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RESUMO

A doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) é caracterizada pelo acimulo excessivo
de gordura nos hepatdcitos. Um fator envolvido que leva a progressdao da DHGNA é um
desequilibrio do estado oxidativo no figado, a favor de reacdes de oxidacdo. A literatura relata
que o consumo materno de uma dieta hiperlipidica durante os periodos de gestacéo e lactacéo,
pode ser um dos principais fatores para desencadear esta condicdo clinica em criangas.
Atualmente, o acai (Euterpe oleracea Martius) tem sido estudado como estratégia de prevengéo
e/ou tratamento adjuntivo de doencas metabolicas, devido ao seu alto conteddo de compostos
com efeito antioxidante. Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da dieta
hiperlipidica (32% de banha de porco e 1% de colesterol) suplementada com polpa de acai
(2%), durante a gestacdo e a lactagdo, sobre o estado oxidativo no figado de ratas e suas proles.
Foram utilizadas 32 ratas fémeas, espécie Rattus norvegicus, linhagem Fischer, com 90 dias de
idade, divididas em quatro grupos experimentais, de acordo com a dieta recebida: dieta controle
(grupo C), dieta hiperlipidica (grupo HF), dieta controle adicionada de acai (grupo CA) e dieta
hiperlipidica adicionada de acai (HFA). Nas ratas maes avaliou-se pard@metros como ingestéo
alimentar, massa corporal e peso do figado. Nas proles avaliou-se a massa corporal e peso do
figado. Foram avaliados aspectos morfoldgicos do figado e quantificado a atividade de enzimas
antioxidantes e a concentracdo de marcadores oxidativos (dialdeido malbnico e proteina
carbonilada) no figado das ratas e suas proles. O consumo da dieta hiperlipidica reduziu a
ingestdo alimentar e aumentou a massa corporal pré-gestacional das ratas. A dieta hiperlipidica
foi eficaz para induzir o modelo experimental de DHGNA, promovendo no figado aumento da
massa do Orgdo, presenca de macroesteatose, microesteatose e infiltrado inflamatorio,
aumentou a atividade das enzimas antioxidantes e maior dano oxidativo lipidico e proteico. A
suplementacéo da polpa de acai na dieta hiperlipidica foi capaz de prevenir o desenvolvimento
da DHGNA nas ratas, alterando parametros como peso do figado, atividade enzimaética e
marcadores do estresse oxidativo. A ingestdo da dieta hiperlipidica materna promoveu nas
proles um aumento da massa corporal e no figado um aumento do peso e presenca de
macroesteatose, reforcando o efeito deletério da dieta materna sobre o acimulo de lipideos no
figado da prole. A polpa de agai na dieta hiperlipidica materna foi capaz de prevenir o aumento
do figado das proles pds-desmame. Portanto, o consumo da dieta hiperlipidica materna
apresentou importante papel na programacdo metabolica da doenca e a suplementacdo com
polpa de acai foi capaz prevenir a progressdo da DHGNA por atuar no estado oxidativo das
ratas.

PALAVRAS-CHAVE: Acai; Antioxidante; Dieta hiperlipidica; Doen¢a Hepatica Gordurosa
Né&o Alcodlica; Estado Oxidativo.
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ABSTRACT

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is characterized by excessive fat accumulation in
hepatocytes. A key factor that leads to NAFLD progression is an imbalance of oxidative status
in the liver in favour of oxidation reactions. The literature reports that maternal consumption of
a high-fat diet during pregnancy and lactation may be one of the main factors to trigger this
clinical condition in children. Currently, acai (Euterpe oleracea Martius) has been studied as a
strategy for prevention and/or adjuvant treatment of metabolic diseases, due to its high content
of compounds with antioxidant effect. Therefore, the aim of this study is to evaluate the effect
of high-fat diet (32% of lard and 1% of cholesterol) supplemented with acai pulp (2%) during
pregnancy and lactation on the oxidative state of dams and their offspring. Thrity-two female
rats, Rattus norvegicus species, Fischer strain, 90 days old, were divided into four experimental
groups, according to the received diet: control diet (group C), high-fat diet (group HF), control
diet supplemented with acai pulp (CA group) and high-fat diet supplemented with acai pulp
(HFA). In dams, parameters such as food intake, body and liver weight were evaluated. In
offspring, body and liver weight were evaluated. Morphological aspects of the liver were
evaluated and quantified the activity of antioxidant enzymes and the concentration of oxidative
markers (malondialdenyde and protein carbonyl) in the liver of dams and offspring.
Consumption of the high-fat diet reduced food intake and increased pre-gestational body weight
of dams. The high-fat diet was effective to induce the experimental model of NAFLD,
promoting increased organ mass in the liver, presence of macrosteatosis, microsteatosis and
inflammatory infiltrate, increased antioxidant enzyme activity and increased lipid and protein
oxidative damage. Acai pulp supplementation in the high-fat diet was able to prevent the
development of NAFLD in dams, changing parameters such as liver weight, enzymatic activity
and markers of oxidative stress. Ingestion of maternal high-fat diet promoted an increase in
body weight in offspring, and in liver an increase in weight and presence of macrosteatosis,
reinforcing the deleterious effect of maternal diet on lipid accumulation in offspring liver. Acai
pulp in the maternal high-fat diet was able to prevent enlargement of the liver after weaning
although there are no effects on the oxidative state. Therefore, the consumption of maternal
high-fat diet played an important role in the metabolic changing of the disease and acai
supplementation with acai pulp was able to impede the progress of NAFLD to act in the
oxidative state of the rats.

KEYWORDS: Acai; Antioxidant; high-fat diet; Non-Alcoholic Fatty Liver Disease; Oxidative
Status.
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1. INTRODUCAO

A doenca hepética gordurosa ndo alcoolica (DHGNA) é caracterizada pelo acimulo
excessivo de gordura nos hepatocitos, sem histéria prévia de consumo cronico de alcool e
doencas hepaticas congénitas, autoimunes, virais ou metabolicas (VOS et al., 2017). Essa
doenca abrange um espectro de condi¢des clinicas, que vdo desde uma esteatose hepatica ndo
alcodlica (EHNA) simples até a evolugdo para cirrose ou carcinoma hepatico (BRUNT, 2010).

A DHGNA acomete de 10 a 24% da populacao adulta em diversos paises (ROBERTS;
YAP, 2006) e de acordo com um estudo de meta-analise é altamente prevalente em todos os
continentes, destacando-se os altos indices no Oriente Médio (32%), América do Sul (31%),
Asia (27%), EUA (24%) e Europa (23%) (YOUNOSSI et al., 2016). Na populagio pediétrica,
estima-se que a prevaléncia desta doenca varie de 3% a 7% (PACIFICO et al., 2010), sendo o
consumo materno de uma dieta hiperlipidica, durante a fase fetal precoce, apontado como o
principal fator para essa condicdo clinica em criangas (BILBO; TSANG, 2010)

Uma dieta rica em gordura promove um aumento sérico de acidos graxos livres (AGL),
que em excesso podem ser oxidados e/ou transportados para o figado, aumentando o depoésito
hepatico de triacilglicerdis (TAG) (GOLDBERG; GINSBERG, 2006; PAVLIDES;
COBBOLD, 2015). Essa condicdo de esteatose aumenta a suscetibilidade da ocorréncia de
reacOes de oxidacdo no figado , sendo o primeiro fator desencadeante para o desenvolvimento
da EHNA (NEUSCHWANDER-TETRI, B. A.; CALDWELL, S. H., 2003; BROWNING;
HORTON, 2004; WANG, D.; WEI; AGLIASSOTT]I, 2006).

Na tltima década, houve um progresso na compreensao do efeito de um alto consumo
dietético de lipidios pela mae sobre alteracdes de vias metabdlicas no Utero, predispondo o feto
ao acumulo de gordura no figado e possivel desenvolvimento de DHGNA (HUGHES;
OXFORD, 2014). Apesar deste avango, ainda exitem muitas lacunas a serem respondidas para
compreender esses mecanismos e propor medidas de prevencdo do desenvolvimento desta
doenga, tanto na populacdo adulta quanto infantil.

Atualmente, o consumo de alimentos ricos em nutrientes ou compostos bioativos com
efeito antioxidante estd cada vez mais sendo estudado como estratégia de prevengdo e/ou
tratamento de doencas metabolicas (VIZZOTO; KROLOW; WEBER, 2010). Isto porque esses
compostos dietéticos antioxidantes podem funcionar como receptores de elétrons ndo
enzimaticos, inibindo a disseminacéo dos danos oxidativos causados pelas espécies reativas de
oxigénio (QUIDEAU et al., 2011).
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O acai (Euterpe oleracea Martius) é um fruto da Amazonia que apresenta alto teor de
compostos fenolicos, e desde 2006 muitos estudos tém sido realizados buscando avaliar seu
potencial efeito antioxidante (SCHAUSS et al., 2006a; YAMAGUCHI et al., 2015). Souza et
al. (2010) investigaram o potencial hipocolesterolémico e antioxidante da polpa de agai em
ratos submetidos as dietas padréo e hipercolesterolemiante. Os resultados mostraram que 0
consumo deste fruto apresentou significante efeito hipocolesterolémico, reduzindo colesterol
total e fracdes aterogénicas do colesterol. Além disso, este fruto exibiu importante efeito
antioxidante em um modelo de hipercolesterolemia induzida por dieta, prevenindo o aumento
da atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) e a formacdo de produtos de oxidagdo
proteica. O acai também teve seu efeito antioxidante avaliado em um modelo experimental de
DHGNA desenvolvido em camundongos pelo consumo de uma dieta hiperlipidica. Os
resultados obtidos mostram que animais que receberam uma dieta hiperlipidica obtiveram
maior ganho de massa corporal, resisténcia a insulina, hepatomegalia, esteatose hepaética,
alteracdes dos niveis de mMRNA de genes envolvidos no metabolismo lipidico hepatico e um
desequilibrio do status oxidativo. O consumo de agai foi capaz de reduzir o quadro de estresse
oxidativo no figado e atenuar o desenvolvimento de DHGNA (GUERRA et al., 2015).

Até 0 momento, sabe-se que 0 acai, devido a sua composicao nutricional e fitoquimica,
possui importante efeito antioxidante, no metabolismo de lipideos e no curso do
desenvolvimento da DHGNA. Entretanto, ainda ndo foi estudado se o consumo deste fruto
associado a uma dieta hiperlipidica durante os periodos de gestacdo e lactacdo poderia
influenciar no desenvolvimento da DHGNA na mée e na prole. Assim, 0 presente estudo tem
como objetivo avaliar o efeito da dieta hiperlipidica suplementada com polpa de acai durante a

gestacdo e a lactacdo sobre o estado oxidativo hepatico de ratas e suas proles.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DOENCA HEPATICA GORDUROSA NAO ALCOOLICA

Por definicdo, a DHGNA ¢ caracterizada por um acumulo de gordura nos hepatécitos
(superior a 5% do peso do figado) na auséncia de histdria prévia de ingestao excessiva de éalcool.
O TAG, ¢ o tipo de lipideo mais encontrado quando ocorre infiltracdo gordurosa no figado,
porém outras classes de lipideo também podem ser identificadas (CRUZ et al., 2016; BORGES
etal., 2011).

Esta doenca inicia-se com uma condicdo clinica definida como esteatose simples
(também chamada de figado gorduroso), podendo progredir para uma condi¢do mais grave
denominada EHNA, caracterizada por balonismo celular com presenca ou auséncia de fibrose
(CHIESA; ANDREOLI; PACIFICO, 2019). O balonismo hepatocelular consiste no
alargamento, em torno de 1,5 a 2 vezes do didmetro dos hepatdcitos, associado a presenca de
linfocitos e células de Kupffer (GIORGIO et al., 2013). Posteriormente, pode evoluir para
cirrose e levar a apoptose dos hepatdcitos, e em casos mais graves, um carcinoma hepatocelular
(CRUZ et al., 2016) (Figura 1). Um estudo sugere que 15% a 39% dos pacientes com DHGNA
desenvolverao cirrose hepatica em um periodo de 10 anos (GHETTI, 2019). Além disso, 13%
dos pacientes que desenvolvem cirrose, terdo uma evolucdo para carcinoma hepatocelular
dentro de 3 anos (WHITE et al., 2012).

A prevaléncia de DHGNA ¢é de aproximadamente 2% a 5% na populacdo em geral, e
aproximadamente 70% dos individuos com obesidade mérbida sdo diagnosticados com essa
alteracdo hepatica (WANLESS; LENTZ, 1990; BROWNING et al., 2004; LOSEKANN et al.,
2015). E importante destacar que a DHGNA ndo atinge somente a populacdo adulta, mas
acomete também a populacdo infantil (CHIESA; ANDREOLI; PACIFICO, 2019). A
prevaléncia exata da DHGNA na populacao infantil é incerta, porém a literatura demonstra uma
prevaléncia de 3% a 10% em populagdes pediatricas em geral, podendo aumentar para 60% a
70% em individuos com comorbidades metabdlicas associadas (HAGSTROM et al., 2018).
Benetolo et al. (2019) descreveram a prevaléncia de 28% da DHGNA entre criangas e
adolescentes brasileiros acompanhados em uma clinica ambulatorial de obesidade.

A DHGNA é uma doenca multissistémica, afetando varios érgdos extra-hepaticos, e
pode ser um fator causal de vérias doencas metabdlicas extra-hepaticas como, por exemplo,

obesidade, hipertensdo, dislipidemias, resisténcia periférica a insulina, diabetes mellitus e
9
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doengas cardiovasculares (PORTELA; MELO; SAMPAIO, 2013; CHIESA; ANDREOLI,
PACIFICO, 2019). Vale ressaltar, que essas doencas metabolicas também podem atuar como
fatores de risco para o desenvolvimento da DHGNA. Outro importante fator de risco para o
aparecimento da DHGNA €é o consumo excessivo de dietas hipercaloricas, gorduras saturadas,
carboidratos refinados e frutose (BENETOLO et al., 2019; GHETTI, 2019).

A
Esteatose
Figado normal hepética
/ Carcinoma
\ Cirrose hepatocelular
EHNA
B

Normal

Esteatose

Cirrose

Figura 1 - Espectro das condigdes clinicas da DHGNA.

Esquema da progressdo da DHGNA. O acimulo de TAG nos hepatdcitos provoca o desenvolvimento de esteatose.
A esteatose associada a inflamacdo leva a morte celular e fibrose sendo chamada de Esteatose Hepatica Nao
Alcodlica (EHNA), que pode evoluir para Cirrose. Individuos com cirrose tém um risco aumentado de desenvolver
Carcinoma Hepatocelular. (B) Secces histoldgicas ilustrando figado normal, esteatose hepatica, EHNA e cirrose.
As fibras de colageno estdo coradas de azul utilizando o tricrdmico de Masson. PT: triade portal, que consiste na
artéria hepética, veia porta e ducto biliar; CV: veia central. Fonte: Cohen e Horton et al., 2011.

10
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Neste sentido, a etiopatogenia da DHGNA pode ser explicada pela teoria proposta por
Day e James (1998), que sugere o aparecimento de dois “hits”. No primeiro hit ocorre o
aumento do fluxo de AGL na corrente sanguinea e uma reducdo na liberacdo hepatica das
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) para os tecidos. Isto provoca um acumulo de
TAG no figado em forma de goticulas de gordura, tornando o 6rgdo mais susceptivel a uma
disfuncdo mitocondrial, com concomitante aumento na producdo de espécies reativas do
oxigénio (ERO) (ANSTEE; GOLDIN, 2006; MOURA et al., 2012; GIORGIO et al., 2013;
MAGGIONI, 2014). Esse aumento na producdo de ERO pode desencadear o segundo hit, onde
um aumento do dano oxidativo pode contribuir para uma progresséo da fibrose e reacGes de
oxidacdo de lipideos, levando a um dano hepatocelular por inibicdo mitocondrial das enzimas
da cadeia respiratoria, inativacdo da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e dos canais de sodio
na membrana. Além da lesdo hepatocelular, ocorre um aumento na producdo e liberacdo de
citocinas pro-inflamatdrias e de endotoxinas resultantes do sistema imune inato,evoluindo
assim, para uma esteato-hepatite e progressao da doenca hepatica (ROLO, 2011; GIORGIO et
al., 2013; MAGGIONI, 2014) (Figura 2).

11
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Primeiro Hit Segundo Hit

/

Excesso de peso/obesidade

Resisténcia a insulina
Sindrome Metabélica
Dieta Hipercalérica

Estresse Oxidativo
Disfuncao Mitocondrial
Citocinas proé-inflamatoérias

Figura 2- Etiopatogenia da Doenga Hepatica Gordurosa Nao Alcoolica (DHGNA), teoria dos dois “hits”.

O primeiro hit é ocasionado pelo excesso de peso/obesidade, resisténcia a insulina, sindrome metabdlica ou dieta
hipercaldrica, que leva ao aumento de &cidos graxos livres (AGL). O segundo hit seria quando essas situagdes
levam ao aumento do estresse oxidativo, disfun¢do mitocondrial e produgdo de citocinas pré-inflamatérias. Esses
dois eventos levariam a Esteatose Hepética ndo Alcodlica (EHNA). Fonte: Adaptado de GIORGIO et al., 2013.

Entretanto, estudos evidenciam que esses mecanismos ndo sdo suficientes para
explicar as multiplas vias que podem estar envolvidas no surgimento da DHGNA. Portanto, foi
proposto uma nova hipdtese de multiplos “hits” para explicar a fisiopatologia da doenca, a qual
estd associada a habitos alimentares, fatores ambientais e genéticos (BUZZETTI; PINZANI,;
TSOCHATZIS, 2016; MANNE; HANDA; KOWDLEY, 2018).

2.2 PROGRAMACAO METABOLICA

Pensando nesses multiplos “hits” desencadeadores da doenga hepatica, estudos tém
sido realizados para propor alguns mecanismos que expliqguem o aparecimento da DHGNA
durante a infancia. Os resultados encontrados, nestes estudos mostram que a dieta materna é

capaz de influenciar alteragcGes metabdlicas nos primeiros estagios da vida do feto que estd em
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desenvolvimento, e esta alteracdo metabdlica € persistente apds o nascimento (McCURDY et
al. 2009; SILVA et al., 2015).

Ao decorrer do periodo pré ou pds-natal do desenvolvimento, a crianca esta exposta a
estimulos ambientais, 0s quais podem alterar o desenvolvimento e/ou regulacdo do hipotalamo,
gerando modificagdes tardias no comportamento alimentar (LEVIN; DUNN-MEYNELL, 2000;
BILBO; TSANG, 2010). Estudos epidemioldgicos evidenciam que o consumo materno de uma
dieta hiperlipidica, durante a fase fetal precoce, desenvolve na prole o risco aumentado de
desenvolvimento e progressdao da obesidade e sindrome metabdlica, com o aumento da
adiposidade. A explicacdo para essas alteracGes precoces se baseiam no conhecimento que o
feto e 0s neonatos recebem estimulos nutricionais e hormonais durante a gestacéo e lactacao,
que podem romper a regulacdo homeostatica e a capacidade de deteccdo de nutrientes nos
circuitos hipotalamicos (BILBO; TSANG, 2010; SULIVAN et al., 2011; CHEN et al., 2017;
MCGILLICK etal., 2017).

A obesidade e a alta ingestdo calorica durante a gestacdo e lactagdo podem induzir a
lipogénese e desencadear a lipdlise por meio de uma via de oxidagdo como compensagao, 0 que
causa aumento do peso corporal, tolerancia a glicose diminuida, colesterol sérico elevado e
esteatose hepatica (HUANG et al., 2017). Consequentemente, essas alteracdes podem
promover no feto um desenvolvimento de um fenétipo dismetabdlico (OBEN et al., 2010).
Porém, muitas questdes ainda precisam ser respondidas para que seja capaz de elucidar os
mecanismos desencadeadores desta doenca e também elaborar medidas de prevencdo e/ou

tratamento.

2.3ESPECIES REATIVAS, ESTRESSE OXIDATIVO E  DEFESAS
ANTIOXIDANTES

Analisando os multiplos “hits” que podem ocasionar o desenvolvimento/progressao
da DHGNA, o estresse oxidativo parece exercer um papel central (SERVIDDIO; BELLANTI,
VENDEMIALE, 2013). Em linhas gerais, o estresse oxidativo é definido como um
desequilibrio, em qualquer compartimento celular, entre as ERO e as especies reativas
derivadas do nitrogénio (ERN) e o sistema de defesa antioxidante (OLIVEIRA; VALENTIM,;
GOULART, 2009).

No nosso organismo sdo formadas as ERO e as ERN. As espécies reativas incluem

ndo somente os radicais, superdxido (O2), oxido nitrico (NO) e radical hidroxila (OH¢), mas
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também os intermediarios neutros ou carregados, peroxido de hidrogénio (H20z), peroxinitrito
(ONOO-) e outras espécies que sdo capazes de formar radicais livres como o O2", 0z6nio (O3),
ferro (Fe), cobre (Cu) (OLIVEIRA; VALENTIM; GOULART, 2009). O H20; apesar de ndo
ser um radical livre, através de catalise forma um radical altamente reativo que é OHe
(MATTOS et al., 2003).

Espécies reativas sdo formadas constantemente ao longo dos processos metabolicos,
tanto os normais como no metabolismo aerobico, quanto nos patogénicos, ou sdo oriundos de
fontes exdgenas fisicas e quimicas. Elas podem atuar como mediadores de transferéncia de
elétrons em varios processos bioquimicos, como por exemplo, durante o processo de fagocitose
as ERO sdo produzidas para eliminar o agente agressor por oxidacdo. Adicionalmente, as ERO
podem atuar de forma a modular vias de sinalizacdo redox celulares (HALLIWELL, 2007;
OLIVEIRA, VALENTIM e GOULART, 2009).

Porém, em excesso as ERO podem causar danos celulares, oxidando proteinas,
polissacarideos, lipideos e &cidos nucléicos que sdo essenciais a manutencdo da integridade
celular (OLIVEIRA, VALENTIM e GOULART, 2009; ALMEIDA, 2015). A oxidacdo de
lipideos produz o dialdeido mal6nico (MDA), um aldeido produzido a partir da oxidacéo de
fosfolipidios insaturados da membrana plasmatica. Danos em proteinas geram produtos de
carbonilacdo e oxidacdo da cadeia lateral, com o acumulo de proteinas carboniladas
(PIRINCCIOGLU et al., 2010).

Esse quadro de estresse oxidativo provocado por um excesso de ERO e a favor de
reacOes de oxidacdo, pode ser prevenido por dois sistemas antioxidantes: 1) enddgeno, que sao
as enzimas antioxidantes produzidas pelo organismo, e 2) exdgeno, que é realizado por
nutrientes e compostos bioativos obtidos através da dieta (NASCIMENTO et al., 2011).

O sistema enzimatico enddgeno é formado pelas enzimas superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (NASCIMENTO et al., 2011). A SOD ¢
a principal enzima antioxidante celular na primeira linha de defesa contra o O, transformando-
0 em H202 e O,. Existem 3 tipos de SOD que podem ser encontrados em mamiferos: SOD-
Cu/Zn (SOD1) encontrada no citosol, SOD-Mn (SOD2) encontrada na matriz mitocondrial e
SOD extracelular (SOD3) (ZELKO; MARIANI; FOLZ, 2002; PISOSCHI; POP, 2015).

A CAT € uma enzima presente nos peroxissomos e em menor quantidade no citosol,
ela decompde o H20., formando H20 e Oz. A enzima GPx, assim como a CAT, também é
responsavel pela neutralizacdo do H>O». A glutationa é sintetizada endogenamente no figado,

contém selénio e catalisa na mitocondria a reducdo do H2O2. A reducdo do H2O3, resulta da
14
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conversdo da glutationa reduzida para a glutationa oxidada, sendo catalisada pela GPx
(NASCIMENTO et al., 2011) (Figura 3).

Fontes enddgenas
NADPH oxidase ~ H20 + 0z

Cadeia respiratoria, Ar
etc.
Fontes externas
Obesidade H20- .
Tabagismo, etc. 2GSH NADP
CAT
l HO0;, — » GPx R
Geracdo de T SOD
ERO
Oy
H20 GSSG NADPH

Figura 3- Producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e atividade das enzimas antioxidantes.

A superoéxido dismutase (SOD) transforma o O;~em H,O, A catalase (CAT) ela decompde o H,0,, formando H,O
e Oy. A glutationa peroxidase (GPx) neutraliza H,O2 em H,0, formando a glutationa oxidada (GSSG). A GSSG é
reduzida pela agdo da glutationa redutase (GR) com o gasto energético do Fosfato de Dinucleotideo de Adenina e
Nicotinamida (NADPH), originando a glutationa reduzida (2GSH), a qual podera ser reutilizada nesse ciclo para
neutralizar o H2O,. Fonte: Adaptado de Halliwel e Gutteridge, 2001.

A segunda linha de defesa antioxidante € exercida por nutrientes e compostos bioativos
encontrados naturalmente em alimentos, recebendo 0 nome de compostos antioxidantes, como
acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), B- caroteno, selénio, zinco, cobre, L-
cisteina, curcumina, catequinas, quercetinas, acido galico, taninos, carotenoides, dentre outros
(SIES, H., 1993; BIANCHI; ANTUNES, 1999; NASCIMENTO et al., 2011).

Os compostos fendlicos, sdo antioxidantes presentes em uma ampla variedade de frutas,
legumes, cereais e em bebidas de origem vegetal, tais como café, cha e vinho. Estes alimentos
exibem importante atividade antioxidante, podendo exercer um efeito direto (eliminando as
ERO) ou indireto (aumentando a atividade ou expressdo de enzimas antioxidantes)
(NASCIMENTO et al., 2011).

15



Santos, G. T. Revisdo bibliogréafica

2.4 ACAI (EUTERPE OLERACEA MARTIUS)

A palmeira (Euterpe oleracea Mart.) é uma planta nativa da Amazénia. Seu cultivo
apresenta grande importancia socioecondmica para a regido, devido o potencial de
aproveitamento integral de sua matéria-prima. Nos Gltimos anos, o fruto dessa palmeira, o acai,
ganhou destaque nacional e internacional por apresentar varios efeitos benéficos a saude
(CEDRIM; BARROS; NASCIMENTO, 2018). Mas, além do consumo da polpa deste fruto, o
as sementes do acai também sdo utiizadas no artesanato e como adubo organico, a palmeira
fornece um palmito de excelente qualidade e suas folhas séo utilizadas para cobertura de casas
dos habitantes do interior da regido (EMBRAPA, 2006)

O acai possui uma forma globosa com cerca de 1 a 2 cm de didmetro e peso médio de
1,5g. Seu epicarpo pode ser roxo ou verde, seu consumo pode ser apreciado de diversas formas
atrativas e agrada diferentes paladares. Por exemplo, na forma de geleias, licor, polpa
congelada, xarope, pd, creme e sorvetes. No mercado brasileiro o acai é comercializado com
finalidade de ser uma bebida energética, o que se difere da sua comercializagdo no exterior,
onde é considerada uma bebida exética (CEDRIM; BARROS; NASCIMENTO, 2018) (Figura
4).

O estado do Para é o principal produtor de acai e a regido Norte do Brasil produz
aproximadamente 187 mil toneladas de acai extrativo, sendo que cerca de 110 mil toneladas
sdo produzidas para o consumo nacional e aproximadamente 800 mil toneladas sdo destinadas
a exportacdo para diferentes paises como, Japdo, China, Estados Unidos e Europa (SAGRI,
2015). A fim de realizar a expansdo e a manutencdo do mercado, as indudstrias tém investido
ndo somente no cultivo do acai, mas também na qualificacdo da mdo de obra (CEDRIM;
BARROS; NASCIMENTO, 2018).

O acai em sua composic¢do fitoquimica, apresenta uma alta concentracdo de compostos
bioativos, principalmente os compostos fendlicos. O principal composto fendlico presente é da
classe dos flavonoides, a antocianina. Flavondide é uma classe de composto fendlico de baixa
massa molecular, os quais possuem um esqueleto de 15 carbonos composto por 2 anéis de
benzeno. Os flavonoides podem ser encontrados como agliconas na forma de glicosideos e/ou
derivados metilados e/ou acilados. As modificagGes dessa substéncia faz com que seja dividida
em subclasses: chalconas, flavanonas, flavanondis, flavonas, flavondis, isoflavonas, flavan-3-
ols e antocianidinas (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009). As antocianinas sdo

responsavel pela coloracdo vermelho-rocheada dos frutos e verduras, as quais podem ser
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dividas em cianidina-3-rutinosideo, cianidina-3-glicosideo, cianidina-3-sambubiosideo,
peonidina-3-glicosideo e peonidina-3-rutinosideo (SCHAUSS et al., 2006b; CEDRIM,;
BARROS; NASCIMENTO, 2018).

Figura 4- Agaizeiro, a polpa e produtos derivados do agai.
Fonte: Embrapa, 2006.

Além da sua composicéo fitoquimica, o acai possui uma composi¢ao nutricional muito
interessante, apresentando uma quantidade de 32,5 % de lipideos, 52,2 % de carboidratos, dos
quais sdo 44,2 % de fibras e 1,3 % de agucares, e 8,1 % de proteina. Dos &cidos graxos presente
no acai, 11,1% sdo poliinsaturados (linoléico), 60,2% s&o monoinsaturados (oléico) e 28,7%
sdo saturados (palmitico) (SCHAUSS et al., 2006b). De acordo com Bobbio et al. (2000) o
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acai é um alimento altamente nutritivo e possui um grande potencial devido a sua composi¢ado
fitogquimica e nutricional para apresentar diversos efeitos benéficos a satide ao ser consumido.

Vaérios estudos utilizando métodos in vitro e em diferentes modelos experimentais,
demonstram a apreciavel atividade antioxidante do acai e, segundo Bonomo et al. (2014), os
compostos bioativos encontrados neste fruto, podem melhorar a capacidade antioxidante do
organismo por mecanismos diretos e indiretos.

O estudo realizado por Souza et al. (2010) avaliou o efeito da polpa de acai adicionada
a dietas experimentais em dois grupos de ratos, um controle e outro hipercolesterolémico, 0s
resultados demonstram que a polpa de agai apresenta importante efeito sobre o estado oxidativo
e o perfil lipidico de animais hipercolesterolémicos que receberam a polpa de acai. Com relagédo
ao estado oxidativo foi encontrado uma reducéo sérica na concentracao de proteina carbonilada
e um aumento na concentracdo de grupos sulfridrilas, que é um radical protetor de lesdo
oxidativa. A melhora do perfil lipidico foi caracterizada por uma reducéo serica do colesterol
total e um aumento na atividade da enzima paraoxonase, que dentre as suas principais atividades
previne a oxidacao da lipoproteina de baixa densidade (LDL).

O estudo de Barbosa et al. (2016), avaliou o efeito da ingestdo de polpa de acai na
prevencdo de danos oxidativos em mulheres. A amostra foi de 35 mulheres aparentemente
saudaveis que consumiram 200 g por dia de polpa de acai durante 4 semanas. A ingestdo da
polpa de acai proporcionou no soro das voluntarias um aumentou na capacidade antioxidante
total e na atividade da catalase, associada a uma diminuicéo na producdo de EROs por células
porlimofonucleares. Além disso, reduziu a concentracdo sérica de proteina carbonilada e
aumentou os niveis de grupos sulfidrilas totais. Portanto houve uma melhora do estado
oxidativo, com aumento na atividade de enzimas antioxidantes e reducdo de ERO e

biomarcadores de oxidacao.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da dieta hiperlipidica suplementada com polpa de acai durante a

gestacdo e a lactacdo sobre o estado oxidativo de ratas e suas proles.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar o efeito da dieta hiperlipidica suplementada ou ndo com polpa de aci sobre a
ingestdo alimentar, a massa corporal e o peso do figado de ratas ;

v Analisar o efeito da dieta hiperlipidica suplementada ou ndo com polpa de agi sobre a
massa corporal e o peso do figado das proles;

v" Verificar o efeito da dieta hiperlipidica suplementada ou ndo com polpa de aci sobre o
grau de esteatose hepatica das ratas e das proles;

v Quantificar o efeito da dieta hiperlipidica suplementada ou ndo com polpa de aci sobre
a atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx, no figado das ratas e das
proles;

v Quantificar o efeito da dieta hiperlipidica suplementada ou ndo com polpa de aci sobre
a concentracdo de marcadores do estresse oxidativo, dialdeido malénico e proteina

carbonilada, no figado das ratas e das proles.
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4. METODOLOGIA CIENTIFICA

4.1 POLPA CONGELADA DE ACAI

Foi utilizada polpa de acai da empresa Icefruit Comercio de Alimentos LTDA, Séo
Paulo, Brasil (Icefruit Polpa de Acai Médio), obtida no comércio local da cidade de Ouro Preto.
Toda a quantidade de polpa de acai necessaria para o desenvolvimento do projeto foi adquirida
em uma Unica remessa de um mesmo fornecedor garantindo a homogeneidade da polpa durante
todo o experimento. De acordo com o fabricante, a polpa de agai é pasteurizada, embalada a
vacuo e mantida a -18°C. Nédo contém corantes e conservantes. Foi realizado o cadastro deste
estudo no SISGEN.

4.2 DIETAS EXPERIMENTAIS

Os animais foram alimentados com dieta padrdo AIN-93G, que é recomendada para
fases de crescimento, gravidez e lactacdo (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993), ou dieta
hiperlipidica, contendo 32 % de banha de porco e 1 % de colesterol, suplementadas ou ndo com
polpa de acai (2 %). Os valores de banha de porco e colesterol, foram definidos segundo valores
estabelecidos por trabalhos previamente publicados (BURGUENO et al., 2013; GUERRA et
al., 2015). A suplementacdo com polpa de acai foi baseada em trabalho experimental prévio
realizado por Souza et al. (2010). Os ingredientes utilizados na formulacdo das dietas

experimentais estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1 - Ingredientes utilizados na formulacéo das dietas experimentais.

Ingredientes

Hiperlipidica  Controle + Hiperlipidica
(9/1000g de Controle (C)

) (HF) acai (CA) + acai (HFA)
dieta)

Caseina 200 260 200 260
Sacarose 100 100 100 100

Amido Milho 530,7 170,7 510,7 150,7
Oleo de Soja 70 40 70 40
Colina 25 25 2,5 2,5
Mist. Minerais 35 35 35 35
Mist. Vitaminas 10 10 10 10
Celulose 50 50 50 50
Metionina 1,8 1,8 1,8 1,8
Colesterol 0 10 0 10
Banha de porco 0 320 0 320
Polpa de Agai 0 0 200 200

1 Mistura de minerais (expresso em g/kg da mistura): NaCl — 139,3 / KI- 0,79 / MgS04.7H20- 57,3 / CaCO3-
381,4/ MnSO4.H20 - 4,01 / FeSO4.7H20 — 0,548 / CuSO4. 5H20 - 0,477 / CoCI2.6H20 — 0,023 / KH2PO4 —
389,0.

2 Mistura de vitaminas (expresso em mg/kg da mistura): Acetato de retinol — 690; colecalciferol — 5; acido
paminobenzéico — 10 000; inositol — 10 000; niacina — 4000; riboflavina — 800; tiamina HCL — 500; acido félico
— 200; biotina — 40; cianocobalamina — 3; dl-a - tocoferol — 6 700; sacarose — g.s.p. 1000.

A composicdo quimica das dietas experimentais, controle (C), hiperlipidica (HF),
controle + acai (CA) e hiperlipidica + acai (HFA) foi quantificada utilizando a TACO - Tabela
de composicgdo de alimentos (2011) e os rétulos dos ingredientes utilizados na elaboracéo das
dietas (Tabela 2).
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Tabela 2- Composi¢do quimica das dietas experimentais*.

) _ Controle Hiperlipidica Controle Hiperlipidica
Composigdo quimica + acai
© (HF) + acai (HFA)
(CA)
Proteina (g) 173,48 222,32 173,54 222,38
Carboidrato (g) 563,24 250,10 546,28 233,14
Lipideo total (g) 74,50 375,85 75,29 376,64
Gordura saturada (g) 10,64 112,74 10,4 112,74
Gordura monoinsaturada (g) 16,3 9,32 16,3 9,32
Gordura poliinsaturada (g) 42,00 24 42 24
Colesterol (g) 0 10 0 10
Fibra (g) 53,71 51,19 54,03 51,51
Valor energético proteina (Kcal) 693,93 889,29 694,17 889.53
Valor energético carboidrato (Kcal) 2252,96 1000,40 2185,13 932,57
Valor energético lipideo(Kcal) 670,5 3382,65 677,61 3389,76
Valor energético total (Kcal) 3617,40 5472,35 3556,90 5211,86

*Valores expressos por 1 quilo de dieta.

4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Durante todo o tempo experimental as ratas e as proles foram mantidas em gaiolas de
polietileno no biotério do Laboratério de Nutricdo Experimental da Escola de Nutricdo, UFOP,
em ambiente com controle de fotoperiodo (12h claro/12h escuro) e temperatura a 21° C + 2°.
Todos os procedimentos desse projeto foram submetidos & apreciacio da Comissio de Etica no
Uso de Animais da UFOP e aprovado pelo protocolo de nimero CEUA 2015/15 (Anexo A).

Foram utilizadas 32 ratas fémeas, espécie Rattus norvegicus, linhagem Fischer, com
aproximadamente 90 dias de idade. Os animais foram obtidos do Laboratorio de Nutricéo
Experimental da Escola de Nutrigdo da Universidade Federal de Ouro Preto. Inicialmente as
ratas foram divididas aleatoriamente em quatro grupos experimentais (n=8) de acordo com a
dieta recebida: controle (C), hiperlipidica (HF), controle + acai (CA) e hiperlipidica + acai
(HFA). No inicio do experimento foi aferido o peso dos animais.

As ratas permaneceram por um periodo de 1 semana de adaptacdo as dietas
experimentais em gaiolas individuais e recebendo dieta e agua ad libitum. Na segunda semana
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recebendo as dietas experimentais, foi realizado o acompanhamento da ingestdo alimentar
durante 5 cinco dias. Diariamente, foi quantificado a quantidade de dieta oferecida ao animal e
a sobra da mesma. Apos esse periodo de duas semanas recebendo as dietas experimentais, foi
tomado o peso pré-gravidico das ratas e posteriormente foi realizado o acasalamento aleatério
poligdmico, o qual duas fémeas foram colocadas com um macho em uma gaiola de
polipropileno durante 5 dias.

Ao longo, do periodo de gestacao e lactacdo, sendo 21 dias para cada etapa, as fémeas
continuaram a receber suas respectivas dietas experimentais e dgua ad libitum. Ao nascer, as
proles do sexo masculino foram distribuidas aleatoriamente entre as ratas do mesmo grupo
experimental, permanecendo até 6 filhotes por rata, a fim de proporcionar um crescimento
homogéneo da ninhada, os filhotes permaneceram na gaiola junto com a mée durante todo o
periodo de lactacdo. A escolha do sexo se deu devido aos estudos epidemioldgicos que
demonstram que a prevaléncia da DHGNA é maior no sexo masculino quando comparada ao
sexo feminino (PADILHA et al., 2010). Ao final do periodo de lactacdo, foram selecionados
aleatoriamente 8 animais machos de cada grupo experimental (C, CA, HF, HFA), totalizando
32 animais.

Ap0s 0 desmame, que ocorreu na 92semana de experimento, as proles e as matrizes
foram deixadas por 12 horas de jejum, anestesiadas com isoflurano e eutanasiadas (Figura 5).
Os animais foram eutanasiados por exsanguinacdo, seguido por retirada dos figados, os quais
foramlavados em solucéo salina gelada, pesados, devidamente identificados e armazenados a -
80°C para analises posteriores. Antes da eutanasia foi realizada a afericdo do peso corporal das

matrizes e das proles.

Nascimento e

Adaptacio as Controle da A}ca_s aJament(()j, divisdo da Desm~ame,
90 dietas e afericdo ingestéo ;eesgcao ° prole até 6 selecdo de 8
—| c=8 dias do peso alimentar : x filhotes/grupo
32 ratas primiparas filhotes/ mée
com 90 dias de idade
| Semana 0 | Semana 1 | Semana 2 | Semana 3 | Semana 6 | Semana 9 |
L —
, : -
»
A Aferigdo do peso e
Rattus  norvegicus, eutanasia das proles
linhagem Fisher HFA=8 e das matrizes

Figura 5- Delineamento experimental do estudo
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4.4 ANALISES MORFOHISTOLOGICAS

Foram realizadas analises morfohistoldgicas do tecido hepatico das ratas e suas proles,
para verificar se 0 consumo de dieta hiperlipidica foi capaz de promover o desenvolvimento da
DHGNA. Para a realizacdo das analises morfohistologicas do tecido hepético, utilizou-se o
menor lobo do figado dos animais. Assim que os animais foram eutanasiados, os figados foram
lavados com solucgéo salina gelada, pesados e o0 menor lobo do 6rgdo armazenado em formol
tamponado 4%. Seguidamente, os lobos foram cortados transversalmente e processados em
concentragOes decrescentes de alcool, e por fim, selados em parafina. Apds esse processo,
utilizando um micrétomo semiautomatico, as sec¢des parafinadas foram laminadas e coradas
com hematoxilina e eosina (H&E), a fim de identificar o acimulo de lipideos nos hepatdcitos.

Foram obtidas as fotomicrografias utilizando-se um microscopio acoplado a camera digital.

4.5 AVALIACAO DO ESTADO OXIDATIVO NO FIGADO

Para avaliar o efeito da polpa de acai sobre o estado oxidativo hepatico das ratas
primiparas e suas proles, foi quantificado a atividade das enzimas antioxidantes, SOD, CAT e
GPx e os marcadores de oxidagdo por ERO em lipideos e proteinas no homogenato tecidual do

figado.

4.5.1 Preparacao do tecido hepatico

. O tampdo a ser preparado para 0 homogenato varia de acordo com o composto a ser
identificado em cada amostra. Para avaliar a atividade das enzimas antioxidantes, quantificar
os marcadores do estresse oxidativo e as proteinas totais, o protocolo para o preparo do
homogenato foi baseado no estudo de Ramos-Vasconcelos e Hermes-Lima (2003).

Para o preparo do homogenato, tomou-se aproximadamente 100 mg do figado de cada
animal, adicionou-se 1ml tampé&o gelado (fosfato 50mM e EDTA 0,5mM, pH 7,2). Antes da
homogeneizacdo foi incorporado 10 umol do Fenilmetilsulfonil Fluoreto (PMsF), onde foi
colado 1mM, diluido em etanol no microtubo, um potente inibidor de protease, a fim de evitar
a degradagdo das enzimas. As amostras foram homogeneizadas durante 30 segundos e

colocadas no gelo durante 1 minuto segundos, procedimento foi repetido 3 vezes.
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As amostras foram entdo centrifugadas a 10000 rpm a 4°C, durante 10 minutos.
Retirou-se o sobrenadante e transferiu-se para novos tubos de polipropileno. O homogenato
coletado foi armazenado no freezer a -80°C em aliquotas e posteriormente utilizado para
quantificar a atividade das enzimas antioxidantes e a concentracdo dos marcadores do estresse

oxidativo e de proteinas totais, para a expressao dos resultados.

45.2 Atividade das enzimas antioxidantes

4.5.2.1 Atividade da Superdxido Dismutase (SOD)

A atividade da enzima SOD foi determinada pelo método proposto por Madesh e
Balasubramanian (1998). As reagGes consistem na capacidade da enzima em neutralizar o Oz
produzido pela oxidagédo do pirogalol em meio alcalino. O corante MTT [3-(4,5-dimetil-tiazol-
2-il) 2,5-difenil tetrazdlio brometo] é reduzido a cristais de formazan em reacdo dependente de
Oz produzindo um composto de cor arroxeada que pode ser quantificado utilizando-se
espectrofotometria. Por meio da quantificacdo em unidades relativas, tem-se que a capacidade
de uma unidade de atividade enzimética (1U) da SOD em inibir a reducdo do MTT.

Na microplaca de 96 pocos foi distribuida uma aliquota de 30 pL das amostras
(homogenato do figado), ou padrdo e em cada poco adicionou-se 99 pL de solucdo tampéo
fosfato de potéssio a 50 mM e EDTA a 0,5mM, descritas anteriormente. Foram adicionados 6
pL de MTT (diluido no tampdo) e por fim 15 pL de Pirogalol. A microplaca foi incubada em
estufa a 37°C durante 5 minutos. Parou-se a reacdo utilizando 150 pL de DMSO (dimetil
sulfoxido) em todos os pocos e foi realizado a leitura no espectrofotémetro (Epoch, Biotek®,
Tigan St, Winooski, USA) em um comprimento de onda de 570nm.

Para realizar o céalculo da reagdo enzimatica foi utilizado a seguinte formula:

Atividade enzimatica= 1U de SOD x Abs da amostra

Abs do padréao

Os resultados foram expressos em U de SOD por mg de proteinas totais.
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4.5.2.2 Atividade da Catalase (CAT)

Para avaliar a atividade da CAT foi utilizado o método desenvolvido por Aebi (1984).
O método baseia-se na avaliacdo da atividade da enzima, a qual é diretamente proporcional a
decomposic¢éo do H20,.

Primeiramente, foi preparada a solugdo de H202 a 0,3 M em agua destilada. Foram
adicionados em microtubos 955 pL de tampao fosfato (50 mM, pH 7,0) e 10 puL de amostra
diluida de 1:20 (homogenato do figado). Em seguida, adicionou-se 35 pL de H.O2 a 0,3 M. O
contetdo foi transferido para uma cubeta de quartzo e realizou-se a leitura no espectrofotémetro
a 240 nm durante 2 minutos, medindo-se a absorbancia a cada 30 segundos. A partir da média
da subtracdo do valor inicial de absorbancia pelo valor ao final de 2 minutos de leitura, obteve-

se 0 delta, o qual foi utilizado para o célculo da atividade de CAT utilizando a férmula abaixo:

44bs I T x1000x20

Atividade (U/L) =——= x _——— x .~

Sendo:

AAbs = Variagdo da absorbancia por 1 minuto de cinética enzimatica linear

At = 2 minuto

gH202 (240 nm) = 40 L.mmol*.cm™

VT = Volume total de reacéo

VA =Volume de amostra

10® = Conversdo de mmol para pmol (de acordo com a definicéo de atividade enzimatica)
20 = Fator de diluicdo da amostra

Os resultados foram expressos em U de CAT por mg de proteinas totais.
4.5.2.3 Atividade da Glutationa Peroxidase (GPx)

A GPx possui uma agao ndo especifica sobre o H202, atuando sobre outros substratos,
como os hidroperdxidos organicos. Sua atividade pode ser quantificada pela taxa de oxidacéo
de NADPH na presenca de GSH e GR. A azida sodica é adicionada para inibir a catalase
(WENDEL, 1981; FLOHE; GUNZLER, 1984; MILLS, 1960).

Primeiramente, em tubos de ensaio foram adicionados 82,5 pL de tampéo fosfato de
potassio (143 mM; pH 7,5, com EDTA 1 mM), 125 pL de NADPH (0,29 mM), 5 uL de Azida
Sédica (100 mM), 12,5 pL de GSH (20 mM, diluida em acido ortofosférico 5%), 2,5 pL de GR
(10 U/ml), 12,5 pL de hidroxido de tert-butil (10 mM) e 2,5 uL de Cianeto de potassio (KCN)a
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9 mM. O contetdo dos tubos de ensaio foi homogeneizado e adicionou-se 5 pl de amostra
diluida (homogenato de figado, 1:20).

Posteriormente, realizou-se rapidamente a leitura no espectrofotdmetro a um
comprimento de onda de 340 nm durante 2 minutos. Os valores de absorbancia inicial e apds 1
minuto, foram coletados e devidamente anotados para calcular a atividade da GPx.

Para a obtencédo dos resultados foi utilizada a seguinte férmula:

Atividade (U/L) = AAA f - gNAlDPH

x 2L %1000 x 20
VA

Sendo:

AAbs = Variagao absorbancia por 1 minuto de cinética enzimatica linear
At =1 minuto

eNADPH = 6,22 L.mmol*.cm?

VT = Volume total de reacdo (uL)

VA = Volume de amostra (uL)

103 = Conversdo de mmol para pmol (conforme definigéo de U.L-1)

20 = fator de diluicdo

Os resultados foram expressos em U de GPx por mg de proteinas totais.

4.5.3 Quantificacdo de marcadores do estresse oxidativo

O estresse oxidativo pode ser mensurado através de alguns produtos que sdo gerados
a partir do dano oxidativo, em reacdes de peroxidacdo lipidica e oxidagdo proteica. Neste

trabalho foram avaliados os produtos MDA e proteina carbonilada.

4.5.3.1 Concentragéo de Dialdeido malonico (MDA)

Um dos principais alvos do EROs séo os lipideos que estdo presentes nas membranas
celulares.Uma das formas de avaliar o estresse oxidativo é avaliando a concentracdo de
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBA), onde o MDA, um aldeido produzido a partir
da oxidacdo de fosfolipidicos insaturados da membrana plasmatica, € um dos principais tipos
de TBA. A quantificacdo de MDA foi realizada conforme o procedimento descrito por
Esterbauer e Cheeseman (1990).
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Primeiramente, foram adicionados em um tubo tipo microtubo 50 upl de
hidroxitoluenobutilado (10 mM), 500 pl de &cido tricloroacético (20%), 500 pl de acido
tiobarbitarico (1%), 250 pl da amostra (homogenato do figado) ou agua destilada para o branco
ou séries de padrdes. A mistura foi homogeneizada e incubada a 100 °C durante um periodo de
60 minutos. Posteriormente, os tubos foram resfriados em agua com gelo e adicionou-se 1,5 ml
de butanol. Realizou-se uma centrifugacéo a 2500 g durante 5 mim em temperatura ambiente e
0 sobrenadante foi transferido para uma cubeta de quartzo e a leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 532 nm.

Para realizagdo da curva padrdo, foi utilizado o 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMTP)
(Sigma®), previamente diluido em agua deionizada nas concentragcdes de 125 uM, 62,5 UM,
31,2 uM, 15,6 uM, 7,8 uM, 3,9 uM e 1,9 uM.

As absorbéancias da curva-padrdo foram utilizadas para a constru¢do do gréfico de
concentracdo versus absorbancia e apds regressao linear foi obtida a equacgéo da reta permitindo
o calculo da concentracdo de MDA nas amostras. Os resultados foram expressos em nmol de

MDA/mg de proteinas totais.

4.5.3.2 Concentracgdo de Proteina Carbonilada

A oxidacéao de proteina por ERO leva a formagédo de produtos carbonilicos, os quais
podem ser mensurados por métodos sensiveis, principalmente os que utilizam o 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH). O DNPH reage com esses grupos carbonilicos gerando a
hidrazona correspondente, que pode ser analisada espectrofotometricamente. Para determinar a
concentracdo de proteina carbonilada foi realizado o ensaio descrito por Levine et al. (1990).

Em tubos de polipropileno foram adicionados 100 pl das amostras (homogenato do
figado) ¢ 600 pl de DNPH (Sigma®). A mistura obtida foi mantida em um ambiente escuro a
temperatura ambiente durante 60 minutos e a cada 10 minutos foram homogeneizados no
vortex. Ao decorrer deste tempo, foram adicionados 600 pL de acido tricloroacético (20%) e
novamente a mistura foi homogeneizado no vortex.

Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 10.000 g durante 10 minutos a
temperatura de 4°C. Logo ap06s, o sobrenadante foi descartado e adicionou-se 800 pl da mistura
etanol - acetato de etila (1:1) no precipitado formado. Em seguida, o precipitado foi
homogeneizado no vortex até sua dissolu¢do completa na mistura e novamente centrifugados a

10.000 g a 4°C, durante 10 minutos. Este Gltimo passo foi repetido mais duas vezes.
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Ao final dessas repeti¢Oes, o sobrenadante foi novamente descartado e em seguida
adicionou-se 900 ul de guanidina no precipitado. Os microtubos foram entdo colocados em
banho-maria durante 60 minutos a 37° C. No final, foi a leitura das absorbancias em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 360 nm.

O conteudo de proteina carbonilada foi calculado usando o coeficiente de absorcéo
molar do DNPH 22000 M cm™. A concentracio de proteina carbonilada foi expressa em

nmoles/mg de proteina.
4.5.3.3 Determinacédo de Proteinas Totais

As proteinas totais presentes no homogenato de figado foram quantificadas segundo o
método de Bradford (1976), utilizando a albumina bovina como padrao.

Primeiramente foi realizado o preparo do reagente de cor “Coomassie Blue” 0,01%
dissolvido em 50 ml de etanol 95% e 100 ml de acido fosforico 85%. Apos a diluicdo completa
do corante, o volume foi completado em um bal&o volumétrico de 1L com &gua deionizada.
Filtrou-se o reagente em papel de filtro e armazenou em frasco ambar em geladeira. Para o
preparo da curva-padrdo utilizou-se a albumina sérica bovina (BSA) 2,0 mg/ml. A partir dessa
solucéo, diferentes dilui¢cdes foram utilizadas com concentragdes variando entre 0,2 e 1,4 mg/ml
de BSA.

As amostras (homogenato de figado) foram diluidas em &gua destilada (1:20).
Realizou-se o ensaio adicionando 10 pl de amostra diluida ou da série de padrdes e 190 pl do
reagente de cor. Os tubos foram mantidos em ambiente escuro por 3 min e em seguida, foi
realizada a leitura das absorbancias no espectrofotometro em um comprimento de onda de 595
nm. Todos os ensaios foram realizados em duplicata. O branco foi realizado utilizando agua
deionizada.

As absorbancias da curva-padrdo foram utilizadas para a construcdo do grafico de
concentracdo versus absorbancia e apds regressao linear foi obtida a equacao da reta permitindo

o calculo da concentracdo de proteinas totais nas amostras.
4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a analise de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e
apresentaram distribuicdo gaussiana. Os dados dos quatros grupos experimentais foram

analisados pelo teste ANOVA Two-way seguido pelo post teste de Bonferroni para detectar
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diferengas entre os quatro os efeitos da dieta hiperlipidica e do acai. Todas as anélises
estatisticas foram realizadas utilizando o GraphPad Prism 6 for Windows (GraphPad Software,
San Diego, CA). Diferencas foram consideradas significantes para p < 0,05 e todos os dados

foram expressos como média + desvio padréo.
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5. RESULTADOS
5.1 EFEITO DO CONSUMO DA DIETA HIPERLIPIDICA E DA POLPA DE ACAI

SOBRE INGESTAO ALIMENTAR, MASSA CORPORAL E PESO DO FIGADO
DAS RATAS E SUAS PROLES

Foi avaliado o efeito das dietas experimentais em pardmetros como, ingestdo
alimentar, massa coporal, peso relativo e absoluto dos figados das ratas mées e em suas proles.
Ao avaliar a ingestdo alimentar diaria das ratas, observou-se efeito da dieta (p<0,0001)
e do acai (p<0,05). Os animais que receberam a dieta hiperlipidica possuiram uma reducdo em
30% em sua ingestdo alimentar diaria em relagdo aos animais alimentados com dieta controle.
A suplementacdo da dieta hiperlipidica com polpa de acai reduziu em 26% este pardmentro

quando comparado ao grupo CA (Figura 6).
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Figura 6- Efeito da dieta hiperlipidica suplementada ou ndo com polpa de acai sobre a ingestdo alimentar diaria
pré-gestacional das ratas mées.

Para a anélise estatistica foi utilizado 8 animais por grupo, o valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. Foi utilizado o teste Two-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Bonferroni para detectar diferencas
estatistica entre os grupos experimentais, sendo *** < 0,001.

No inicio do experimento, as ratas dos quatro grupos experimentais apresentaram a
mesma massa corporal (Figura A). Com relacdo a massa corporal pré-gestacional teve efeito da
dieta (p<0,05) e interacao (p<0,05). A adi¢do da polpa de acai na dieta hiperlipidica promoveu

um aumento em 9% na massa corporal pré-gestacional em relacdo aos animais que receberam
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a dieta controle sulpementada com polpa de acai (Figura 7B). Com relacdo a massa corporal
das ratas no final do experimento foi encontrado um efeito do acai (p<0,0001). Mas o pos teste
ndo apresentou diferencas entre a massa corporal Ao final do experimento os grupos

experimentais apresentaram a mesma massa corporal (Figura 7C).
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Figura 7- Efeito da dieta hiperlipidica suplementada ou ndo com polpa de acai sobre: A) massa corporal inicial
das ratas, B) massa pré-gestacional das ratas e C) massa final das ratas.
Para a andlise estatistica foi utilizado 8 animais por grupo, o valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. Foi utilizado o teste Two-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni para detectar diferencas
estatisticas entre os grupos experimentais, sendo *<0,05, **<0,01.

Avaliando o peso relativo desse 6rgdo, foi encontrado efeito da dieta (p<0,01) e do
acai (p<0,01). O peso relativo do figado as ratas do grupo HF aumentou em 1,3 vezes em relacdo
ao grupo C. Quando a polpa de acai foi suplementada na dieta hiperlipidica ela preveniu em

26% 0 aumento deste parametro (Figura 8).
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Figura 8- Efeito da dieta hiperlipidica suplementada ou ndo com polpa de acai sobre relativo do figado das ratas.

Para a andlise estatistica foi utilizado 8 animais por grupo, o valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. Foi utilizado o teste Two-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni para detectar diferencas
estatisticas entre os grupos experimentais, sendo *** < 0,00; * <0,05.

Em relacdo a massa corporal das proles foi encontrado o efeito da dieta (p<0,0001)
(Figura 9A). Ao adicionar a polpa de acai, o grupo HFA obteve um aumento da massa corporal
em 1,6 vezes quando comparado ao grupo CA. Avaliando o peso absoluto do figado também
se observou efeito da dieta (p<0,0001). O grupo HF apresentou um aumento de 1,5 vezes em
relacdo ao grupo C neste parametro.). Quando avaliado o peso relativo do figado das proles foi
encontrado efeito da dieta (p<0,05). Os animais do grupo HF apresentaram um aumento deste
parametro em 1,3 vezes em relacdo ao grupo C. A adicdo da polpa de acai na dieta hiperlipidica

preveniu um aumento de 17% no peso relativo do figado das proles (Figura 9B).
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Figura 9- Efeito da dieta hiperlipidica suplementada ou ndo com polpa de agai sobre: A) massa corporal das
proles e B) peso relativo do figado das proles.

Para a analise estatistica foi utilizado 8 animais por grupo, o valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. Foi utilizado o teste Two-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni para detectar diferencas
estatisticas entre os grupos experimentais, sendo ***< 0,001; *< 0,05.

5.2 EFEITO DO CONSUMO DA DIETA HIPERLIPIDICA E DA POLPA DE ACAI
SOBRE ASPECTOS MORFOHISTOLOGICOS NAS RATAS E SUAS PROLES

Realizou-se a avaliacdo das caracteristicas morfoldgicas do tecido hepatico das ratas
maes (Figuras 10) e suas proles (Figuras 11), a fim de identificar o acimulo de gordura nos
hepatdcitos e o grau de esteatose.

Nas ratas, os resultados mostram presenca de macroesteatose no grupo C, e no grupo
HF a presenca de macroesteatose e microesteatose. Adicionalmente, também foi observado no
grupo HF a presenca de um infiltrado de células do sistema imunoldgico, demonstrando a
presenca de processo inflamatorio, devido ao acimulo de goticulas de gordura no figado. No
grupo CA nado foi encontrado presenca de acumulo de gordura. No grupo HFA houve
diminuicdo das macrovesiculas e microvesiculas de gordura e do infiltrado inflamatério (Figura
10).
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Figura 10- Efeito da dieta hiperlipidica suplementada ou ndo com polpa de acai sobre os aspectos
morfohistoldgicos do figado das ratas.

A: Grupo Controle; B: Grupo Hiperlipidico; C: Grupo Controle Acai; D: Grupo Hiperlipidico e Acai. Tecido
corado com hematoxilina e eosina. A seta preta indica macroesteatose e a seta vermelha indicca microestetaose.
As imagens foram fotografadas com uma ampliag@o de 400 x. Escala de Barra = 50 um.

Dados de cortes histologicos dos figados das proles mostram a presenca de
macroesteatose em filhos das ratas que consumiram uma dieta hiperlipidica com ou sem a
suplementacdo com a polpa de acai (Grupos HF e HFA) (Figura 11).
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Figura 11- Efeito da dieta hiperlipidica suplementada ou ndo com polpa de acai sobre os aspectos
morfohistoldgicos do figado das proles.

A: Grupo Controle; B: Grupo Hiperlipidico; C: Grupo Controle Agai; D: Grupo Hiperlipidico e Acai. Tecido
corado com hematoxilina e eosina. A seta preta indica macroesteatose. As imagens foram fotografadas com uma
ampliacao de 400 x. Escala de Barra = 50 pm.

5.3 EFEITO DO CONSUMO DA DIETA HIPERLIPIDICA E DA POLPA DE ACAI
SOBRE A ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES NAS RATAS E
SUAS PROLES

O efeito da dieta hiperlipidica e da polpa de acai foi avaliado sobre a atividade hepatica
das enzimas antioxidantes, SOD, GPx e CAT das ratas mades. Com relacao a atividade de SOD
foi encontrado efeito da dieta (p<0,0001), do agai (p<0,05) e interagdo (p<0,05). A dieta
hiperlipidica promoveu um aumento de aproximadamente 90 % na atividade de SOD quando
comparado ao grupo C. Foi observado que a polpa de acai suplementada na dieta hiperlipidica
preveniu o aumento deste parametro. Quando a polpa de acai é adicionada a dieta hiperlipidica
0 animal tem a atividade hepatica de SOD maior em 53% comparado ao grupo CA (Figura

12A). Foi encontrado efeito da dieta (p<0,001) e do acai (p<0,001) na atividade de GPx. No
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grupo HF foi verificado um aumento de 1,4 vezes na atividade dessa enzima em comparagao
ao grupo C. A adicéo de polpa de acai a dieta hiperlipidica preveniu esse aumento da atividade
de GPx, tendo os animais do grupo HFA uma reducéo de 30% neste parametro em comparacgao
as ratas do grupo HF, sendo estatisticamente igual aos grupos C e CA (Figura 12B). Com
relacdo a atividade de CAT observou-se efeito da dieta (p<0,0001), do acai (p<0,05) e interacdo
(p<0,01). O grupo HF apresentou um aumento de 2,4 vezes neste parametro em comparacao ao
grupo C. A adicéo de polpa de acai a dieta hiperlipidica preveniu esse aumento da atividade de
CAT, tendo um valor de 31% menor em comparagdo com as ratas do grupo HF, sendo
estatisticamente igual a atividade de CAT do grupo CA (Figura 12C).
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Figura 12- Efeito da dieta hiperlipidica suplementada ou ndo com polpa de acai sobre: A) atividade hepatica da
superdxido dismutase das ratas, B) atividade hepética da glutationa peroxidase das ratas e C) atividade hepatica
da catalase das ratas.

Para a andlise estatistica foi utilizado 8 animais por grupo, o valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. Foi utilizado o teste Two-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni para detectar diferencas
estatisticas entre os grupos experimentais, sendo *** <0,001; ** <0,01. SOD (Superédxido Dismutase); GPx
(Glutationa Peroxidase); CAT (Catalase).

Para verificar se a dieta hiperlipidica e a polpa de acai consumidos pela mée durante os
periodos de gestacéo e lactacdo seriam capazes de promover alteracdes metabdlicas no sistema
enzimatico das proles, também foi avaliado a atividade das enzimas antioxidantes no figado das
proles pds-desmame. Os dados encontrados mostram que ndo houve diferenca estatistica em

relacédo a atividade hepatica de SOD, GPx e CAT nas proles (Figura 13).
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Figura 13-- Efeito da dieta hiperlipidica suplementada ou ndo com polpa de acai sobre: A) atividade hepética da
superoxido dismutase das proles, B) atividade hepética da glutationa peroxidase das proles e C)atividade hepatica
da catalase das proles.

Para a andlise estatistica foi utilizado 8 animais por grupo, o valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. Foi utulizado o teste Two-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni para detectar diferencas
estatisiticas entre os grupos experimentais. SOD (Superéxido Dismutase); GPx (Glutationa Peroxidase); CAT
(Catalase).

5.4 EFEITO DO CONSUMO DA DIETA HIPERLIPIDICA E DA POLPA DE ACAI
SOBRE OS MARCADORES DO ESTRESSE OXIDATIVO NAS RATAS E
SUAS PROLES

As concentragdes hepaticas de biomarcadores do estrese oxidativo em lipideos e
proteinas foram determinadas nas ratas mées e nas proles (Figuras 14 e 15, respectivamente).
Com relacdo a concentracdo hepéatica de MDA nas ratas, foi observado efeito da dieta

(p<0,001), do acai (p<0,01) e interacdo (p<0,05). O grupo HF apresentou um maior dano
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lipidico, apresentando concentragdes de MDA 3 vezes a mais em relacdo ao grupo C. A
suplementacdo com polpa de acai na dieta hiperlipidica foi capaz de prevenir esse dano
oxidativo, uma vez que a concentracdo de MDA reduziu em 53 % em relacdo ao grupo HF,
apresentando valores semelhantes aos grupos C e CA (Figura 14A). Com relacdo a
concentracdo hepatica de proteina carbonilada nas ratas houve efeito da dieta (p<0,01) e
interacdo (p<0,05). O grupo HF apresentou um maior dano hepatico protéico, apresentando
concentracdo de proteina carbonilada 1,7 vezes maior que o grupo C. A suplementacdo com
polpa de acai na dieta hiperlipidica foi capaz de prevenir o aumento deste parametro, uma vez
que a concentracdo de proteina carbonilada foi 29% menor que do grupo HFA, e

estatisticamente semelhante aos grupos C e CA (Figura 14B).

4 = Valor de p 1.5 _ Valor de p
o Dieta 0,0002 — Dieta 0,0025
— Acai 0,0068 Agai 0,1173
34 Interacao 0,0229 Interagéo 0,0126
1.0
2 [ Sem agai 1 Sem agai
m Acai Hm Acai
0.5
14
0 T i T 0.0 T T
Controle Hiperlipidica Controle Hiperlipidica

Figura 14- Efeito da dieta hiperlipidica suplementada ou ndo com polpa de acai sobre: A) Concentracdo hepética
de dialdeidomaldnico das ratas e B) concentragdo de proteina carbonilada das ratas.

Para a andlise estatistica foi utilizado 8 animais por grupo, o valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. Foi utilizado o teste Two-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni para detectar diferencas
estatisticas entre 0s grupos experimentais, sendo *** <0,001; *<0,05. MDA (Dialdeidomaldnico).

Nenhuma diferenca estatistica foi encontrada entre 0s grupos experimentais para 0s

marcadores de oxidacao lipidica e protéica nos figados das proles (Figura 15).
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Figura 15- Efeito da dieta hiperlipidica suplementada ou ndo com polpa de acai sobre: A) concentracao hepética
de dialdeido maldnico das proles e B) concentracdo de proteina carbonilada das proles.

Para a andlise estatistica foi utilizado 8 animais por grupo, o valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. Foi utilizado o teste Two-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni para detectar diferencas
estatisticas entre os grupos experimentais, ***< 0,001; * < 0,05. MDA (Dialdeido maldnico).

41



Santos, G. T. Discussdo

6. DISCUSSAO

Neste estudo foi avaliado o efeito da dieta hiperlipidica suplementada com polpa de
acai durante a gestacdo e a lactacdo sobre o estado oxidativo hepatico de ratas e suas proles. Os
resultados obtidos mostram a eficacia do modelo de inducdo de DHGNA nas ratas e nas proles,
através do consumo de uma dieta hiperlipidica pelas ratas durante os periodos de gestacdo e
lactacdo.

O consumo da dieta hiperlipidica pelas ratas foi capaz de promover reducdo da
ingestdo alimentar e aumento da massa corporal pré-gestacional. No figado das ratas foi
observado aumento do peso, presenca de macroesteatose, microesteatose e infiltrado
inflamatdrio, aumento da atividade das enzimas SOD, CAT e GPx e um maior dano lipidico e
proteico. Esse efeito da ingestdo da dieta hiperlipidica pelas ratas promoveu em suas proles um
aumento da massa corporal e no figado um aumento do peso e presenca de macroesteatose. A
suplementacédo da polpa de acai na dieta materna hiperlipidica foi capaz de atenuar parametros
da DHGNA nas ratas, promovendo uma prevencao do aumento do peso do figado, da atividade
das enzimas antioxidantes e dos danos oxidativos. Nas proles o que foi encontrado foi uma
reducdo do peso do figado quando o acai foi adicionado a dieta hiperlipidica materna.

Dietas hiperlipidicas apresentam uma maior densidade cal6rica. Estudo realizado com
ratos mostra resultados semelhantes ao que foi encontrado, onde animais apresentam uma
ingestdo alimentar diaria menor quando alimentados com este tipo de dieta (Campanella et al.,
2014). Franco et al. (2009) mostraram o efeito de dietas controle e hiperlipidica (adicionada de
14% de Oleo de soja) em ratos Wistar sedentarios ou submetidos ao exercicio fisico por um
periodo de 8 semanas. A dieta hiperlipidica promoveu uma reducéo significativa na ingestao
alimentar diaria nos grupos de animais sedentarios e com exercicio. A redugdo da ingestéo
alimentar de ratos ao receberam dietas hiperlipidicas é, em partes, explicada pelo aumento da
saciedade, uma menor eficiéncia alimentar e maior eficiéncia metabolica ocasionado pela
presenca de lipideos na dieta (BERNARDES et al., 2004; SANTOS et al., 2011). A maior
perfusdo de gordura intraduodenal diminui a fome e aumenta a saciedade, por meio de
propriedades fisico-quimicas da gordura (como o comprimento da cadeia) e liberacdo de
horménios regulatérios como a colecistoquinina (FELTRIN et al., 2004).

Interessantemente, o tipo de gordura da dieta influéncia fungbes metabdlicas que
podem levar a mudangas na massa corporal, ainda que ndo haja ingestdo hiperenergética

(GAIVA et al., 2003). A dieta controle tem como sua principal fonte de gordura, o 6leo de soja,
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que é constituido segundo o estudo de Fonseca e Gutierrez (1974), de 15 % de gordura saturada
e 85 % de gordura insaturada. Ja a dieta hiperlipidica, alem de conter 4% de 6leo de soja, possui
1% de colesterol e 32% de banha de porco, que segundo Fonseca e Gutierrez (1974), é composta
por 40 % de gordura saturada e 60 % de gordura insaturada. Portanto, a dieta hiperlipidica tem
maior quantidade de gordura saturada do que a dieta controle. Outros estudos também reforcam
esse achado, em que o ganho de peso dos animais alimentados com dieta hiperlipidica, rica em
gordura saturada, foi relativamente maior do que os alimentados com dieta normolipidica
(ROPELLE et al., 2006; SETH et al., 2012).

Uma das alteragdes metabdlicas resultantes do maior consumo de lipideos é um acimulo
deste nutriente no figado (SAMUELSSON et al., 2008), o que pode justificar o aumento no
tamanho deste 6rgdo e a presenca de macro e microesteatose. Essa maior oferta de lipideos
associada a uma baixa taxa de catabolismo, promove um desequilibrio entre absorcdo, sintese
e exportacdo, gerando acumulo de &cidos graxos no figado e desenvolvimento da DHGNA
(BODEN; SHULMAN, 2002; GOLDBERG; GINSBERG, 2006). A adicdo de polpa de acai a
dieta materna hiperlipidica preveniu 0 aumento no peso e o acimulo de gordura nos figados
das ratas. Esses achados estéo de acordo com estudos prévios realizados com dieta hiperlipidica
e hipercolesterolémica suplementadas com acai, que demonstram a capacidade deste fruto em
melhorar a EHNA em camundongos e ratos (GUERRA et al., 2015; PEREIRA et al., 2016). O
consumo de outros compostos ricos em polifendis, como a curcumina e a capsaicina, também
esta associado com a reducao do peso do figado em animais alimentados com dieta hiperlipidica
(TANRIKULU-KUCUK et al., 2019).

Vaérios estudos relatam que dietas ricas em gordura consumidas durante a gravidez e a
lactacdo podem ter consequéncias metabdlicas na crianca desde o desmame até a idade adulta
(FAHRENKROG et al., 2004; TAMASHIRO et al., 2009; PURCELL et al., 2011). Segundo
Tinoco et al. (2007), o perfil de &cidos graxos do leite materno se assemelha ao perfil da dieta
materna. Neste estudo, a polpa de acai na dieta materna hiperlipidica foi capaz de prevenir o
aumento do peso do figado da prole, sugerindo que o consumo de acai pelas mées durante a
gestacdo e lactacéo é capaz de modificar o metabolismo hepatico dos filhos. Tiao et al. (2018),
demonstrou que o composto fendlico, resveratrol, foi eficaz de reduzir o acimulo de lipideos
hepéticos na prole proviniente de ratas que receberam dieta hiperlipidica durante a gestacéo e
lactacdo. Embora nédo tenha sido avaliado a composi¢do do leite materno das ratas, é possivel
que a adicdo de acai na dieta materna hiperlipidica também modifique a caracteristica do leite

materno das ratas, resultando na prevencdo da DHGNA
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A maioria dos estudos realizados com o acai justificam seus efeitos benéficos a saude
pelo seu alto contetdo de polifendis. Porém, este fruto também apresenta em sua composicao
quimica nutrientes que podem desempenhar um importante papel no metabolismo lipidico,
como as fibras, em 100 gramas da polpa de acai tem-se aproximadamente 2,7 g de fibras
alimentares sendo, 2,3 g de fibra insoltvel e 0,4 g de fibra solivel (BARBOSA et al., 2019).

As fibras alimentares, principalmente as sollveis, agem no Iumen intestinal,
promovendo a ligacdo dos &cidos biliares durante a formacéo de micelas. Ocasionando uma
reducdo na absorcéo intestinal do colesterol via quilomicrom, pois atuam como barreira
fisioldgica entre o lumen e a borda em escova, levando ao aumento na excregdo fecal desses
acidos (FERNANDEZ et al., 1997; SCHNEEMAN, 1999; FUKUSHIMA et al., 2001;
FERNANDEZ, 2001). Assim, o figado necessita de uma maior producéo de &cidos biliares e
colesterol, que serd mobilizado do sangue (BROWN et al., 1999). Além disso, as fibras podem
bloqueiar parcialmente a circulacdo entero-hepatica e evitar a reutilizacdo de acidos biliares
pelo figado (VAN BENNEKUM et al., 2005). As fibras solGveis no intestino grosso podem ser
fermentadas por bactérias presentes no coldn, e produtos desta fermentacdo como, acidos
graxos de cadeia curta, podem influenciar no metabolismo lipidico hepatico (KOH et al., 2016).
Adicionalmente, a polpa de acai apresenta uma alta concentracdo lipideos. Destes,
aproximadamente 70 % sdo acidos graxos insaturados, monoinsaturado e poliinsaturado,
gorduras que possuem a capacidade de reduzir o acimulo hepatico de gordura na prole de
camundongos, através de um mecanismo regulatério de expressdo génica (GREGORIO et al.,
2010).

Dietas ricas em gorduras também estdo relacionadas com o desequilibrio do estado
oxidativo hepatico (BRUCE et al., 2009; GREGORIO et al., 2010; SUTER et al., 2012). Esse
quadro de estresse oxidativo foi bem demosntrado nas ratas alimentadas com a dieta
hiperlipidica, pelo aumento da atividade das enzimas antioxidantes e dos marcadores de danos
oxidativos. Em um estudo realizado por Barbosa et. al (2010), também foi demonstrado que a
dieta rica em gordura promove um aumento na atividade da SOD e na concentracdo da
glutationa total em ratos. O acai, por exercer um efeito antioxidante, foi capaz de prevenir o
aumento na atividade hepatica das enzimas SOD, CAT e GPx. Resultado semelhante foi
demonstrado por Souza et al. (2010), onde ratos que receberam dieta hipercolesterolémica
suplementada com polpa de agai apresentaram uma menor a atividade de SOD em comparagao

com o0s animais que nao receberam a suplementacao.
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Embora nenhum resultado significativo nas atividades de SOD, CAT e GPx no figado
da prole, a literatura mostra que a dieta materna hiperlipidica pode levar a uma disfuncao
mitocondrial na prole, demonstrada por uma reducéo da capacidade oxidativa desta organela
(BRUCE et al., 2009; BORENGASSER et al., 2011). Um estudo avaliando o efeito do consumo
de ché& verde por ratas mées durante a gestacao e lactacdo, mostrou uma reducgdo na atividade
da CAT nas ratas e de SOD na prole (HACHUL et al., 2018).

O quadro de estresse oxidativo pode ser avaliado tanto pela atividade das enzimas
antioxidantes como pela concentragcdo de marcadores gerados pelo dano oxidativo. Bonomo et
al. (2014) descrevem que 0s compostos bioativos presentes no acai desempenham importantes
efeitos diretos na neutralizacdo das espécies reativas. Esse achado se confirmou neste estudo,
uma vez que a presenca de acai na dieta hiperlipidica reduziu a concentracdo hepatica de MDA
e proteina carbonilada. Souzaet al. (2010) também encontraram uma reducdo de 48% na
concentracdo de proteina carbonilica nos animais onde as dietas hiperlipidicas foram
suplementadas com acai. Qu et al. (2014) demonstrou que o tratamento com acai, em modelo
experimental de esteatose alcoolica em ratos diminuiu os niveis de MDA. Outros compostos
fendlicos também séo descritos por exibirem esse efeito antioxidante direto.

Apesar de nédo ter sido encontrado nenhuma diferenca na atividade das enzimas
antioxidantes e na concentracdo de MDA e proteina carbonilada no figado das proles, estudos
em roedores ja demonstraram que uma dieta materna rica em gordura é capaz de alterar a
concentracdo hepética de grupos tiol, proteina carbonilada e 4-Hidroxinonenal (produto de
peroxidacao lipidica) na prole (Miranda et al., 2018). Neste sentido, outras vias metabolicas
envolvidas no desequilibrio do status oxidativo e desenvolvimento da DHGNA na prole
precisam ser investigadas para poder conhecer o efeito de uma dieta materna hiperlipidica

suplementada com um fruto rico em compostos com efeito antioxidante.
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7. CONCLUSAO

O consumo de dieta hiperlipidica por ratas durante os periodos de gestacéo e lactagdo
reduziu a ingestdo alimentar e aumentou a massa corporal pré-gestacional. Adicionalmente,
promoveu o desenvolvimento da DHGNA nas ratas, caracterizada por acumulo de gordura,
presenca de infiltrado inflamatorio e desequilibrio do status oxidativo no figado. A presenca de
polpa de acai na dieta hiperlipidica foi capaz de atenuar o quadro de DHGNA nestes animais.

Esse efeito da ingestdo da dieta hiperlipidica pelas ratas maes durante os periodos de
gestacdo e lactacdo promoveu em suas proles o aparecimento de caracteristicas tipicas da
DHGNA, aumento da massa corporal, aumento do figado e presenca de macroesteatose
hepatica, sugerindo um efeito de programacao metabolica no desenvolvimento desta doenca. A
polpa de acai na dieta hiperlipidica materna foi capaz de prevenir o aumento do figado das
proles pés-desmame. Entretanto, ndo foi encontrado efeito deste fruto em parametros
relacionados com o status oxidativo nas proles.

Portanto, torna-se necessario mais estudos em modelos animais, a fim de elucidar o
papel dos eventos que antecedem o desenvolvimento das doencgas metabdlicas ainda no Gtero.
Assim como, identificar intervencdes adjuntivas no tratamento e prevencdo dessa doenga. Uma
possivel melhoria das adaptacGes metabolicas maternas associadas a obesidade pré-gestacional,
incorporando o acumulo de lipidios nos hepatdcitos e o estresse oxidativo no organismo, pode
ser um objetivo terapéutico durante o periodo gestacional. No periodo p6s-natal, é fundamental
a aprimoracdo de métodos de triagem em populacdes pediatricas de risco e, precocemente, de
forma que as acdes imediatas possam ser introduzidas para retardar o desenvolvimento da
DHGNA.
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ANEXO

ANEXO A- Certificado de aprovacéo do projeto pela CEUA.

MINISTERIO DA EDUCAGAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO Pl
COMISSAOD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS i
Campus Universitaro - Momo do Crnueeio — ICEBHI, Sala 29
35400-000 - Oum Preto - MG - Brasll WL
Fone (31) 3559 -13668 FaC (31) 3558-1370 frrem—
Emall: ceunBaroeg. ulog br i

CERTIFICADO

Certificamos gue o protocolo do projeto com uso de animais n® 20015/15,
infitulade “Efeito do consumo de agai (Evterpe oleracea Marl) e da dieta
high fat sobre a programacdo metabdlica da doenca hepdfica gordurosa
ndo alcoolica em rafes.”, gque tem como responsavel ofa Prof{a). Dr{a).
Renata Nascimente de Freitas, foi APROVADO pela Comissdo de Efica no Uso
de Animais da UFOP — CEUA/UFOP, de acordo com tabela abaixo:

Dados dos Animais Aprovados
Especie/inhagem M.? de Animais Idade Sexo
Rato heterogénico 176 90 dias Fémeas
Fischer
Restrico de dieta: | ) sim | X ) ndo

Especificar:

Este Certificado expira em: 30/03/2019.

COwuro Preto, 29 de fevereiro de 201 4.

Prof.? Dr.” Lenice Kappes Becker
Coordenadora da CEUA/UFOP
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