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RESUMO

Introdugdo: A obesidade tem sido estudada como uma doenga
metabolica e inflamatdria e é caracterizada pelo aumento da producéo de
mediadores pro-inflamatérios pelo tecido adiposo. Para elucidar os
efeitos dos componentes de uma dieta natural nas consequéncias
inflamatorias e metabdlicas da obesidade, foram examinados os efeitos
do suco de acerola verde, madura e suco de acerola industrial
(Malphingia emarginata DC) sobre proteinas relevantes na resposta
inflamatoria e envolvidas no processo da lipolise no tecido adiposo de
camundongos com obesidade induzida por dieta.Materiais/Métodos:
Dois grupos de camundongos suicos foram alimentados com uma dieta
padrdo (DP) ou dieta cafeteria (DC) por 13 semanas. Posteriormente 0s
animais alimentados com DC foram divididos em cinco subgrupos, onde
cada um deles recebeu suplementos diferentes por mais um més (agua,
suco de acerola verde, suco de acerola madura, suco de acerola
industrial ou vitamina C) por gavagem. Ensaios de
imunoensaio, Western Bolt, colorimetria e histoldgico foram utilizados.
Resultados: O grupo DC é&gua (controle obeso) apresentou aumento
significativo no indice de adiposidade e concentracfes de
triacilglicerdis. Adicionalmente, reduziu a relacdo IL-10/TNF-a no
tecido adiposo, em comparagdo com 0 grupo controle magro. Em
contraste, 0s grupos que ingeriram suco de acerola e vitamina C
reduziram o ganho de peso e as concentracGes de TAG, e aumentou a
relacdo IL-10/TNF-o no tecido adiposo. Além disso, o grupo ingeriu
suco de acerola reduziu a fosforilacdo da proteina JNK, e aumentou a
fosforilagio do IxBa e HSL*®®Pno tecido adiposo. Conclusdes:
Tomados em conjunto, nossos resultados sugerem que o suco de acerola
promove reducdo do quadro inflamatério de baixo grau e melhora os
distdrbios metabdlicos associados & obesidade, em especial na via
lipolitica.

Palavras-chave: dieta de cafeteria, Malpighia emarginata DC, tecido
adiposo, Inflamacéo, lipdlise.






ABSTRACT

Obijective: To elucidate the effects of natural dietary components on the
inflammatory and metabolic consequences of obesity, we examined the
effects of unripe, ripe and industrial acerola juice (Malpighia emarginata
DC.) on inflammatory and metabolic control in the adipose tissue of
cafeteria diet-induced obesity. Materials/methods: Therefore, two
groups of male Swiss mice were fed on a standard diet (STA) or a
cafeteria diet (CAF) for 13 weeks. Afterwards, CAF-fed animals were
divided into five subgroups, of which each group received a different
supplement for one further month (water, unripe acerola juice, ripe
acerola juice, industrial acerola juice, or vitamin C) by gavage. Enzyme-
linked immunosorbent assay, Western blotting, colorimetric method and
histology were utilized as materials and methods. Results: The CAF
water (control obese) group showed a significant increase in adiposity
index, and triacylglycerol levels, reduced IL-10/TNF-a ratio in adipose
tissue when compared with control lean group. On the other hand,
acerola juice intake blunted the weight gain, reducing the TAG levels,
and increasing IL-10/TNF-a ratio in adipose tissue. In addition, reduced
phosphorylation of adipose tissue JNK, NFkBp65 and FAS expression
and increasing the phosphorylation of IkBa, HSLser660, the expression
of PeriA, and ATGL. Conclusion: Together, these results suggest
deregulation in the inflammatory and metabolic control in obese mice,
but the use of acerola juice reduces low-grade obesity-associated
inflammation and deregulation of metabolism.

Key words: cafeteria diet DC; Malpighia emarginata.; inflammation,
metabolismo..






LISTA DE ABREVIATURAS

DP: dieta padrdo

DC: dieta de cafeteria

DC+SALI: dieta cafeteria e suco de acerola industrial
DC+SAV: dieta cafeteria e suco de acerola verde
DC+SAM: dieta cafeteria e suco de acerola madura
DC+Vit.C: dieta cafeteria e vitamina C
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IL-6: interleucina 6

IL-10: interleucina 10

TNF-a: fator de necrose tumoral alfa

NF-kB: fator nuclear kappa B

TLR4: Receptor do tipo Toll 4

ACC: acetil CoA Carboxilase

JNK: janus quinase

IkB: inibidor kappa B

ATGL.: lipase da goticula lipidica

FAS: acido graxo sintase

AMPK: proteina quinase ativada por AMP
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1. INTRODUCAO

A obesidade ou sobrepeso ocorrem quando hd um balanco
energético positivo, em que o acumulo de energia excede o gasto de
energia durante um tempo prolongado, levando ao aumento de massa
corporal, principalmente o acumulo de gordura subcutanea e visceral
(Fair e Montgomery, 2009).

A obesidade é um problema de salde que tem aumentado a
preocupacdo em todo o mundo. A Organizacdo Mundial de Salde
(OMS) define a obesidade como uma condicdo de acimulo anormal ou
excessivo de gordura no tecido adiposo, com o indice de massa corporal
(IMC) de 30 kg/m? ou superior, e esta significativamente associada com
0 aumento da predisposicdo para todas as causas especificas ou ndo de
morbidade e mortalidade (WHO, 2011).

A OMS estima que existam atualmente mais de 1,6 bilhdes de
adultos acima do peso e pelo menos 400 milhdes desses sdo obesos.
Além disso, eles preveem que até 2015 cerca de 2,3 bilhdes de adultos
estardo com sobrepeso e mais de 700 milhdes serdo obesos. Sabe-se
também que 65% da populagdo mundial vivem em paises onde o
sobrepeso e a obesidade apresenta maior indice de mortalidade quando
comparado ao baixo peso. Outro dado preocupante é que em média 43
milhdes de criangas abaixo dos cinco anos estavam acima do peso em
2010 (WHO, 2011). Assim, a obesidade estd adquirindo as
caracteristicas de uma auténtica pandemia, sendo reconhecida como um
dos principais problemas de saude global, resultando em um nimero
estimado de 300.000 mortes anuais (Allison et al., 1999) e US$ 100
bilhdes por ano em despesas médicas somente nos Estados Unidos
(Colditz e Wolf, 1998).

No Brasil, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
demonstrou que em todas as regifes do pais, faixas etarias e de renda,
aumentou continua e substancialmente o percentual de pessoas com
excesso de peso e obesas. O sobrepeso atinge mais de 30% das criancas
entre 5 e 9 anos de idade, cerca de 20% da populacdo entre 10 e 19 anos
e 48% das mulheres e 50,1% dos homens acima dos 20 anos. Entre os
20% dos individuos mais ricos, o excesso de peso chega a 61,8% na
populacdo com mais de 20 anos. Também nesse grupo concentra-se o
maior percentual de obesos, cerca de 16,9% (IBGE, 2011).

Além disso, a obesidade esta associada a um estado de
inflamacgdo crénica no tecido adiposo, bem como em outros 6rgdos,
onde infiltrantes teciduais como mondcitos e macréfagos aumentam em
nimero e em atividade (Alfadda e Sallam, 2012). Varios mediadores
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ativos, moléculas quimiotaticas, citocinas e adipocinas aumentam o
estado inflamatorio cronico e resultam na producdo excessiva de
espécies reativas de oxigénio (ERO), levando ao estresse oxidativo
sisttmico. Isto é considerado um mecanismo potencial, ligando a
obesidade as anomalias vasculares e ao elevado risco de aterosclerose
(Alfadda e Sallam, 2012).

Uma das principais fontes de ERO nestas situacdes acredita-se
ser a atividade da enzima dinuclettideo fosfato de nicotinamida e
adenina oxidase (Nox) um complexo multiprotéico, que é expresso tanto
em fagdcitos como em células endoteliais, elevando a expressdo de
receptores do tipo Toll (TLR) nos tecidos vasculares e nos adipocitos.
TLR4 um receptor para a endotoxina de lipopolissacarideos (LPS) e de
lipideos, é expresso em varios componentes celulares, incluindo o
figado, o tecido adiposo, o musculo esquelético, o tecido vascular, as
células pancredticas do tipo P, e sistema nervoso central (Kim et al.,
2008). Suas consequéncias de sinalizacdo intracelular induzem a
superexpressao de citocinas pro-inflamatdrias, como o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina-6 (IL-6), bem como de fatores de
transcri¢do, tais como o fator nuclear kappa B (NF-kB), que regula a
expressao de varios genes envolvidos na inflamacdo, na proliferacdo e
sobrevivéncia celular (Chen e Stinnett, 2008).

Uma possivel via de sinalizagdo da ativagdo do NF-kB por ERO
em macrofagos estimulados por LPS é a ligacdo de LPS ao TLR4,
desencadeando a ativagdo de Nox gerando &nion superéxido
extracelular, que se converte em peroxido de hidrogénio (H,O,). O H,0,
extracelular atravessa as membranas citoplasmaticas de células vizinhas
e se acumula no interior das células, ativando o NF-kB (Kim et al.,
2008; Dalmas et al., 2011). Portanto, a inducdo de Nox eleva a
expressdo e sinalizacdo de TLR4, o que poderia estar envolvido na
inflamacéo desencadeada pela obesidade e resisténcia a insulina (Chen e
Stinnett, 2008). Assim, substancias conhecidas como antioxidantes,
responsaveis pela inibicdo ou eliminacdo da geracdo e acimulo de ERO
intracelular por Nox, diminuem a ativacdo e a expressdao do gene
inflamatério NF-kB. Desse modo, antioxidantes enziméaticos e nao
enzimaticos podem ser Uteis para diminuir problemas causados pelo
estresse oxidativo e inflamacg&o cronica existentes na obesidade.

O tecido adiposo € o principal reservatério energético do
organismo. Os adipdcitos séo células especializadas no armazenamento
de lipidios na forma de triacilglicerol (TAG) em seu citoplasma, sem
gue isto seja nocivo para sua integridade funcional. Essas células
possuem todas as enzimas e proteinas reguladoras necessarias para
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sintetizar acidos graxos (Lipogénese) e estocar TAG em periodos em
gue a oferta de energia é abundante, mobilizando os estoques de TAG,
no processo de lipélise quando ha déficit caldrico. A regulacdo desses
processos ocorre por meio de nutrientes e sinais aferentes dos
tradicionais sistemas neurais e hormonais, e depende das necessidades
energéticas do individuo (Ahima e Flier, 2000).

A instalagdo do quadro inflamatério crénico em sujeitos obesos
esta intimamente relacionada com modulacdo na plasticidade do tecido
adiposo, contribuindo para a regulacdo da lipogénese (processo de
armazenamento de cidos graxos) e lipdlise (mobilizacdo dos estoques
de é&cidos graxos) (Fonseca et al.,, 2006). Um grande numero de
adipocinas pro-inflamatérias induz lipdlise, tais como a IL-1pB, IL-6,
TNF-0, ¢ a familia do interferon (Feingold, et al., 1992). Em 2005,
(Suganami et al.,) mostraram que os acidos graxos hidrolizados pela
lipdlise mediados por mondcitos infiltrados no tecido adiposo, criando
uma intima relacdo paracrina entre lipdlise e inflamacdo. No entanto,
varios membros de receptores do tipo Toll (TLR) sdo expressos em
adipdcitos e reconhecem &cidos graxos livres como ligantes e induz a
producdo de adipocinas pré-inflamatérias (Quadro 1).
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Quadro 1. Ciclo vicioso “imuno-metabolico” no tecido adiposo de
animais obesos.
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Fonte: Exercise training as treatment in cancer cachexia. Lira et al., 2013

Em obesos (independente do modo que o0s resultados sdo
expressos, por célula ou por unidade de peso de tecido adiposo), a taxa
basal da lip6lise estd aumentada quando comparada a individuos
eutroficos (Arner, 1998), entretanto, a taxa estimulada de lipdlise
apresenta uma resposta diminuida (porcentagem de aumento) a agdo da
adrenalina (Large et al., 1999). Uma resisténcia a lipdlise, é atribuida a
uma expressdo diminuida do receptor adrenérgico beta 2 (Reynisdottir et
al., 1994), a um aumento do receptor adrenérgico alfa 2 (Mauriége et al.,
1991).

Neste ciclo, lipdlise e lipogénese, existem algumas proteinas
reguladoras desse processo, uma resisténcia a lipélise é caracterizada
também a uma diminuicdo da expressdo da lipase sensivel a horménio
(LSH) (Large et al., 1999). Uma diminuicdo da expressdo da LSH


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24797380
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(Large et al., 1999), talvez seja o fator mais importante para explicar
esta resisténcia a acdo da adrenalina, pois uma deficiéncia na LSH ¢
observada ja em individuos com sobrepeso (Hellstrém et al., 1996) e
também por existir uma relagdo positiva entre capacidade lipolitica e
expressdo da LSH nas células adiposas do tecido adiposo de humanos
(Large et al., 1998).

Outra proteina que estd presente nesse processo de lipélise é a
Lipase da goticula lipidica (ATGL.: adipose triglyceride lipase). LSH e
ATGL sdo as principais enzimas de taxa determinante do catabolismo
do TG em adipdcitos, apesar da contribuicdo relativa destas lipases em
lipdlise basal e estimulada ainda ser controversa (Zimmermann et al.,
2004; Langin et al., 2005; Schweiger et al., 2006).

Junto o ATGL e HSI, outra proteina muito importante no
processo de lipélise € a Perilipina (PERI). Perilipina é uma proteina no
controle da lipolise, estudo prévio evidenciou a capacidade da PERI A
de regular a acdo lipolitica da LSH, isto se deve pelo fato da perilipina
esta presente na membrana da goticula lipidica do adipdcito,perilipina
desempanha um papel importante na mobilizacdo de gordura, uma vez
gue atua como uma camada de protecdo contra a acdo de lipases, tais
como ATGL e HSL, que hidrolisam os triacilglicer6is em &cidos graxos
e glicerol, no processo de lipdlise (Wang et al., 2003).

A lipogénese € a sintese de acidos graxos no organismo a partir
da acetil CoA. Schwarz e colaboradores (2003) demonstraram que
individuos obesos hiperinsulinémicos alimentados com dieta de alto teor
em gordura e baixo em carboidrato apresentaram maior lipogénese de
novo quando comparados a individuos magros ou obesos
normoinsulinémicos. Existem duas hip6teses para este fendbmeno. A
primeira é que lipogénese de novo € o resultado de reduzida recaptacéo
de glicose pelos tecidos extra-hepaticos, o que conduz a aumento de
reserva e da disponibilidade glicidicas para o metabolismo hepatico.
Além disso, precursores gliconeogénicos, estdo aumentados com a
resisténcia a insulina (Felig et al., 1978; Reaven et al., 1998; Zawadzki
et al., 1988). A segunda hipotese é de que a hiperinsulinémica leva a um
aumento da lipogénese de novo em individuos obesos. Este mecanismo
é controlado por um fator de transcricdo chamado SREBP-1c (proteina
1c ligadora do elemento regulatério de esterol) que permanecem
sensiveis a insulina levando a um aumento do RNA mensageiro para
importantes enzimas lipogénicas, tais como a esteril-Coa desaturase
(SCD1), enzima malica, ACC, e FAS. Portanto, as concentracdes
aumentadas de insulina presentes na resisténcia a insulina exacerbam a
ativacdo de SREBP-1c resultando no aumento da lipogénese.
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Em virtude da obesidade induzida pela dieta, diferentes
estratégias sdo exploradas na tentativa de prevenir e combater a
obesidade, consequentemente, inibir as alteracfes sobre a plasticidade e
0 metabolismo do tecido adiposo, um dos ajustes é a busca da populagéo
em geral por alimentos alternativos, como frutas e vegetais (Thaler e
Schwartz, 2010). Vegetais e frutas sdo fontes ricas em variedades de
nutrientes, incluindo vitaminas, microminerais, fibras, e compostos
bioativos (Lampe, 1999), representados principalmente pelos polifenais,
sendo estes a familia mais relevante de fitoquimicos com potenciais
beneficios para a salde, incluindo anti-diabéticos, anti-obesidade, anti-
oxidante, anti-carcinogénico e anti-inflamatérios (Devalaraja et al.,
2011).

Frente esta questdo, uma fruta que vem ganhando destaque por
suas propriedades antioxidantes é a acerola (Malpighia glabra L.,
Malpighia punicifolia L., Malpighia emarginata DC.) (De Assis et al.,
2009). A acerola ( M.emarginata), tem despertado muito interesse nos
Gltimos anos devido aos potenciais beneficios a salde associados com a
sua capacidade antioxidante por conter altos niveis de polifendis,
carotenoides e principalmente maior acimulo de &cido ascorbico.

Malpighia emarginata DC., popularmente conhecida por
‘acerola’ ou ‘cereja-das-antilhas’, é originaria da América Central e vem
sendo cultivada em zonas de clima tropical e subtropical (Oliveira et al.,
2012). Até recentemente a planta vinha sendo conhecida pelo sinénimo
M. glabra e M. punicifolia, mas um trabalho taxondmico mais recente
resultou na aceitacdo de M. emarginata como o nome cientifico atual
para esta planta (Liu et al., 2013). O fruto da aceroleira ¢ uma baga
drupacea que apresenta trés sementes, cada uma envolvida por um
endocarpo reticulado e trilobado (Almeida et al., 2002).

A acerola é muito utilizada popularmente pela sua acdo
adstringente, vitaminica, antianémica, nutritiva e antiflngica (Nunes,
2011). Esta fruta, devido ao seu inegavel potencial como fonte natural
de vitamina C, que é mais facilmente absorvida pelo organismo humano
em comparacdo com o acido ascérbico sintético (Bicas et al., 2011) e a
sua grande capacidade de aproveitamento industrial tem atraido o
interesse dos fruticultores e passou a ter importancia econdmica em
varias regides do Brasil (Nogueira et al., 2005), fazendo deste pais o
maior produtor, consumidor e exportador de acerola no mundo
(Carvalho, 2000).

A fruta acerola in natura e o suco de acerola ndo processado
também contém macro e micronutrientes como proteinas, lipideos,
carboidratos e vitaminas (tiamina, riboflavina, piridoxina, &cido
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pantoténico, niacina e retinol) (Mesquita e Vigoa, 2000; Mezadri et al.,
2006). Alem disso, a parte comestivel da acerola também apresenta
minerais como Ca, Fosforo (P), K, Mg, Na, Cloro (CI), Enxofre (S), Mn,
Zn, Fe, Cu, Niquel (Ni), Cromo (Cr) (Leterme et al., 2006).

A acerola muda de tonalidade com a maturacdo, passando do
verde ao amarelo, laranja, vermelho ou roxo (Porcu e Rodriguez-
Amaya, 2003) devido, sobretudo, a degradacdo da clorofila e a sintese
de flavonoides, como antocianinas e carotendides (Musser et al., 2004).
A sua composicdo quimica, inclusive a distribuicdo de componentes
nutricionais e fitoquimicos, é dependente das variedades, das condicdes
de cultivo tais como fertilidade do solo e pH, irrigacdo, ocorréncia de
pragas e doencas e das variagOes climéticas e sazonais e, também, do
estagio de maturacdo do fruto (Vendramini e Trugo, 2000; Hofman et
al., 2002; Alfaia et al., 2003; Nogueira et al., 2005; Kawaguchi et al.,
2007).

A acerola pode ser considerada como um fruto tropical de grande
potencial econdmico e nutricional, uma vez que pode ser usada para
preparar diferentes produtos industrializados, como sorvete, gelatina,
sucos, refrigerantes, néctar, geleias, goma, frutas em conserva,
nutracéuticos e iogurtes (Bicas et al., 2011).

Resultados relatados por Sampaio et al., (2009) e Rufino et al.,
(2010) utilizando metodologias como: DPPH peroxidacdo do 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), capacidade de remogdo de radical
organico 2,2’-azino-bis 3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS) e
capacidade de reducdo de metal - poder antioxidante de reducdo férrica
(PARF) demonstraram uma consideravel capacidade antioxidante da
acerola, vitamina C, antocianinas, flavondides amarelos, carotendides
totais e polifendis totais extraidos desta fruta.

Estudos recentes demonstram que, devido a este potencial
antioxidante apresentado pelos fitoquimicos vitamina C, quercetina e
rutina, a acerola também possui atividade antigenotdxica, protegendo o
material genético de efeitos nocivos causados pelo estresse oxidativo
(Nunes et al., 2011; Nunes et al., 2013). Além disso, Wakabayashi et al.,
(2003) investigaram o possivel efeito do extrato de acerola sobre a
producdo de ON por macrofagos ativados em células Raw 264.7 de
ratos. O extrato demonstrou uma alta atividade inibitoria da producéo de
ON e as andlises por Western blot demonstraram que o extrato de
acerola reduziu a concentragdo intracelular de ON sintase induzida
(iNOS) em cerca de um terco.
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2.0BJETIVOS
2.1 GERAL

Considerando que o consumo de dietas de cafeteria direciona a
um aumento exacerbado dos estoques gordura nos diferentes depdsitos
de tecido adiposo, alterando assim a homeostase celular, temos como
objetivo examinar as possiveis alteracGes sobre os mecanismos que
regulam a plasticidade do tecido adiposo branco (lipdlise e lipogénese),
e 0s possiveis efeitos benéficos da acerola, tendo em vista a auséncia de
estudos que analisem essas interferéncias.

2.2 ESPECIFICOS

a) Avaliar o efeito da suplementagdo do suco de acerola sobre o
peso corporal total, gordura epididimal e concentracdo plasmatica de
triacilglicerol de camundongos alimentados com dieta de cafeteria;

b) Avaliar os efeitos da suplementacéo do suco de acerola sobre a
via inflamatéria no tecido adiposo epididimal de camundongos
alimentados com dieta de cafeteria;

c) Avaliar os efeitos da suplementacéo do suco de acerola sobre a
via da lipdlise no tecido adiposo epididimal de camundongos
alimentados com dieta de cafeteria;

d) Avaliar os efeitos da suplementacgdo do suco de acerola sobre a
via da lipogénese no tecido adiposo epididimal de camundongos
alimentados com dieta de cafeteria;
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3. METODOLOGIA
3.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Todos os animais foram alojados em caixas de polietileno, com
livre acesso a comida padrédo e/ou cafeteria e 4gua e foram mantidos em
um ciclo claro-escuro de 12 horas (a luz é ligada as 7h da manha), com
temperatura controlada a 22+1°C. Os animais do grupo dieta cafeteria e
0s seus demais subgrupos foram mantidos em uma sala isolada dos
demais grupos de tratamento, sendo mantidos no mesmo biotério com as
condi¢des de aclimatacdo especificadas acima, essa alimentacdo foi
ofertada e controlada por um aluno bolsista responsavel pela condugéo
de todo o experimento. Este estudo foi encaminhado ao Comité de Etica
no Uso de Animais da UNESC, sob o numero 103/2011 e os
experimentos foram conduzidos de acordo com os principios éticos do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA.

3.2. AMOSTRA

Foram utilizados 72 camundongos albinos Swiss machos jovens,
divididos em dois grupos: grupo controle (12 animais) alimentado com a
dieta padrdo (DP) e outro grupo (60 animais) alimentado com a dieta
cafeteria mais a dieta padrdo (DC). Os animais do segundo grupo foram
alimentados com a dieta cafeteria por 13 semanas. Estes, ap6s as 13
semanas, foram divididos em cinco subgrupos (24 animais/grupo) que
receberam os seguintes tratamentos: camundongos tratados com veiculo
agua (DC), camundongos tratados com suco de acerola verde (DC +
SAV), camundongos tratados com suco de acerola maduro (DC +
SAM), camundongos tratados com acido ascorbico (DC + Vit.C) ou
camundongos tratados com suco de acerola industrial (DC + SAIl), por
via oral diariamente. Apds 10 dias de cada um dos diferentes
tratamentos (DP, DC, DC+SAV, DC+SAM, DC+SAl ou DC+ Vit.C),
12 animais por cada grupo sofreram eutanasia por decapitacdo
(tratamento curto) e os outros animais foram alimentados por mais vinte
dias (tratamento longo) e entdo sofreram eutandsia da guilhotina. Apos
0s tratamentos os animais foram submetidos a eutanasia por decapitacdo
em guilhotina. Todo modelo experimental foi realizado 2 vezes, para
reprodutibilidade dos resultados. O nimero amostral citado acima foi
divido em 2, sendo 36 animais tratados em cada ocasiao.
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Quadro 2: Divisdo dos grupos da pesquisa:

Grupos
1 ‘ Grupo Controle l C ‘
2 [ Dieta Cafeteria (DC) [ DC +AGUA |
3] Dieta Cafeteria (DC) [ DC+SUCOVERDE |
¢ ] Dieta Cafeteria (DC) [ DC+SUCOMADURO |
5 Dieta Cafeteria (DC) [ DC + INDUSTRIAL \
6 | Dieta Cafeteria (DC) \ DC + VITAMINA C \
| 13 semanas o
Tratamento |
Adapted by Terra et al. (2010)

Fonte: Adaptado por Terra et al (2010)
3.3. CALCULO E PREPARO DA AMOSTRA

O componente bioativo sintético, como o &cido ascorbico foi
obtido da Sigma. O fruto acerola verde e maduro foram fornecidos por
um produtor orgénico certificado e 0s seus respectivos sucos foram
obtidos através do uso de um processador de alimentos, para ambos 0s
sucos foi utilizado o volume de administracdo de 0,1mL/10g de peso
corporal. A dose de &cido ascorbico utilizada no estudo foi de 1 mg/kg
de peso corporal como descrito previamente por Franke et al., (2005). O
suco de acerola industrial foi adquirido em uma rede de supermercado
da regido.

3.4. DIETAS

A alimentagdo balanceada dos animais consistiu na racdo padréo
Nuvilab® (composicdo sob as recomendacdes feitas pelo National
Research Council e pelo National Institute of Health-USA) e &gua ad
libitum.

A alimentacdo dieta cafeteria consistiu de alimentos
hiperlipidicos e hipercaléricos como: bolacha recheada, bolacha waffer,
salsicha, mortadela, salgadinhos do tipo chips e Doritos®, marshmallow,
geléia de mocotd, pacoca e ragdo Nuvilab®, além de refrigerante e 4gua
ad libitum, disponibilizados conforme a Tabela abaixo
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semanal dos animais alimentados com dieta

cafeteria:
Dias da Alimentos
semana
Segunda- Mortadela, marshmallow, chips de queijo,
feira bolacha waffer, racdo Nuvilab® 4gua e
refrigerante sabor guarana.

Terca-feira Bolacha recheada, Doritos®, racio
Nuvilab®, salsicha, agua e refrigerante sabor
cola.

Quarta- Pacoca, racdo Nuvilab®, mortadela, chips

feira de queijo, agua e refrigerante sabor guarana.

Quinta- Mortadela, bolacha waffer, geléia de

feira mocotd, Doritos®, racdo Nuvilab®, agua e
refrigerante sabor cola.

Sexta- Bolacha recheada, racdo Nuvilab®,

feira, sabado e salsicha, chips de bacon, marshmallow, agua e
domingo refrigerante sabor cola.

Fonte: Adaptado de Shafat et al., (2008).
3.5. ENSAIOS BIOLOGICOS IN VIVO
3.5.1 Peso Corporal e parametros plasmaticos

O registro do peso corporal foi realizado a cada 5 dias e a
guantidade de alimento ingerido por caixa foi diario. Este célculo foi
feito pela diferenga entre a quantidade de alimento oferecida e as sobras
recolhidas, sempre no periodo de 24 horas, dessa forma, a ingestdo
calérica diaria foi calculada.

Foi realizada a dosagem plasmatica de triacilglicerol pelo método
colorimétrico, o kit foi adquirido na empresa Labtest®. Para calcular o
indice de adiposidade foram dissecados e pesados os tecidos adiposos
brancos, epididimal, mesentérico e retroperitoneal, a somatérios dos trés
depositos refere-se os valores do indice.

3.5.2 Homogeneizagao dos tecidos

Imediatamente apds o sacrificio, os tecidos adiposos brancos,
epididimal, mesentérico e retoperitoneal, foram dissecados, pesados,
congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C para dosagens
posteriores.
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Durante o processo de homogeneizacdo, o tecido adiposo
epididimal foi descongelado em gelo, diluido em 1:10 em tampé&o de lise
celular (The Cell Lysis Kit, n° 171-304012, Bio-rad; Hercules, CA,
USA), contendo um cocktail com inibidores de proteases. As amostras
foram processadas em duas etapas. Na primeira, os tecidos foram
rompidos através suspensao e ressuspensdo em pipeta com tip de 1 mL
por 20 vezes, seguido por agitacdo orbital durante 20 minutos a 300 rpm
a 4°C. No segundo passo, os tecidos foram homogeneizados em
desmembrador ultrasénico (modelo 100, Fischer Scientific, Pittsburg,
USA) a 4°C em trés pulsos rapidos (< 1 seg. cada). Findo os dois
procedimentos de homogeneizacdo, as amostras foram centrifugadas a
4500 x g, durante 15 minutos a 4°C, e o sobrenadante coletado
armazenado a -80°C para dosagens posteriores.

3.5.3 Determinagdo da concentragdo de proteinas totais do
homogeneizado

A quantificacdo das proteinas totais nos tecidos avaliados foi
determinada através do kit Protein Assay-Bradford Method
Biotechnology Grade (E535, AMRESCO, Inc. USA). Este
procedimento foi baseado no método colorimétrico descrito por
Bradford et al. (1976), o qual utiliza o corante Coomassie Brilliant Blue
G-250, que induz alteracdo de cor apds a ligacdo com as proteinas
desconhecidas, através da formacdo de um complexo que pode ser
detectado por spectrofotometria de luz em comprimento de onda a 595
nm. Os valores da proteina desconhecida foram entdo comparados com
a curva padréo de albumina (0,05 - 0,5 pug / pL).

As amostras (diluidas em 100 vezes) e os pontos da curva foram
plagueados em ftriplicatas, com 10 pL por poco. Apoés este
procedimento, acrescentou-se 190 pL de Coomassie Brilliant Blue G-
250, diluido em 10 vezes. A leitura foi realizada em espectofotdmetro
(Hitachi) a 595 nm. Os dados de absorbancia (eixo x) foram plotados
junto aos valores referentes as diferentes concentragdes da curva-padrao
(eixo y), e apds a elaboracdo da curva da reta (regressdo linear), os
valores foram expressos em g / UL de proteina tecidual (Bradford,
1976).

3.5.4 Técnica de Western blotting;

Western bIott_ing — pINK, plkBa, NF-kBp65, TLR4, pAMPK,
pHSL™M 563 g rinats0 ATGL, CGI-58, Perilipina A, pACC
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3.5.5 Extracao dos tecidos para Western Blotting

O tecido adiposo branco, epididimal foi colocado em 1,0 ml de
tampdo especifico, preparado e aquecido no dia do experimento, para
extratos totais tendo a seguinte composi¢do: Trizma base 100 mM pH
7.5, EDTA 10 mM, SDS 10%, fluoreto de sédio 100 mM, pirofosfato de
sodio 10 mM, ortovanadato de sddio 10 mM. O tecido foi rapidamente
homogeneizado no gelo, utilizando o aparelho POLYTRON. Em
seguida, 0 homogenato foi centrifugado por 20 minutos a 12000 rpm a
4°C. O sobrenadante foi coletado. A determinacdo do contetdo total de
proteinas no homogentao foi realizada pelo método de Bradford, como
ja descrito anteriormente.

As amostras foram adicionadas ao tampédo de Laemmli (azul de
bromofenol 0,01%, fosfato de sddio 50mM, glicerol 25%, SDS 1%) na
proporcdo de 1:1, contendo 200mM de DTT. O volume de 70ug de
proteina foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida
desnaturante a 10%. Apds eletroforese, as amostras foram transferidas
para membrana de nitrocelulose por 2 horas a temperatura ambiente.
Apos a transferéncia a membrana foi bloqueada a noite inteira em 15 ml
de solucdo blogueadora, composta de solucdo basal (Trizma base 10
mM, NaCl 150 mM, Tween 20, 50 ul/ml) contendo 1%BSA e azida
sodica 0.02%. Em seguida, foi feita a incuba¢do com o anticorpo
primario especifico por 2 horas a temperatura ambiente, com o anticorpo
dissolvido em solugdo basal com azida sédica 0,02% e BSA 1%. A
seguir, a membrana foi incubada por uma hora com anticorpo
secundario associado a peroxidase. O anticorpo secundario foi sempre
de uma anti-imunoglobulina dirigida contra o animal produtor de
anticorpo priméario. A membrana foi revelada por quimioluminescéncia
apos adicdo do reagente de revelagcdo (ECL da Amersham) e exposta a
filme de raio X.

3.5.6 Diluicdes e anticorpos utilizados no Western Blotting

Os anticorpos primarios Jara pINK, plkBa, NF-kBp65, TLR4,
PAMPK, pHSL®"M03 g M8 ATGL, CGI-58, Perilipina A, pACC
foram adquiridos da empresa Santa Cruz biotechnology e Cell signaling.
Esses anticorpos foram produzidos em coelho. Foi utilizada a dilui¢do
1:1000 dos anticorpos priméarios e 1:5000 do anticorpo secundario
(Sigma-Aldrich) contra coelho.
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3.6. ANALISE HISTOLOGICA
3.6.1 Obtencédo e processamento do tecido

Os fragmentos do tecido adiposo epididimal foram lavados em
agua corrente por meia hora e submetidos ao processamento, durante o
qual foram desidratados com concentracdo crescente de alcool;
diafanizados com banhos de xilol, e incluidos em paraplast (Paraplast X-
tra, SEM). Foram entdo emblocados em Tissue Cassetes (Fisher
Scientific) e cortados em micrétomo rotatério (R Jung-Heidelberg). Os
cortes de 5um de espessura foram estendidos em laminas previamente
cobertas com polilisina (Sigma).

3.6.2 Desparafinizagdo/Hidratacéo

Os cortes foram desparafinizados com sucessivos banhos de xilol
(3 banhos de 1 hora, meia hora e 20 minutos, respectivamente),
hidratados em concentra¢Ges decrescentes de alcool (2 x 100%, 1 x 95%
e 1 x 70%) e lavados em agua filtrada e destilada.

3.6.3 Reacdo de histoquimica

As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (Gamble
2008), e o tamanho dos adipdcitos foram determinados pelo programa
Image-Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA), foi
analisado a area, didmetros médio, perimetro, comprimento e largura
dos adipécitos. As imagens foram fotografadas com auxilio de uma
camara 3CCD (MT]) acoplada a um Powers Macintosh G3.

3.7. ANALISE ESTATISTICA

A analise dos dados foi realizada através do software GraphPad
Prism (versdo 5.00). A média aritmética e o erro padrdo da média (EPM)
foram calculados para todas as varidveis estudadas. Ap6s o periodo
experimental, os valores dos grupos dieta padrdo (DP) e dieta cafeteira
(DC) foram analisados por teste t de student ndo pareado. Para analises
dos valores dos grupos obesos (DC, DC + SAIl, DC + SAM, DC + VIT
C ou DC + SAV) foram realizados pela analise de variancia (ANOVA)
a um fator (suplemento). Quando o valor de F exibiu diferenca
significante detectado pela ANOVA a 1 fator o pds teste de Tukey foi
aplicado para a multipla comparagdo entre as médias dos grupos
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avaliados. O nivel de significancia utilizado em todas as analises foi
inferior a 5%, ou seja, p<0,05.
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4. RESULTADOS

Figura 1: Efeitos da dieta de cafeteria sobre os parametros metabdlicos:
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Figura 1: Efeitos da dieta de cafeteria sobre os pardmetros
metabdlicos: Analise do peso corporal (g) (a) indice de adiposidade (%
do peso corporal) (b) e TAG (mg/dL) (c) de camundongos alimentados
com dieta padrdo (DP), cafeteria dieta (DC), dieta de cafeteria com
vitamina C (DC+Vit.C), dieta de cafeteria com suco de acerola
industrial (DC+SAl), dieta de cafeteria com suco de acerola verde
(DC+SAV) e dieta de cafeteria com suco de acerola madura
(DC+SAM). Os resultados sdo expressos como média + erro padrao da
média (n = 6 por grupo). $p <0,05 em comparacdo com grupo DP; *p
<0,05 em relagdo ao grupo DC; “p <0,05 em comparagdo com grupo
DC+Vit.C.

Peso corporal, indice de adiposidade e concentracdes de TAG.

Primeiramente, avaliamos o efeito da dieta de cafetaria sobre o
peso corporal dos camundongos. A DC promoveu aumento do peso do
corpo quando comparado com o grupo dieta padrdo. Entretanto, o
tratamento com suco de acerola ndo foi eficiente em reduzir este
parametro (Figura 1a). No entanto, quando avaliado o indice de
adiposidade, observamos resultados interessantes. A DC aumentou
significativamente o indice de adiposidade quando comparado com o
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grupo DP, enquanto os diferentes tratamentos com suco de acerola ou
Vitamina C exibiram reducdo no indice de adiposidade quando
comparado com grupo DC (Figura 1b). N&o houve diferenca
significativa entre os grupos tratados com diferentes formas do suco de
acerola para este parametro. Na tentativa de observar se o tratamento
induziu aumento da lipolise, avaliamos as concentragfes de
triacilglicerol plasmatica. As concentragdes de TAG foram aumentados
DC e DC+Vit.C quando comparado com o grupo DP. No entanto, as
concentracbes de TAG nos grupos DC+SAIl, DC+SAM e DC+SAV
foram reduzidas quando comparados com os grupos DC e DC+Vit.C
(Figura 1c).

Figura 2: Efeitos da dieta de cafeteria sobre parametros inflamatérios:
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Figura 2: Efeitos da dieta de cafeteria sobre parametros
inflamatorios: TNF-a (pg/ug proteina™) (a) IL-10 (pg/ug proteina™) (b)
relacdo IL-10/TNF-a (c) de camundongos alimentados com dieta padrédo
(DP), cafeteria dieta (DC), dieta de cafeteria com vitamina C
(DC+Vit.C), dieta de cafeteria com suco de acerola industrial
(DC+SAl), dieta de cafeteria com suco de acerola verde (DC+SAV) e
dieta de cafeteria com suco de acerola madura (DC+SAM). Os
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resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média (n = 6 por
grupo). ¥p <0,05 em comparagdo com grupo DP; *p <0,05 em relacio ao
grupo DC; *p <0,05 em comparacao com grupo DC+Vit.C.

Como observamos reducdo nos valores do indice de adiposidade,
levantamos a hipdtese de que o contetido de adipocinas poderia diminuir
com tratamento com suco de acerola. Acerca disto, realizamos as
dosagens de TNF-a, IL-10, e a relagdo IL-10/TNF-a no tecido adiposo
epididimal dos diferentes grupos. Observamos que o conteldo de TNF-a
foi aumentado no grupo DC quando comparado com o grupo DP, mas o
contetido de TNF-o, foi reduzido em todos os grupos tratados com suco
de acerola e Vitamina C quando comparados com o grupo DC. N&o foi
observada nenhuma diferenca no contetdo de TNF-a entre os grupos
tratados (Figura 2a). Quando analisados o conteldo de IL-10 (uma
importante adipocina anti-inflamatério), observou-se que a IL -10 ndo
exibiu diferencas entre o grupo DC e o grupo DP, mas o contetido de IL
-10 foi reduzido no grupo DC+Vit.C quando comparado com 0 grupo
DC. Adicionalmente, o conteido de IL-10 aumentou no grupo DC+SAI
guando comparado com a DC+Vit.C (Figura 2b). A relagdo IL-10/TNF-
o tem sido considerada um marcador do estado inflamatério. Desta
forma, calculamos a relagcdo IL-10/TNF-a. Observamos que a relagdo
IL-10/TNF-a foi reduzida no grupo DC quando comparado com o grupo
DP. No entanto, a relacdo IL-10/TNF-o foi superior nos grupos
DC+Vit.C, DC+SAl, DC+SAV e DC+SAM quando comparado com 0
grupo DC (Figura. 2c).
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Figura 3. Efeitos da dieta de cafeteria sobre moléculas lipoliticas, lipogénicas,
inflamatorias e analise histologica
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Figura 3: Efeitos da dieta de cafeteria sobre moléculas
lipoliticas, lipogénicas, inflamatdrias e andlise histologica. A marcagéo
da fosforilacdo da plkB, pJNK, NF-kB e TLR4 (a) AMPK™72 HSL 583
HSL*®®  ACC*™ e marcacdo proteina da Peri A, CGI-58, ATGL (b),
hematoxilina e eosina (c) no tecido adiposo epididimal de camundongos
alimentados com dieta padrdo (DP), cafeteria dieta (DC), dieta de
cafeteria com vitamina C (DC+Vit.C), dieta de cafeteria com suco de
acerola industrial (DC+SAl), dieta de cafeteria com suco de acerola
verde (DC+SAV) e dieta de cafeteria com suco de acerola madura
(DC+SAM). n = 6 por grupo.

Apos anélise dos parametros referentes a composicdo corporal € 0
estado inflamatorio, investigamos por método de western blotting
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moléculas envolvidas com a transducdo de sinal da cascata inflamatdria
(plk-Ba, pJNK , NF-kBp65, TLR). Observamos marcagéo reduzida para
plk-Ba em ambos grupos DC+SAV e DC+SAM, resultado que
acompanha o comportamento do conteltdo de TNF-a e a relagdo IL-
10/TNF-a. Além disso, a marcagdo da proteina pJNK foi reduzida nos
grupos DC+SAl, DC+SAV, DC+SAM (Figura. 3a). Ndo observamos
nenhuma diferenca entre os grupos para marcacdo do NF-kBp65 e do
TLR4 (Figura. 3a). Nosso proximo passo foi avaliar as enzimas
lipoliticas e Iifogénicas_. Os resultados demonstraram maior fosforilagéo
da HSL™"M6% ¢ HS| *1M5%0 nog grupos DC+Vit.C, DC+SAI, sugerindo
aumento da atividade lipolitica nesses grupos. O aumento da
fosforilagdo da HSL nesses grupos foram acompanhados pela reducéo
na marcacao da enzima pACC (Figura. 3b).

Finalmente, com objetivo de analisar a morfologia do tecido
adiposo, realizamos analise histologica do tecido adiposo epididimal e
aplicamos coloracgdo de hematoxilina e eosina (HE). O resultado indicou
que, pelo menos em parte, todos os grupos de dieta de cafetaria mostrou
aumento da area de adipdcitos, quando comparado com o grupo DP.
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, verificamos que a ingestdo de suco de
acerola diminuiu o contetido de TNF-a e promoveu aumento da lipdlise,
em camundongos alimentados com dieta de cafetaria. Adicionalmente,
0s resultados demonstraram que o consumo de suco de acerola
promoveu um menor ganho de peso, indice de adiposidade em
comparagdo com os camundongos ndo tratados, e restaurou as
concentracBes de TAG similar do grupo controle dieta padrdo. Além
disso, especulamos, que o consumo do suco de acerola promoveu
aumento na via lipolitica (principalmente, a fosforilacdo da HSL), e
aumento da fosforilacéo da proteina IkB-a.

O metabolismo e a plasticidade do tecido adiposo branco séo
extremamente complexos. Numerosos efetores lipoliticos e anti-
lipoliticos controlar o catabolismo e armazenamento de lipideos em
varios tecidos. Estes incluem horménios, citocinas e adipocinas. Desde
1992, foi estudada a relagcdo entre a inflamacdo e a lipdlise, pois
verificaram que adipocinas pro-inflamatérias promoviam lipolise,
principalmente, IL-6 e TNF-a (Feingold et al., 1992). Nés avaliamos a
fosforilagdo em dois residuos de serina da HSL (563 e 660).
Observamos que, principalmente a fosforilagdo da HSL>™®® e a
marcacgdo da Perilipina A foram reduzidas no tecido adiposo epididimal
de camundongos alimentados com dieta de cafeteria, e quando os
camundongos ingeriram suco de acerola, a fosforilagdo HSL>® e
Perilipina A aumentaram. Os resultados podem ser, pelo menos em
parte, responsaveis pela reducdo no indice de adiposidade ap6s o
tratamento com suco de acerola, quando comparado com camundongos
alimentados somente com dieta de cafeteria. Além disso, observou-se
aumento da fosforilacdo de IkB-a, fato este que pode explicar a redugéo
no contetido de TNF-a no tecido adiposo, além do aumento da relagdo
IL-10/TNF-0 (Zamboni et al., 2007).

Nossos resultados mostraram que tanto o suco de acerola
(industrial, verde, maduros) e o tratamento com vitamina C direcionam
para melhora do perfil imuno-metabdlico no tecido adiposo de
camundongos. Estes efeitos do suco de acerola observados no presente
estudo podem ser atribuidos ao contetido de polifenois, a vitamina C, a
quercetina e rutina (Hanamura et al., 2008).

Diversos estudos tém mostrado redugdo da adiposidade em
animais alimentados com dieta rica em gordura suplementados com
vitamina C (Campién et al., 2006; Garcia-Diaz et al., 2007) e
modificacdes na lipolise em adipdcitos induzida por catecolaminas
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(Garcia-Diaz et al., 2009). Além disso, Garcia- Diaz et al., (2011)
relataram que, a suplementagdo de vitamina C modula o estado
inflamatdrio, e altera a interacdo entre adipécitos e macréfagos. No
entanto, macréfagos residentes produzem catecolaminas, que estimulam
0 processo de lipdlise no tecido adiposo branco (Nguyen et al., 2011).
Este ambiente, talvez, poderia possibilitar o aumento na lipdlise e,
consequentemente, promover um millie anti -inflamatério promovido
pelo consumo do suco de acerola, uma vez que a IL-4, uma citocina anti
-inflamatoria, é necessario para ativacao da lipolise através do aumento
na producdo de catecolaminas em macrofagos (Nguyen et al., 2011),
podendo este ambiente explicar 0 aumento na marcacgao da proteina IkB-
o e reducdo do contetido de TNF-a.

No entanto, existem outros compostos bioativos no suco de
acerola, os quais podem gerar efeitos sobre o perfil imuno-metabdlico.
Rivera et al., (2008) relataram que a administracdo de quercetina
promove melhora na via de sinalizacdo da insulina, dislipidemia e
hipertensdo em ratos obesos da linhagem Zucker. Mais recentemente,
Overman et al., (2011) relataram que a quercetina reduz a inflamag&o no
tecido adiposo, reduzindo a infiltracdo de macrdfagos e ativacdo do NF-
kB. Em nosso estudo, observamos aumento da fosforilagcdo da proteina
Ik-Ba. Este resultado pode sugerir um bloqueio na ativa¢do do NF-kB,
conforme observado por Overman e colegas (2011).

Hsu et al., (2009) mostraram que a suplementagdo com rutina
promoveu reducdo no ganho de peso corporal, e dos depdsitos de tecido
adiposo epididimal e perirenal em animais alimentados com dieta rica
em gordura. Adicionalmente, os autores verificaram valores reduzidos
para as fracdes lipidicas, insulina e leptina no soro dos animais
suplementados com rutina. Recentemente, Gao et al., (2013)
demonstraram que a rutina é capaz de melhorar o quadro de resisténcia a
insulina no figado, e reduziu a infiltracdo de macréfagos no tecido
adiposo de animais alimentados com dieta rica em gordura. Nossos
resultados demonstraram claramente reducdo das concentracdes de
TAG, corroborando com dados encontrados nos estudos acima citados.

O suco de acerola induz reducdo na absor¢do de glicose,
consequentemente, reduz a elevacdo deste agucar no sangue apés a
alimentacdo (Hanamura et al., 2008). A diminuicdo nas concentra¢fes
de glicose plasmética pode ser responsavel, pelo menos em parte, pelo
aumento na utilizagdo de &cidos graxos, para manter a demanda
energética, com isto o ciclo vicioso imuno-metabolico é reduzido, umas
vez que 0s acidos graxos provenientes da lipélise sdéo mobilizados para a
utilizacdo como fonte de energia.
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Especulamos que, 0 aumento da relacdo IL-10/TNF-a associado a
maior expressdo protéica da plkBa contribuiu para reducdo do ciclo
vicioso imuno-metabdlico no tecido adiposo de camundongos
alimentados com dieta de cafeteria. Uma vez que a IL-10 pode bloquear
a atividade quinase da IKK, que consequéncia inibe a liberacdo do
NFkB (fosforilagdo do NF-kB), bloqueando sua translocagdo para o
nucleo, inibindo desta maneira a transcricdo génica de moléculas
inflamatdrias, tais como IL-6 e TNF-a. A redug¢do na producdo de
citocinas  pré-inflamatérias promove reducdo da lipdlise e
consequentemente menor ativacao da via inflamatéria (Quadro 2).

Quadro 2. Blogueio do ciclo vicioso imuno-metabdlico no tecido adiposo.:

F, — @
T
( N
\ DOEDDE oo |

Fonte:. Exercise training as treatment in cancer cachexia. Lira et al., 2013.
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6. CONCLUSAO

Tomados em conjunto, os resultados do presente estudo
evidenciam que o suco de acerola pode ser utilizado com estratégia
nutricional no combate ao ganho de peso (peso corporal e indice de
adiposidade), dislipidemia (concentracbes de TAG), e restaurar a via
metabdlica e inflamatéria no tecido adiposo. Futuros estudos sdo
necessarios para melhor entendimento dos mecanismos envolvidos nos
efeitos benéficos promovidos pela ingestdo de suco de acerola,
especialmente em camundongos alimentados com uma dieta de
cafeteria.
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A Comissao de Etica no Uso de Animais, reconhecido pela Resolug&o n. 02/2011/Camara Propex de
acordo com a Lei Federal 11.794, analisou o projeto abaixo.

Protocolo: 130/2011

Professor:
VANESSA MORAES DE ANDRADE

Titulo: “AVALIACAO DOS EFEITOS ANTIOXIDANTES E ANTIGENOTOXICOS DO TRATAMENTO
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