)
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