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RESUMO

NOVELLO, Alexandre Azevedo, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho
de 2011. Extragdo de antocianinas dos frutos do acgai da Mata Atlantica
(Euterpe edulis Martius) e sua atuacao nas atividades antioxidante e
antiaterogénica em camundongos ApoE -/-. Orientadora: Maria do Carmo
Gouveia Peluzio. Coorientadores: Helena Maria Pinheiro SantAna e Joéo
Paulo Viana Leite

O acai € um fruto da palmeira do género Euterpe Martius. Na regido
amazonica a bebida de acai é obtida a partir da polpa dos frutos do acaizeiro
(Euterpe oleracea Martius). Na regido da Mata Atlantica, pode-se obter o acai a
partir dos frutos da Jucara (Euterpe edulis Martius). Esta € uma palmeira
endémica da Mata Atlantica que ocorre desde o Rio Grande do Sul até a Bahia,
com distribuicdo principal na orla Atlantica. Atualmente a E. edulis € uma
espécie de palmeira ameacada de extincdo. Existem poucos relatos de
composicdo e efeitos benéficos dos frutos desta espécie.Tem-se discutido o
seu efeito positivo na saude, relacionando-se a presenca de acidos graxos
insaturados, minerais e compostos fendlicos como as antocianinas. Neste
estudo testou-se o melhor solvente para a extracdo de antocianinas e
avaliaram-se seus efeitos antioxidante e antiaterogénico adicionando o extrato
da polpa do acai liofilizado a dieta de camundongos ApoE-/- divididos em
quatro grupos experimentais. O Grupo C+, controle positivo, recebeu a dieta
padrdo AIN-93M, os grupos 2% e 6%, receberam os extratos de acai na dieta
AIN-93M na proporgéo de 2% e 6%, respectivamente. O grupo Sinv, recebeu o
farmaco Sinvastatina na quantidade estimada de 50mg/kg/dia por
camundongo. Um quinto grupo, controle negativo, com camundongos C57BI6
recebeu dieta padrao AIN-93M, durante 75 dias de experimento. Observou-se
reducdo dos niveis das enzimas antioxidantes (catalase e superéxido
dismutase) no tecido hepatico dos camundongos tratados com acai, sugerindo
gue esta atividade pode ter sido suprimida devido ao efeito sinergista das
antocianinas. Nao houve reducao na evolucédo das placas de ateroma para 0s
grupos que receberam tratamento quando comparados ao controle positivo,
porém o acai foi capaz de reduzir glicose, colesterol total e LDL, demonstrando
que ndo ha relacdo entre a placa e os niveis de colesterol durante este tempo
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de tratamento. Os resultados demonstraram que o extrato de acai liofilizado
melhorou a atividade antioxidante, glicemia e o perfil lipidico, porém n&o foi
capaz de minimizar a evolugéo da placa de ateroma dos camundongos ApoE-/-

durante o periodo de tratamento.
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ABSTRACT

NOVELLO, Alexandre Azevedo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July of
2011. Extraction of anthocyanins from the fruits of the Atlantic Forest Acai
(Euterpe edulis Martius) and its role in the antiatherogenic and antioxidant
activities in ApoE -/- mices. Adviser: Maria do Carmo Gouveia Peluzio. Co-
advisers: Helena Maria Pinheiro Sant’/Ana and Jo&o Paulo Viana Leite

Acai is a fruit of the palm trees of the genus Euterpe Martius. In the
Amazon region the agai drink is obtained from the pulp of the fruits of
“acaizeiro” (Euterpe oleracea Martius). In the region of the Atlantic Forest can
be obtained from the acai fruit from Jucara (Euterpe edulis Martius). This is a
palm characteristic of the Atlantic Forest occurring from the Rio Grande do Sul
to Bahia, with main distribution in the Atlantic coast. Currently, E. edulis is a
palm species threatened with extinction. There are few reports of beneficial
effects and composition of the fruits from this species. It has been argued that
positive effect on health is related to the presence of unsaturated fatty acids,
minerals and phenolic compounds such as anthocyanins in this fruit.In this
study we tested the best solvent for the extraction of anthocyanins and
evaluated their antioxidant and antiatherogenic effects by adding the extract of
freeze-dried acai pulp to the diet of ApoE-/- mice divided into four experimental
groups. The group C+ (positive control) received the standard AIN-93M diet, the
group 2% and 6% received extracts of acai in the AIN-93M diet at 2% and 6%
respectively, and the group SINV received the drug simvastatin on the
estimated amount of 50mg/kg/day for mice. A fifth group, C57BL6 mice
(negative control) received standard AIN-93M diet for 75 days of experiment. A
reduction in the levels of antioxidant enzymes (superoxide dismutase and
catalase) in the liver tissue of mice treated with agai, suggesting that this activity
may have been suppressed due to the synergistic effect of anthocyanins. There
was no reduction in the evolution of atherosclerotic plaques for the treated
groups compared to the positive control, but acai was able to reduce glucose,
total cholesterol and LDL, showing that there was no relationship between the
plaques evolution and cholesterol levels during this treatment time. The results
showed that the extract of freeze-dried acai improved antioxidant activity, blood

glucose and lipid profile, but was not able to minimize the development of
XVi



atherosclerotic plaque in ApoE-/- mice during the treatment period.
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1. INTRODUCAO

Antocianinas (do grego “anthos” que significa flor e “kianos” que significa
azul) sdo pigmentos vegetais importantes, pertencentes a classe de compostos
fendlicos chamados coletivamente de flavondides.! Elas pertencem a categoria
de produtos naturais, estando presentes em frutos com espectro de cor que
varia do vermelho ao azul, hortalicas escuras e cascas de uvas escuras?. A
estrutura fendlica das antocianinas confere atividade antioxidante por meio da
doacao ou transferéncia de elétrons dos atomos de hidrogénio. Vérios estudos
tém demonstrado os efeitos das antocianinas na saude, por suas propriedades
antioxidantes,® 4 > com um significante papel na prevenc¢édo de doencas.

O Brasil se posiciona como o maior produtor, consumidor e exportador
de acai do mundo. A regido norte do pais € responsavel por mais de 90%
dessa demanda. O acai da Mata Atlantica provém da palmeira E. edulis
Martius, ou também conhecida como palmeira Jucara, a qual esta ameacada
de extingdo devido ao intenso extrativismo do palmito. E uma palmeira nativa e
endémica da Mata Atlantica, que ocorre desde o Rio Grande do Sul até a
Bahia, com distribuicdo principal na orla Atlantica. Os sucessivos ciclos
econdbmicos e a continua expansao da populacdo humana comprometeram a
integracéo ecoldgica deste ecossistema®. Os frutos do acai possuem uma
coloracdo roxa intensa devido a alta concentracdo de antocianina, superior a
de outros frutos tropicais, como a acerola, o jambol&o e o guajiru.”’

As antocianinas possuem efeito antioxidante e consequentemente
protetor contra os radicais livres formados a partir de inUmeras reacdes no
organismo como parte de seu metabolismo normal. Os danos oxidativos
induzidos nas células e tecidos tém sido relacionados com a etiologia de
doencas, incluindo a aterosclerose. Essa relagcao parte do pressuposto que a
modificacdo oxidativa da lipoproteina de baixa densidade (LDL) é a
responsavel pelo inicio do processo inflamatério no desenvolvimento da
aterosclerose. Assim, a LDL em seu estado nativo ndo apresenta propriedades
aterogénicas, sendo necessaria a modificacdo oxidativa dessa lipoproteina,
oriunda do desequilibrio do processo de oxi-reducdo, para que ela se torne
altamente lesiva ao endotélio vascular. 8

Neste estudo, o extrato de acai liofilizado obtido dos frutos da palmeira

Jucara, ricos em antocianinas e polifendis, serdq adicionado a dieta de um

1



modelo para desenvolvimento da aterosclerose (ApoE -/-), e sera avaliada a
atuacao desta dieta quanto a expressao das enzimas envolvidas nos processos
antioxidantes “in vivo” (catalase e superdxido dismutase) e na evolugdo das

placas aterosclerdticas destes mesmos animais.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Oacai

O acai é uma bebida obtida a partir da polpa dos frutos das palmeiras do
género Euterpe®. Na regido amazoOnica o acai é obtido a partir da polpa dos
frutos do acaizeiro (Euterpe oleracea Martius) e do acaizeiro da terra firme
(Euterpe precatoria Martius). Na regido da Mata Atlantica, pode-se obter o acai
a partir dos frutos do palmiteiro ou jucara (Euterpe edulis Martius).®

O Brasil se posiciona como o maior produtor, consumidor e exportador
de acai do mundo. O Para € o maior produtor nacional de frutos representando
quase 90% da producao brasileira. O Unico estado fora da regido Norte que
figura nas estatisticas oficiais € o Maranh&o. Na ultima década a producéo
brasileira alcancou mais de 100.000 toneladas por ano, movimentando mais de
100 milhdes de reais anuais'®. A producédo de acai de E. edulis em estados
extra-amazoénicos nao figura nas estatisticas do IBGE.

A demanda de acai em nivel nacional cresceu muito a partir dos anos
90. Este mercado alavancou devido a descoberta do acai pelo publico jovem
de classe média a alta do Brasil extra-amazoénico, na busca de um alimento
exotico, altamente energético, consumido geralmente junto com outras frutas,
guarana e granola. No mercado nacional o acai € transformado em sorvetes,
doces, bolos, pudins, vinho e outros pratos da culinaria. A exportagcdo para os
Estados Unidos e Europa demonstra um mercado aberto aos produtos naturais
como componentes da receita de saude.

Desta forma, ganha suma importancia a preservagdo dos palmiteiros
produtores que, apesar do grande mercado consumidor, tem a espécie Euterpe
edulis ameacada de extingao.



2.2  Euterpe edulis martius

Euterpe edulis Martius é uma palmeira ativa e endémica da Mata
Atlantica (figura 1) que ocorre desde o Rio Grande do Sul até a Bahia, com
distribuicdo principal na orla Atlantica. Ocorre também no Norte da Argentina e
Leste do Paraguai'l. A palmeira é formada por uma densa copa, com um
conjunto de grandes folhas e bainhas verdes, de alto valor econémico devido a
extracdo do palmito, sofrendo em virtude disto intenso extrativismo, o que vem
comprometendo sua regeneracdo natural'?. Pode alcancar 20 metros de altura,
possuindo estipe Unico, sem rebrotamento da base. O corte da palmeira ndo
permite rebrotal®. Espécie ombrdfila, discretamente higréfila. Atualmente a E.
Edulis é uma espécie de palmeira ameacada de extingdo!4. Desde a chegada
dos primeiros colonizadores a exploracdo dos recursos (fauna e flora)
encontrados na Mata Atlantica tém sido extrativista, sem considerar a
conservagdo das espécies ou dos habitats'®. Desta forma, a Mata Atlantica
perdeu mais de 93% de sua area, restando em torno de 100.000 km? de
vegetacdo remanescente. Os sucessivos ciclos econdmicos e a continua
expansado da populacdo humana comprometeram a integracéo ecologica deste
ecossistemal. Esta tendéncia tem provocado uma busca por alternativas para
expor o uso da terra, proporcionando valor econémico e ecologico das florestas
remanescentes. Produtos florestais ndo-madeireiros podem fornecer uma base
para melhorar a conservacéo das areas remanescentes florestais, e ao mesmo
tempo proporcionar uma continua fonte de renda para pequenos proprietarios
de terra. Os frutos da E. edulis pode ser incluida entre os produtos florestais
nao-madeireiros capazes de equilibrar o manejo ecoldégico com o valor
econdémico do produto.

Popularmente conhecida como palmeira Jugara ou palmiteiro doce,
produz grande quantidade de frutos, através das raquilas com insercao
subfoliar (situada na base do palmito). Os frutos maduros adquirem a coloracéo
preta e desprendem-se da infrutescéncia. No contexto ecoldégico a espécie tem
importancia significativa na floresta ombréfila densa por desempenhar papel
fundamental na dieta alimentar de herbivoros vertebrados e invertebrados,
podendo ser considerada como espécie-chave pois, seus frutos ficam maduros

em uma época de escassez geral de alimentos'’. Seu fruto é conhecido como



acai da Mata Atlantica ou acai do Sul, sendo diferente portanto, do acai do

norte que é da espécie de palmeira Euterpe oleraceae Martius.

Figura 1 - Palmeira Euterpe edulis Martius - palmeira Jucara, encontrada na Mata
Atlantica

2.3 O fruto

Os frutos sdo carnosos, fibrosos, com endosperma muito abundante e
ndo ruminado®. O padréo de floracéo e frutificacdo do palmiteiro E. edulis inicia
no final da estacdo de seca (agosto) e se concentra nos meses de outubro e
novembro. A maturacdo dos frutos ocorre nos meses de maio e junho e se
estende até novembro.*®

O processo reprodutivo inicia em torno dos seis anos a partir do plantio.
A frutificacdo em geral é abundante, podendo as palmeiras em condicdes
favoraveis, produzir 216 a 528 cachos/hectare e de 6 a 8 kg de frutos por ano,
0 que equivale entre 8.000 e 10.000 sementes ou média de 5 kg. 2°

Os frutos da palmeira Jucara apresentam coloragao roxa intensa quando

estdo maduros, devido a presenca de pigmentos de antocianinas.



2.4  Antocianinas e seu efeito protetor

Antocianinas (do grego “anthos” que significa flor e “kianos” que significa
azul) sdo pigmentos vegetais importantes, pertencentes a classe de compostos
fendlicos chamados coletivamente de flavonodides.?! Elas pertencem a
categoria de metabdtitos secundarios, estando presentes em frutos com
espectro de cor que varia do vermelho ao azul, hortalicas escuras e cascas de
uvas escuras.?? A funcdo mais importante das antocianinas nas plantas é a sua
capacidade de conferir cor em produtos vegetais que elas ocorrem. Desta
forma, desempenham um importante papel na atracdo de animais para
polinizacdo e dispersdo de sementes. Juntamente com outros flavondides,
desempenham papel na resisténcia de plantas ao ataque de pragas podendo
agir como antioxidantes, fitoalexinas ou como agentes antibacterianos. A
estrutura fenolica das antocianinas confere atividade antioxidante atravées de
doacao ou transferéncia de elétrons dos atomos de hidrogénio. Varios estudos
tém demonstrado os efeitos na salde, por suas propriedades antioxidantes,?*
24,2532 com um significante papel na prevencéo de varias doencas.

Células e tecidos estdo constantemente sofrendo agressdes devido a
acdo de radicais livres e espécies reativas do oxigénio, 0s quais sao
produzidos durante o metabolismo normal de oxigénio ou sao induzidos por
danos exdégenos. Quando a producdo de radicais livres excede a capacidade
antioxidante, as espécies radicalares atacam lipidios, proteinas e DNA. Assim,
a integridade estrutural e funcdo das membranas celulares, enzimas e material
genético fica desestabilizado.?% 27 Estudos sugerem que um consumo elevado
de alimentos ricos em antioxidantes naturais, aumenta a capacidade
antioxidante do plasma e reduz o risco de alguns tipos de céancer, doencas

cardiacas e acidente vascular cerebral. 32728

2.5 Estrutura quimica e propriedade antioxidante das antocianinas

As antocianinas sdo glicosideos de derivados polihidroxi e polimetoxi de
2-fenilbenzopirilio ou ion flavilico. Sdo componentes do grupo dos flavondides.
Sao moléculas polares, em funcdo dos grupos substituintes polares (hidroxilas,
hidrogénio e metoxilas) e glicosilas ligados aos anéis aromaticos. Com isso,
sdo solaveis em agua. Na natureza, encontram-se associadas a moléculas de

acucares e quando livres destes aclucares sdo denominadas antocianidinas ou
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agliconas (figura 2), sendo estas raramente encontradas em material fresco de
plantas. Esta forma livre € quimicamente mais instavel que a heterosidica.
Existem mais de 17 tipos de agliconas na natureza mas apenas seis delas tém
distribuicdo mais frequente, sendo elas: cianidina, delfinidina, petunidina,
peonidina, pelargonidina e malvidina (tabela 1). Mais de 600 ocorréncias
naturais de antocianinas ja foram relatadas?®. Os aglicares mais comuns
presentes na antocianinas sao glicose, galactose, ramnose, xilose e arabinose.
O numero de acucares na estrutura pode variar, assim como sua posicao de
ligacdo na molécula®®. Portanto, a ocorréncia primaria na natureza das
antocianinas € na forma glicosidica ou acilglicosidica com a respectiva
antocianidina aglicona.

As antocianinas sdo compostos reativos devido ao seu estado idnico,
apresentando também uma grande sensibilidade a mudancas de temperatura e
pH. Sdo doadores efetivos de hidrogénio. Sua capacidade antioxidante é
regulada por diferencas na estrutura quimica. Variando a posi¢do e 0s grupos
quimicos nos anéis aromaticos, a capacidade de aceitar elétrons
desemparelhados das moléculas de radicais livres também varia.?” O potencial
antioxidante das antocianinas também é dependente do nimero e posi¢cdo dos
grupos hidroxilas e sua conjugacdo, assim como da presenca de elétrons
doadores no anel da estrutura, devido a capacidade que o grupo aromatico

possui de suportar o desemparelhamento de elétrons.*

Figura 2 - Estrutura molecular das antocianidinas ou agliconas



Tabela 1 - Antocianidinas e seus grupos substituintes.

Nome Grupos substituintes Cor
3 5 B T 3 q 5
Apigenidina (Ap) H ©OH H OH H OH H Laranja
Aurantinidina (Au) OH OH OH OH H OH H Laranja
Capesinidina (Cp) OH OMe H OH OMe OH OMe Violeta
Cianidina (Cy) OH OH H OH ©OH OH H Vermelho
alaranjado
Delfinidina (Dp) OH OH H OH ©OH OH OH Violeta
Europinidina (Eu) OH OMe H OH OMe OH OH Violeta
Hirsutinidina (Hs) OH OH H COMe OMe OH OMe Violeta
6-Hidroxicianidina (6 OHCy) OH OH OH OH OH H = Vermelho
Luteonidina (Lt) H ©OH H OH ©OH OH H Laranja
Malvidina (Mv) OH OH H OH OMe OH OMe Violeta
S-Metilcianidina (5-MCy) OH OMe H OH OH H - Vermelho
alaranjado
Pelargonidina (Pg) OH OH H OH H OH H Laranja
Peonidina (Pn) OH OH H OH OMe OH H Vermelho
alaranjado
Petunidina (Pt) OH OH H OH OMe OH OH Violeta
Fulchelidina (P1) OH OMe H OH OH OH OH Violeta
Rosi OH OH H OMe OMe OH H Vermelho
_Tricetinidina (Tr) H ©OH H OH OH ©OH OH Vermelho

Radicais livres podem atrair mediadores inflamatorios, contribuindo para
uma resposta inflamatéria generalizada e dano tecidual.*> Como em sua
maioria sdo derivados do metabolismo do Oz, podemos utilizar a expresséo
“‘espécies reativas de oxigénio” (ERO). Em condigcbes fisiologicas do
metabolismo celular aerébio, o O2 sofre reducéo tetravalente, com aceitacédo de
quatro elétrons, resultando na formacao de H20. Durante esse processo Sao
formados intermediarios reativos, como o0s radicais superoxido (O2-.),
hidroperoxila (HO2.) e hidroxila (OH.), e o peréxido de hidrogénio (H202).
Normalmente, a reducdo completa do Oz ocorre na mitocondria, e a reatividade
destas espécies € neutralizada com a entrada dos quatro elétrons.3> Como
elementos de combate a oxidacdo, o organismo conta com as enzimas
superéxido dismutase, glutationa peroxidase, catalase e compostos
antioxidantes como acido ascérbico, tocoferdis, e carotendides. Quando a
producdo dos radicais excede a capacidade antioxidante do organismo, estas
espécies de radicais atacam lipidios, proteinas e DNA, desestabilizando a
integridade estrutural e funcdo das membranas celulares, enzimas e material
genético®?. O aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio resulta
em consumo dos componentes enddgenos antioxidantes, podendo a

antocianina ter efeito aditivo a capacidade carreadora dos radicais. Banerjee et
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al.33, avaliaram a capacidade antioxidante da casca de ameixa preta, rica em
antocianinas, e concluiram que o extrato desta casca confere prote¢cédo contra o
radical hidroxil, espécie de oxigénio mais reativa, encontrando também

efetividade contra o radical superéxido.

2.6 Estudos da acao antioxidante das antocianinas

O estudo da atividade antioxidante em alimentos tem confirmado a
capacidade sequestradora de radicais livres das antocianinas. A cianidina 3-
malonilglicosideo, identificado como um dos principais compostos fendélicos em
folnas de alface vermelha (Lactuca sativa L), demonstrou uma atividade
captadora do radical alquilperoxil.>* Outras diferentes cianidinas glicosidicas de
leguminosas, demonstraram atividade que consiste na captura de radicais
peroxil.3® As cianidinas da batata ipomoera do cultivar Ayamurasaki, tém uma
forte atividade sequestradora de radicais livres tanto in vitro quanto in vivo.3®
Entre os polifendis de diferentes variedades de ameixas a antocianina foi a
sequestradora mais significativa contra o radical superéxido.3’

Muitos produtos polifendlicos tém consideravel habilidade antioxidante
“in vitro” e “in vivo”. Isto € devido a facilidade com que um atomo de hidrogénio
de um grupo hidroxil aromético de polifenéis pode ser doado a um radical
livre.3® Existe evidéncia que a forma aglicona (antocianidina) tem maior
efetividade antioxidante do que a forma heterosidica (antocianina) e 0 nimero
de residuos de acUcar na posicdo C3 podem ser muito importantes para o
desempenho da atividade antioxidante, que diminuiria com o0 aumento do
nimero de unidades de aglcar em C3.3° A utilidade das antocianinas e
antocianidinas no tratamento de patologias, onde a producéao de radicais livres
desempenha um papel fundamental, tem sido sugerido, com 0 objetivo de
estabelecer a sua atividade antioxidante em diferentes condi¢des
experimentais.

Acquaviva et al.*® demonstraram que existe dose-dependéncia da
cianidina para a atividade de sequestro dos radicais livres, inibicdo da xantina
oxidase e um efeito protetor do DNA. Em outro estudo,*! foi demonstrado a
eficacia da cianidina-3-glucosideo, principal antocianina da amora preta, como
sequestrador de peroxinitrito, sendo capaz de exercer um efeito protetor contra

a disfuncdo endotelial “in vitro” e a insuficiéncia vascular induzida pelo
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peroxinitrito testado em células de veia umbilical humanas. Células humanas
de veia umbilical s&o utilizadas como modelo para estudo de mecanismos
envolvidos na patogénese de doengas cardiovasculares e foram utilizadas no
trabalho de Chen et al.*?, onde avaliaram a acdo antioxidante da delfinidina
sobre o estresse envolvido na LDL oxidada, medida com a atividade da
superoxido dismutase, malondialdeido (MDA) e nivel de Oxido Nitrico (NO). Os
autores concluiram que a delfinidina foi efetiva na prote¢do para das células
endoteliais humanas de veia umbilical contra o estresse oxidativo induzido pela
LDL oxidada.

Pawlowicz et al.** determinaram a influéncia das antocianinas de
chokeberries na producdo de auto-anticorpos para oxidar lipoproteinas de
baixa densidade em gestacdo complicada por retardo do crescimento
intrauterino. O experimento foi conduzido com um grupo de estudo de 105
mulheres gestantes, no término do segundo trimestre, com resultados de
exames ecograficos abaixo do percentil 5 para a idade gestacional real e
divididas em dois grupos aleatoriamente. A antocianina foi administrada para
um grupo de 50 mulheres e o outro grupo com 55 gestantes recebeu placebo.
Havia um grupo controle com gestantes saudaveis de 60 mulheres. Sendo
assim, eles examinaram o0 nivel do estresse oxidativo medido pela
concentracdo de auto-anticorpos necessarios para oxidar lipoproteinas de
baixa densidade (oLDL). No grupo da antocianina, o teor de oLDL diminuiu de
1104 £ 41 mU/mL, antes do tratamento, para 752 + 36 mU/mL no primeiro
més, e 726 + 35 mU/mL no segundo més, com um P<0.01. No grupo placebo,
0s teores de oLDL mostraram uma tendéncia de aumento com 1089 * 37
muU/mL antes do tratamento, 1092 + 42 mU/mL no primeiro més, e 1115 + 43
mU/mL no segundo més, com P>0.05. O titulo de oLBD no grupo controle foi
601 + 49 mU/mL antes do tratamento, 606 + 45 mU/mL no primeiro més, e 614
+ 43 mU/mL no segundo més, com P>0.05. Os resultado indicaram que as
antocianinas, antioxidantes naturais, podem ser Uteis no controle do estresse
oxidativo em gestacédo complicada por retardo do crescimento intrauterino.

Um estudo** sobre a atividade antioxidante das fracdes de antocianinas
de vinho tinto italiano, mostrou eficacia na eliminacdo das EROs, na oxidacao
de lipoproteinas e inibicdo a agregacao plaquetaria. Este resultado sugere que

as antocianinas sao 0s elementos protetores contra doengas cardiovasculares.
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Outro estudo, Gorelik et al.*®> relataram que os polifenéis do vinho inibem a
absorcdo de produtos de peroxidagcdo lipidica que por sua vez inibem o
estresse oxidativo celular.

Garcia-Alonso et al.#¢ estudaram a biodisponibilidade de antocianinas de
uvas escuras através do extrato de vinho tinto e verificaram a sua capacidade
antioxidante no plasma e as condi¢bes da proteina quimiotética de mondcitos
(MCP-1). Caracterizaram o0 extrato e encontraram 71,2% de antocianina
monoglucosidica, 23,8% de antocianina acilada e 5,0% de piranoantocianina.
As antocianinas inibiram a atividade do TNF-alfa induzida pelas MCP-1 em
cultura de células endoteliais e endoteliomas, concluindo que o papel das
antocianinas como antioxidante e reguladores de MCP-1 contribuindo
significativamente para os efeitos antiaterogénicos.

Duthie et al.*” investigaram a consequéncia da deficiéncia da vitamina E
sobre o dano oxidativo ao DNA e lipidios e o efeito protetor da cianidina 3-
glicosideo, 100mg/kg durante 12 semanas, utilizando ratos e colondcitos
humanos. A cianidina 3-glucosideo protegeu o DNA contra danos oxidativos,
nao alterou a peroxidacao lipidica ou danificou o DNA de ratos.

No estudo de Hogan et al.*® utilizou-se um extrato rico de antocianinas
proveniente do acai (Euterpe oleracea), e investigaram as propriedades
antioxidantes e atividades antiproliferativas de células de glioma cerebral de
ratos e células humanas de cancer de mama. Foi confirmada a excepcional
fonte de antioxidantes naturais dosados através de DPPH, suprimindo a
proliferacdo de células de glioma cerebral de ratos, mas sem efeito sobre o
crescimento em células humanas de cancer de mama.

Tsuda et al.?6 avaliaram o efeito de uma dieta com cianidina 3-
glucosideo em lesdo de isquemia-reperfusdo em figado de ratos, num modelo
de estresse oxidativo, como um antioxidante in vivo. Durante 14 dias, um grupo
de ratos foi alimentado com uma dieta controle e um outro grupo foi alimentado
com 0,2% de cianidina 3-glucosideo junto com a dieta controle. Ap6s uma
clampagem da artéria hepdtica, veia porta e ducto biliar durante 15 minutos,
deixou-se reperfundir o tecido hepatico com tempos de 1 e 4 horas. Foi
determinado nos tempos de reperfusdo: peroxidacdo lipidica do figado e
sangue, atividade de enzimas antioxidante e marcadores hepéticos como as

aminotransferases. Encontrou-se que a peroxidacao lipidica diminuiu no figado
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e sangue quando comparados com o0 grupo controle, as atividades das
enzimas antioxidante foram otimizadas com a presenca de cianidina 3-
glucosideo na dieta mas sem diferenca estatistica com o grupo controle, e as
aminotransferases e LDH diminuiram significativamente no grupo com a
cianidina indicando protecdo apds a lesdo de isquemia/reperfusdo. Foi
concluido que a cianidina 3-glucosideo atuou como antioxidante e suprimiu a
leséo induzida por isquemia/reperfusdo no figado induzida pelo dano oxidativo.

Russo et al.*® utilizando a cianidina-3-glicosideo, realizaram um estudo
com fibroblastos humanos, “in vitro”, com uma redugado significante da
producdo de espécies de radicais livres e impedimento dos danos no DNA
gendmico, apoés a indugdo com uma micotoxina produzida pelo Aspergillus
ochraceus, com propriedades carcinogénicas, nefrotoxicas e teratogénicas em
humanos e animais. Um outro estudo® abordou a inibicdo do proteossoma
como um outro mecanismo pelo qual as antocianinas e suas agliconas podem
exercer efeitos de promocao da saude. A atividade do proteossoma controla a
degradacdo de proteinas celulares implicando a transducdo do sinal,
desenvolvimento, progressdo do ciclo celular, processo antigénico e
inflamacé&o, oferecendo uma protecdo maior para o0 estresse oxidativo. Foram
incubadas em culturas celulares HL-60, 19 substancias antocianinicas e a
quimiotripsina, sendo determinada a inibicdo da atividade enzimatica. Assim, a
atividade inibidora do proteossoma pelas antocianinas péde contribuir para a
acdo anticarcinogénica, antioxidante, antiinflamatdria e neuroprotetora.

A cianidina isolada do extrato do mirtilo, teve um efeito protetor contra
doencas oculares pela atividade antioxidante a partir da fotooxidacédo do AZ2E,
gue é um pigmento auto-fluorescente acumulativo em células do epitélio da
retina com o passar dos anos, e em alguns disturbios da retina.>!

Um estudo®? avaliou uma planta de jardim, Habiscus sabdariffa L, que
contém uma grande quantidade de pigmentos de antocianina e demonstrou
inibir a oxidacdo da LDL e a progressdo da aterosclerose mesmo com niveis
elevados de colesterol na dieta de coelhos. Ainda foi avaliado o efeito de
extratos de antocianinas na formacédo na célula espumosa a expressado do
gene de receptor scavenger, CD36 e seu fator de transcricdo sobre as células
J774A.1 de macrofagos de ratos. O tratamento das células com extrato-rico de
antocianinas (0.05-0.2 mg/mL) evitou o acumulo de lipideos, diminuiu a
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formacdo de células espumosas e a expressdo da CD36 encontrada, foi
diminuida nos niveis do RNAm e da proteina, comprovando que 0s pigmentos
de antocianinas do Habiscus sabdariffa tem acdo antioxidante. A bioatividade
antioxidante do Habiscus foi estudada por Wang et al.>® e verificaram que
houve diminuicdo significativa do extravazamento da lactato desidrogenase
(LDH) e a formacéo de malondialdeido (MDA) induzida por um tratamento de
terc-butil hidroxiperéxido (t-BHP). A investigacdo in vivo mostrou que o pré-
tratamento oral com a antocianina da Habiscus, antes de uma dose simples de
t-BHP, diminuiu significativamente o0s niveis séricos dos marcadores
enzimaticos hepaticos (aminotransferases) e reduziu a lesdo oxidativa
hepética. A avaliacdo histopatolégica do figado revelou que houve reducéo da
incidéncia de lesBes no figado, incluindo inflamacao, infiltracdo de leucdcitos e

necrose induzida pelo t-BHP em ratos.

2.7 Extragdo das antocianinas

O crescente interesse pela utilizacdo de elementos naturais na
alimentacdo em substituicdo aos artificiais tem levado a varios métodos de
extracdo de compostos bioativos. O método de extracdo, bem como a escolha
do solvente a ser utilizado na extragdo de antocianinas, se torna importante no
teor desses compostos presentes no extrato.

O grau de extracdo das antocianinas depende de uma série de fatores,
entre eles da relacdo volume de solvente/massa de matéria-prima, do tipo de
solvente empregado (etanol, metanol, agua) e do agente acidulante (acido
cloridrico, acido citrico, férmico, acético, tartarico)

Varios fatores influenciam a estabilidade das antocianinas como a
estrutura quimica, o pH, a temperatura, a luz, presenca de oxigénio e
degradacdo enzimatica.>* As antocianinas, dependendo do grau de acidez ou
alcalinidade, adotam diferentes estruturas quimicas em meio aquoso. Cada
uma destas estruturas apresenta, na regido do visivel, um espectro de
absorcdo caracteristico (figura 3). Em meio acido, a 25°C, quatro estruturas
coexistem em equilibrio: flavilium (AH), a base quinoidal (A), a pseudo-base ou
carbinol (B) e a chalcona (C). As estruturas responsaveis pela coloracdo das
antocininas sao o cation flavilium e a base quinoidal, sendo o carbinol e a

chalcona incolores.
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O principal método empregado para obter o extrato bruto consiste em
tratar a matéria-prima com metanol acidificado com HCI. No entanto, para
alimentos, o emprego do etanol deve ser preferido devido a menor toxicidade

em relacdo ao metanol, embora a extragdo com metanol seja mais eficiente.>*

+H+

Figura 3 - Estruturas em equilibrio das antocianinas em meio aquoso.

2.8 Aterosclerose

A aterosclerose pode ser definida como um processo inflamatério
cronico e degenerativo que acomete as grandes e meédias artérias, sendo
caracterizada pelo acumulo, no espaco subendotelial da intima, de lipideos,
células inflamatérias e elementos fibrosos. A aterosclerose pode se
desenvolver em qualquer artéria, porém 0s vasos sanguineos mais comumente
afetados e de relevancia clinica incluem a aorta e as artérias coronarias,
carétidas e cerebrais®. As células endoteliais situadas em regides tubulares,
onde o fluxo sanguineo permanece uniforme e laminar, apresentam formas
elipticas e alinhadas na direcédo do fluxo. J4 as células situadas em regifes de
bifurcacao e curvatura, onde o fluxo é turbulento, apresentam formas poligonais
e sem orientacdo, contribuindo para um aumento na permeabilidade a

lipoproteina de baixa densidade (LDL), tornando-se, assim, locais de
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preferéncia para a formacdo das lesGes ateroscleréticas®®. Apesar das
caracteristicas hemodinamicas terem um papel importante na localizagdo das
lesdes, elas por si s6 ndo sdo suficientes para a génese da aterosclerose®®.

Os estudos desta patologia investigam a hipdtese oxidativa como
precursora do processo aterosclerético. Essa hipdtese afirma que a
modificacdo oxidativa da LDL €& a caracteristica fundamental para o
desenvolvimento da aterosclerose. Assim, de acordo com essa hipétese, a LDL
em seu estado nativo ndo apresenta propriedades aterogénicas, sendo
necessaria a modificacdo oxidativa dessa lipoproteina para que ela se torne
altamente lesiva ao endotélio vascular.?

A disfuncdo endotelial € considerada o fator inicial na aterogénese e
caracteriza-se por uma resposta inflamatdria da parede vascular a injuria. Um
conjunto de reacdes celulares e moleculares a diversos agressores, dentre eles
o ataque dos radicais livres, a elevacdo das particulas de LDL no plasma e a
presenca de LDL oxidada (LDLox) na parede arterial sdo responsaveis pelo
comprometimento do endotélio.5’

A oxidacdo da LDL ocorre em pequena proporcao ainda na circulacéo
sendo continuada ap0s a entrada da LDL na intima das artérias, em ambiente
pré-oxidante. As particulas responsaveis por esta oxidacdo da LDL sdo os
radicais livres que podem ser as espécies reativas de oxigénio (EROs) e as
espécies reativas de nitrogénio (ERNs). As EROs incluem o anion superoxido
(O2), o radical hidroxil (OH) e o peroxido de hidrogénio (H202) e os
representantes principais das ERNs sao o éxido nitrico (NO-) e o peroxinitrito
(ONO2).58

As particulas de LDL difundem-se passivamente através das células
endoteliais por transporte vesicular, o qual ndo requer receptores. Apds, elas
aderem a parede do vaso por interagdes entre a apoproteina B, presente na
sua estrutura, e os proteoglicanos da matriz subendotelial.>®

Retidas na intima, a LDL sofre modificacbes oxidativas, que parecem
ocorrer em dois estagios. O primeiro, antes que 0s mondcitos sejam ativados,
resulta na oxidagdo dos lipidios da LDL, com pequena alteragdo na
apoproteina B, resultando na LDL minimamente oxidada (MM-LDL-OX). A MM-
LDL-OX estimula as células endoteliais a produzirem moléculas aterogénicas e
pré-inflamatérias, como a proteina quimiotatica para mondcitos 1 (MCP-1), que
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promove a quimiotaxia de mondcitos e linfécitos T para o espaco subendotelial;
moléculas de adesao e o fator estimulante de col6nias de mondcitos (M-CSF),
que ativa a diferenciacdo de mondcitos em macréfagos.>® O segundo estagio
de oxidacdo da LDL, formando a LDL oxidada, ocorre quando mondcitos séo
recrutados para a lesdo e convertidos em macrofagos, contribuindo com sua
enorme capacidade oxidativa. Nesta fase, os lipidios da LDL sé&o
adicionalmente oxidados e a parte protéica também é modificada, impedindo o
reconhecimento da lipoproteina pelo receptor de LDL, tornando-a reconhecivel
apenas pelos receptores scavengers (removedores) presentes nos macrofagos
e células musculares lisas.®°

Dentro dos macrofagos, a LDLox é degradada, o colesterol livre é
esterificado, conferindo as células o aspecto de espuma. O resultado é o
grande acumulo de colesterol e a formacéo de células espumosas, originando
a primeira lesédo da aterosclerose: a estria gordurosa.®!

Posteriormente, as células musculares lisas comecam a migrar da
camada média da parede arterial para a intima ou espaco subendotelial, se
proliferam e secretam colageno, dando origem a lesédo intermediaria. Nesta
fase, o espessamento da intima provoca o remodelamento, ou seja, uma
dilatacdo da artéria compensatéria ao estreitamento do limen. Mais uma vez,
sob o estimulo da LDLox, entre outros, as células do sistema imune local
liberam enzimas, citocinas e fatores de crescimento que podem induzir necrose
focal. Ciclos repetidos de acumulo e ativacdo de células mononucleares,
migracdo e proliferagdo das células musculares lisas com produgdo de
colageno, levam ao aumento progressivo da lesdo, até que se estruture uma
capa fibrosa ao redor de um nucleo lipidico e de tecido necrético, a chamada
lesdo avancada.®®

As lesbes avancadas estaveis sdo mais resistentes a ruptura e se
caracterizam por células musculares lisas envoltas de densa matriz de
colageno, com baixo contetdo de células inflamatérias e de lipidios no centro
necrotico. Por outro lado, as regifes onde as lesbes apresentam volumoso
centro necrotico e um grande infiltrado de células espumosas, capa fibrosa
fragil e fina, com pouca quantidade de colageno, sdo mais susceptiveis a

ruptura, caracterizando lesdes instaveis.®?
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A ruptura da capa fibrosa expde substancias trombogénicas, levando a
formacdo de um trombo sobrejacente. Este processo, também conhecido por
aterotrombose, € um dos principais determinantes das manifestacdes clinicas
da aterosclerose.®®

A LDLox participa de todas as etapas do processo de aterosclerose,
desde a disfuncédo endotelial até a promocdo da vulnerabilidade das placas
ateroscleréticas.>” Além dos seus efeitos bioldgicos citados, produtos derivados
da LDLox séo citotoxicos, podendo promover a apoptose celular. Em adicédo, a
LDLox também contribui para o processo inflamatorio na aterosclerose por
inibir a producdo de 6xido nitrico, que é um vasodilatador, e por estimular a
producdo de citocinas, como a interleucina-1, e aumentar a agregacao
plaquetaria.>®

Dentre os mecanismos regulatorios da resposta inflamatoria, a via do
fator nuclear kappa B (NF-kB) representa uma via crucial no controle da
transcricao de vérios genes pro-inflamatorios, cujo envolvimento na patogénese
da aterosclerose tem sido documentado, como citocinas, quimiocinas,
moléculas de adeséo, proteinas de fase aguda, reguladores da apoptose e da
proliferacdo celular.5* A inducdo a inflamagdo promovida pela LDLox parece
ser decorrente da ativacao dessa via pelos seus fosfolipidios oxidados, como a
lisolecitina e o acido lisofosfatidico.®®

A LDLox sao também imunogénicas, anticorpos a determinados epitopos
(determinantes antigénicos) de LDLox sao encontrado no plasma e em lesdes
associadas a imuno-complexos. Assim, ha tanto uma resposta humoral como

imunogénica mediada por células, tipico de um processo inflamatério.%®

2.9 Estudos das antocianinas na prevencgao da aterosclerose

Os antioxidantes, entre eles os flavonoides como as antocianinas,
presentes na dieta podem potencialmente estar envolvidos na prevencao da
aterosclerose por inibirem a oxidacdo da LDL, diminuindo sua aterogenicidade
e, conseqguentemente, o risco de doenca arterial coronariana®’.

Um estudo recente®® investigou o efeito da suplementacdo de
antocianina nos niveis séricos de lipideos, da proteina de transferéncia do
colesterol esterificado no plasma (CETP), da enzima hepética lecitina colesterol
aciltranferase (LCAT) e na capacidade de efluxo do colesterol do soro em 60
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individuos (40-65 anos) com dislipidemia. Parte dos individuos recebeu
capsulas com antocianina (80mg x 4/dia) e o restante consumiu placebo por 12
semanas. A suplementagcdo com antocianina diminuiu significativamente os
niveis de LDL (13,63%, p 0,037) e aumentou as concentracdes de HDL
(12,42%, p 0,024). A massa e a atividade da CETP no plasma diminuiram
significativamente em 14,34% e 5,13%, respectivamente; n&do havendo
mudanca significativa nos niveis séricos de LCAT no grupo que recebeu as
capsulas de antocianina. O efluxo de colesterol do soro aumentou em 12,09%
(p 0,040) ap6s o consumo de antocianina, comparado com O grupo que
recebeu placebo. Nao houve diferenca significativa nas concentracfes séricas
de colesterol total, triglicerideos, glicose, apoproteina Al e apoproteina B e
acidos graxos livres entre 0s grupos.

Um estudo® avaliou a acdo da antocianina na dose de 40 e 80mg em
ratos Wistar com hiperlipidemia induzida por Triton e obtiveram como resultado
uma diminuicdo significativa de 31,6% (p<0,05) nos niveis séricos de colesterol
total com o uso da antocianina misturada a dieta dos animais. Outro estudo’®
avaliou o efeito da biochanina A isolada e em associacdo com 0s corantes
naturais antocianina e carmim sobre o metabolismo lipidico de ratos Wistar
com hiperlipidemia induzida por Triton. Todas as substancias foram testadas na
dose de 5mg/Kg de peso corporal. O tratamento com antocianina reduziu
significativamente (p<0,05) os niveis séricos de colesterol total e triglicerideos
em 4293% e 37,12%, respectivamente, comparado ao grupo de animais
hiperlipidémicos. Os melhores resultados foram alcangados com a associagéo
biochanina A e antocianina, a qual reduziu em 64,85% e 76,10% o0s niveis de
colesterol total e triglicerideos, respectivamente, indicando um efeito sinérgico

destes flavonoides.

2.10 Sinvastatina

Estatinas sdo amplamente prescritos para diminuir o nivel de colesterol
no plasma, com eficacia comprovada em seres humanos, inibindo a 3-hidroxi-
3-metilglutaril (HMG) Coenzima A (CoA) redutase, sendo esta enzima limitante
da biossintese do colesterol. A Sinvastatina esta inclusa entre as estatinas com
resultados clinicamente relevantes com acédo hipocolesterolemiante. O efeito
das estatinas resulta de uma maior captacdo hepética de LDL através da
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expressao de receptores para esta lipoproteina e da reducéo da biosintese do
colesterol endégeno.’7?

As estatinas tém sido utilizadas para retardar a progressdo da
aterosclerose, melhorar a funcdo endotelial, reduzir marcadores inflamatorios
sistémicos, e reduzir a morbidade e mortalidade cardiovascular.”® A abordagem
com os modelos animais de aterosclerose, que podem responder a tratamentos

com estatinas, sao fundamentais para a pesquisa desta patogenia.

2.11 Modelo experimental e camundongos ApoE -/-

Devido as grandes dificuldades em estudar os mecanismos patogénicos
da aterosclerose em humanos, torna-se fundamental a presenga de um modelo
experimental bem caracterizado para esta patologia.

Os camundongos selvagens (C57BI6) sdo altamente resistentes ao
desenvolvimento de aterosclerose. Em resposta a uma dieta com baixos niveis
de lipideos e colesterol, estes camundongos apresentam baixos niveis
plasmaticos de colesterol em VLDL e LDL e a maioria do colesterol esta na
fracdo de HDL, explicando entdo a resisténcia desses animais ao
desenvolvimento da aterosclerose. A HDL nos camundongos é responsavel
pelo transporte de mais de 85% do colesterol plasméatico, enquanto que em
humanos a principal lipoproteina transportadora de colesterol é a LDL (65-
85%)74.

Apesar destas diferencas, os camundongos possuem, com poucas
excecbes, 0 mesmo conjunto de genes que controlam o metabolismo de
lipoproteinas em seres humanos, e diante de facilidades como, rapida
reproducdo, conhecimento amplo da sua genética, formacao rapida das lesdes
ateroscleroticas e pequeno tamanho dos animais, os camundongos emergiram,
ao longo das décadas, como os melhores modelos experimentais para o
estudo da aterosclerose.’

Os camundongos modificados geneticamente sao gerados por
modulacdo génica, onde ocorre a delecdo de um alelo especifico responsavel
por codificar uma proteina com alto grau de especificidade. Esses animais sao
comumente referidos pelo termo coloquial de Knockout, sendo simbolizados

por -/-. Os camundongos mais utilizados para o estudo da aterosclerose sao
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gerados pela modulacdo genética da apoE (apolipoproteina E) e do LDLR
(receptor para LDL), ambos fundamentais para o metabolismo lipidico’.

A apoE é uma glicoproteina rica em arginina com peso molecular de 34
kdaltons, sintetizada principalmente no figado e cérebro. Por ser um
constituinte da superficie de lipoproteinas, principalmente VLDL, HDL e
quilomicrons, a apoE desempenha um papel funcional no clearence das
lipoproteinas plasmaticas’®.

A apoE também pode ser sintetizada por mondocitos e macréfagos nos
vasos sanguineos, apresentando efeitos locais na homeostase do colesterol e
nas reacgdes inflamatdrias que ocorrem nos vasos ateroscleréticos, devido ao
seu papel na imunomodulacdo, que afeta a secrecdo de varias citocinas’’.
Além disso, a apoE inibe a agregacdo plaquetaria, exerce efeitos
antiproliferativos, contribui para o efluxo de colesterol das células nas lesGes
ateroscleréticas e possui propriedades antioxidantes.”®

Em camundongos deficientes no gene que codifica a apolipoproteina E,
ocorre o0 desenvolvimento prematuro e espontdneo de graves lesbes
ateroscleroticas. As lesfes encontradas nesse modelo animal experimental
apresentam um carater bastante similar com as observadas em seres
humanos. Com o uso de dieta comercial, a presenca de células espumosas €
vista com aproximadamente 10 semanas de idade, lesdes intermediarias,
contendo células espumosas e células musculares lisas, sdo observadas com
15 semanas e placas fibrosas aparecem nos animais com 20 semanas de
idade. O uso de dieta ocidental hipercolesterolémica promove a aceleracédo do

processo aterosclerético nos camundongos’”.

3. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

O Brasil € um dos paises com maior biodiversidade do planeta. Quase
um terco das florestas tropicais remanescentes do mundo estdo em seu
territdrio, sendo estas reconhecidas como um dos mais importantes
repositérios da diversidade biolégica global. Entretanto, por diversos fatores,
essas areas vém sendo rapidamente destruidas em decorréncia da atividade
humana.

A Mata Atlantica brasileira € um dos 34 hotspots mundiais, sendo esse

termo atribuido a toda &rea considerada prioritaria para conservacao, havendo
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alta biodiversidade associado a alto grau de endemismo e degradacédo. Uma
grande parte da populacdo brasileira vive nestas areas hotspots,
desenvolvendo atividades econdmicas que necessitam da matéria-prima deste
ecossistema, mediante exploracdo de plantas e animais silvestres para
alimentacédo, combustivel, vestuario, remédio e abrigo’®.

A Mata Atlantica é provavelmente o bioma mais devastado e ameagado
do planeta. Uma longa historia de exploragdo de recursos eliminou a maior
parte desta floresta tropical, restando atualmente menos de 7% da sua
extensao original.

Visando o uso sustentavel e agregacao de valor aos recursos vegetais
presentes na Mata Atlantica, o desenvolvimento de pesquisas de prospeccdo
de novos farmacos, cosméticos e alimentos, torna-se estratégico para a
construcdo de um modelo de exploracéo aliado a conservacao do bioma.

Dentre as varias substancias presentes nos alimentos de origem vegetal,
consideradas como pigmentos naturais, apresentando propriedades bioativas,
capazes de reduzir o risco de diversas patologias humanas, podemos destacar
as antocianinas®. As antocianinas pertencem a classe de metabdlitos
secundarios vegetais conhecida como flavondide e sdo caracterizadas por
intensa atividade antioxidante. Esses produtos naturais estdo envolvidos na
prevencdo da aterosclerose por inibirem a oxidacdo das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), diminuindo sua aterogenicidade e, consequentemente, 0
risco de doenca arterial coronaria®?.

Importantes fontes de antocianina na dieta humana séo encontradas em
frutas como o acai, ameixa, amora, cereja, figo, framboesa, uva, maca,
morango e acerola e nos vegetais, como o repolho roxo, batata roxa, berinjela,
etc.

A espécie E. edulis, da familia Arecaceae, conhecida popularmente
como palmeira jucara, produz um palmito comestivel, o palmito branco. Por
este motivo, € um dos produtos mais explorados na floresta Atlantica. No
estado de Minas Gerais, a espécie encontra-se principalmente em areas
remanescentes de Mata Atlantica e tem sido alvo de grande pressao antropica,
sobretudo para a exploracao do palmito. Esse fato associado a crescente perda
de areas remanescentes de Mata Atlantica, fez com a organizacdo nédo
governamental Fundagao Biodiversitas, responsavel pela elaboragcédo da “Lista
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da flora brasileira ameacgada de extingao” classificasse a espécie na categoria
em “Perigo de extingdo”.14

Assim, a atual forma de exploragéao do palmito de E. edulis contribui para
a degradacdo do bioma e torna-se um fator de preocupacdo para a
preservacdo da espécie, uma vez que ndo ha rebrota apdés o corte para a
extracdo do palmito. No entanto, os frutos de E. edulis, como no caso da
espécie do mesmo género E. oleracea, conhecida como acaizeiro da
Amazobnia, cujos seus frutos ja sdo aproveitaveis comercialmente; podem
representar boa alternativa a exploracédo do palmito de E. edulis, uma vez que
para o aproveitamento dos seus frutos ndo se faz necessaria a derrubada da
arvore e suas sementes, que ap0s o processamento da polpa, podem ser
aproveitadas para a obtencdo de mudas.

Para tal, é importante a realizacdo de pesquisas que busquem avaliar o
potencial nutricional e farmacoldégico das polpas oriundas dos frutos de E.
edulis, de forma que esse produto possa alcancar um nivel de exploracdo
comercial.

Sabe-se, que os frutos dessa espécie possuem uma coloracdo roxa
intensa devido a alta concentracdo de antocianina, superior a de outros frutos
tropicais, como a acerola, o jamboldo e o guajiru.’

Dessa forma, a exploracdo sustentavel dos frutos do E. edulis busca ndo
somente uma possibilidade de obtencdo de um alimento funcional, mas
também pode representar uma alternativa para a conservacdo da espécie e
para o equilibrio da cadeia alimentar da Mata Atlantica, uma vez que varios
animais se alimentam dos frutos da espécie.

Dentro desse contexto de busca de novos modelos de exploragéao
sustentavel dos recursos vegetais da Mata Atlantica, que concilie
desenvolvimento com conservagdo ambiental, o presente projeto tem como
objetivo realizar avaliacbes da capacidade antioxidante e da atividade
antiaterogénica dos frutos do E. edulis, de modo a obter um extrato com
propriedades benéficas a salude humana, agregando mais valor ao fruto dessa
palmeira, diminuindo a exploracdo indiscriminada do seu palmito e a

consequente degradacao da espécie.
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4. OBJETIVO GERAL

Obter um extrato seco enriquecido de antocianinas a partir dos frutos do
acai da mata atlantica (Euterpe edulis Martius) e verificar o efeito deste extrato
nas atividades antioxidante e antiaterogénica em camundongos ApoE -/-

4.1. Objetivos especificos

o Selecionar o melhor solvente para extrair as antocianinas dos frutos da

E. edulis a partir de um gradiente hidroalcéolico com diferentes agentes

acidulantes.

o Determinar quantitativamente o teor de antocianinas totais do extrato
obtido

o Determinar qualitativamente as principais antocianinas constituintes do
fruto

o Avaliar a atividade antioxidante e antiaterogénica do extrato de acai em

camundongos ApoE-/-

5. METODOLOGIA
5.1. Teste cinético de adicdo de &cido citrico em etanol 95°

Realizou-se uma curva cinética de adi¢cao de acido citrico em etanol 95°
versus pH final da solugdo, com objetivo de descobrir qual a menor quantidade
de acido citrico seria eficiente para deixar o pH abaixo de 4,0. A importancia
desta informacdo estd nas variagfes estruturais das antocianinas entre o pH
acido e neutro, interferindo na solubilidade e estabilidade. Com adic¢des de 0,39
de acido citrico por vez, verificou-se o pH em cada momento até o limite de 5 g
de adi¢cdo de acido citrico em 100 mL de etanol 95°. Apoés verificar qual a
menor quantidade de &cido citrico foi eficiente para alcancar o pH inferior a

4,0, foi efetivado na metodologia de preparo das solugbes extratoras.
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5.2. Preparo das solucdes de extracdo das antocianinas com

diferentes solventes e agentes acidulantes

Foram testados cinco solventes extratores com variagcédo de dois agentes
acidulantes (tabela 2) a fim de verificar a melhor combinacdo para a extracéo
das antocianinas. Os cinco solventes extratores testados foram: Alcool Etilico
90%:; Alcool Etilico 80%; Alcool Etilico 70%; Alcool Etilico 60% e Agua
destilada. A concentracéo alcodlica das solugdes foi verificada empregando um
alcobmetro Gay-Lussac 20°C, Incoterm®, com graduacdo alcoolica de 0 a
100°. Os agentes acidulantes a serem testados foram: acido citrico 0,3% e HCI
0,1%. Foi importante verificar o pH final da solugédo de forma que fosse inferior
a pH 4,0 devido as variagfes estruturais das antocianinas entre o pH &cido e
neutro, interferindo na solubilidade e estabilidade. Todas as solucbes foram

armazenadas em frascos de vidro ambar a temperatura ambiente.

Tabela 2 - Planejamento do melhor solvente para a obtencdo de um extrato
enriquecido de antocianinas a partir dos frutos do agai.

Agente Acidulante HCI 0,1% (A1) Acido Citrico 0,3% (A2)
Solventes
Alcool 95% — S1 S1A1 S1A2
Alcool 80% — S2 S2A1 S2A2
Alcool 70% — S3 S3A1 S3A2
Alcool 60% — S4 S4A1 S4A2
Agua — S5 S5A1 S5A2

Proporgéo 2:1 (100 g fruto bruto: 50 mL do Solvente). Cada extragéo foi realizada em
triplicata

5.3. Obtencéao dos frutos

Os frutos da Jucara foram obtidos no entorno do Parque Estadual da
Serra do Brigadeiro (PESB), localizada na regido da zona da mata do estado
de Minas Gerais.

A colheita e pos-colheita dos frutos foram realizadas conforme
orientacdes da Embrapa’ para a colheita e pés-colheita para os frutos do E.

oleracea, acai da Amazoénia.
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Um coletor escalou a palmeira Jucara (E. edulis) e cortou o cacho de
frutos na sua base, tendo cuidado para nao desprender muitos frutos do cacho.
ApOs o corte, o cacho de frutos foi, através de uma corda, depositado ao solo
sobre uma lona para que ndo houvesse contato direto com o chéo, para evitar
a contaminacédo dos frutos. Apos a colheita houve uma selecdo manual, com a
remocdo de produtos indesejaveis. Os frutos da Jucara foram debulhados
diretamente em caixas de plastico e os frutos verdes e em estado fitossanitario
precario ou com qualquer outro defeito, que os tornessem inadequados ao
processamento, foram descartados.

O acondicionamento dos frutos foi realizado em caixas de plastico com
aberturas laterais, para facilitar a aeracdo, uma vez que essas caixas sdo
resistentes e de facil higienizacao.

Em todas as etapas, os frutos da Jucara ndo ficaram expostos ao sol,

uma vez que a luminosidade excessiva pode favorecer sua deterioracéo.

5.4. Despolpamento, teste de extracdo das antocianinas com

diferentes solventes e agentes acidulantes

Os frutos da Jucara foram despolpados no prazo maximo de 8 horas
apos a colheita, devido sua alta perecibilidade. Durante o processo de
despolpa, os frutos da Jucara passaram pelas seguintes fases de
beneficiamento, conforme orientagcdes da Embrapa’® para o processamento

dos frutos do E. oleracea:

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

- Amolecimento: imersdo dos frutos na agua entre 40 e 60°C, ndo devendo

exceder esta temperatura, por um periodo de 10 a 60 minutos, dependendo da
maturacdo. Esta fase tem por finalidade facilitar o despolpamento por
amolecimento do epicarpo e mesocarpo dos frutos.

- Lavagem com &gua clorada: lavagem dos frutos a uma solugéo com cloro

ativo com 20 a 50ppm, por cerca de 20 a 40 minutos;

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

lavagem por aspersdo com agua potavel;
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- Despolpamento na etapa de teste dos solventes: Os frutos foram pesados

em recipientes plasticos, separados em 100g para a execugao do teste com 50
mL do solvente. (proporcao fruto:solvente 2:1). Os frutos pesados e o solvente
teste foram homogeneizados em batedeira circular durante 4 minutos. Desta
forma houve o despolpamento sem o rompimento ou quebra das sementes.
Este material foi peneirado e filtrado em algod&o, sendo guardado em frascos
ambar, entre - 10 e - 15°C, para a andlise do teor das antocianinas totais. Todo
0 processo foi realizado com as luzes apagadas devido fotosensibilidade das
antocianinas. As sementes foram separadas, lavadas e secas para posterior
pesagem e correlagcdo com o peso bruto do fruto.

O desempenho do procedimento de extragédo foi avaliado em funcao da
quantidade total de antocianina extraida, empregando técnica
espectrofotométrica no comprimento de onda de 510 nm.

Os solventes descritos foram utilizados durante o despolpamento, em
triplicata, com variacdo dos agentes acidulantes em cada solucdo teste
extratora. Eles foram avaliados pela capacidade de extrair as antocianinas dos
frutos. Foram realizadas dosagens quantitativas das antocianinas nas polpas

obtidas.

5.5. Dosagem quantitativa das antocianinas totais  por

espectrofotometria

O contetudo de antocianinas presente no liofilizado de acai obtido foi
determinado pelo método de absorbancia de pH diferencial.®® As absorbancias
das amostras liofilizadas dos frutos da Jucara foram mensuradas a 510 e 700
nm em tampdes em pH 1,0 (acido hidrocloridrico-cloreto de potassio, 0,025M) e
4,5 (acetato de sodio, 1M). A diferenca dos valores de absortividade em pH=
1,0 e pH= 4,5 é diretamente proporcional a concentracdo de antocianinas, com
o célculo baseado na cianidina-3-glicosideo, com massa molecular (MM) de
449,2 g/mol, absortividade molar (€) de 26.900 e diluigao utilizada (D).

Preparo do tampéo cloreto 0,025 mol/L pH=1,0:
Pesaram-se 1,86g de KCI e diluido em 980 mL de agua destilada num
bécher. Mediu-se o pH durante a adicdo de HCI até alcangar pH=1,0. A solugéo

com pH=1,0 foi transferida para um baldo de 1L e completado o volume com
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agua destilada. A solucdo é estavel quando mantida a temperatura ambiente

por alguns meses, porém o pH deve ser verificado antes de usar.

Preparo do tampéo acetato 0,4 mol/L pH=4,5:

Pesaram-se 54,43g de acetado de sddio sendo posteriormente diluido
em 960 mL de 4gua destilada em um bécher. Mediu-se o pH durante a adi¢do
de HCI até alcancar pH=4,5. A solugcdo com pH=4,5 foi transferida para um
baldo de 1L e completado o volume com agua destilada. A solucédo € estavel
por alguns meses quando mantida a temperatura ambiente, porém o pH deve
ser verificado antes de usar.

Em dois bécheres, pesaram-se 0,059 de polpa de acai liofilizada
solubilizada em 50mL de tampé&o pH=1,0 (cloreto de potassio 0,025M) e 50 mL
de tampéo pH= 4,5 (acetato de sodio 0,4M), obtendo um fator de diluicdo de
1:1000. A anédlise foi realizada em triplicata para cada extrato. As amostras
foram deixadas no ultrasom durante 30 minutos. ApOs este periodo, as
amostras foram filtradas e vertidas em baldo volumétrico de 50 mL e
avolumadas com o tampdao correspondente. Cada baldo volumétrico ficou em
repouso durante 30 minutos, protegidos da luz e a temperatura ambiente.
Foram realizadas leituras das amostras no espectrofotdmetro em 510 nm e 700

nm.

Teor de Antocianinas (mg/L):

[(Abs 510 — Abs 700) pH1 - (AbS 510 — AbS 700) pHa.5] X MM x D x 1000/ €

5.6. Preparo da polpa e liofilizagdo a partir do melhor solvente

extrator

Durante o processo de despolpa, os frutos da Jugara passaram pelas
mesmas fases de beneficiamento descritas acima com modificacées no método

de despolpamento devido a maior quantidade de fruto a sofrer o processo.
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- Despolpamento: Foi realizado em despolpadeira industrial, seguindo as

normas de higiene adequadas. Foi usada a proporcao 2:1 de fruto e o melhor
solvente para a extracdo da antocianina.

- Refino: a polpa do acai foi passada por peneiras devidamente
higienizadas para retirada de produtos indesejaveis e envasada em recipientes

plasticos previamente higienizadas.

Estas etapas foram importantes para minimizar a probabilidade de
contaminag¢do microbiolégica dos frutos da Jucara durante o processamento,
contribuindo para a conservacao do produto.

As sementes foram separadas, lavadas e secas para posterior pesagem
e correlacdo com o peso bruto do fruto.

Apos todas as fases, a polpa do fruto obtida foi liofilizada no
Departamento de Zootecnia da UFV e armazenada em frascos de vidro, entre —
10 e — 25°C.

5.7. Anédlises cromatograficas do extrato liofilizado de agai

5.7.1. Analises qualitativa e quantitativa das antocianinas do extrato
de acai liofilizado por CLAE

As analises qualitativa e quantitativa das antocianinas do extrato de acai
liofiizado foram realizadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), utilizando as condicfes propostas por SCHAUSS et al.81 e GALLORI et

al.82, com adaptacdes a seguir descritas:

e Fase movel A - 4gua ultrapura acidificada com acido formico até pH=2,0:
acetonitrila (89:11)

e Fase movel B — acetonitrila 100%;

e Detector de arranjo de diodos UV-visivel;

e Coluna RP-18 Phenomenex Gemini, 5um 250 x 4,6 mm e pré-coluna
Phenomenex ODS C18 4 x 3 mm;

e Injecao: 50 uL

e Fluxo de 1 mL/minuto;

e Tempo de corrida de 45 minutos;
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e Leitura dos cromatogramas a 520 nm.

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.

A ressuspensdo do extrato de acai liofilizado foi realizado adicionando 5
mL de HCI 1% em 0,019 de extrato.

Utilizou-se como padrdao externo as antocianinas: cianidina 3-O-
glucosideo, da empresa Sigma-Aldrich, com nome de produto “cloreto de
curomanina”, n° 52976, maior que 95% de pureza, PM 484,84; e cianidina 3-O-
rutinosideo, da empresa Sigma-Aldrich, com nome de produto “keracyanin
chloride”, n° 36428, maior que 95% de pureza, PM 630,97. Estas foram
ressuspensas separadamente em solucédo de HCI 1% (10 mg do padrédo em 5
mL de HCI 1%) e as absortividades molares foram respectivamente 26900 e
28840. Injetou-se um mix dos padrdes para observar o tempo de retencao de

cada antocianina (figura 4).

- C3G
- C3R

0 2 4 6 8 10 12 15 16 18 20 22 24 26 28 30
Tempo de retengéo (min)
Figura 4 - Cromatograma do mix dos padrdes de antocianinas. C3G: cianidina 3-O-

glucosideo e C3R: cianidina 3-O-rutinosideo. Condi¢cdo: DAD 520 nm, Coluna RP-18
Phenomenex Gemini, 5um 250 x 4,6 mm, pré-coluna Phenomenex ODS C18 4 x 3 mm

Realizou-se a elaboracdo das curvas analiticas dos padrbes de
antocianinas, obtendo as equacdes para cianidina 3-O-glucosideo:
y=3996555,7208x - 56356,5861, R? = 0,9994 (figura 5) e para cianidina 3-O-
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rutinosideo: y=3302563,8255x - 57350,6187, Rz = 0,9995 (figura 6). Os dados para a

elaboracéo das curvas dos padrbes estdo descritos na tabela 3.

120 -

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

80 -

100000)

40 -

20 A

Areados picos do padrio (x

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

pesoinjetado (ug)

Figura 5 - Curva padrédo da cianidina 3-O-glucosideo

140 -

y = 3302563,8255x% - 57350,6187
120 ~ Rz = 0,9995

100 A
80 -

60 -

20 A

Area dos picos dopadrdox 100000

pesoinjetado (ug)

Figura 6 - Curva padréo da cianidina 3-O-rutinosideo
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Tabela 3 - Dados das curvas dos padrdes de cianidinas.

Curva padrao Curva padrao
cianidina 3-O-glucosideo cianidina 3-O-rutinosideo
peso injetado (ug) area do pico peso injetado (ug) area do pico
2,405 9606157 3,55 11721469
0,962 3686199 1,42 4524331
0,481 1773113 0,71 2177507
0,2405 988703 0,355 1217198
0,00962 42410 0,0142 50611

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

de Vicosa. Foram utilizadas 3 repeticdes para extracdo e analise.

5.7.2. Analise de carotendides do extrato liofilizado de agai por CLAE

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

Para analise qualitativa utilizou-se o padrao de B-caroteno isolado do
extrato concentrado de cenoura por cromatografia em coluna aberta.?3

Durante as etapas de extracdo, as amostras e o0s extratos foram
mantidos sob protecdo da luz solar e artificial pela utilizacdo de vidrarias
ambar, papel aluminio e cortinas do tipo blackout, e sob protecdo do oxigénio
por meio da utilizacdo de tampas.

Para a quantificagdo do B-caroteno, foi utilizada curva de padronizacéo

externa.

5.7.3. Extracgao e andlise de carotenodides

Investigou-se a ocorréncia de a-caroteno, B-caroteno, B-criptoxantina e
licopeno no extrato de acai liofilizado. Os carotendides foram extraidos
segundo o método proposto por Rodriguez-Amaya et al.8* com modificacdes.
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Cerca de 1g do extrato do acai foi pesado 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. Em seguida, o filtrado foi transferido para
um funil de separacédo contendo 50 mL de éter de petroleo resfriado, em trés
fracOes, sendo cada fracdo lavada com agua destilada para retirada total da
acetona. Acrescentou-se sulfato de sodio anidro ao extrato em éter de petréleo
para retirar qualquer residuo de agua que, porventura, tivesse restado e que
pudesse prejudicar a evaporacdo do material. Posteriormente, o extrato em
éter foi concentrado utilizando evaporador rotativo em temperatura de 35 + 1
°C, transferido para baldo volumétrico de 25,0 mL, sendo o volume completado
com éter de petréleo. Os extratos foram filtrados em unidades filtrantes com
porosidade de 0,45 um, sendo injetados 50 uL na coluna cromatografica para
andlise.

As analises de carotendides foram realizadas por CLAE, sendo
utilizadas as condicfes cromatograficas desenvolvidas por Pinheiro-Sant'/Ana et
al.85 as quais incluiram: sistema CLAE, DAD; coluna cromatografica RP-18
Phenomenex Gemini, 250 x 4,6 mm, 5 pym, munida de coluna de guarda
Phenomenex ODS (C18), 4 mm x 3 mm. Para analise utilizou-se fase movel
composta de metanol: acetato de etila: acetonitrila (70:20:10, v/v/v) com fluxo
de 1,7 mL mint e tempo de corrida de 15 minutos. Os cromatogramas foram
obtidos a 450 nm.

As analises de carotenoides foram realizadas no Laborat6rio de Analise
de Vitaminas do Departamento de Nutricdo e Saude, da Universidade Federal

de Vicosa. Foram utilizadas 3 repeticdes para extracdo e analise.

5.7.4. Analise de vitamina C no extrato liofilizado de agai por CLAE

Para anélise de vitamina C, utilizou-se sistema CLAE (Shimadzu, SCL
10AT VP) constituido de bomba de alta pressdo (LC-10AT VP), injetor
automéatico com alga de amostragem de 50 L (SIL-10AF) e detector de arranjo
de diodos (DAD) (SPD-M10A). O sistema CLAE foi controlado pelo software
Multi System, Class Vp 6.12.

O padrdo de vitamina C foi o 4cido L-ascorbico adquirido da Sigma-
Aldrich® (Alemanha).
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As analises de vitamina C foram realizadas no Laboratorio de Analise de
Vitaminas do Departamento de NutricAo e Saude, da Universidade Federal de
Vicosa. Foram utilizadas 3 repeticbes para extracao e andlise.

Durante as etapas de extracdo, as amostras e o extrato foram mantidos
sob protecédo da luz solar e artificial pela utilizacdo de vidrarias ambar, papel
aluminio e cortinas do tipo blackout, e protegidos do oxigénio por meio da

utilizacdo de tampas e de ambiente com gas nitrogénio nas vidrarias.

5.7.5. Extracao e andlise de vitamina C

Foi investigado o contetdo de acido ascoérbico (AA) no extrato de acai
liofilizado. A extragdo e analise do AA foram realizadas de acordo com as
condicBes propostas por Campos et al.86 com modificacdes. Para extracéo,
cerca de 3g do extrato de acai liofiizado foram ressuspendidos e
homogeneizados, por aproximadamente 5 minutos, em 15 mL de solucdo
extratora (3% de acido metafosférico, 8% de acido acético, H2SO4 (0,3 N) e 1
mM EDTA). O extrato obtido foi centrifugado a 1789 g, por 15 minutos, filtrado
a vacuo em funil de Biuchner e diluido para 25 mL, em baldo volumétrico, com
agua ultrapura. Posteriormente, o extrato foi novamente centrifugado a 1789 g,
por 15 minutos e o sobrenadante acondicionado sob refrigeracéo (5 + 1 °C) até
0 momento da analise.

As analises foram realizadas a partir da injecdo de 50 pyL dos extratos
previamente filtrados em unidades filtrantes com porosidade de 0,45 um.

Para analise do AA as condi¢cBes cromatograficas utilizadas foram:
coluna cromatografica RP-18 Lichrospher 100, 250 x 4 mm, 5 um; sistema
CLAE, DAD, fase movel — agua ultrapura contendo 1 mM de NaH2PO4, 1mM de
EDTA e pH ajustado para 3,0 com H3sPOyg; fluxo da fase mével de 1,0 mL min-t.

Os cromatogramas foram obtidos a 450 nm

5.8. Anaélises da composicao quimica

5.8.1. Composicédo quimica centesimal do extrato de acai liofilizado

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

total da soma de umidade, cinzas, lipideos e proteinas.

5.8.2. Quantificacdo mineral do extrato de acai liofilizado

Na analise de quantificagdo dos minerais do extrato dosou-se: fésforo
(método fotocolorimétrico, aparelho fotometro BEL1105), potassio (método de
fotometria de chama, aparelho Corning 400), céalcio, magnésio, sédio, zinco,
ferro, manganés e cobre (todos estes pelo método de absorcdo atdbmica,
aparelho SpectrAA 220FS, empresa Varian). As analises foram realizadas no
Departamento de Solos da Universidade Federal de Vigosa. Para os analitos
dosados através do método de absorcdo atdmica, foi necesséario executar a
digestdo da amostra utilizando os acidos nitrico e perclorico. Todas as analises

foram realizadas em triplicata.

5.8.3. Perfil lipidico do extrato de acai — analise de acidos graxos

O acai liofilizado foi submetido a extracdo dos acidos graxos conforme
recomendacdo de extracdo de lipidios por FOLCH,® sendo saponificado e
esterificado conforme HARTMANN & LAGO.# A identificacdo dos ésteres
metilicos de acidos graxos foi realizada por cromatografia gasosa utilizando o
cromatoégrafo Shimadzu CG-172, modelo Class, com uma coluna de silica
fundida SP-2560 (polisiloxano biscianopropil), 100 m x 0,25 mm de diametro, e
um detector de ionizacdo de chama. A programacdo da andlise apresentada
uma 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
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solucéo foi injetada. Os picos foram identificados por comparagcéo dos tempos
de retencdo com padrbes conhecidos de éster metilico (FAME mix, Supelco ®,
EUA) e quantificadas por &rea de integracao automética.

5.9. Atividade antioxidante do extrato de acai liofilizado

5.9.1. Avaliagao da atividade antioxidante do extrato

A atividade antioxidante do extrato de acai liofilizado foi determinada
pelo método fotocolorimétrico in vitro do radical livre estavel organico DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazil). O método de DPPH, descrito por Brand-Williams et
al.?%, é baseado na reducéo do radical DPPH por antioxidantes, produzindo um
decréscimo da absorbancia a 515 nm. A presenca desta atividade dependera
da capacidade dos antioxidantes presentes no extrato de acai liofilizado em
transferir elétrons ao radical DPPH.

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
concentracéo de 0,06 mMolar ou 60 uM da solucdo de DPPH de trabalho. O
reagente foi preparado no mesmo dia de uso. Foram preparadas solucdes a
partir do extrato de acai liofilizado de diferentes concentracées: 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
solucdes a partir do extrato seguiram as orientacdes de RUFINO et al.% para a
determinacao da atividade antioxidante total em frutas pela captura do radical
livre DPPH.

Uma aliquota de 0,1 mL de cada solucéo foi adicionada a 3,9 mL de uma
solucdo de DPPH (0,06mM) e deixada em repouso por 30 minutos, em
ambiente escuro. Apos este intervalo, procedeu-se a leitura espectrométrica a
515 nm. Todas as leituras foram realizadas em amostras triplicatas. A
concentracdo meédia de DPPH capturado na reacao foi calculada por analise da
curva de calibragdo por regresséo linear.®* O percentual de DPPH foi calculado
pela equacao abaixo, sendo que a solu¢do DPPH foi usada como controle.

% captura do radical DPPH = [(absorbancia do controle — (absorbéancia da

amostra — absorbancia do branco))/ absorbancia do controle] x 100.
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5.10. Avaliacdo da atividade antiaterogénica in vivo e exames

bioquimicos

5.10.1. Animais

Foram utilizados 40 camundongos adultos knockout para apolipoproteina
E (APOE -/-) e 10 camundongos adultos C57BIl/6, com 14 semanas de vida,
procedentes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude,
da Universidade Federal de Vigcosa, MG, Brasil. Os animais foram mantidos sob
condi¢cdes controladas de Iuminosidade (ciclos de 12 horas claridade
/escuriddo), temperatura (21 * 2°C) e umidade relativa do ar (60% - 70%).
Todos o0s procedimentos envolvidos no protocolo experimental foram
aprovados pelo Comité de Etica do Departamento de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Vigosa, processo n° 56/2010 (Anexo 1). O
experimento foi conduzido em conformidade com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal, adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal — CONCEA.

No delineamento experimental (figura 7) os animais foram divididos
aleatoriamente em 5 grupos: grupo G1 - Controle Negativo (C57BI/6 n=10),
recebeu dieta AIN-93M; o grupo G2 - Controle Positivo (knockout ApoE n=10),
recebeu dieta AIN-93M; o grupo G3 (knockout ApoE n=10), recebeu dieta AIN-
93M com Acai 2%; o grupo G4 (knockout ApoE n=10) recebeu dieta AIN-93M
com Acai 6%; G5 (knockout ApoE n=10) recebeu dieta AIN-M93 com 50

mg/kg/dia de Sinvastatina.

ApoE (n=40) + C57BI/6 (n=10)

[ Delineamento dos Grupos ]

—

G1 - Controle G2 — Controle G3 - Dieta com G4 — Dieta com G5 — Dieta com
Negativo Positivo 2% acai 6% acai Sinvastatina
(C57Bl/6 n=10) (ApoE n=10) (ApoE n=10) (ApoE n=10) (ApoE n=10)

Figura 7 - Delineamento experimental adotado
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5.10.2. Dietas

As dietas foram elaboradas de acordo com a AIN-93M,°2 sendo
confeccionadas manualmente e mantidas sob congelamento (-18 a 0°C),
protegidas da luz, até o momento da utilizag&o.

Para os grupos que receberam 2% e 6% do extrato de acai liofilizado, a
composicdo da dieta foi modificada, levando em consideracdo os valores de
umidade, carboidrato, proteina, lipidios e fibras dietéticas do extrato. O valor da
quantidade de fibras foi baseado na composi¢cdo do acai do Norte (Euterpe
oleraceae Martius)®'. As tabelas 4 e 5 mostram a composicdo das dietas
experimentais de 2% e 6% respectivamente.

Para o grupo que recebeu a intervengcdo do farmaco foi adicionado a
dieta AIN-93M, a quantidade de 50mg/kg/dia, sendo o peso médio dos
camundongos 20g e o consumo diério de 4g de dieta/dia. Esta quantidade de
Sinvastatina foi utilizada no estudo de Xia et al.®3 com obtencéo de reducgédo na
placa de ateroma dos camundongos ApoE-/- que consumiram o farmaco. Para
que houvesse uma melhor absorcao do farmaco, foi adicionado o tensoativo
polissorbato 80 (tween 80), em po, junto a Sinvastatina na dieta. A Sinvastatina
foi adquirido da Galena Quimica e Farmacéutica LTDA, com teor de pureza de
99,2%.

Tabela 4 - Composicdo das dietas experimentais - 2% extrato de acai liofilizado
- (g/kg dieta)

AIN-93M com 2% de Acai

Ingredientes Dieta AIN-93M (g) liofilizado (g)
Amido (gsp) 515,7 521,3
Amido dextrinizado
(15,5%) 155 155
Sacarose(10%) 100 91,6*
Proteina (caseina) (9%) 90 88,6*
Fibra (celulose) (5%) 50 41,2*
Mix de mineral (3,5%) 35 35
Mix de vitamina (1%) 10 10
Bitartarato de colina
(0,25%) 2,5 2,5
L-cistina (0,18%) 1,8 1,8
Acai - 21,2
Oleo (4%) 40 31,8*

1000g 1000g
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*Para estes ingredientes foi descontado a concentragédo dos nutrientes presentes no fruto.
Em 100g de Acai da Mata Atlantica liofilizado h& 7g de proteinas, 41g de lipidios, 42g de
carboidratos e aproximadamente 44,2g de fibras dietéticas (SCHAUSS et al.)®

Tabela 5 - Composigéo das dietas experimentais - 6% extrato de acai liofilizado
- (g/kg dieta)

AIN-93M com 6% de Acai

Ingredientes Dieta AIN-93M (g) liofilizado (g)
Amido (gsp) 515,7 537,4
Amido dextrinizado
(15,5%) 155 155
Sacarose(10%) 100 73,2*
Proteina (caseina) (9%) 90 85,5*
Fibra (celulose) (5%) 50 21,8*
Mix de mineral (3,5%) 35 35
Mix de vitamina (1%) 10 10
Bitartarato de colina
(0.25%) 2,5 2,5
L-cistina (0,18%) 1,8 1,8
Acai - 64
Oleo (4%) 40 13,8*

1000g 1000g

*Para estes ingredientes foi descontado a concentragdo dos nutrientes presentes no fruto.
Em 100g de Acai da Mata Atlantica liofilizado h& 7g de proteinas, 41g de lipidios, 42g de
carboidratos e aproximadamente 44,2g de fibras dietéticas (SCHAUSS, et al.)®!

5.10.3. Controle de peso corporal e do consumo alimentar

Semanalmente, os camundongos foram pesados para observar o
crescimento ponderal. Também foi realizada a quantificagdo do consumo
alimentar. Para tanto, as dietas ofertadas aos animais foram pesadas
semanalmente, sendo que os dados da diferenca entre a dieta ofertada e o
restante ndo consumido e sobras no fundo da gaiola foram utilizados para o

célculo do consumo de dieta semanal.

5.10.4. Eutanasia e coleta de tecidos

Apoés 75 dias, os animais sofreram eutanasia com asfixia de CO2. Foli
retirada a dieta de todos os grupos 12 horas antes do sacrificio, permanecendo
o livre acesso a agua. Foram coletadas amostras de sangue, figado, baco,
cérebro, rins, coragdo e aorta de todos os animais. O sangue foi coletado por
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puncdo na aorta abdominal e centrifugado a 1750 g, durante 10 minutos a 4°C,
para separacdo do soro que foi armazenado a - 80°C para posteriores analises.
O figado e cérebro foram congelados a - 80°C. Baco, rins, coracdo e aorta

foram estocados em formol para posteriores analises.

5.10.5. Analises bioguimicas dos parametros sanguineos

Dosaram-se no soro dos camundongos 0S seguintes parametros:
colesterol total (método enzimatico-colorimétrico, peroxidase), colesterol HDL
(método enzimatico-colorimétrico, direto), triglicerideos (método enzimatico-
colorimétrico, peroxidase), glicose (método enzimético-colorimétrico, glicose
oxidase), creatinina (método colorimétrico, Jaffé modificado), creatinina
fosfoquinase - CPK (método cinético UV), aspartato aminotransferase —
TGO/AST (método cinético UV), alanina aminotransferase — TGP/ALP (método
cinético UV). O resultado do colesterol-LDL foi calculado pela equacdo de
Friedewald (LDL-C = Colesterol Total — Colesterol HDL - Triglicerideos/5), onde
Triglicerideos/5 representa o colesterol-VLDL. As andlises foram realizadas no
aparelno Cobas Mira Plus, da Roche, utilizando os kits da empresa
Bioclin/Quibasa, no laboratdrio de andlises clinicas da Divisdo de Saude da
UFV.

5.10.6. Avaliacao das les@es ateroscleréticas na aorta

As lesBes ateroscleréticas (deposicao lipidica) foram determinadas nas
aortas toracicas e arco-aortico dos camundongos (figura 8), utilizando-se o
método “en face” com a coloracdo de Sudan IV, segundo Palinski et al.®*
Utilizou-se a camera digital da Sony DSC-W55 para a captura das imagens das
lesGes, sendo padronizado 5,0 mega-pixel de definicdo, com a fungéo macro
ativada e altura fixa. As fotos foram carregadas no programa ImagePro-Plus e
utilizado um zoom de 50%. A soma das areas das lesGes ateroscleroticas foi
calculada pelo programa, sendo o resultado expresso em milimetros
quadrados. Para garantir que ndo houvesse diferenca entre os animais quanto
ao tamanho total da aorta analisada, a area total da aorta também foi

mensurada e comparada com as demais.
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Figura 8 - Placas de ateroma na aorta toracica e arco-adrtico de camundongos
ApoE -/-

5.10.7. Avaliacédo da atividade antioxidante

5.10.7.1. Atividade enzimética: Catalase no figado

Para determinar a atividade da enzima Catalase (CAT), 100mg do figado
dos camundongos que estavam congelados a -80°C foram homogeneizados
em 1 mL de tampéo fosfato 50 mM (PBS 7,2) e centrifugados por 10min a 6000
rom, em 4° C. O sobrenadante foi utilizado para a dosagem da enzima. Foi
preparado em baldo de 25 mL uma solucéo de 40uL de H202 avolumado com
tampdo PBS. Do sobrenadante obtido apés a centrifugacao foi retirado 10uL e
adicionado 1 mL do tampé&o PBS na cubeta do espectrofotdmetro para zerar o
aparelho. Foi adicionada na mesma cubeta vazia, 1 mL de PBS com H202. A
atividade da CAT foi determinada pela taxa de decaimento do perdxido de
hidrogénio lido em espectrofotbmetro (Pré-analise UV.1600) a 240nm, segundo
descrito anteriormente.®

5.10.7.2. Atividade enzimética: Superdoxido Dismutase no figado

Para determinar a atividade da enzima de Superéxido Dismutase (SOD),
100mg do figado dos camundongos que estavam congelados a -80°C foram
homogeneizados em 1 mL de tampéao fosfato 50 mM (PBS 7,2) e centrifugados
por 10min a 6000 rpm, em 4° C. O sobrenadante foi utilizado para a dosagem
da enzima. A atividade da SOD foi determinada segundo a habilidade da
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superoxido dismutase retirar o Oz, diminuindo assim a raz&do de autooxidagao
do pirogalol, usando leitor de microplaca (Asys, UVM 340) a 570nm. O
conteddo de proteinas foi mensurado de acordo com o método descrito por

Lowry et al.®6

5.11. DIAGRAMA DO ESTUDO

O estudo apresentou as seguinte etapas representadas no diagrama
(figura 9).

\ 12 Colheita do acai \ \ 22 Colheita do acai

y

Teste do melhor solvente extrator de ‘ Extracdo de antocianinas

antocianinas com o melhor solvente

y

Caracterizacéo do acai liofilizado 7 Liofilizacdo da polpa obtida

Experimento com Camundongos
ApoE -/-

Atividade antiaterogénica Atividade de SOD e CAT

Marcadores bioquimicos
sanguineos

Figura 9 - Diagrama do estudo

5.12. Anélise estatistica

Para andlise estatistica foi utilizado o programa SPSS 17.0.

Inicialmente foi verificado a frequéncia (média, mediana, desvio-padrao,
minimo, maximo) de todos os grupos. Os dados foram analisados usando o
teste de Kolmogorov-Sminorv para verificar a simetria e igualdade de variancia
(distribuicdo normal). O teste paramétrico de analise de variancia, ANOVA, foi
usado para comparagbes envolvendo 3 ou mais grupos. O teste de
comparacdes multiplas de Tukey foi utilizado quando o teste ANOVA detectava
diferenca estatistica. O teste ndo paramétrico Kruskal Wallis foi usado quando
0 teste ANOVA era contra indicado (ndo mostrava distribuicdo normal). Para
situagcdes em que o teste Kruskal Wallis ndo detectava diferenca estatistica
mas o valor era proximo de p0,05, utilizou-se o teste de diferencas minimas

significantes de Dunn’s.
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Os resultados foram apresentados como “MédiatDesvio Padrao (DP)’
quando apenas o teste one way ANOVA foi exigido. Quando o teste néo
paramétrico Kruskal Wallis foi exigido, os resultados (valores) foram
apresentados como “Mediana (MédiatDP)”.Para todos os testes utilizados, o
erro maximo permitido para assumir a existéncia de diferenca entre 0os grupos
foi de 5% (p=0,05).

6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. Testes de extracéo

6.1.1. Teste cinético de adi¢do de acido citrico em etanol 95°

Com o objetivo de monitorar o pH do solvente de extracdo pela adi¢do
de acido citrico para alcancar o pH cerca de 4,0, realizou-se uma curva cinética
de adicdo desse agente acidulante em etanol 95°. Verificou-se que a
concentracdo necessaria para alcancar o pH desejado foi 0,3g de acido citrico
em 100 mL de etanol a 95°, obtendo portanto uma concentracédo de 0,3% de
acido citrico na solucdo etandlica. Observou-se (figura 10) um decréscimo
acentuado no pH da solucdo com a primeira adicdo de 0,3g de acido citrico,
alcancando um tamponamento no potencial de hidrogenacdo com as

sucessivas adi¢oes.
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Figura 10 - Adicdes sucessivas de acido citrico em etanol 95° versus pH
correspondente
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A instrucdo normativa® do Ministério da Agricultura e Abastecimento,
sobre os padrbes de qualidade para polpa de fruta, permite a adicdo de &cido
citrico como ingrediente opcional na polpa do acai como agente acidulante e
conservante.

A resolucdo n.° 04 do Conselho Nacional de Saude,*® do Ministério da
Saude, aprovou o acido citrico como aditivo intencional, sendo considerado
como coadjuvante da tecnologia de fabricacdo de alimentos. A resolucao
estabeleceu que a adicdo de acido citrico como acidulante tem como limite
maximo a concentracdo de 0,3g/100mL ou 0,3g/100g em produtos de fruta. Na
possibilidade de ingestdo da polpa de acai obtida em nossas analises, o acido
citrico esta dentro dos limites de aditivos acidulantes estabelecidos pela

legislacao.

6.1.2. Preparo das solucdes de extracdo das antocianinas com diferentes
solventes e agentes acidulantes

O pH de cada solucdo extratora foi medido para verificar que nao
haveria instabilidade ou rearranjos nas moléculas de antocianinas que sdo
variaveis com o pH. Todas as solucdes alcancaram o pH<4,0 desejavel. Os

resultados estdo apresentados na tabela 6.

Tabela 6 - pH final das solucfes extratoras apds o preparo.

Agente Acidulante HCI 0,1% (A1)  Acido Citrico 0,3% (A2)

Solventes

Etanol 95% — S1 S1A1 (pH 1,72) S1A2 (pH 3,44)
Etanol 80% — S2 S2A1 (pH 2,23) S2A2 (pH 3,30)
Etanol 70% — S3 S3A1 (pH 2,15) S3A2 (pH 3,12)
Etanol 60% — S4 S4A1 (pH 2,10) S4A2 (pH 2,90)
Agua - S5 S5A1 (pH 1,87) S5A2 (pH 2,32)
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6.1.3. Obtencao dos frutos para os testes de extracao

Coletaram-se em duas palmeiras Jucara os frutos para o experimento de
extracdo. A coleta foi realizada ao final do més de abril de 2010. A primeira
palmeira com nove metros de altura gerou 6,742 kg de frutos maduros e 0,520
kg de frutos verdes (7,71%), sendo estes ultimos desprezados. A segunda
palmeira, de seis metros de altura, gerou 4,512 kg de frutos maduros e 0,200
kg de frutos verdes (4,43%), sendo este Ultimo também desprezado. Em dois
cachos da palmeira Jucara foram obtidos 11,260 kg de frutos maduros para o
experimento de extracdo. O peso médio das sementes foi de 59,3% do peso
bruto dos frutos. Nesta coleta, os cachos apresentaram bom rendimento de
fruto maduro, ficando de acordo com a estimativa do IPEA?° de 62,5% em
média de peso das sementes. Dependendo da época do ano, o peso das
sementes pode ser superior & 80% do peso dos frutos. A coleta foi realizada

no periodo de maturacéo dos frutos.*®

6.1.4. Teste de extragcdo de antocianinas com diferentes solventes

As polpas de acai obtidas pelo despolpamento com diferentes solventes
extratores propostos tiveram seu teor de antocianinas quantificado por
espectrometria. Os resultados do teor de antocianinas totais encontrados com
0s solventes etandlicos, utilizando HCI 0,1% como agente acidulante, sdo

apresentados em mg/L na tabela 7.

Tabela 7 - Solventes com HCI 0,1% como agente acidulante

Solventes + HCI 0,1% Antocianinas totais + SD (mg/L)
Etanol 95° 797,54 + 124,24
Etanol 80° 1067,39 + 56,41
Etanol 70° 1015,29 + 117,12
Etanol 60° 549,06 + 124,36
Agua destilada 127,25 + 17,03

Observamos que o etanol 80° obteve o melhor resultado de extragao das
antocianinas, 1067,39 mg/L. O solvente com menor capacidade de extracao foi
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a agua destilada. Quando aumentados a fracdo aquosa do solvente etanol a
forga extratora vai diminuindo devido a alteragéo da polaridade da solugéo.

Os resultados do teor de antocianinas totais encontrados com 0s
solventes etandlicos, utilizando Acido Citrico 0,3% como agente acidulante, s&o

apresentados em mg/L na tabela 8.

Tabela 8 - Solventes com Acido Citrico 0,3% como agente acidulante

Solventes + Acido Citrico 0,3% Antocianinas totais £ SD (mg/L)
Etanol 95° 1248,41 + 134,26
Etanol 80° 1249,74 + 21,61
Etanol 70° 1140,20 + 99,56
Etanol 60° 655,93 + 81,06
Agua destilada 241,80 + 91,95

Observou-se que o etanol 80° obteve o melhor resultado de extracdo
das antocianinas, 1249,74 mg/L, porém nao foi muito distante do valor do
etanol 95°, 1248,41 mg/L. O desvio-padrao do etanol 95° foi de 134,26 mg/L
deixando a variacao do erro mais ampla. O solvente com menor capacidade de
extracdo foi novamente a agua destilada com resultado de 241,80 mg/L.

Ao compararmos a capacidade de extracdo das antocianinas do fruto
verificou-se uma maior eficiéncia nos solventes que utilizaram o acido citrico
como agente acidulante. Em todas as graduacdes etandlicas o agente acido
citrico foi superior ao agente HCI. Abaixo, apresenta-se uma curva comparativa
(figura 11) dos solventes versus a concentragdo de antocianina obtida dos

frutos.
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Figura 11 - Curva de comparacao de extracao utilizando os solventes com HCI
0,1% e Acido Citrico 0,3% versus concentracdo (mg/L) de antocianina obtida

dos frutos.
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Figura 12 - Ordem decrescente entre os melhores solventes utilizados para a

extracdo das antocianinas do fruto.

Com os resultados apresentados até aqui é possivel fazer uma ordem

decrescente entre os melhores solventes extratores (figura 12). Observa-se

que os trés melhores solventes sdo os adicionados de acido citrico. Isto &

devido a acado acidulante e conservante deste agente. Embora o etanol 80° e

95° adicionado com acido citrico tenham valores de extragdo muito

semelhantes, a escolha pelo etanol 80° como o solvente de preferéncia para a
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extracdo foi devido a solugdo ser mais aquosa, portanto mais econdémica, ter
obtido um desvio padrao menor que o etanol 95°, o que confere um menor erro
analitico e por fim, um valor da concentracdo de antocianina superior.

Portanto, obteve-se como melhor solvente extrator o etanol 80° com o
acido citrico 0,3%. Em ordem decrescente de eficacia de solucdo: Etanol 80° +
Acido Citrico 0,3%> Etanol 95° + Acido Citrico 0,3%> Etanol 70° + Acido Citrico
0,3%> Etanol 80° + HCI 0,1%> Etanol 70° + HCI 0,1%> Etanol 95° + HCI 0,1%>
Etanol 60° + Acido Citrico 0,3%> Etanol 60° + HCI 0,1%> Agua destilada +
Acido Citrico 0,3%> Agua destilada + HCI 0,1%.

Os solventes contendo &cido citrico foram os que resultaram em maior
teor de antocianinas no extrato. Isso demonstra a importancia deste agente
acidulante como um conservante do flavondide durante o processo.

Com os resultados obtidos pela extracdo fez-se a transformacao de
unidade para quantidade em miligramas de antocianina por 100 g de fruto
(tabela 9).

Tabela 9 - Quantidade de antocianinas totais (mg/100g fruto) obtidas pela
extragdo com os respectivos solventes.

Solventes e agentes acidulantes Antocianinas totais £ SD (mg/100g fruto)
Etanol 95° + HCI 0,1% 79,7124 a
Etanol 80° + HCI 0,1% 106,7 £ 5,6 a,b
Etanol 70° + HCI 0,1% 101,5+ 11,7 ab,c
Etanol 60° + HCI 0,1% 549+ 124 ad
Agua destilada + HCI 0,1% 12,7+17e
Etanol 95° + Acido Citrico 0,3% 124,8 + 13,4 b.cf
Etanol 80° + Acido Citrico 0,3% 124,9 + 2,1 b,cfg
Etanol 70° + Acido Citrico 0,3% 114,0 +£ 9,9 bcf.g
Etanol 60° + Acido Citrico 0,3% 65,5+ 8,1 ad
Agua destilada + Acido Citrico 0,3% 241+91e

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel

de 5% de significancia.

Para CONSTANT,* o melhor solvente de extracdo de antocianinas do

acai — Euterpe oleraceae, foi o etanol 70° com HCI até pH 2,0. Porém, o
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objetivo do estudo foi pesquisar a variacdo do solvente com diferentes pHs e
agentes acidulantes. Encontraram-se 0 acido citrico e acido tartarico como o
segundo e terceiro melhores agentes acidulantes respectivamente. No estudo
nao foi testado o alcool 80°. A metodologia de extracéo utilizada foi diferente do
presente estudo, onde o fruto ficava over-night no solvente e eram realizadas
vérias extracbes no mesmo fruto. Eles obtiveram uma média de 103,24 + 3,34
mg de antocianina em 100 mL da polpa obtida.

OZELA et al.,'% obtiveram 926,1 mg e 356,7 mg de antocianina por 100
g de polpa de acai, no periodo de safra e entressafra respectivamente.
BOBBIO et al.,'%! obtiveram 50 + 5 mg de antocianina por 100g do fruto do
acai, que seria equivalente a 263 mg por 100 g de polpa. IADEROZA et al.,102
encontraram 336 mg de antocianina por 100 g do frutos de acai. JA ROGEZ,'%3
encontrou 44 mg de antocianina por 100 g do fruto de acai.

A variacdo destes valores pode também ser atribuida a variabilidade
inerente do fruto. DA SILVA et al.,'°* demonstraram que ao obter cinco
amostras de acai, da palmeiras da espécie Euterpe edulis, de cinco diferentes
regides de Santa Catarina, e dosar suas antocianinas, encontraram: 72,50 £
3,1;14,84 £2,11; 207,94 + 1,68; 79,80 £ 3,19; 409,85 + 2,33 mg/100g de fruta.
Valores estes distintos entre um mesmo fruto de regides diferentes.

FRANCIS* afirmou que a extracdo utilizando metanol é a mais eficiente
para antocianinas. Porém, o nosso objetivo foi buscar uma aplicabilidade para
a industria de alimentos e para a farmacoterapia, o que inviabiliza o uso do
metanol devido a sua alta toxicidade. SILVA® obteve dados que
demonstraram n&o haver diferenca para a extracdo com metanol e etanol como

solventes.

6.2. Preparo da polpa e liofilizagdo a partir do melhor solvente

extrator

Tendo selecionado o melhor solvente extrator para antocianinas, etanol
80° com &cido citrico 0,3%, fez-se o despolpamento de novos frutos de acai.
Obteve-se 10,013 kg de fruto de acai e utilizou-se uma despolpadeira
industrial. Para essa quantidade de fruto utilizaram-se 5 litros do solvente,
perfazendo a proporcéo 2:1. O peso das sementes foi de 5,335 kg, obtendo-se

53,28% do peso do fruto. Houve um rendimento de 4,678 kg de polpa do fruto
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(46,72%). Essa quantidade foi liofilizada e gerou 0,701 kg de extrato de acai
liofilizado, obtendo-se 15% do peso da polpa do fruto.

Observou-se que o peso das sementes foi inferior ao primeiro
experimento dos testes dos solventes. O extrato obtido através da
despolpadeira apresentou fibras, enquanto os frutos despolpados na batedeira
ficaram com as sementes integras. Isso vem demonstrar que com a utilizacao
da despolpadeira industrial extrai-se mais fibras das polpas provenientes das

sementes do que as obtidas de batedeiras.

6.3. Anélises espectrométricas e cromatograficas do extrato de acai
liofilizado

6.3.1. Dosagem espectrométrica do extrato de acai liofilizado

O contelido de antocianinas totais presente no extrato de acai liofilizado
foi determinado pelo método de absorbancia de pH diferencial e encontrou-se
2471,4 mg/100g de liofilizado.

6.3.2. Dosagem quantitativa e qualitativa por CLAE de antocianinas do

extrato de acai liofilizado

A partir do cromatograma obtido pela técnica de CLAE e utilizando os
padrbes de duas antocianinas do acai descritas em literatura, cianidina 3-O-
glucosideo e cianidina 3-O-rutinosideo, confirmou-se qualitativamente a
presenca destas. Em seguida, quantificou-se estas antocianinas. Apresenta-se
(figura 13) o cromatograma da quantificacdo das principais antocianinas do
liofilizado do acai, onde C3G representa a cianidina 3-O-glucosideo e C3R a

cianidina 3-O-rutinosideo.
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Figura 13 - Cromatograma das antocianinas do extrato de acai liofilizado. C3G:
cianidina 3-O-glucosideo e C3R: cianidina 3-O-rutinosideo. Condi¢céo: DAD 520
nm, Coluna RP-18 Phenomenex Gemini, 5um 250 x 4,6 mm, pré-coluna
Phenomenex ODS C18 4 x 3 mm

O primeiro pico do cromatograma indica a cianidina 3-O-glucosideo, com
tempo de retencdo de dez minutos, quantificada no extrato de acai com o teor
de 9,524 mg/g liofilizado (ou 952,4 mg/100g liofilizado). A cianidina 3-O-
rutinosideo, com tempo de retencdo de onze minutos e meio, apresentou um
teor de 16,305 mg/g de liofilizado (ou 1630,5 mg/100g liofilizado) e foi
representado pelo segundo pico do cromatograma. A soma destas
antocianinas representa a quantidade das antocianinas do fruto de 25,829 mg/g
de liofilizado (ou 2582,9 mg/100q liofilizado). Valores na tabela 10.

Tabela 10 — Quantificacdo por CLAE das antocianinas do fruto da Euterpe
edulis.

Antocianinas % relativa
cianidina 3-O-glucosideo 9,524 mg/qg liofilizado ou 36,88%
952,4 mg/100g liofilizado

cianidina 3-O-rutinosideo 16,301 mg/q liofilizado ou 63,12%
1630,5 mg/100g liofilizado

Total de Antocianinas 25,829 mg/g de liofilizado ou 100,00%
2582,9 mg/100g liofilizado
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Comparando os resultados obtidos de antocianinas totais do extrato de
acai, a partir dos métodos espectrométrico e CLAE, demonstrou-se uma boa
correlacdo entre eles podendo o primeiro método ser utilizado como um
screnning de teor para os extratos de acai.

POMPEU D.R. et al.,1%¢ obtiveram rendimento similar ao nosso estudo
quanto as antocianinas do acai do norte, 62% cianidina 3-O-rutinosideo e 38%
cianidina 3-O-glucosideo.

DEL POZO-INSFRAN et al.,}?” quantificaram as antocianinas da Euterpe
oleraceae por CLAE e encontraram a cianidina 3-O-glucosideo e a
perlagonidina 3-O-glucosideo com os respectivos valores de 1040 + 58.2 e
74.4 £ 290 mg/L de polpa fresca. Eles ndo encontraram cianidina 3-O-
rutinosideo.

ROSSO et al.,198 estudaram as antocianinas presentes na polpa do acai
e identificaram e quantificaram por CLAE as suas cianidinas. Eles confirmaram,
por espectrometria de massa, a presenca da cianidina 3-O-glucosideo,
cianidina 3-O-rutinosideo, perlagonidina 3-O-glucosideo e peonidina 3-O-
glucosideo. As duas primeiras foram as cianidinas majoritarias sendo que a
cianidina 3-O-rutinosideo alcancou 88% e a cianidina 3-O-glucosideo 12% de
representatividade das antocianinas totais. Estas duas majoritarias
antocianinas também foram encontradas em outros estudos.t182109 As
antocianinas cianidina 3-O-sambubioside, peonidina 3-O-glucosideo e
peonidina 3-O-rutinosideo foram detectadas em menores quantidades em um

estudo.8!

6.3.3. Identificacdo e dosagem de carotendides do extrato liofilizado de

acai por CLAE

A identificacdo de carotendides no extrato de acai liofilizado mostrou a
presenca de B-caroteno (figura 14). Sua quantificacdo apresentou um resultado
de 2,390mg/100g de liofilizado. Convertendo este valor obtém-se 3983 Ul de
vitamina A/100g de liofilizado.

SCHAUSS et al.81  encontraram 1002 Ul de vitamina A/100g de

liofilizado.
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Figura 14 - Cromatograma de carotendides indicando a presenca de -
caroteno

6.3.4. Identificagcéo de vitamina C por CLAE

N&o foi detectado a presenca de vitamina C no liofilizado dosado.
RUFINO et al.119 encontraram 84 + 10 mg de vitamina C/100g de polpa
acai de Euterpe oleraceae, enquanto que SCHAUSS et al.8! encontraram <0,1

mg de vitamina C/100g matéria seca.

6.4. Anédlises quimicas do extrato de acai liofilizado

6.4.1. Composicdo quimica centesimal do extrato de acai liofilizado

Obteve-se a seguinte composicao centesimal a partir do extrato de acai
liofilizado: proteinas 6,59%; lipidios totais 16,80%; carboidratos 67,84%; cinzas
2,37%. Na tabela 11 comparou-se a composi¢cao centesimal do acai liofilizado

em alguns estudos.
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Tabela 11 - Comparacédo da composi¢ao centesimal do acai liofilizado entre
alguns estudos

(1) 2)* (3)*
Umidade 6,43 - 4,92
Cinzas 2,37 - 3,68
Proteinas () 6,59 8,1 8,13
Lipideos totais (Q) 16,80 32,5 40,75
Carboidratos (g) 67,84 52,2 42,53

(1) Extrato de agai liofilizado deste estudo
(2) SCHAUSS et al.®: Polpa liofilizada Euterpe oleracea

(3) Menezes et al.111 Polpa liofilizada Euterpe oleracea

*Amostras representadas em (%)

DA SILVA et al.1?* demonstraram que os frutos da E. edulis tem uma
grande variacdo lipidica (18,45-44,08%), proteica (5,13-8,21%) e de cinzas
(1,55-3,32%), dependentes da estacao do ano e lugar em que foram realizadas

as colheitas.

6.4.2. Composicdo mineral do extrato de agai liofilizado

Obteve-se a seguinte composicdo mineral a partir do extrato de acai
liofilizado (mg/100g do liofilizado): fésforo 26,7 mg; potassio 892,2 mg; calcio
100 mg; magnésio 98 mg; sodio 149,3 mg; zinco 2,07 mg; ferro 5,2 mg;
manganés 23,9 mg; cobre 1,11 mg. Na tabela 12 comparou-se o resultado

deste estudo com a matéria seca de acai de outros estudos.

52



Tabela 12 - Comparacdo da composicdo de minerais dos extratos de acai
liofilizados

Mineral Q)* 2)* (3)*
Calcio (mg) 100 260,0 330,0
Ferro (mg) 5,2 4.4 4,5
Saodio (mg) 149,3 - 28,5
Potéssio (mgQ) 892,2 - 900
Fosforo (mg) 26,7 - 54,5
Magnésio (mg) 98 - 124,4
Manganés (mg) 23,9 - 10,7
Zinco (mg) 2,07 - -
Cobre (mg) 1,11 - -

(1) Extrato de acai liofilizado deste estudo
(2) SCHAUSS et al.®': Polpa liofilizada Euterpe oleracea

(3) Menezes et al.11! Polpa liofilizada Euterpe oleracea

*Amostras representadas por mg/100 g matéria seca

6.4.3. Andlise fitoquimica

O extrato de acai liofilizado da E. edulis, ressuspendido em metanol
0,1% HCI, foi submetido a prospeccao fitoquimica a fim de verificar classes de
metabdlitos secundarios presentes. Os resultados encontrados estdo

apresentados na tabela 13.

Tabela 13 - Analise fitoquimica do extrato de acai liofilizado

Classe dos Padrao Extrato de acai

metabdlitos
Flavonoides Rutina +
Alcalbides Quinina -
Esteroides/triterpenos B-sitosterol -
Cumarinas Benzopirona -
Polifenotis Acido pirogalico +
Antraquinonas 1,8-diidroxiantraquinona -
Saponinas Aescina +
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6.4.4. Perfil lipidico

A analise do perfil lipidico do extrato de acai liofilizado apresentou o
cromatograma (figura 15) com as seguintes porcentagens: Acido Palmitico
C16:0 27,09%; Acido Oleico C18:1 (6mega 9) 32,96%; Acido linoléico C18:2
(6bmega 6) 32,91% e Acido linolénico C18:3 (émega 3) 1,83%.

DA SILVA et al.1%4 demonstraram que os frutos da Jucara tém um alto
teor lipidico (18,45-44,08%), sendo os acidos graxos de maior propor¢ao: o
acido oléico (44,17-55,61%) e acido linoléico (18,19-25,36%).

S8 o 0 81 |62

0.54

s skl el

”10,,;,,‘,,4,,_”,»,,,,,,, sl e o L

18:3

Sensibilidade mV

Tempo (minutos)

Figura 15 - Cromatograma do perfil lipidico do extrato de acai liofilizado.

Na tabela 14 apresenta-se os resultados de estudos do perfil lipidico de

amostras de acai, para comparacao dos dados deste estudo.
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Tabela 14 — Valores de Acidos graxos (%) de maior ocorréncia no acai
(Euterpe oleracea Martius).

1 2 3 4 5
Acidos Graxos
Saturado
- Palmitico 27,09 24,01 25,56 26,18 24
Monoinsaturado
- Oléico 32,96 56,2 52,7 52 48,2
Poliinsaturado
- linoléico 32,91 12,5 0,95 7,28 21,4
- linolénico 1,83 0,8 - 0,55 0,9

(1) Extrato de agai liofilizado deste estudo, proveniente da Euterpe edulis
(2) Schaus et al.®* Polpa liofilizada Euterpe oleracea

(3) Menezes et al.**! Polpa liofilizada Euterpe oleracea
(4) Nascimento et al.*? polpa média fresca
(5) Schirmann'*® polpa fresca Euterpe edulis

Schirmann'!? analisou o perfil de acidos graxos de cinco polpas de acai
do sul do Brasil proveniente da espécie E. edulis. A média de lipideos totais em
100g de matéria seca foi de 30%, sendo que desse, 72,2% foi composto por
acidos graxos insaturados e 27,8% de &cidos graxos saturados. Com relacao
aos acidos graxos insaturados, 50% eram monoinsaturados e 22,3%
poliinsaturados. Dos acidos graxos monoinsaturados, 0s mais representativos
foram o oléico (48,2%) e o palmitoléico (1,6%). Os mais abundantes dos
acidos graxos poliinsaturados foram o linoléico (21,4%) e o linolénico (0,9%). O
palmitico e o estearico foram os encontrados em maior quantidade nos acidos
graxos saturados, 24% e 1,9%, respectivamente.

O elevado teor de acidos insaturados do acai € importante, pois esses
trazem diversos beneficios a saude, como a reducdo do risco de doencas
cardiovasculares. Ademais, matérias primas ricas em acidos graxos
monoinsaturados e poliinsaturados sao de grande interesse para as industrias
de alimentos e bebidas que buscam alternativas para elaboracédo de produtos

mais saudaveis.114
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6.5. Atividade antioxidante

6.5.1. Avaliagcdo da atividade antioxidante do extrato

Para a avaliagdo da atividade antioxidante do extrato de acai liofilizado
utilizou-se o método de captura do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril
hidrazil). Prepararam-se concentracfes seriadas do extrato de acai (tabela 15)
e obtiveram-se absorbancias correspondendo a % de captura do radical livre
de DPPH.

Tabela 15 - Concentracbes do extrato de acai e suas correspondentes
absorvancias e % de captura de radical livre DPPH

Concentragao extrato (mg/L) ABS média % captura de radical livre DPPH
2,5 0,550 4,29
12,5 0,466 18,85
25 0,379 33,99
37,5 0,298 48,20
50 0,231 59,80
62,5 0,176 69,43
75 0,121 78,94
87,5 0,002 99,65

A partir destes valores tabelados plotamos um grafico de concentracdo
do extrato de agai versus a % de captura de DPPH (figura 16).
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Figura 16 - Curva do teor do extrato de acai liofilizado versus % de captura de
DPPH
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A partir da equacao da reta obtida no grafico do teor do extrato de acai
liofilizado versus % de captura de DPPH, o resultado que corresponde a
concentracdo do extrato necessario para reduzir em 50% a concentragao inicial
do radical DPPH (EC50), foi 42,72 mg/L.

Pode-se ainda dizer que o EC50 foi 3,55 g liofilizado/g DPPH, a partir da
curva padréo de diluicdes seriadas do reagente de DPPH versus absorvancia.

DA SILVA et al.1% mediram a capacidade antioxidante dos frutos de E.
edulis de cinco palmeiras através do método de DPPH e encontrou resultados
variados, EC50(g/g DPPH)=0,85, EC50=1,93, EC50=2,48, EC50=4,83 e
EC50=2,86. Isto vem demonstrar que a regido de crescimento da palmeira
influencia os compostos fendlicos, e que consequentemente influencia a

atividade antioxidante do fruto.

6.6. Avaliacdo da atividade antiaterogenica do extrato de acai

liofilizado e andlises bioquimicas

6.6.1. Controle de peso corporal e do consumo alimentar

N&do houve diferenca significativa entre os pesos dos animais nos
diferentes grupos no inicio do experimento (p<0,05). Ao final do experimento
também ndo foi observada nenhuma diferenca significativa do peso dos
animais entre os diferentes grupos de tratamento (p<0,05). N&o houve
diferenca significativa do consumo alimentar médio entre os grupos. Na figura
17, demonstrou-se a evolucdo do peso dos camundongos durante os dias do
experimento. Na tabela 14 demonstrou-se o consumo diario médio da dieta

pelos camundongos.
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Figura 17 - Evolucdo do peso dos camundongos durante os dias do
experimento. Dados expressos em média. Nao houve diferenca significativa,
teste one way ANOVA complementados pelo teste de Tukey

Tabela 14: Consumo diario médio da dieta pelos camundongos

Grupos Consumo médio diario em gramas
Controle — (C57) 3,51+0,36
Controle + (APOE) 3,79+0,38
2% extrato 3,94 + 0,40
6% extrato 4,08 +£0,40
Sinvastatina 3,94 £ 0,37

Dados expressos em média £+ DP. Ndo houve diferenca significativa, teste one way
ANOVA

6.6.2. Andlises bioquimicas dos parametros sanguineos dos animais
experimentais
A partir do soro dos camundongos foram analisados os parametros
bioguimicos do perfil lipidico, glicose, creatinina e as enzimas aspartato
aminotransferase — AST/TGO e alanina aminotrasnferase — ALT/TGP. Foi
dosado também a creatinina fosfoquinase (CPK). Os resultados estéo

expressos na tabela 16.

58



Para o colesterol total, os grupos G3 e G4 apresentaram reducao
estatisticamente significante em comparagao ao G2 (338,10 + 35,83 mg/dL e
292,70 £ 37,67 mg/dL versus 415,20 £ 51,26 mg/dL, respectivamente). Para
LDL-colesterol os grupos G3 (292,40 £ 33,99 mg/dL) e G4 (252,12 + 37,79
mg/dL), apresentaram reducdo significante comparado com o G2 (371,40 *
51,16 mg/dL). Nao houve diferenca significante entre os grupos a base da dieta
com acai e o controle G2 para triglicerideos e HDL-colesterol. O grupo da
Sinvastatina promoveu um aumento significativo do HDL-colesterol comparado
com todos os grupos em estudo, porém aumentou também o nivel de
triglicerideos comparados com os grupos G2 e G4. Para a glicose, 0s grupos
G3, G4 e G5 apresentaram reducao significante em comparacao ao grupo G2
(com os resultados 93,30 + 14,1 mg/dL, 93,90 + 14,93 mg/dL e 95,6 + 17,58
mg/dL respectivamente, comparados com o G2 (142,20 + 45,93 mg/dL). N&o
houve diferenca significante entre 0os grupos para as enzimas utilizadas como
marcadoras de hepatotoxicidade (AST/TGO e ALT/TGP), assim como O
marcador utilizado para nefrotoxicidade (creatinina).

Os resultados demonstraram uma acao benéfica do extrato de acai
liofilizado introduzido na dieta dos camundongos. A dieta com acai fez com os
grupos que consumiram o0 extrato apresentassem valores inferiores de
colesterol total, LDL e glicose. Ndo houve indicios de possiveis efeitos nefro e

hepatotoxicos.
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Tabela 16 - Resultados das analises bioquimicas do soro dos camundongos

(G1) Controle -

(G2) Controle +

(G3) 2% ext. acai

(G4) 6% ext. acai

(G5) Sinvastatina

Glicose ?
Colesterol Total 2
HDL 2

LDL 2
Triglicerideos @
Coles/HDL @
LDL/HDL 2

TGO
TGP
CPK

Creatinina

161,78 + 0,12
108,22 + 10,38
64,67 = 5,02
21,38+ 7,14
110,89 + 20,93
1,67 £0,12
0,33+0,11

138,44 + 108,00
36,56 + 16,40
2613,33 + 2238,64
0,50 + 0,7

142,20 + 45,93
415,20 + 51,26
29,00 = 3,61
371,40 + 51,16
74 +10,02
14,62 + 3,23
13,10 + 3,12

113,80 + 26,97
22,20+ 7,50

1195,40 + 498,97 &f

1,39+0,78

93,30+ 1,41°
338,10 + 35,83 °
29,50 + 3,68
292,40 £ 33,99 °
81,00 + 29,50
11,55+1,41°
10,00 £ 1,42°

139,90 * 46,59
38,60 + 19,80

3932,60 + 2939,90 ©

0,73+0,49

93,90 + 14,93 "
292,70 £ 37,67 °
26,00 £ 1,33
252,12 + 37,79 °
72,90 + 18,18
11,32+1,87°
9,75+1,83"
116,20 + 27,89
33,40 + 19,88
1874,70 + 871,26
0,81 +0,39

Resultados: Média (mg/dL) + DP. Para TGO e TGP: Média (U/L) £ DP.
a,p<0,05(ANOVA)
b, p<0,05 comparado com grupo controle positivo
¢, p<0,05 comparado com extrato 2% acali.

d, p<0,05 comparado com extrato 6% acai

e, teste de Dunn’s (p<0,05) entre os grupos 2 e 3

f, teste de Dunn’s (p<0,05) entre os grupos 2 e 5

95,6 + 17,58 P
366,60 + 61,15
38,10 + 10,70 b-c.d
307,92 + 58,60 ¢
102,90 + 25,15 @
10,03 £2,25°
8,45+2,19°

125,9 + 47,23
33,00 + 13,76

2498,30 + 2347,16f

1,11+ 0,83
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As relacdes colesterol total/HDL e LDLc/HDLc, que séo indicadores de
risco cardiovascular mensurados, apresentaram reducdo significante para os
grupos G3, G4 e G5 em comparacdo ao grupo G2. Portanto, 0 consumo da
dieta contendo o extrato de acai liofilizado reduziu o risco cardiovascular
guando comparado com 0 grupo controle que nao ingeriu esta dieta.

A acgédo hipocolesterolemiante do extrato de acai liofilizado também tem
sido descrito para outros alimentos ricos em compostos fendlicos, tais como
uva vermelha, macd e cha verde.l’>116117 Os autores acima mencionados
sugerem que compostos fendlicos inibem a absor¢éo intestinal de lipideos da
dieta por formarem complexos com essas biomoléculas e assim interferirem
com o processo de emulsificacdo, solubilizacédo e hidrélise das micelas.

Um estudo'® sugeriu que extratos ricos em compostos fendlicos agem
de modo a aumentar a atividade hepatica da enzima 7a-hidroxilase,
promovendo um aumento da excregdo fecal de &cidos biliares e esterdides
neutros. Desta forma, explicaram a reducdo de Colesterol Total, LDL e VLDL
no soro em ratos com hipocolesterolemia apés a dieta com extratos ricos em
compostos fendlicos.

Outros nutrientes do extrato de acai como acidos graxos insaturados,
fibras e fitosterdis também desempenham importantes efeitos na melhora do
perfil lipidico. A ingestdo de acidos graxos insaturados leva a reducdo dos
niveis de colesterol total e LDL na circulacéo,!*® por aumentar a expresséo ou a
atividade de receptores de LDL no figado.??® As fibras dietéticas sequestram e
promovem a excrecao de sais biliares, e em resposta o figado produz mais sais
biliares, em consequéncia mais colesterol é captado da circulacdo e o0s
fitosterGis por apresentarem a estrutura quimica similar a do colesterol,
competem pela absorcéo intestinal.

MIYAZAKI et al.t?! utilizaram batata-roxa doce em modelo de APOE-/-,
também ndo encontraram diferenca significativa nos resultados de colesterol
HDL, triglicerideos, AST/TGO e ALT/TGP entre o0s grupos controle e
tratamento.

GRACE et al.122 demonstraram que um extrato rico de antocianinas de
mirtilo teve efeito hipoglicemiante em camundongos C57B1/6J diabéticos,
diminuindo a glicose em 51%, enquanto que a metformina, um medicamento

hipoglicemiante, obteve reducao de 27% nos mesmos animais. CIGNARELLA
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et al.1?3 obtiveram atividade hipoglicemiante com infusdo de folhas de mirtilo,
assim como VALCHEVA-KUZMANOVA et al. 124 obtiveram 0 mesmo resultado
com suco de frutas vermelhas (chokeberry), ricas em antocianinas. Enquanto o
mecanismo exato do efeito hipoglicemiante ndo é bem estabelecido, alguns
estudos!?®® demonstraram a capacidade das antocianinas em estimular a
secrecdo de insulina em células B-pancreédticas de roedores, in vitro. Além
disso, o consumo de frutas e legumes ricos em polifendis foi relatado com
capacidade de diminuir a incidéncia de diabetes tipo 2 por meio de um efeito
protetor antioxidante nas células B-pancreaticas.'?6.1%7

O grupo G5, o qual foi administrado a droga Sinvastatina, obteve um
efeito inesperado de diminicdo da glicose plasmatica. Uma pesquisa'?® com
ratos Zucker demonstrou evidéncias de melhora da resisténcia a insulina em
virtude do tratamento com estatinas. SWEANY et al.'?® indicaram uma melhora
do controle glicémico em pacientes tratatos com sinvastatina. Em um estudo
retrospectivo® revelou-se que cinco anos de tratamento com prevastatina
reduziu a incidéncia de diabetes em 30% numa populacdo. Os autores
sugeriram que uma acdo anti-inflamatéria estaria envolvida. Em uma meta-
analise,*®! indicou-se que o tratamento com estatinas levaria a uma reducéo de
eventos cardiovasculares, com beneficios para pacientes com diabetes tipo 2.
Estatinas também poderiam contribuir para a prevencao do diabetes devido a
reducdo de lipidios e aos efeitos pleiotrépicos, que sdo acdes generalizadas
diferentes do mecanismo de acdo primario ao qual foi atribuido a droga.
Segundo FURUYA,'%2 entre estes efeitos estdo: melhora da disfuncéo
endotelial, aumento da biodisponibilidade do Oxido nitrico, propriedades
antioxidantes e inibicdo de resposta inflamatoria.

O mecanismo exato da diminuicdo dos niveis de glicose através das
estatinas ndo € conhecido até o momento, cabendo ressaltar a importancia de

estudos da homeostase glicémica na acao desta classe de drogas.

6.6.3. Avaliacdo da atividade antioxidante in vivo
6.6.3.1. Avaliacdo das lesdes ateroscleréticas na aorta
N&o houve diferenca significante (p<0,05) para a area total analisadas

das aortas entre os grupos (figura 18). Com a confirmacéo de que as aortas
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possuiam areas semelhantes entre 0s grupos, tornou-se possivel analisar as

areas das placas de ateroma e relacionar as areas das lesoes.
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Figura 18 - Area total das aortas analisadas entre os grupos. Dados expressos em
média com desvio padrdo. Nao houve diferenca significante entre os grupos, teste one
way ANOVA.

O grupo C- (controle negativo das lesfes) é apresentado apenas com o
interesse de mostrar o arco-aortico e aorta sem lesdes, ndo sendo, portanto,

foco de comparagbes com 0s demais grupos.

Na tabela 17 apresentamos a area total da aorta e % da area lesionada
separada por grupos. Nenhum grupo apresentou reducdo da placa com
significancia estatistica (p<0,05). Alguns camundongos dos grupos que
consumiram a dieta com extrato liofilizado de acai apresentavam visualmente
lesGes menos evoluidas. Na figura 19 observamos a % de area lesionada das

artérias entre os grupos.

Tabela 17 - Area total da aorta e percentual de area lesionada

Area total da Aorta (cm?) % de Area Lesionada
C- 0,168 + 0,02 -
C+ 0,193+0,01 10,343 + 1,908
2% 0,171 +0,03 7,886 £ 5,014
6% 0,178 £ 0,02 8,425 + 3,842
Sinv 0,165 = 0,02 6,585 + 5,090
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Dados expressos em média com desvio padrdo. Nao houve diferenca

significativa entre os grupos, teste one way ANOVA.

14,00
12,00 -
10,00 -
8,00 ~

6,00 -

4,00 -

2,00 -

% Area Lesionada da Artéria

0,00 T T T
C+ 2% 6% Sinv

Grupos

Figura 19 - Percentagem de area lesionada das artérias entre os grupos. Nao
houve diferenca significativa entre os grupos, teste one way ANOVA.

Sabe-se que nos camundongos APOE-/- as lesBes aparecem como
nodulos amarelados (células espumosas) com 10 semanas de vida, porém na
oitava semana a adesao de células mononucleares e a formacéo esporadica
de células espumosas podem ser notadas. Sendo assim, n0ss0os animais com
14 semanas de vida poderiam ter lesdes ja evoluidas, ocasionando um alto
desvio padrdo no resultado do tratamento experimental. E de grande valia
iniciar um estudo com animais mais jovens afim de observarmos a prevencao
da formacgé&o da placa.

Xia et al.?3 investigaram a influéncia do extrato rico em antocianina do
arroz preto na vulnerabilidade de placas aterosclerdticas em camundongos
knockout ApoE. Apds 20 semanas (140 dias) de intervencdo, o tamanho da
placa foi reduzido em 18% no grupo que recebeu o extrato rico em antocianina
e em 13% no grupo com sinvastatina em relacdo ao controle dieta normal.
Neste trabalho o consumo da dieta com extrato de acai liofilizado foi de 75 dias
0 que nos leva a questionar se o estudo alcancaria resultados com significancia

estatistica para a placa de ateroma durante maior tempo de pesquisa.
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Estudos!®3134.135 demonstraram que néo ha correlagdo entre os niveis de
colesterol total no plasma e as lesbes ateromatosas em camundongos APOE
-/-. Embora tenhamos obtido bons resultados na diminuicdo do perfil lipidico
nao observamos significancia estatistica para a reducdo da placa ateromatosa

€m Nossos animais.

6.6.4. Avaliagcdo da atividade antioxidante

A capacidade antioxidante do figado foi investigada através da

guantificacdo da atividade enzimatica da catalase e da superoxido dismutase.

6.6.4.1. Atividade enzimética: Catalase no figado

A determinacdo da atividade da enzima catalase (CAT) foi baseada na
sua capacidade de hidrolisar o peroxido de hidrogénio (H202), transformando
em agua e oxigénio molecular. Para a atividade da CAT, o grupo C+
apresentou maior atividade da enzima em relacdo ao controle selvagem C-
mostrando a diferenca do estresse inerente ao modelo knockout ApoE. Os
resultados obtidos nos grupos 2% e 6% mostraram a diminuicdo da atividade
da catalase com significancia estatistica comparados ao grupo C+,
demonstrando que o extrato de acai liofilizado adicionado a dieta supriu, em
parte, a atividade antioxidante da catalase no figado de forma a diminuir a sua
concentragdo atuante na hidrélise do perdxido de hidrogénio. A figura 20
mostra a variacdo da atividade da enzima catalase entre os grupos apés o

tratamento.
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Figura 20 - Atividade da enzima catalase entre 0s grupos apos o tratamento.
*p<0,05 comparado com o grupo C+, ANOVA, teste de Tukey.

6.6.4.2. Atividade enzimética: Superoxido Dismutase no figado

A determinacédo da atividade da enzima superédxido dismutase (SOD) foi
baseada na sua capacidade de dismutacéo do radical superdxido, diminuindo a
oxidagao do pirogalol. Para a atividade da SOD, o grupo C+ apresentou maior
atividade da enzima em relacdo ao controle selvagem C- mostrando a
diferenca do estresse inerente ao modelo knockout ApoE. Os resultados
obtidos nos grupos 2% e 6% mostraram a diminui¢do da atividade da SOD com
significancia estatistica comparados ao grupo C+, demonstrando que o extrato
de acai liofilizado adicionado a dieta supriu, em parte, a atividade antioxidante
da superoxido dismutase no figado de forma a diminuir a sua concentragdo. A
figura 21 mostra a variagdo da atividade da enzima SOD entre os grupos apoés

o tratamento.
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Figura 21 - Atividade da enzima superéxido dismutase apds o tratamento. *p<0,05
comparado com o grupo C+, ANOVA, teste de Tukey.

HASSIMOTTO et al.136 estudaram a absorcdo e metabolismo da
cianidina-3-O-glucosideo e da cianidina-3-O-rutinosideo e demonstraram que
mesmo uma pequena absorcdo de antocianinas em ratos Wistar é suficiente
para aumentar a capacidade antioxidante do plasma.

Um estudo'®® identificou a cianidina 3-O-glucosideo e a cianidina 3-O-
rutinosideo como as duas principais antocianinas de onze polpas comerciais e
nao comerciais de Euterpe oleracea e estas apresentaram boa capacidade
antioxidante contra os radicais peroxil, peroxinitrito e radicais hidroxila. CHUN
O.K. et al.’3 mostraram a atividade antioxidante da aglicona cianidina diante do
radical superéxido entre todos os polifendis de diferentes variedades de
ameixas e exerceu um efeito protetor contra a toxicidade induzida por
hidroperdxidos em cultura de fibroblastos humanos pulmonar.

TSUDA et al.?6 relataram que a alimentacdo 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.

A SOD € um dos mais efetivos antioxidantes enzimaticos intracelulares

por catalizar a dismutacdo do radical superdxido em oxigénio molecular (Oz) e
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em uma espécie menos reativa, o H202. Contudo, o H202 em niveis
aumentados, € também toxico para o organismo e deve ser detoxificado pela
catalase e/ou peroxidases. A CAT, presente nos peroxissomos, € muito
eficiente na conversdo do H202 em agua e em oxigénio molecular. Em
condicbes normais, ha um equilibrio entre as reacfes que envolvem o0s
oxidantes (EROs) e os antioxidantes, sendo mantidas as condi¢cdes de vida.
Entretanto, na ocorréncia de um excesso de EROs e/ou uma deficiéncia de
antioxidantes € estabelecido o processo de estresse oxidativo, podendo

culminar com efeitos nocivos para o organismo.

7. CONCLUSAO

Para a extracdo das antocianinas totais do acai da palmeira da Mata
Atlantica, espécie Euterpe edulis Martius, o solvente mais eficiente foi o etanol
80° com o0 agente acidulante acido citrico na concentracéo de 0,3%. A adicéo
de 0,3g de &cido citrico em 100 mL de etanol 80° foi o suficiente para alcancar
o pH desejavel da solucdo para a extracdo, sem ocasionar hidrolises na
molécula do flavondide e, consequentemente, na estimativa precisa do teor das
antocianinas totais.

A quantidade de antocianinas totais, dosadas por HPLC, do extrato de
acai liofilizado foi de 2582,9 mg/100g de matéria seca. A cianidina 3-O-
glucosideo e a cianidina 3-O-rutinosideo representam 36,88% e 63,12%,
respectivamente, do teor das antocianinas encontradas no acai da Mata
Atlantica.

O teor de B-caroteno no extrato de acai liofilizado foi de 2,39mg/100g de
matéria seca. Na composicdo quimica do acai encontrou-se 6,59% de
proteinas, 16,809 de lipideos totais e 67,84% de carboidratos. Na composicéo
mineral do extrato liofilizado de acai destacamos o teor de ferro 5,2 mg/100g,
zinco 2,07 mg/100g e manganés 23,9 mg/100g de matéria seca. A analise
fitoquimica demonstrou a presenca de flavondéides, polifendis e saponinas no
acai. O perfil lipidico indicou a presenca majoritaria de acidos graxos
insaturados.

A atividade antioxidante do fruto dosado como forma de captura de

DPPH correspondeu a 42,72 mg/L para reduzir em 50% (EC50) a concentracao
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inicial do radical livre ou também como 3,55 g extrato de acai liofilizado/g
DPPH.

Os camundongos APOE -/- utilizados no ensaio biolégico néo
apresentaram variacdo entre 0s grupos no controle de peso e consumo
alimentar do inicio ao término do experimento. O acai melhorou o perfil lipidico
dos parametros do colesterol total e colesterol LDL. Com isso, as relacdes de
risco: colesterol total/HDL-c e LDL-c/HDL-c dos grupos tratados com acai
diminuiram comparados ao grupo knockout ApoE (C+). Ndo houve reducéo das
areas das placas de ateroma dos grupos tratados. A glicemia dos
camundongos tratados com acai e da sinvastatina foi reduzida, demonstrando
o efeito hipoglicemiante do extrato e a necessidade de estudos da homeostase
glicémica do farmaco, devido a possibilidade dos efeitos pleiotropicos das
estatinas. Nao houve alteracdo nas enzimas hepaticas e na creatinina dos
animais, demonstrando que houve seguranca hepato e nefrotdxica para a
ingestéo de 2% e 6% de acai na dieta.

As antocianinas presentes no extrato liofilizado de acai tiveram uma boa
contribuicdo para os resultados das enzimas catalase e superéxido dismutase
investigadas nos figados dos camundongos. A atividade antioxidante in vivo
das enzimas SOD e CAT apresentaram reducdo apds a dieta demonstrando
gue suas acdes foram suprimidas pela presenca dos antioxidantes naturais do
acai apés absorcédo e metabolizacdo do extrato liofilizado dos grupos de 2% e

6% de acai.

8. PERSPECTIVAS

A exploragdo sustentavel dos frutos da E. edulis busca ndo somente
uma possibilidade de obteng¢do de um alimento funcional ou nutracéutico, mas
também pode representar uma alternativa para a conservagdo da espécie e
para o equilibrio da cadeia alimentar da Mata Atlantica, uma vez que, varios
animais se alimentam dos frutos da espécie. E importante a realizacdo de
pesquisas que busquem avaliar o potencial nutricional e farmacologico dos
frutos de E. edulis, de forma que esse produto possa alcancar um nivel de
domesticacdo da espécie e estudo de manejo, de modo a obter propriedades

benéficas a saude humana, agregando mais valor ao fruto dessa palmeira,
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diminuindo a exploracdo indiscriminada do seu palmito e a consequente

degradacédo da espécie.
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Anexo 1 — Protocolo experimental do comité de ética do departamento de

Medicina Veterinaria
CERTIFICADO

A Comissdo de Etica para Uso de Animais (CEUA) / UFV certifica
que o processo n.2 56 / 2010, intitulado “Extracdo, atividades
antioxidante e antiaterogénica dos frutos do acai da Mata Atldntica
(Euterpe edulis Martius” coordenado pela Professora Maria do Carmo
Gouveia Peluzio do Departamento de Nutri¢cdo e Satide esta de acordo
com o Cédigo de Etica Profissional do Médico Veterinario, com os
Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e com a legislacdo
vigente, tendo sido aprovado por esta Comissdao em 16/11/2010.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use / UFV certify that the process
number 56/ 2010, named “Extraction, antioxidant and antiatherogenic
activities of acai fruit of the Atlantic forest (Euterpe edukis martius) ” is
in agreement with the Medical Veterinary Professional Ethics Code,
with the Ethical Principles for Animal Research established by the
Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA) and with actual

Brazilian legislation. This Departmental Commission on November 16,
2010 approved this process.

Vigosa, 16 de novembro de 2010

Comissio de Etica para o Uso de Animais da UFV
(CEUA / UFV)
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