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RESUMO

SANT’ANA, Marcella Ramos. Avaliacdo do potencial anti-inflamatorio e
antioxidante da casca da jabuticaba (Myrciaria cauliflora), do acai jussara
(Euterpe edulis Martius) e do jamboldo (Syzygium cumini) em
camundongos submetidos a dieta de cafeteria. 2014. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Universidade Federal do Espirito
Santo, Alegre — ES. Orientador: Prof. DSc. André Gustavo Vasconcelos Costa.
Co-orientador (es): Profa. PhD. Neuza Maria Brunoro Costa. Profa. DSc.
Pollyanna Ibrahim Silva.

O aumento da gordura corporal estd associado ao aumento da inflamacéo e do
estresse oxidativo, o que pode comprometer a saude do individuo. Uma
alternativa para tentar reestabelecer o equilibrio oxidativo e inflamatoério do
organismo seria a ingestdo de compostos antioxidantes, como os polifenéis
presentes em frutos como a jabuticaba (Myrciaria cauliflora), o jambol&o
(Syzygium cumini) e o acai jussara (Euterpe edulis Martius), frutos poucos
consumidos, mas produzido em grandes quantidades no Sudeste brasileiro.
Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar o efeito da suplementacédo desses
frutos sobre o estresse oxidativo e o processo inflamatorio em animais
alimentados com uma dieta hipercalorica e hiperlipidica. Os frutos foram
liofilizados e posteriormente foram avaliadas sua composi¢cao centesimal e sua
concentragdo de compostos fendlicos totais, de antocianina e atividade
antioxidante. Para o ensaio biologico, foram utilizados 30 camundongos
machos adultos da raca Swiss distribuidos em 5 grupos (n=6/grupo), a saber:
grupo tratado com dieta comercial padrdo (controle negativo), grupo tratado
com dieta de cafeteria (controle positivo) e grupos teste que receberam a dieta
de cafeteria acrescida de 2% de casca de jabuticaba, ou jambolao ou acai
jussara liofilizados durante 14 semanas. ApOs o0 periodo experimental foi
avaliada a capacidade antioxidante sérica e a peroxidacao lipidica, assim como
0s niveis de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a e IL-6) e anti-inflamatorias (IL-
10). Foi aplicado o teste t para comparacao dos resultados dos grupos controle
e ANOVA, complementada com teste de Tukey (ax=5%), para comparacao dos
grupos testes com o controle positivo. O liofilizado do acai jussara foi o fruto
com maiores concentracfes de antocianinas, enquanto a casca da jabuticaba
foi 0 que apresentou maiores concentracdes de compostos fendlicos totais e
atividade antioxidante in vitro. A suplementacdo com os frutos liofilizados foi
eficaz em aumentar a atividade antioxidante sérica dos animais experimentais,
porém nao foi observada reducdo da peroxidacdo lipidica sérica. Quanto ao
perfil inflamatdrio, ndo foi observada diferenca entre os animais suplementados
com os frutos liofilizados e os que receberam apenas a dieta de cafeteria.
Pode-se concluir que os frutos testados foram eficazes em aumentar a
atividade antioxidante sérica dos animais suplementados, mas nao
apresentaram efeito anti-inflamatério nesses animais.

Palavras-chave: inflamacéo, antioxidantes, jabuticaba, acai, jamboléo



ABSTRACT

SANT’ANA, Marcella Ramos. Anti-inflammatory and antioxidant effects of
jaboticaba peel (Myrciaria cauliflora), jussara acai (Euterpe edulis Martius)
and jambolan (Syzygium cumini) in mice submitted to the cafeteria diet.
2014. Dissertation (MSc in Food Science and Technology) - Federal University
of Espirito Santo, Alegre-ES. Advisor: Prof. Dr. André Gustavo Vasconcelos
Costa. Co-advisor(s): Prof. Dr. Neuza Maria Brunoro Costa. Prof. Dr. Pollyanna
Ibrahim Silva.

Increased body fat is associated with increased inflammation and oxidative
stress, which may compromise the health of the individual. An alternative to try
to restore the oxidative and inflammatory balance of the body would be the
intake of antioxidant compounds such as polyphenols present in fruits such as
jaboticaba (Myrciaria cauliflora), the jambolan (Syzygium cumini) and jussara
acai (Euterpe edulis Martius), fruit with low consumption, but with a large
production in southeastern Brazil. The objective of this study was to investigate
the effect of supplementation of these fruits on oxidative stress and
inflammation in animals fed a high calorie and high fat diet. The fruits were
lyophilized and subsequently evaluated its chemical composition and
concentration of total phenolics, anthocyanin and antioxidant activity. For the
biological assay, 30 adult male mice of the Swiss race divided into 5 groups (n
= 6/group) were used, namely: group treated with standard commercial diet
(negative control), group treated with cafeteria diet (positive control) and test
groups that received the cafeteria diet plus 2% freeze-dried jaboticaba peel
powder or jambolan or acai jussara for 14 weeks. After the experimental period
was evaluated serum antioxidant capacity and lipid peroxidation as well as the
levels of the anti-inflammatory (IL-10) and proinflammatory cytokines (TNF-a
and IL-6). It was applied t test to compare the results of the control groups and
ANOVA, complemented with Tukey test (a = 5%), to compare the results
between the tests groups and the positive control. The freeze-dried acai jussara
powder was the fruit with higher concentrations of anthocyanins, while the
jaboticaba peel showed the highest concentrations of phenolic compounds and
antioxidant activity in vitro. Supplementing with freeze-dried fruits was effective
in increasing serum antioxidant activity in experimental animals, but no
reduction of serum lipid peroxidation was observed. Regarding the inflammatory
profile, no difference between the animals supplemented with freeze-dried fruits
and receiving only cafeteria diet was observed. It can be concluded that the
fruits tested were effective in increasing serum antioxidant activity of the
supplemented animals, but showed no anti-inflammatory effect in these
animals.

Keywords: inflammation, antioxidants, jaboticaba, acai, jambolan



1 INTRODUCAO

A prevaléncia da obesidade tem atingido proporgdes epidémicas e
representa um dos principais desafios de saude publica, uma vez que 2,8
milhdes de pessoas no mundo morrem a cada ano como consequéncia do
excesso de peso ou obesidade (NGUYEN; LAU, 2012, WHO, 2012).

Segundo a Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura, 500 milhdes de pessoas sdo obesas e, aproximadamente, 1,4
bilhdo sofre com excesso de peso (FAO, 2013). A projecao é de que em 2015
essa proporcao seja de 700 milhdes de obesos e 2,3 bilhdes com excesso de
peso (WHO, 2005).

No Brasil, conforme os dados da Pesquisa de Orcamentos Familiares
(POF), o percentual de obesos entre homens e mulheres acima de 20 anos
aumentou de 8,9% e 13,1%, em 2002-2003 (IBGE, 2006) para 12,5% e 16,9%
em 2008-2009, respectivamente (IBGE, 2010).

A obesidade é caracterizada pelo excesso de tecido adiposo corporal.
Este tecido € responsavel ndo s6 pelo armazenamento de energia, como
também apresenta importante funcdo enddcrina. O aumento da gordura
corporal, principalmente a visceral, esta associado a reducdo de enzimas
antioxidantes de producdo endogena, como catalase (CAT), superoxido
dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) (CALDER, 2007). Ainda, esta
associado ao aumento de substancias com atividade pro-inflamatoria, como
fator de necrose tumoral a (TNF-a) e interleucinas (IL) 1, 6 e 8 (ROH et al.,
2007; PEREZ-ECHARRI et al., 2009). Portanto, esses processos culminam em
um desequilibrio oxidativo (KEANEY et al., 2003) e inflamatério (PEREZ-
MATUTE et al.,, 2007, WANG et al.,, 2008). Nesse contexto, estudos tem
associado o excesso de gordura visceral a resisténcia a insulina, a dislipidemia,
a hipertensdo arterial e as doencas cardiovasculares, que, em conjunto,
caracterizam o risco cardiometabdlico (DESPRES; LEMIEUX, 2006).

Uma alternativa para tentar reestabelecer o equilibrio oxidativo e
inflamatério do organismo seria a ingestdo de compostos antioxidantes
presentes nos alimentos, como os polifenéis (COSTA et al., 2013). Na regido
do Sudeste brasileiro ha uma grande biodiversidade de frutos ricos nesses

compostos, como a jabuticaba (Myrciaria cauliflora), o acai da palmeira Jussara



(Euterpe edulis Martius) e o jambolao (Syzygium cumini) (BRITO et al., 2007,
COSTA et al., 2013).

A casca da jabuticaba é rica em compostos antioxidantes como vitamina
C (RUFINO et al., 2010; COSTA et al., 2013) e polifentis (REYNERTSON et al.
2008; SANTOS et al., 2010). Entre os compostos polifendlicos se destacam a
guercetina, isoquercetina, quercimeritrina, quercitrina, rutina, miricitrina, acido
cindmico, acido O-cumarico, acido galico e acido elagico (REYNERTSON et al.,
2006; ABE et al., 2012, COSTA et al., 2013). As antocianinas sao 0s
flavonoides em maior concentracdo, com valores de 58,1mg/100g em matéria
fresca (RUFINO et al., 2010). A suplementacao da casca de jabuticaba na dieta
de ratos Wistar foi capaz de aumentar a atividade antioxidante plasmatica
(LEITE et al., 2011), assim como compostos isolados da jabuticaba
(jaboticabina) apresentaram acdo anti-inflamatéria in vitro (REYNERTSON et
al., 2006)

O jambolédo é rico em acido elagico, quercetina, rutina, vitamina C e em
antocianinas. Devido a elevada concentracdo de antioxidantes, sugere-se que
o0 jamboldo possua propriedades bioldgicas, como hipolipidémica e
hipoglicémica, podendo ter efeitos cardioprotetores (BALIGA et al., 2011).

Outro fruto rico em antocianinas é obtido da palmeira Jussara. O seu
despolpamento gera um produto semelhante nutricionalmente a polpa do acai
(Euterpe oleracea) (BRITO et al.,, 2007, COSTA et al.,, 2013). Correia et al.
(2012), ao avaliarem a matéria seca deste fruto, encontraram altos valores de
compostos fendlicos, como acido elagico e antocianinas, assim como uma
elevada atividade antioxidante.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi verificar o efeito dos
compostos bioativos da jabuticaba, do jamboldo e do acai jussara sobre o
estresse oxidativo e o processo inflamatério em animais alimentados com uma

dieta hipercalorica e hiperlipidica.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a capacidade anti-inflamatéria e antioxidante da jabuticaba
(Myrciaria cauliflora), do acai da palmeira Jussara (Euterpe edulis Martius) e do
jambol&do (Syzygium cumini) na reducdo dos danos oxidativos e inflamatorios

causados pela obesidade em camundongos submetidos a dieta de cafeteria.

2.2 Objetivos especificos

e Quantificar o conteudo de polifendis e de antocianinas nos produtos
liofilizados;

e Avaliar a capacidade antioxidante da jabuticaba, jamboléo e do acai Jussara
liofilizados;

e Dosar os indicadores de estresse oxidativo e inflamatorio plasmaticos dos
animais experimentais;

e Confrontar o efeito dos produtos teste em relacdo a capacidade anti-

inflamatoria e antioxidante.



3 JUSTIFICATIVA

A prevaléncia da obesidade tem aumentado em propor¢des epidémicas
no mundo. O excesso de tecido adiposo, principalmente o visceral, provoca um
desequilibrio oxidativo e inflamatério, que pode aumentar o0 risco
cardiometabdlico pelo desencadeamento de outras doencas como hipertenséo,
diabetes e doencas cardiovasculares.

Estudos sugerem que o consumo de alimentos ricos em compostos
antioxidantes, como os polifendis, possa ser capaz de minimizar os danos
intrinsecos causados pela obesidade. Além dos polifenéis, outros compostos
bioativos estdo presentes em concentracdes significativas em frutas da regiao
sudeste, como a jabuticaba, o acai Jussara e o jamboldao. Entretanto poucos
estudos tém explorado os beneficios anti-inflamatorios e antioxidantes desses
frutos in vivo.

Se comprovadas suas vantagens nutricionais, estes frutos poderiam ser
uma alternativa de baixo custo e de facil acesso, que traria beneficios a saude

da populacéo e fomentaria a economia local.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Fisiopatologia da obesidade

A obesidade é uma doenca crbnica ndo transmissivel, caracterizada pelo
aumento do tecido adiposo, decorrente de um balango energético positivo
cronico, resultante de uma complexa interacdo entre fatores genéticos,
neuroenddcrinos e ambientais (CAMPION; MILAGRO; MARTINEZ., 2010).

O tecido adiposo € um tecido ativo, capaz de secretar substancias como
fator de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina (IL), visfatina, resistina, inibidor
de plasminogénio ativado-1 (PAI-1), angiotensinogénio, fator de transcricéo
ativado por ligantes (PPAR-y), leptina e adiponectina (LYON; LAW; HSUEH,
2003; GUIMARAES et al., 2007). Essas substancias s&o denominadas
adipocinas e agem de forma autécirna, paracrina e endocrina no controle do
mecanismo da fome/saciedade, na sinalizagdo da insulina, nos niveis séricos
de lipidios, na coagulacao, na inflamacéo e na aterogénese (LAU et al., 2005,
ROH et al., 2007, PEREZ-ECHARRI et al. 2009).

Quando ha um aumento no tamanho do tecido adiposo, ha uma hipoxia
no tecido o que fara aumentar a producéo de algumas adipocinas como TNF-a,
IL- 1 B e IL-6, que em concentracbes elevadas adquirem carater pro-
inflamatorio. O aumento nos niveis circulantes de citocinas com carater
inflamatorio levara a um estado de inflamacgéo sistémica de baixo grau, o que
pode favorecer a resisténcia a insulina e o estresse oxidativo (LYON; LAW;
HSUEH, 2003; GUIMARAES et al., 2007; BRESSAN et al., 2009).

O estresse oxidativo gera danos celulares pela oxidacdo do DNA e de
proteina e lipidios presentes na membrana celular. Uma célula lesionada por
processos oxidativos e pelo processo inflamatorio perdera progressivamente a
sua funcao e sofrera apoptose (KOHEN; NYSKA, 2002). Quando a perda da
funcdo acomete células do figado ou de neurdnios do hipotdlamo ha um
comprometimento das funcdes metabdlicas por um desequilibrio no controle do
mecanismo de fome/saciedade e o gasto energético, o que favorece o
surgimento da obesidade (MILANSKI et al. 2009; MORAES et al., 2009).

A inflamacdo subclinica também pode estar associada ao padréo

alimentar. As dietas ocidentais, ricas em acidos graxos saturados, também
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geram resposta inflamatoria ao ativar a sinalizacdo do TLR4 (Toll-like
receptors) no hipotalamo (TSUKUMO et al. 2007). O TLR-4 é um receptor
pertencente ao sistema imune inato e sua ativagdo leva ao aumento na
producdo de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a, IL-183, IL-6, IL-8 e IL-12,
gue ocasiona apoptose de neurdnios e assim interfere na regulacdo da
homeostase energética. Dessa forma, um desequilibrio no mecanismo de
fome/saciedade desencadeado por uma inflamacé&o subclinica pode influenciar
na obesogénese (MILANSKI et al., 2009, MORAES et al., 2009).

Tanto o aumento na secrecao de citocinas inflamatérias (TNF-a, IL-1,
IL-6), decorrente do aumento do tecido adiposo, quanto a ativacdo de TLR-4
ativam compostos como IkB quinase (IKK) e quinase c-Jun n-terminal (JNK).
Esses compostos apresentam atividades de serinas quinases, capazes de
fosforilar os substratos do receptor de insulina (IRS-1 e IRS-2) em seu residuo
de serina 307, comprometendo a sinalizacdo da insulina. Dessa forma,
podendo iniciar 0 processo de resisténcia insulinica e surgimento do diabetes
mellitus, umas vez que a perpetuacdo do processo inflamatorio pode levar a
apoptose das células B pancreaticas (HANSEL et al., 2004). Alem de favorecer
diretamente a resisténcia a insulina, a IKKB também ativa o fator de transcricéo
NF-kB que resulta na transcricao de citocinas inflamatérias, como TNF-q, IL- 13
e IL-6, que agem negativamente sobre os receptores de insulina (SHOELSON
et al., 2003) (Figura 1).

Em suma, o aumento da inflamacédo subclinica e do estresse oxidativo,
decorrente do aumento da gordura corporal, estdo intimamente associado a
resisténcia a insulina, dislipidemia, hipertensdo arterial e doenca arterial
coronariana que, por sua vez, aumentam o risco cardiometabdlico (DESPRES;
LEMIEUX, 2006; VAN GAAL et al., 2006).

Uma alternativa para tentar reverter este quadro inflamatorio e oxidativo
desencadeado pela obesidade seria 0 aumento do consumo de alimentos ricos

em compostos antioxidantes e com acao anti-inflamatdéria, como os polifenais.



4.2 Antocianinas

Os flavondides sdo metabdlitos secundéarios das plantas pertencentes a
classe dos polifendis, que desempenham funcdo de defesa contra fatores
externos como, radiagao ultravioleta e ataque de pragas (DOWNHAM;
COLLINS, 2000). Estes compostos fendélicos podem se apresentar na forma de
monbémeros, dimeros e oligbmeros superiores que se localizam comumente
nos vacuolos de frutas e vegetais (KUSKOSKI et al., 2004). A classe dos
flavonodides se subdivide em seis grupos: flavonas, flavondis, catequinas,
flavanonas, isoflavonas e antocianinas.

As antocianinas sao pigmentos naturais que conferem coloracdo que
variam de vermelho ao azul. Quando encontradas na forma livre sdo chamadas
agliconas ou antocianidinas, porém sdo mais encontradas ligadas a moléculas
de aclucares como glicose, ramnose, galactose, xilose e arabinose. As
principais agliconas presentes nas frutas e vegetais sdo as cianidinas,
pelargonidinas, delfinidinas, petunidinas, peonidinas, malvidinas (WU et al.,
2006). Elas se diferem entre si pelos diferentes grupos substituintes que as
formam e na coloracédo que elas proporcionam aos alimentos.

As antocianinas também possuem atividade antioxidante gracas a sua
estrutura fendlica que possibilita a transferéncia de elétrons, provenientes dos
atomos de hidrogénio do grupo hidroxil presente no anel aromatico, para um
radical livre (RICE-EVANS et al., 1996).

Ha diferentes hierarquias quanto a capacidade antioxidante dos
flavondides, sendo que as cianidinas e a quercetina sdo as que possuem maior
capacidade antioxidante quando comparadas a outros flavondides (RICE-
EVANS et al., 1997). E em decorréncia da alta capacidade antioxidante destes
compostos quimicos que diversos estudos tém sido realizados para testar seus
beneficios na saude humana.

Estudos epidemioldgicos utilizando flavondides tem proposto acédo anti-
inflamatoria (ANGEL-MORALES et al., 2012), antiobesogénica (TSUDA et al.,
2005), cardioprotetora (PASCUAL-TERESA; MORENO; GARCIA-VIGUERA,
2010), anticarcinogénica (NORATTO et al., 2014), hipolipidémica
(ALEZANDRO, et al. 2013 a) e reducdo do risco de outras disfuncdes

relacionadas com a resisténcia a insulina (GUO; XIA, 2014).
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Segundo Noratto et al. (2011) a acdo dos polifendis na protecéo celular
ocorre de forma direta e indireta. Direta por agir como antioxidante e reduzir as
espécies reativas de oxigénio (ERO) e indireta por inibir a ativacdo de NF-kf3, o
gue reduziria os niveis de citocinas inflamatérias, moléculas de adesao, além
de inducdo de enzimas antioxidantes por aumentar a expressao de enzimas

antioxidantes (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismo de acdo dos polifendis na protecao celular contra a inflamacéo e
0 estresse oxidativo. (1) Lipolissacarideos de bactérias gram-negativas e acidos
graxos saturados, provenientes da dieta, podem se ligar a receptores TLR-4 e ativar
compostos como IKK e JNK. Estes podem fosforilar o substrato do receptor de insulina
(IRS) em seu residuo serina 307, o que prejudica a sinalizagdo de insulina. (2) O
tecido adiposo secreta citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a, IL-6 e IL-1B que
ativam IKK e JNK que fosforilam o substrato do receptor de insulina (IRS) no sitio
serina 307, o que prejudica a sinalizacéo de insulina. (3) IKK, quando ativada, pode
romper o complexo IkB/NF-kB, pela degradagéo de IkB, liberando NF-kB, que pode
agir no ndcleo da célula e favorecer a expressao de citocinas inflamatérias (TNF-a, IL-
6, IL-1B). (4) Com a obesidade ha o aumento das espécies reativas de oxigénio
(ERO), o gue pode danificar estruturas da membrana celular e DNA, prejudicando o
funcionamento celular. (5) Os polifen6is agem principalmente como antioxidantes,
anulando a acdo oxidante de ERO, o que reduziria o risco de perda na homeostase
celular. Os polifendis também inibem a ativacdo de NF-kB, o que reduz o risco de
resisténcia a insulina e instalacdo do processo inflamatorio. Além disso, os polifendis
podem ativar fatores de transcricdo que favorecem a expressdo de enzimas
antioxidantes.




4.3 Jabuticaba

A jabuticaba (Myrciaria cauliflora) é uma fruta nativa do Brasil e sua
producédo se concentra na regido sudeste (COSTA et al., 2013), com uma
maior produg&o nos meses de outubro e novembro (CEAGESP, 2010). Quando
maduro, o fruto apresenta casca preta, polpa adocicada e levemente acida,
com aproximadamente dois centimetros de didmetro e peso de
aproximadamente cinco gramas (WU et al., 2012).

A jabuticaba € um fruto de baixas calorias, com cerca de 58 kcal/ 100 g,
15,3% de carboidrato, 2,3% de fibras, 0,6% de proteina, 0,1% de lipidios
(TACO, 2011). Ela pode ser consumida tanto in natura, como na forma de
sucos, geleias, compotas de frutas, licor e vinagre (CLERICI; CARVALHO-
SILVA, 2011; WU et al., 2012).

A casca da jabuticaba é rica em compostos com caracteristicas
antioxidantes, a exemplo dos compostos fendlicos (ALEZANDRO et al., 2013
b), como a quercetina, isoquercetina, quercimeritrina, quercitrina, rutina,
miricitrina, acido cinamico, acido cuméarico, acido galico, acido elagico e
depsideos como a jabuticabina (REYNERTSON et al., 2006; ABE; LAJOLO;
GENOVESE, 2012).

Os flavonoides em maior concentragdo neste fruto sdo as antocianinas,
com valores de 58,1 mg/ 100 g em matéria fresca (RUFINO et al, 2010), sendo
gue as antocianinas majoritarias nesse fruto sdo a delfinidina 3-O-glicosideo e
a cianidina-3-O-glicosideo (WU et al., 2012). Quanto a concentracdo de
compostos fenolicos totais, a jabuticaba apresenta aproximadamente 31,6 mg
de equivalentes de acido galico (GAE) / g em sua casca seca (REYNERTSON
et al.,, 2008). A jabuticaba apresenta também outros compostos com acao
antioxidante como a vitamina C (238 mg/100 g matéria fresca), valor este
superior aos descritos para o jamboldo (112 mg/100 g matéria fresca) e para o
acai jussara (186 mg/100 g matéria fresca) (RUFINO et al., 2010).

Além de alta capacidade antioxidante, a casca da jabuticaba liofilizada
apresenta potencial antiproliferativo in vitro e antimutagénico in vivo (LEITE-
LEGATTI et al., 2012), como também efeito antimicrobiano (SILVA et al., 2014)
e hipocolesterolémico (ALEZANDRO et al., 2013 a).



Um ensaio biolégico utilizando ratos Wistar induzidos a diabetes por
estreptozotocina, com administracdo didria de 1 ou 2 g/ kg de peso de
jabuticaba liofilizada dissolvida em agua, durante 40 dias, teve como resultado
uma reducdo de 32% do colesterol e 50% dos triacilgliceréis plasmaticos,
assim como uma reducdo de 22% da peroxidacdo lipidica e aumento da
atividade enzimatica da SOD, CAT e GPx, em comparacdo com O grupo
controle (ALEZANDRO et al., 2013 a). Ainda foi observado que a
suplementacao de 2% da casa liofilizada da jabuticaba em dietas hiperlipidicas
administradas a ratos Sprague—Dawley, durante quatro semanas, foi capaz de
aumentar os niveis de HDL-c em 41,65% em comparagdo ao grupo controle
(LENQUISTE et al., 2012).

Estudos recentes tem demostrado acdo benéfica da casa de jabuticaba
liofilizada na reducdo de risco de desenvolvimento de resisténcia a insulina
associada a obesidade (LENQUISTE et al., 2012; DRAGANO et al., 2013).
Dragano et al. (2013) ao suplementar casca de jabuticaba liofilizada, durante 6
semanas, na proporgdo de 1%, 2% e 4% da dieta de camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica, observaram melhora na sensibilidade a
insulina devido a reducéao da inflamacéo hepatica.

No estudo de Leite et al (2011) verificou-se que a adicdo de 2% de
casca de jabuticaba liofilizada na dieta de roedores exerceu aumento
significativo no potencial antioxidante no plasma desses animais. Ainda,
Reynertson et al. (2006) verificaram que extratos de jabuticaba apresentam
forte atividade antioxidante pelo método de DPPH, como também atividade
anti-inflamatoéria por meio da inibicdo da producao de IL-8, em estudo in vitro.
Dados semelhantes foram encontrados in vivo ao suplementar 2% e 4% de
casca de jabuticaba liofilizada em ratos induzidos a obesidade, durante seis
semanas (BATISTA et al., 2014). Estes pesquisadores observaram, ao final do
estudo, aumento na atividade antioxidante no plasma, figado, rim e cérebro,
assim como reducdo nos niveis séricos de acidos graxos saturados, nos
animais suplementados com 1% e 4% da casca da jabuticaba liofilizada, o que
poderia ser fator protetor contra a hiperinsulinemia e inflamacdo. Contudo, o
aumento do consumo de antocianinas presentes na casca de jabuticaba
liofilizada, para valores acima de 4%, pode ocasionar reducdo na atividade

antioxidante plasmatica (LEITE et al., 2011).
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4.4 Jambolao

O jambol&o (Syzygium cumini) € um fruto originario da india pertencente
a familia Myrtaceae. Contudo, o cultivo desse fruto ja se difundiu para outras
regides, sendo tipicamente encontrado no Brasil nos meses de dezembro a
fevereiro (COSTA et al., 2013).

O S. cumini é conhecido como jambolao, jamelao, jaldo, no entanto esta
espécie também apresenta outras sinonimias cientificas como Eugenia
jambolana Lam., Syzygium jambolanum D.C., C. jambolana Willd, C. cumini
Pers, entre outros (VEIGAS et al., 2007; COSTA et al., 2013).

O jambol&o possui forma de baga, com formato oval e quando maduro,
apresenta casa e polpa roxa escura, com gosto doce e levemente adstringente,
com tamanho de aproximadamente 2 a 3 cm. O fruto ainda possui apenas uma
semente centralizada e envolta pela polpa.

O sabor adstringente do fruto € devido a presenca de taninos (SEVERO
et al, 2011), enquanto que o gosto doce é resultado da presenca de acucares,
como frutose, glicose, manose e galactose (SRIVASTAVA; CHANDRA, 2013).
Devido ao sabor agradavel, o jambolao pode ser consumido tanto in natura,
guanto processado na forma de geleias e vinhos (LAGO; GOMES; SILVA,
2006).

Quanto a composicao centesimal, o jamboldo apresenta 41 kcal/100g,
0,5% de proteina, 0,1% de lipidios, 10,6% de carboidrato, 1,8% de fibra, 27,1
mg/100g de vitamina C e 394 mg/100g de potassio (TACO, 2011)

O jamboldo também é fonte de quercetina, acido elagico, rutina e
antocianina. Este fruto apresenta em sua concentracdo 93,3 mg/100g de
antocianinas em sua matéria fresca (RUFINO et al., 2010), valor este superior a
outros frutos, como a acerola (18,9 mg/100 g em matéria fresca) e camu-camu
(42,2 mg/100 g em matéria fresca) (BRITO et al., 2007; RUFINO et al., 2010).
Estudo realizado por Faria, Marques e Mercadante (2011) observou que do
total de antocianina presente no jamboldo 45% encontrava-se na forma de
delfinidina 3,5-diglicosideo, 32% como petunidina 3,5-diglicosideo, 15% em
malvidina 3,5-diglicosideo, além de tracos de cianidina 3,5-diglicosideo e

peonidina 3,5-diglicosideo.
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Devido a alta concentracdo de antocianina, tem-se utilizado o jambol&o
como matéria prima para extracdo e purificagdo de antocianinas (JAMPANI;
NAIK; RAGHAVARAQO, 2014). Gragas a essas altas concentragbes de
antocianinas e vitaminas com atividade antioxidante, diversos estudos tem
sugerido que o jamboldo apresenta propriedades anti-inflamatorias,
hipolipidémicas e anti-hiperglicemiantes, o que sugere possivel efeito
cardioprotetor (BALIGA et al., 2011, AYYANAR; SUBASH-BABU;
IGNACIMUTH, 2013).

Estudos tem demostrado o efeito hipoglicemiante de todas as partes do
jamboléo, tanto o fruto, quanto seu caule, casca, folha e semente (AYYANAR,;
SUBASH-BABU; IGNACIMUTH, 2013). Segundo Arun et al. (2011), o extrato
da semente do jambolao apresenta também efeito anti-genotoxico e atua tanto
na reducao da peroxidacéao lipidica, como também favorece a acdo de enzimas
antioxidantes como, CAT e SOD em ratos diabéticos (PRINCE et al., 2003).

Além do efeito anti-inflamatorio, hipolipidémico e anti-hiperglicemiante,
estudos ja observaram outros efeitos farmacoldégicos como, antidiabético,
antiulcerogénico, hepatoprotetor, antialérgico, antimicrobiano, antipirético,
nefroprotetor e antidiarreico, radioprotetor (SRIVASTAVA; CHANDRA, 2013) e
anti-amnésico (ALIKATTE et al., 2012).

4.5 Acai jussara

O acai (Euterpe spp) € um fruto ndo climatérico, com formato globoso
com 1 a 2 cm de diametro e apenas uma semente, que representa cerca de
90% do seu peso. Sua semente e polpa sdo envoltas por uma casca de
coloracdo roxa escura a preta (BRITO et al., 2007). Do fruto pode-se extrair a
polpa e produzir uma bebida densa, de cor escura e de sabor agradavel. A
partir da polpa podem-se produzir diferentes tipos de bebidas, sorvetes e doces
(BORGES et al., 2011)

O acai jussara (Euterpe edulis Martius) € proveniente da palmeira
Jussara, pertencente a familia Arecaceae e amplamente encontrada na Mata

Atlantica, principalmente nos estados da Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo,
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Rio de Janeiro, S8o Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul
(LORENZI, 2006).

O Brasil € um grande produtor e consumidor do acai, principalmente o
acai da Amazodnia (Euterpe oleracea Martius). Entretanto, o fruto da palmeira
Jussara é pouco explorado para o consumo, mesmo sendo nutricional e
sensorialmente semelhante ao agai da Amazénia (BORGES et al., 2011).

A polpa do acgai jussara é nutricionalmente rica. Ao avaliar a composi¢céo
mineral desse fruto (mg/100 g de matéria seca), foram observados valores de
2,39 mg de [B-caroteno, 5,2 mg de ferro, 2,07 mg de zinco, 23,9 mg de
manganés (NOVELLO, 2011). Além de micronutrientes, 0 acai jussara é rico
em flavonodides, saponinas (NOVELLO, 2011), catequinas, epicatequinas e
guercitina, assim como acido ferdlico, galico, hidroxibenzdico e cumarico
(BORGES et al., 2011).

Rufino et al. (2010) encontraram altos valores de compostos fendlicos
(755 mg GAE/100 g de matéria fresca), antocianina (192 mg/ 100g de matéria
fresca) e atividade antioxidante (78,3 pmols TEAC/g de matéria fresca) em
comparacao ao jamboléo, jabuticaba e acai da Amazodnia (Euterpe oleracea).

Novello (2011), ao avaliar o acai jussara liofilizado, encontrou valores de
antocianina totais de 2582,9 mg/100 g do liofilizado, em que 63,12% era na
forma de cianidina 3-O-rutinosideo e 36,88% eram na forma de cianidina 3-O-
glicosideo. Quanto a composicado centesimal, foram encontrados 6,59% de
proteina, 67,84% de carboidrato e 16,80% de lipidios.

No acai jussara o0s acidos graxos monoinsaturados predominam
(45,53% a 56,82%), com destaque para o acido oléico (44,17% a 55,61%). Os
acidos graxos saturados representam 24,32% a 28,89% do conteudo lipidico,
com o componente principal o acido palmitico (20,25% a 25%). Os acidos
graxos polinsaturados representam 18,79% a 26,03% do conteudo lipidico,
com o componente principal o acido linoleico (18,19% a 25,36%) (BORGES et
al., 2011).

Ao suplementar 2% e 6% de acai liofilizado na dieta de camundongos
ApoE-/- ndo foi verificada hepatoxocidade e nefrotoxidade, sendo observada
melhora do perfil lipidico, acdo hipoglicemiante e favorecimento da defesa
atividade antioxidante endégena (NOVELLO, 2011).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Aquisigé&o e preparo dos frutos

A jabuticaba (Myrciaria cauliflora) e o jambolao (Syzygium cumini) foram
adquiridos de agricultores da regido sul do estado do Espirito Santo. Estes
frutos foram lavados com agua, despolpados manualmente, com o descarte da
polpa e do caroco da jabuticaba e do caroc¢o do jambol&o, e estocados a -20° C
até o momento da liofilizagcdo. O acai jussara (Euterpe edulis Martius) foi
adquirido ja despolpado e pasteurizado da empresa Vip Polpa®. Estes foram
transportados sob refrigeracdo e permaneceram a -20°C até serem liofilizados.

Os frutos foram liofilizados em liofilizador de bandeja, no Laboratorio de
Corantes Naturais do Departamento de Tecnologia de Alimentos da
Universidade Federal de Vigosa. ApoOs a liofilizagdo os frutos foram
acondicionados em recipientes laminados, sem o contato com luz e ar. As
embalagens foram identificadas e mantidas a -20° C até o momento das

analises.

5.2 Anélise dos produtos liofilizados

5.2.1 Composicédo centesimal

As avaliacdes fisico-quimicas: umidade, lipidios, proteinas foram
realizadas conforme as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2005) e as
cinzas segundo a Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1984). As
analises foram realizadas, em triplicata, na casca de jabuticaba, jambolao e
acai jussara liofilizados.

A umidade foi determinada por secagem direta em estufa (BIOPAR®) a
105°C, até peso constante. O teor de proteinas foi mensurado utilizando o
processo de digestdo de Kjeldahl, em que o teor de nitrogénio foi convertido em
teor de proteina multiplicando-se o valor encontrado pelo fator 6,25. A
concentracao de lipidios foi determinada por meio de extracao intermitente em
aparelho extrator de Soxhlet (MARCONI® MA491) durante 5 horas, utilizando-
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se como solvente extrator o éter de petroleo. As cinzas foram determinadas por
incineracdo em mufla (MARCONI® MA38512) & 550°C até a obtencéo de cinzas
claras. O percentual de carboidratos foi calculado por diferengca, em que se
subtraiu do total de 100% as porcentagens de umidade, proteina, lipidios e

cinzas.

5.2.2 Preparo do extrato

Para a quantificacdo dos compostos fendlicos totais e capacidade
antioxidante foram preparados extratos a partir da metodologia adaptada de
Rufino et al. (2010), em que 1 g de amostra liofilizada foi acrescida de 40 mL
de solucdo metanol/dgua (50:50 v/v). A solucdo permaneceu 2 horas em
agitador mecanico (CIENLAB®) a 25°C com agitacédo de 150 RPM. Ao final da
agitacdo, a solucao foi filtrada a vacuo e ao residuo proveniente da filtracéo foi
adicionado 40 mL de solucéo de acetona/agua (70:30 v/v), o qual retornou ao
agitador mecanico, onde permaneceu por mais 2 horas. Ao final da agitacéo, a
solugdo foi filtrada a vacuo e os filtrados foram misturados em baldo
volumétrico de 100 mL, com volume ajustado com agua destilada. Os extratos

foram estocados em vidro ambar a -20°C até o momento das analises.

5.2.3 Quantificacdo de compostos fendlicos dos produtos liofilizados

A quantificacdo de polifendis totais das amostras liofilizadas foi
determinada pelo ensaio do reagente de Folin-Ciocauteu, com base na
metodologia adaptada de Singleton e Rossi (1965).

Em um tubo de ensaio foi acrescentado 0,6 mL do extrato do fruto
liofilizado e 3 mL do reagente Folin-Ciocauteu previamente diluido na razdo de
1/10. Os tubos foram agitados vigorosamente em voOrtex e permaneceram em
repouso durante 3 minutos. Logo apés, foi acrescentado 2,4 mL de solucao de
carbonato de soédio saturada em &agua destilada (7,5% m/v) e os tubos
permaneceram em repouso por 1 hora. Apdés o tempo estabelecido, foi
realizada a leitura da absorbancia das amostras por espectrofotometria (BEL
PHOTONICS® 2000 UV), em comprimento de onda de 760 nm. O indice de
polifendis totais foi determinado utilizando curva padrao de acido galico (0-150

mg/L; R2 = 0,999) e os resultados foram expressos em acido galico equivalente
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por grama de matéria seca (mg AGE/ g de MS). Toda a andlise foi realizada em

ambiente sem a incidéncia direta de luz.

5.2.4 Quantificacdo de antocianinas totais dos produtos liofilizados

As antocianinas das amostras liofilizadas foram quantificadas seguindo o
método espectrofotométrico proposto por Francis (1982).

Para o preparo do extrato para analise de antocianina, pesou-se 1 g de
amostra liofilizada e adicionou-se 60 mL de metanol/agua (70:30 v/v). O pH da
solucédo foi ajustado para 2 com o auxilio do HCI 3 mol/L. A solucéo ficou em
repouso por 12 horas a 8°C, ao abrigo da luz. Apés as 12 horas, a solucao foi
filtrada a vacuo e o filtrado diluido (1:10 v/v) em metanol-HCI 1,5 mol/L para a
leitura da absorbancia. As absorbancias foram lidas em espectrofotdbmetro
(BEL PHOTONICS® 2000 UV), com comprimento de onda de 535 nm. O teor
de antocianina foi expresso em cianidina-3-glicosideo na matéria seca,
utilizando massa molecular (MM) de 449,2 g/mol e absortividade molar (€) de
26.900 L.mol™t.cm™.

5.2.5 Determinacéo da capacidade antioxidante dos produtos liofilizados

A atividade antioxidante foi avaliada por meio da captura do radical
ABTS (acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico), segundo o
método proposto por Re et al. (1999).

Para o preparo do radical, quantidades iguais da solucdo estoque de
ABTS (7mM) e solucéo de persulfato de potassio (2,45 mM) foram misturadas
e armazenadas em vidro ambar, onde permaneceram sob refrigeracédo por 16
horas, até 0 momento da andlise.

Em um tubo de ensaio foi adicionado 0,5 mL do extrato dos frutos
liofilizados mais 3,5 mL do radical ABTS (Sigma-Aldrich®) e a mistura foi
homogeneizada em vortex. Os tubos permaneceram em repouso por 6 minutos
até o momento da leitura.

Apés repouso de 6 minutos, foi realizada a leitura da absorbéancia das
amostras por espectrofotometria (BEL PHOTONICS® 2000 UV), em
comprimento de onda de 734 nm. A capacidade antioxidante foi determinada
utilizando curva padrdo de Trolox ((*)-acido  6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilcromano-2-carboxilico, Sigma-Aldrich®) (0-90 mg/L; R2 = 0,999) e os
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resultados foram expressos como capacidade antioxidante equivalente ao
Trolox por grama de matéria seca (umols TEAC/ g MS).

5.3 Ensaio Biolégico

5.3.1 Composicéo e preparo das dietas experimentais

A composicao das dietas experimentais foi baseada na dieta de cafeteria
proposta por Milagro et al. (2006), uma dieta hipercalérica e hiperlipidica capaz
de induzir a obesidade e o estresse oxidativo. O grupo controle positivo
recebeu apenas dieta de cafeteria e 0s demais grupos experimentais
receberam dieta de cafeteria acrescida de 2% de um dos produtos liofilizados
(LEITE et al. 2011) (Tabela 1). O controle negativo foi 0 Unico grupo que néo
recebeu dieta de cafeteria, consumindo apenas dieta comercial peletizada
(Presence®), uma ragdo balanceada em macro e micronutrientes.

A dieta de cafeteria era composta por racdo comercial (Presence®),
biscoito doce (Marilan®), batata-palha (Krok®), chocolate ao leite (Harald®),
bacon (Perdigdo®) e paté de figado de galinha. Para o preparo do paté foram
utilizados 73,28% de figado de galinha cozido (Pif Paf®) processado com
26,72% de manteiga (Davaca® (Tabela 1). Para o preparo das dietas foi
adicionada a mesma quantidade de todos os ingredientes, com excecdo do
paté de figado de galinha que foi acrescentado o dobro dos demais. Para as
dietas que continham 2% dos frutos liofilizados, foi retirada a mesma
guantidade referente a suplementacdo de cada ingrediente, respeitando a
proporcao de 1:2. Todos os ingredientes foram triturados individualmente e, ao
final, os ingredientes foram misturados em multiprocessador até se tornarem
homogéneos.

As dietas foram preparadas semanalmente e acondicionadas em sacos
laminados e permaneceram sob refrigeracdo (5 a 8°C) até o momento da
administracdo aos animais.

Apbs o preparo das dietas experimentais foram realizadas analises da
composicao centesimal para caracterizacdo da dieta quanto aos seus valores
de proteina, carboidrato, lipidios, umidade (IAL, 2005) e cinzas (AOAC, 1984).
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Tabela 1. Composigéo das dietas experimentais (g/kg)

Ingredientes Controle negativo Controle positivo Jabuticaba Jamboldo  Acai jussara

Racao comercial 1000 142,85 140 140 140
Biscoito doce - 142,85 140 140 140
Batata-palha - 142,85 140 140 140
Chocolate ao Leite - 142,85 140 140 140
Bacon - 142,85 140 140 140
Paté de figado de galinha - 285,7 280 280 280

Manteiga - 76,34 74,82 74,82 74,82

Figado de galinha - 209,36 205,18 205,18 205,18
Jabuticaba liofilizada - - 20 - -
Jamboléo liofilizado - - - 20 -
Acai jussara liofilizado - - - - 20
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5.3.2 Delineamento Experimental

Foram utilizados 30 camundongos machos, adultos, da raca Swiss
(Albinus musculus), com seis semanas de vida, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal do Espirito Santo. Os animais, com peso
inicial de aproximadamente 33 g, foram distribuidos em cinco grupos
experimentais (n=6/grupo), de forma a ndo apresentar grandes variagoes de
peso entre 0s grupos, em que cada grupo recebeu dieta comercial padréo
(controle negativo - CN), ou dieta de cafeteria (controle positivo - CP), ou dieta
de cafeteria acrescida de 2% de casca de jabuticaba (JB), jamboldo (JM) ou
acai jussara liofilizados (AJ) (Tabela 1), por um periodo de 14 semanas.

Os animais foram mantidos em pares em caixas de polietileno, com
temperatura controlada a 21 + 2° C, com fotoperiodo de 12 horas claro/escuro,
recebendo agua e dieta ad libitum. O consumo e o peso corporal dos animais
foram monitorados semanalmente. Apos o periodo experimental, foi avaliada a
porcentagem de eficiéncia alimentar da dieta por meio da razdo do ganho de
peso final (g) pela quantidade total de dieta ingerida (g).

Ao final do periodo experimental, os animais foram submetidos a jejum
de 12 horas e cada animal foi anestesiado com cetamina (60 mg/kg) e xilazina
(15 mg/kg) por via intraperitoneal. A retirada do sangue foi realizada por meio
do rompimento do plexo braquial e 0 sangue coletado em microtubos né&o
heparinizados, os quais foram centrifugados a 2500 g, por 15 minutos a 4°C
para obtencdo do soro. O soro foi transferido para microtubos identificados e
armazenado a -80° C até o momento da analise.

Todos os procedimentos experimentais realizados neste estudo foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), da

Universidade Federal do Espirito Santo, protocolo n°® 016/2013 (Anexo 1).

5.3.3 Anélise dos parametros oxidativos e inflamatoérios

A atividade antioxidante total do soro foi determinada por meio de ensaio
colorimétrico com auxilio do kit comercial da marca Cayman Chemical
Company®, Ann Arbor, MI, que quantifica tanto compostos antioxidantes

hidrossoluveis, quanto lipossoluveis. A leitura das amostras foi efetuada em
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comprimento de onda de 750 nm e os resultados foram expressos como
milimolar (mM) de Trolox equivalente (TE).

Como indicador de estresse oxidativo foi realizada a dosagem sérica de
malondialdeido (MDA), por técnica colorimétrica, utilizando-se kit comercial
(BioAssay Systems®) pelo método TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive
Substances). A leitura das amostras foi efetuada em comprimento de onda de
535 nm e os resultados foram expressos como uyM de malondialdeido (MDA)
equivalente.

O processo inflamatério foi avaliado por meio da determinacdo dos
niveis de interleucinas (IL-6 e IL-10) e de TNF-«, utilizando-se kits multiplex
(MILLIPORE®).

5.4 Analises estatisticas

O delineamento experimental foi do tipo inteiramente casualizado. Foi
aplicado o teste Kolmogorov—Smirnov para testar a normalidade dos dados e,
apos a confirmacédo da normalidade, foi aplicado o teste t para analise dos
controles positivo (dieta de cafeteria) e negativo (dieta padrao). Os efeitos dos
tratamentos (jabuticaba, jambolédo e acai jussara liofilizados) foram comparados
com o grupo controle positivo por meio da aplicacdo da andlise de variancia
(ANOVA), complementada com teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia.
Todos os resultados foram apresentados em média e desvio padrédo. Para a
analise estatistica dos dados foi utilizado o software GraphPad Prism, verséo
5.0.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicdo centesimal dos frutos esta apresentada na Tabela 2. A
jabuticaba foi o fruto que apresentou maior umidade apds o processo de
liofilizagdo, assim como maiores teores de cinzas. O liofilizado da casca de
jabuticaba e do acai jussara apresentaram maiores teores de proteinas, sendo
gue o agai jussara também apresentou maiores concentracdes de lipidios em
comparacao aos demais liofilizados. Quanto a concentracdo de carboidratos, o

jamboléo foi o liofilizado com maiores porcentagens desse macronutriente.

Tabela 2. Composicdo centesimal da casca da jabuticaba, jamboldo e acai
jussara liofilizados

Jabuticaba Jambolao Acai jussara
Umidade (%) 11,812+ 0,29 9,75° + 0,45 5,32° + 0,05
Proteina (%) 7,57%+0,85 2,98 + 0,34 6,187+ 0,31
Lipidios (%) 1,35 + 0,17 1,04° + 0,09 26,71%+ 1,44

Carboidratos (%) 74,28 +1,14 82,77+ 0,84 58,11°+ 1,69

Cinzas (%) 4,99%+ 0,43 3,46° + 0,21 3,68° + 0,04

Dados expressos em média + DP. Letras diferentes em uma mesma linha
representa diferenca estatistica, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A composicao centesimal pode variar em decorréncia das caracteristicas
ambientais onde o fruto foi cultivado, como Borges et al (2011) demostraram
em um estudo com diferentes cultivares de acai. Estes autores observaram que
a maior variacdo na composicao dos frutos sdo nos teores de lipidios (18,45 a
44,08%), proteinas (5,13 a 8,21%) e cinzas (1,55 a 3,32%). Castro et al. (2014)
corroboram esta variacao ao liofilizarem o acai jussara e encontraram valores
de 8,45% de umidade, 49,35% de lipidios, 42,86% de carboidratos e 5,28% de
proteina. De forma semelhante, Leite-Legatti et al. (2012) ao avaliarem a casca
da jabuticaba liofilizada encontraram valores de 1,72% de lipidios, 15,33% de

umidade, 4,89% de proteina e 3,53% de cinzas.
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Os frutos liofilizados diferiram-se estatisticamente (p < 0,05) quanto a
concentragcdo de compostos fendlicos, antocianina e atividade antioxidante
(Tabela 3). O liofilizado da casca da jabuticaba foi o que apresentou maiores
concentracfes de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante, seguidos
pelo acai jussara e jamboldo. Por outro lado, o acai jussara foi o que
apresentou maiores valores de antocianinas, sendo acompanhados pela
jabuticaba e jambolao.

Rufino et al (2010) ao avaliarem a concentragdo de antocianina nesses
mesmos frutos, sem passar pelo processo de liofilizacdo, encontraram valores
de 0,41 ¢g/100 g MS para casca de jabuticaba, 0,62 g/100 g MS para o
jamboldo e 1,96 g/100 g MS para o acai jussara, sendo esses valores inferiores
aos encontrados neste estudo para o liofilizado da casca da jabuticaba e
jamboldo e superior aos encontrados no acgai jussara. Quanto aos compostos
fendlicos totais, esses autores encontraram valores de 35,84 mg GAE/g MS
para a casca de jabuticaba liofilizada, 11,17 mg GAE/g MS para o jambol&o
liofilizado e 56,72 mg GAE/g MS para o acai jussara liofilizado, os quais foram
superiores aos encontrados no presente estudo, com excecdo da casca da
jabuticaba. A capacidade antioxidante encontrada por Rufino et al (2010)
também foi superior aos encontrados neste estudo, com teores de 125 pmols
Trolox/ g MS para o jamboldo e 606 pmols Trolox/ g MS para o0 acai jussara,
com excecao da jabuticaba que obteve valores inferiores, de 317 pmols Trolox/
g MS.

Apesar de o0 acai jussara possuir maiores concentracdes de antocianinas
em comparacédo a casca da jabuticaba, a concentracdo de compostos fendlicos
totais da casca da jabuticaba foi maior, o que justifica sua maior capacidade
antioxidante. Isso se deve ao fato da casca de jabuticaba ser rica em outros
compostos fendlicos com caracteristicas antioxidantes, a exemplo da
guercetina, isoqguercetina, quercimeritrina, quercitrina, rutina, miricitrina, acido
cindmico, acido O-cumarico, acido galico, acido elagico, entre outros
(REYNERTSON et al., 2006; ABE; LAJOLO; GENOVESE, 2012; COSTA et al.,
2013).
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Tabela 3. Caracterizacdo dos frutos liofilizados quanto aos compostos fendlicos totais, capacidade antioxidante e antocianina em
base seca

Jabuticaba Jambolao Acai jussara

Antocianina (g cianidina-3-glicosideo/100g) 1,22°+0,01 0,91°+ 0,00 1,80%+ 0,01
Atividade antioxidante (umols Trolox/g) 786,24%+ 35,44 71,58°+ 8,69 408,05° + 23,49

Compostos fendlicos totais (mg de AGE/g) 95,32+ 1,71 8,17°+ 1,14 47,84°+ 2,74

Dados expressos em média + DP. Letras diferentes em uma mesma linha representa diferenca estatistica, pelo teste de Tukey (p <
0,05).

Tabela 4. Composicéo centesimal das dietas experimentais ofertadas aos animais

Controle negativo Controle positivo Jabuticaba Jamboléao Acai jussara
Umidade (%) 10,63 P+ 0,06 21,71%+0,18 21,94%+0,26 21,80%+0,10 21,96 *+0,08
Proteina (%) 28,932+ 0,33 14,06 ° + 0,17 14,00°+0,45 14,60°+0,47 14,14°+0,10
Lipidios (%) 2,78 °+ 0,37 27,482+ 0,45 27,97%+0,82 27,97%+0,31 27,93%+0,14
Carboidratos* (%) 49,46 %+ 0,58 33,68"°+0,79 33,06°+0,97 32,24°+0,71  32,96°+0,37
Cinzas (%) 8,202+ 0,20 3,07°+0,16 3,03°+0,11 3,39°+0,12 3,00°+0,22
Calorias (Kcal/ 100 g) 338,59"°+233 438,28 %+ 2,01 439,982 +3,32 439,06%+0,96 439,81%+0,56

Dados expressos em média £ DP. Letras diferentes em uma mesma linha representa diferenca estatistica, pelo teste de Tukey (p <
0,05). * Carboidratos totais, incluindo fibras.
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A diferenca na concentragdo de compostos bioativos entre os frutos
deste trabalho e os descritos pela literatura também pode ser explicada pelas
diferencgas climaticas onde o fruto foi cultivado. Frutos cultivados em locais com
alta incidéncia solar, com altas temperaturas e em altitudes médias apresentam
maiores concentracdes de compostos fendlicos e antocianinas (BORGES et al.
2011).

A composicao centesimal das dietas experimentais est4 apresentada na
Tabela 4. Observa-se que o0 conteudo proteico da dieta de -cafeteria
corresponde a aproximadamente 50% do total proteico da dieta comercial do
grupo controle negativo. Por outro lado, a dieta de cafeteria apresenta um
contetdo de lipidios 10 vezes maior que a dieta comercial. Ainda, a dieta de
cafeteria apresenta cerca de 30% mais calorias que a dieta comercial. Assim,
pode-se inferir que a dieta de cafeteria é hiperlipidica e hipercalorica quando
comparada a dieta comercial.

O consumo dos animais experimentais esta apresentado na Figura 2.
Observa-se que o grupo CN apresentou maior consumo (p < 0,05), quando
comparado ao CP. Por outro lado, o consumo dos demais animais tratados
com dieta de cafeteria ndo diferiu estatisticamente (p > 0,05). Dessa forma,
pode-se observar que o fruto ndo exerceu efeito sobre o volume final ingerido
pelos animais durante as 14 semanas experimentais.

Ainda que o CP tenha apresentado menor consumo alimentar, este
grupo foi o que totalizou maior ganho de peso durante o experimento em
comparacao ao CN (p < 0,05), sendo cerca de 45% superior (Figura 3). Nao foi
observada diferenca estatistica (p > 0,05) entre o ganho de peso do CP com os
grupos experimentais suplementados com os frutos.

A diferenca entre o ganho de peso de CP para o CN se deve ao fato da
densidade caldrica da dieta de cafeteria ser aproximadamente 30% superior a
racado comercial, ao passo que a similaridade calérica entre a dieta de cafeteria
e as suplementadas com os frutos justifica a igualdade no ganho de peso final.

O maior ganho de peso dos animais alimentados com a dieta de
cafeteria e dieta de cafeteria suplementada pode ser justificado pela maior

eficiéncia alimentar destas em comparacéo a racao comercial (Figura 4).
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Entre as dietas que continham o fruto liofilizado, estima-se que a dieta
ofertada ao grupo AJ foi o com maiores concentragcdes de antocianina (0,38 g
de cianidina-3-glicosideo / 100 g de dieta), seguida por JB (0,24 g de cianidina-
3-glicosideo/ 100 g de dieta) e JM (0,18 g de cianidina-3-glicosideo/ 100 g de
dieta).

O consumo médio de compostos fendlicos entre 0s grupos
suplementados foi de 1,11 mg GAE/dia para JB, 0,09 mg GAE/dia para JM e
0,54 mg GAE/dia para o AJ. Contudo, pode-se observar que os frutos néo
apresentaram fator protetor contra o ganho de peso, uma vez que nédo houve
diferenca estatistica entre o ganho de peso dos animais alimentados com 0s
frutos dos animais alimentados com a dieta de cafeteria (Figura 3).

Os dados do presente estudo corroboram os de outros autores que
também nao observaram diferenca estatistica no ganho de peso final dos
animais experimentais em relagdo ao grupo controle apds a suplementacéo
com 1%, 2% e 4% de casca de jabuticaba liofilizada tanto para ratos Wistar
saudaveis (LEITE et al., 2011) quanto para ratos Sprague-Dawley induzidos a
obesidade (BATISTA et al., 2014). Resultados semelhantes foram encontrados
por Castro et al (2014) ao suplementar a dieta AIN-93M de camundongos

ApoE™ com 2% de acai jussara liofilizados.
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Figura 2. (A) Progressao do consumo dos animais durante todas as semanas experimentais. (B) Média do consumo final de cada
grupo testado. Dados do consumo total expressos em média +
suplementada com casca de jabuticaba; JM: dieta suplementada com jamboldo; AJ: dieta suplementada com acai jucara.
*Diferenca estatistica entre CN e CP pelo teste t (p < 0,05). Nao houve diferenca estatistica (p>0,05) entre os grupos CP, JB, JM e

AJ pelo teste de Tukey.
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Figura 3. (A) Progressao do ganho de peso dos animais durante todas as semanas experimentais. (B) Média do ganho de peso
final de cada grupo testado. Dados do ganho de peso expressos em média + DP. CN: controle negativo; CP: controle positivo; JB:
dieta suplementada com casca de jabuticaba; JM: dieta suplementada com jamboldo; AJ: dieta suplementada com acai jucara.
*Diferenca estatistica entre CN e CP pelo teste t (p < 0,05). Nao houve diferenca estatistica (p>0,05) entre os grupos CP, JB, JM e
AJ pelo teste de Tukey
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Figura 4. Eficiéncia alimentar das dietas experimentais. Dados expressos em
média + DP. CN: controle negativo; CP: controle positivo; JB: dieta
suplementada com casca de jabuticaba; JM: dieta suplementada com
jamboléo; AJ: dieta suplementada com acai jucara.* Diferenca estatistica entre
CN e CP pelo teste t (p < 0,05). Nao houve diferenca estatistica (p > 0,05) entre
0s grupos CP, JB, JM e AJ pelo teste de Tukey.

A atividade antioxidante sérica esta apresentada na Figura 5. Observa-
se que nao houve diferenca estatistica quanto a atividade antioxidante sérica
do CP (1,64 mM TE) para o CN (1,78 mM TE) (p > 0,05). Por outro lado, todos
0s grupos alimentados com os frutos aumentaram a atividade antioxidante
sérica, em comparacao aos animais induzidos a obesidade nao suplementados
(p = 0,05). Nao foi observada diferenca estatistica (p > 0,05) entre 0s grupos
suplementados com a casca da jabuticaba (2,04 mM TE), jambolédo (2,14 mM
TE) e acai jussara (2,28 mM TE).

A melhora na atividade antioxidante observada no soro dos animais &
decorrente da alta concentracdo de polifendis, como antocianina, quercetina e
acido elagico nos frutos testados (BORGES et al.,, 2011; CORREIRA et al.,
2012; WU et al., 2012). Esses compostos agem diretamente como antioxidante
devido a presenca de grupos hidroxil em sua estrutura fendlica que permite a
transferéncia de elétrons para um radical livre, estabilizando-o (RICE-EVANS et
al.,, 1996). Os polifendis também agem de forma indireta na melhora do
estresse oxidativo por favorecer o aumento da expressao de enzima com acao
antioxidante, como SOD e GPx, por meio da ativacdo dos fatores de
transcricdo nuclear fator-erythroid 2 - related fator 2 (Nf-E2/Nrf2) (CHUANG;
MC INTOSH, 2011).
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Embora os frutos tenham diferido entre si quanto a capacidade
antioxidante in vitro. Todos os frutos testados foram capazes de aumentar a
atividade antioxidante sérica, in vivo, da mesma forma. Isso pode ser devido a
diferenca na biodisponibilidade dos compostos fendlicos ou de outros
compostos bioativos com acgdo antioxidante, uma vez que a quantidade de
compostos bioativos presentes no fruto nédo reflete, necessariamente, a
guantidade absorvida e metabolizada pelo organismo. Caracteristicas como o
peso molecular, estrutura quimica, vias de metabolizacéo, assim como a matriz
alimentar em que esses compostos estdo presentes pode ter relacdo direta
com sua biodisponibilidade (MANACH et al., 2004; D’ARCHIVIO et al., 2007).

Outro fator relevante pode ser a diferenca na acédo antioxidante de cada
composto fendlico. Bi et al. (2014), ao avaliar a acdo scavenging, in vitro, de
diferentes polifendis sobre os radicais peroxido de hidrogénio e superoxido
encontraram que as antocianinas apresentam maior acdo antioxidante que
outros compostos fendlicos, como acido galico, acido cumarico, quercetina

entre outros.
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Figura 5. Atividade antioxidante sérica dos animais experimentais. Dados
expressos em média £ DP. CN: controle negativo; CP: controle positivo; JB:
dieta suplementada com casca de jabuticaba; JM: dieta suplementada com
jamboldo; AJ: dieta suplementada com acai jucara.* Nao houve diferenca
estatistica entre CN e CP pelo teste de t (p > 0,05). Letras diferentes
representam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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A Figura 6 apresenta a avaliacdo da peroxidacao lipidica por meio da
concentracdo de equivalente de malonaldeido (MDA) no soro dos animais
experimentais. Observa-se que os animais do grupo CP (13,25 pM MDA
equivalente) apresentaram maiores niveis de peroxidacdo lipidica em
comparacao a CN (12,81 uM MDA equivalente) (p < 0,05). Apesar dos altos
niveis séricos de atividade antioxidante nos animais alimentados com os frutos,
ndo foi observada redugéo nos niveis séricos de peroxidacao lipidica entre JB
(12,80 yM MDA equivalente), JM (12,80 yM MDA equivalente) e AJ (13,03 pM
MDA equivalente), quando comparados ao CP (p > 0,05).

Os dados do presente estudo corroboram evidéncias da literatura
cientifica, que relatam a associacdo entre obesidade e peroxidacdo lipidica
(MATTSON, 2009; MURDOLO et al., 2013). Segundo relatos, este fen6meno
esta relacionado ao aumento na producédo de EROS decorrente das mudancas
metabolicas na obesidade e da ativacdo das cascatas de reacdo de citocinas
inflamatorias, como o TNF-a (FRANCA et al., 2013).

*p < 0,05
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Figura 6. Avaliacdo da peroxidacéo lipidica por meio da concentracdo de
equivalente de malonaldeido (MDA) no soro dos animais experimentais. Dados
expressos em média + DP. . * Diferenca estatistica entre CN e CP pelo teste t
(p = 0,05). Nao houve diferenca estatistica (p > 0,05) entre os grupos CP, JB,
JM e AJ pelo teste de Tukey.
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Leite et al. (2011) ao suplementar a dieta de ratos saudaveis com 2% de
casca de jabuticaba, observaram aumento de 1,7 vezes na atividade
antioxidante plasmatica em comparacdo ao grupo controle pelo método de
captura do radical ABTS. Estes autores constataram que a dose ideal seria 23
g de fruto liofilizado em 1 kg de dieta e que, a partir desta concentragao, 0s
niveis de atividade antioxidante tendiam a diminuir. No entanto, Batista et al.,
(2014) encontraram aumento na atividade antioxidante do plasma, figado,
cérebro e rim, mesmo suplementando doses de 2 e 4% de casca de jabuticaba
na dieta de ratos induzidos a obesidade. Estes autores observaram apenas
reducdo da peroxidacao lipidica hepética e cerebral. Contudo, ndo observaram
reducdo plasmatica da peroxidacéao lipidica, assim como no presente estudo.
Lee, Choi, Seo (2009), embora tenham observado melhora nos niveis de
enzimas antioxidantes como, CAT, SOD e GPx, também n&o observaram
melhoras na peroxidagéo lipidica sérica em ratos alimentados com casca de
jabuticaba, somente foi observada reducédo na peroxidacdo a nivel hepatico.
Assim, possivelmente a casca da jabuticaba, o jamboldo e o acai jussara
possam ter agido no figado reduzindo o estresse oxidativo.

A suplementacdo de 2% de acai jussara liofilizado na dieta de
camundongos ApoE " ndo foi eficaz em melhorar o estresse oxidativo hepatico
e a esteatose hepatica (CASTRO et al., 2014). Contrario a estes resultados, a
suplementacao de 2% de acai da Amazobnia (Euterpe oleracea) durante seis
semanas na dieta hipercolesterolémica de ratas Fischer foi eficaz em aumentar
a atividade antioxidante (SOUZA et al., 2010). Xie et al. (2011) ao suplementar
doses de 5% de suco de acai liofilizado na dieta de camundongos ApoE ™,
durante 20 semanas, encontraram reducédo da peroxidacao lipidica, aumento na
atividade antioxidante e reducao de citocinas pro-inflamatérias (TNF-« e IL-6).

A Figura 7 apresenta o perfil inflamatorio dos animais experimentais. Os
niveis de IL-6 e TNF-a do CP (4,66 pg/ mL e 7,43 pg/ mL, respectivamente)
foram superiores aos do CN (2,65 pg/ mL e 2,69 pg/ mL, respectivamente) (p <
0,05), o que comprova o aumento na inflamacao dos animais alimentados com
a dieta de cafeteria. N&o foi possivel observar diferenca estaticamente
significativa (p > 0,05) entre os niveis de IL-6 e TNF-a dos animais induzidos a
obesidade nao suplementados e os animais do grupo JB (4,19 pg/ mL e 7,23
pg/ mL), JM (4,29 pg/ mL e 5,10 pg/ mL) e AJ (2,16 pg/ mL e 6,17 pg/ mL).
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Esses resultados sugerem que a dieta de cafeteria foi eficaz na inducdo do
quadro inflamatério, mas as suplementa¢gdes com 2% de frutos liofilizados néao
foram capazes de minimizar o processo inflamatorio.

Os niveis séricos de IL-10 também néo diferiram estatisticamente entre
os grupos CP (1,90 pg/ mL), JB (2,23 pg/ mL), JM (2,26 pg/ mL), e AJ (0,92 pg/
mL) (p > 0,05) (Figura 7). Contudo, os niveis séricos de IL-10 de CP foram
superiores aos de CN (0,59 pg/ mL) (p < 0,05).

A literatura relata que a obesidade esta associada a um quadro de
inflamacéo sistémica de baixo grau favorecida pelo aumento da producéo de
citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a, IL- 1 3 e IL-6, e reducéo nos niveis de
citocinas anti-inflamatérias como IL-10 (BRESSAN et al., 2009; ARSLAN;
ERDUR; AYDIN, 2010). Mesmo nao observando reduc¢do nos niveis de IL-10
no soro dos animais induzidos a obesidade, foi possivel observar aumento de
citocinas pro-inflamatérias que poderiam trazer prejuizos a saude dos animais,
como resisténcia a insulina, diabetes mellitus tipo 2, doencas cardiovasculares
(VAN GAAL et al., 2006; MOTHE-SATNEY et al., 2012).

Estes dados corroboram os encontrados por Novoselova et al. (2009),
gue induziram inflamacdo em animais experimentais por meio de injecdes de
lipopolissacarideo (LPS). Estes autores observaram que o LPS aumentou a
concentracao de citocinas, tanto pro-inflamatérias (IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-6, TNF,
e IFN-y), quanto anti-inflamatéria (IL-10). Este aumento é decorrente da
resposta fisioldgica adaptativa do organismo para tentar controlar o processo

inflamatorio.
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Figura 7. Perfil inflamatério dos animais experimentais. Dados expressos em
média £ DP. * Diferenca estatistica entre CN e CP pelo teste t (p < 0,05). N&o
houve diferenca estatistica (p > 0,05) entre os grupos CP, JB, JM e AJ pelo
teste de Tukey.

Estudos in vitro tem demostrado efeitos anti-inflamatérios apoés
administracao de extrato de frutos ricos em antocianinas. Doses de 30-100 ug/
mL de extrato seco de uva foram capazes de reduzir a expressao de fatores
inflamatoérios como IL-1B, IL-6, IL-8 e MCP-1 em adipdcitos induzidos a
inflamacédo por LPS (OVERMAN et al., 2010). A melhora da sensibilidade a
insulina e inflamacgéo foi observada também apos administracédo de 10-60 ug/
mL de extrato seco de uva e 30-60 puM de quercetina. Estes efeitos séo
decorrentes da inibicdo da fosforilacdo de IRS-1, em serina 307, pela reducéo
da expressao de ERK, JNK, NF-k3, AP-1 (CHUANG et al. 2010; CHUANG et
al. 2011).

Noratto et al., (2011), ao administrarem doses superiores aos deste
estudo, de 5-10 mg GAE/ L proveniente do extrato de acai (Euterpe oleracea
Mart.), observaram reducdo do estresse oxidativo em células endoteliais
vasculares induzidas a inflamacdo por LPS, por meio da eliminacdo das
espécies reativas de oxigénio (ROS) e inducdo das enzimas antioxidantes. Foi

observado também efeito anti-inflamatério por meio da inibicdo da expresséo
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da ativacao de NF-kB, que resultou em redugdo nos niveis de IL-6, IL-8, e da
inibicdo da traducédo de moléculas de adesdo como VCAM-1, via expresséo do
microRNA-126. Kang et al. (2011) observaram que entre os flavonoides
presentes no acai, a velutina € o com maior acdo anti-inflamatéria (Euterpe
oleracea Mart.)

Dragano et al. (2013) ao suplementar a dieta hiperlipidica de
camundongos Swiss com 1%, 2% e 4% de casca de jabuticaba liofilizada
observaram melhora na sensibilizagdo da insulina pela redugdo nos niveis
hepaticos de 1kB-a fosforilada e mMRNA de citocinas pro-inflamatorias (IL-6 e IL-
1B), com excecao do grupo suplementado com 2% que nao foi observada
reducdo nos niveis de IL-1j3.

N&o foram encontrados estudos cientificos que tenham avaliado a acéao
anti-inflamatoéria e antioxidante, in vivo, do jambolédo e apenas um estudo que
tenha avaliado a acgdo anti-inflamatoria, in vivo, do agai jussara, tal como foi
avaliado no presente estudo. Contudo, novas pesquisas ainda devem ser
realizadas explorando novas doses de suplementacdo desses frutos, assim
como sua possivel toxicidade. Além disso, devem avaliar a acdo anti-
inflamatoria e antioxidante desses frutos em outros 6rgdos como intestino,
figado e cérebro. A avaliacdo do intestino torna-se relevante devido a baixa
biodisponibilidade dos compostos fendlicos, o que poderia ter maior acdo na
reducdo da inflamacdo induzida por LPS. Avaliar o estresse oxidativo e 0
processo inflamatério do figado também se torna relevante dada sua
importancia metabdlica. No cérebro, por sua vez, deve-se avaliar a possivel
reducédo do estresse oxidativo e peroxidacao lipidica, assim como a reducéo da
inflamacdo hipotalamica, que poderia prejudicar o mecanismo de

fome/saciedade.
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7 CONCLUSAO

Pode-se concluir que o acai jussara foi o fruto com maiores
concentragbes de antocianinas, enquanto a casca da jabuticaba foi o que
apresentou maiores concentracfes de compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante in vitro.

A suplementacdo com 2% dos frutos liofilizados foram eficazes em
aumentar a atividade antioxidante sérica dos animais experimentais
alimentados com dieta de cafeteria em relagéo ao seu grupo controle. Contudo,
ndo foi observada diferenca nos niveis de atividade antioxidante sérica entre os
animais suplementados com os frutos liofilizados.

Quanto ao perfil inflamatorio, ndo foi observada diferenca entre os
animais suplementados com os frutos liofilizados e os que receberam apenas a

dieta de cafeteria.
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