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RESUMO

SILVA, Renata Cristina da. Farinha do caroco de acai (Euterpe oleracea Mart.):

caracterizacéo e efeitos da adicao desta farinha em modelo murino de obesidade
induzida por dieta. 2016. 70 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2016.

A obesidade é um importante problema de saude publica, principalmente por estar
associada ao aparecimento de diferentes comorbidades. Diversos alimentos tém sido
utilizados como estratégia para minimizar os efeitos deletérios da obesidade. O acai, fruto
tipico brasileiro, tem apresentado grande potencial com efeitos benéficos a satde. Parte do
fruto, cerca de 85%, é composto pelo caroco, que € desprezado gerando grande impacto
ambiental. O objetivo do trabalho foi caracterizar a farinha do carogco do acai (FCA) e
investigar os efeitos da adicao dietética desta farinha no desenvolvimento da obesidade em
modelo murino induzida por dieta. Camundongos machos C57BL/6 com 21 dias de vida
foram divididos em cinco grupos: dieta padrdo (CG); dieta padrdo com FCA (CA30, dieta
padrdo contendo 30% da FCA); dieta hiperlipidica (HFD); dietas hiperlipidicas com FCA
(HFA15 e HFA30, dieta hiperlipidica contendo 15% ou 30% da FCA, respectivamente)
durante 12 semanas. Foi realizada a caracterizacdo da FCA e avaliados o consumo alimentar,
evolucdo ponderal, efeito de marcadores bioguimicos do estado nutricional e de toxicidade,
assim como o efeito no metabolismo lipidico, expressdo de proteinas envolvidas na
lipogénese e metabolismo de colesterol e aspectos morfologicos dos tecidos adiposo e
hepatico. A andlise estatistica foi realizada utilizando andlise de variancia one way ANOVA
ou Kruskall-Wallis com significancia estatistica para p < 0,05 e p0s testes de Tukey ou Dunn.
A FCA apresentou 91,1% de carboidratos, 6,7% de proteina e 2,2% lipideos, além de 9,6% de
fibras, sendo 9,3% de fibras insoltveis e 0,3% de fibras solveis. A concentracdo média de
polifenois totais da FCA estudada foi de 19,95 + 2,7 mg GAE.g-1. Os animais que receberam
dieta hiperlipidica apresentaram sobrepeso, maior quantidade de massa gorda, efeitos
negativos nos pardmetros bioquimicos de estado nutricional e toxicoldgicos, maiores
concentracdes de glicose, insulina, leptina e maior indice de resisténcia a insulina, perfil
lipidico alterado, presenca de esteatose hepéatica e aumento da obesidade hipertrofica. A FCA
apresentou efeito protetor no ganho de peso dos animais, melhora do perfil lipidico e preveniu
a resisténcia a insulina, normalizando concentracBes de glicose, insulina e leptina. Os
resultados mostram que a FCA reduz a lipogénese, prevenindo o desenvolvimento de
esteatose hepatica e evitando o desenvolvimento da obesidade hipertrofica. Observou-se
ainda, influéncia do consumo da FCA na modulacdo de proteinas envolvidas na sintese e
excrecdo do colesterol. O aumento do peso fecal nos grupos que consumiram a FCA
demonstra importante acdo das fibras também na excrecdo de acidos biliares e colesterol. O
consumo da FCA também demonstrou resultados importantes no grupo CA30, indicando que
seu uso traz beneficios também na dieta com baixo teor de lipideos. Os parametros
bioquimicos de estado nutricional e toxicidade nao foram alterados com o consumo da FCA,
sugerindo que ndo ha efeitos toxicos nem prejudiciais ao estado nutricional dos animais e que
0 uso preventivo da FCA no desenvolvimento da obesidade e suas comorbidades possui acdo
protetora em ambos 0s grupos.

Palavras-chave: Acai. Compostos bioativos. Obesidade.



ABSTRACT

SILVA, Renata Cristina da. Agai Seed Flour (Euterpe oleracea Mart.): characterization
and effects of the addition of this flour in a murine model of diet-induced obesity. 2016.
70 f. Dissertagéo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2016.

Obesity is a major public health problem, mainly by being associated with the
appearance of different comorbidities. Several foods have been used as a strategy to minimize
the deleterious effects of obesity. Acai, a typical Brazilian fruit, has shown great potential
with beneficial health effects. Part of the fruit, about 85%, is composed of the stone that is
discarded causing substantial environmental impact. The aim of this study was to characterize
the acai seed flour (ASF) and investigate the effects of dietary addition of this flour in the
diet-induced obesity in mice. Male mice C57BL/6 of 21 days-old were divided into five
groups: standard diet (CG); standard diet with ASF (CA30, standard diet containing 30%
ASF); high fat diet (HFD); high fat diets with ASF (HFA15 and HFA30, fat diet containing
15% or 30% ASF, respectively) for 12 weeks. Characterization of ASF was performed and
were assessed food intake, weight gain, biochemical effects of nutritional markers status and
toxicity, effect on lipid metabolism, proteins expression of lipogenesis, cholesterol
metabolism and morphology of fat and liver tissues. For analysis of variance was used one
way ANOVA or Kruskall-Wallis with statistical significance level of p < 0.05. ASF contains
91.1% carbohydrate, 6.7% protein, 2.2% lipids, and 9.6 % fiber (9.3% insoluble fibers and
soluble fibers 0.3%). Total polyphenols of ASF was 19.95 + 2.7 mg GAE.g-1. Animals
receiving the high fat diet were overweight, with larger amount of fat mass, negative effects
on biochemical parameters of nutritional status and toxic, higher concentrations of glucose,
insulin, leptin and increased insulin resistance index, altered lipid profile, presence of hepatic
steatosis and increased hypertrophic obesity. ASF showed protective effect upon weight gain
and acted preventing insulin resistance and improves the lipid profile of animals, which had
lower concentrations of glucose, insulin and leptin. Thus, ASF reduced lipogenesis preventing
the development of fatty liver and hypertrophic obesity. It was also observed influence of
consumption of ASF in the modulation of proteins involved in synthesis and excretion of
cholesterol. The high fecal weight in the ASF group demonstrates a significant action of fibers
in the excretion of bile acids and cholesterol. Consumption of ASF also showed important
results in CA30 group, indicating that its use brings benefits in the low lipids diet.
Biochemical parameters of nutritional status and toxicity were not altered with the ASF use,
suggesting no toxic or harmful effects to the nutritional status in the animals and that the
preventive use of FCA in development of obesity and its comorbidities include action in both
groups.

Keywords: Acai. Bioactive compounds. Obesity.
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INTRODUCAO

A obesidade é um importante problema de saude publica, principalmente por estar
associada ao aparecimento de diversas doengas cronicas como o diabetes mellitus tipo 2,
hipertensdo arterial sistolica, aterosclerose, entre outras, que S380 responsaveis por um
expressivo numero de ébitos (JUNG; CHOI, 2014). No Brasil, mais da metade da populacao
apresenta sobrepeso (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Portanto, a prevencéo e o tratamento
da obesidade sdo de grande importéncia, assim como a identificacdo dos fatores de risco
modificaveis, como os habitos alimentares e praticas de atividades fisicas, possuindo grande
relevancia para as populacdes com sobrepeso e obesidade (SARTORELLI; FRANCO, 2003).

O balanco energético positivo crdnico e o consequente estoque de triacilglicerol nas
células adiposas, sobretudo na gordura visceral, levam a hipertrofia dos adipdcitos (BAYS et
al., 2008). Um adipdcito disfuncional (hipertréfico) perde sua habilidade em estocar mais
lipideos, levando ao acumulo ectépico dessa gordura em outros tecidos como o figado, o
musculo esquelético e o pancreas (BADOUD et al., 2015; LEMOINE et al.,, 2012),
contribuindo para o desenvolvimento da resisténcia a insulina e disfuncdo das células hepaticas
e B pancreaticas, apresentando efeito lipotoxico.

A oferta energética exacerbada leva ao desenvolvimento de dislipidemias e alteracGes
no metabolismo lipidico hepético, favorecendo o desenvolvimento da doenca hepatica
gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) por gerar 0 aumento da massa corporal, hiperlipidemia e
resisténcia a insulina (CARMIEL-HAGGAI, 2004).

Dietas ricas em componentes alimentares bioativos, como os compostos fendlicos e
fibras, possuem um papel importante na manutencdo da salde e na reducdo dos riscos de
obesidade e doencas cronicas associadas, podendo exercer um efeito protetor no ganho de peso
(WEDICK et al., 2012). Por esse motivo, diversos alimentos tém sido utilizados como
estratégia para minimizar os efeitos deletérios da obesidade.

O acai (Euterpe oleracea Mart.) é um fruto tipico da regido Amaz6nica, sendo
consumido amplamente em todo o territorio brasileiro em diversas preparacfes. Estudos
prévios demonstram o potencial antioxidante e o conteudo de compostos fendlicos da polpa e
também do extrato do carogo do agai, que exerce papel importante na reducdo da glicémica,
melhora da sensibilidade & insulina, do perfil lipidico e protecdo no ganho excessivo de peso,
além de possuir efeito vasodilatador dependente do endotélio, anti-hipertensivo e antioxidante
(DA COSTA et al., 2012; DE BEM et al., 2014; DE OLIVEIRA et al., 2010, 2015; KANG et
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al., 2012; ROCHA et al., 2007, 2008; SCHAUSS et al., 2006). Embora a polpa apresente
caracteristicas benéficas a salde, o caroco, que corresponde a cerca de 85% do fruto, é
descartado e gera um grande volume de residuos com importante impacto ambiental.

Até o presente momento, os estudos realizados com o extrato do caro¢o do acai
demonstram grande potencial em modular componentes associados a obesidade. Acreditamos
que a farinha do caroco do acai apresente caracteristicas similares as encontradas na polpa e no
extrato do carogo, podendo ser um importante aliado na prevencédo e tratamento de doencas
relacionadas a obesidade e possibilitando o uso de forma integral do alimento. Assim, este
estudo objetivou caracterizar a farinha do carogo do acai e investigar os efeitos da adicdo desta

farinha em modelo murino de obesidade induzida por dieta.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Obesidade e alteracGes metabdlicas

A Organizacdo Mundial de Saude define a obesidade como o acumulo anormal ou
excessivo de gordura que pode impactar na saude do individuo (WHO, 2013). No Brasil, mais
da metade da populacdo apresenta sobrepeso e 17,9% da populagéo € classificada como obesa.
O aumento da obesidade e de doengas associadas, incluindo o diabetes mellitus tipo 2,
hipertensdo arterial sistdlica e aterosclerose representam um grande problema de satde publica
(JUNG; CHOI, 2014). Cerca de 72% dos Obitos no pais decorrem de doencas crbnicas
relacionadas a obesidade (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

A obesidade pode ser desenvolvida através de diversos fatores. Entre eles, fatores
genéticos, ambientais e metabolicos. Os habitos alimentares integram parte dos fatores
ambientais e sdo promotores do desenvolvimento da obesidade pelo aumento da ingestdo de
alimentos em maiores porcdes, alta quantidade de gordura e de alimentos de alto valor calérico,
como os fast food, bebidas agucaradas, alimentos ultraprocessados, embutidos e outros (HILL;
PETERS, 1998).

O balango energético positivo e vias biologicas da regulacdo da fome e apetite,
metabolismo e adipogénese também atuam no desenvolvimento da obesidade (SANDHOLT;
HANSEN; PEDERSEN, 2012). Portanto, um individuo que ingere mais calorias que o
necessario para a manutencdo de suas funcbes bioldgicas e para as atividades fisicas podera
desenvolver mais facilmente o quadro de obesidade quando comparado ao individuo que possui
um equilibrio entre gasto energético e consumo energético.

Assim como uma alimentacdo inadequada, a inatividade fisica causada pela maior
urbanizacgéo, desenvolvimento tecnoldgico, transporte facilitado e uso de aparelhos eletronicos,
aumentam o sedentarismo de adultos e criangas. Muitos individuos vivem de forma sedentaria,
reduzindo significativamente a necessidade energética devido ao menor metabolismo
favorecendo o desenvolvimento da obesidade (HILL; PETERS, 1998).

O acumulo excessivo de tecido adiposo, principalmente na regido abdominal, é
indicativo do desenvolvimento da obesidade. O tecido adiposo é também considerado um 6rgao

enddcrino, que além de exercer fungdo central no metabolismo de lipideos e de glicose,



17

sintetiza adipocinas, como leptina, adiponectina e resistina, que influenciam 0s processos
metabdlicos (FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

A proliferacéo e diferenciacao dos adipdcitos durante a obesidade estdo reduzidas como
reflexo da menor expressdo de genes adipogénicos (BAYS et al., 2008). Dessa forma, 0s
adipdcitos na obesidade encontram-se principalmente hipertrofiados, com maior acimulo de
gordura, aumentando a atividade metabolica desse tecido. O balango energético positivo
crénico e a consequente hipertrofia dos adipocitos (BAYS et al., 2008), leva a um
remodelamento do tecido adiposo a fim de acomodar as células hipertréficas (Figura 1). As
células com actimulo excessivo de gordura podem resultar em disfuncGes na vascularizagdo e
enervacdo do tecido adiposo, gerando a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e prejudicando
as funcdes desse tecido. As alteracdes morfofuncionais do tecido adiposo hipertrofiado podem
resultar na inabilidade dos adipdcitos em estocar mais lipideos, levando ao acimulo ectopico
dessa gordura em tecidos como o figado, musculo esquelético e pancreas (BADOUD et al.,
2015; LEMOINE et al., 2012). Esse acumulo de gordura ectdpico contribui para o
desenvolvimento da resisténcia a insulina (RI) e disfuncdo das células hepéticas e f

pancreaticas, apresentando efeito lipotdxico (SAVAGE et al., 2001).

Figura 1 — Remodelamento do tecido adiposo na maior oferta calorica
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Legenda: InteragGes entre o remodelamento do tecido adiposo branco, inflamagéo e resisténcia a insulina.
Fonte: Adaptado de BADOUD et al., 2015.

A insulina é secretada pelas células B das ilhotas pancreaticas e atua em resposta ao
aumento dos niveis de glicose e aminoacidos apos as refeicdes, a fim de aumentar a captacéo
dessa glicose e a sintese proteica. A insulina reduz a producdo hepatica de glicose, reduz a
lipdlise e a protedlise e estimula a lipogénese nos adipocitos (DIMITRIADIS et al., 2011,
KAHN et al., 2006b).
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A hiperinsulinemia estd associada ao desenvolvimento da RI, que é definida como a
falha das concentracdes normais da insulina de atingir respostas metabdlicas normais ou a
necessidade de concentracfes maiores para atingir essa resposta. (BUGIANESI et al., 2010). A
obesidade desempenha um papel central no desenvolvimento da RI. No figado, a Rl permite a
diminuicdo da glicogénese e aumento da gliconeogénese e glicogendlise, levando a progresséo
da esteatose (PARADIS et al., 2001).

Outro hormdnio importante no quadro da obesidade é a leptina, que é produzida
principalmente pelo tecido adiposo branco, secretada em niveis correspondentes a massa total
desse tecido, apresentando fungdes em diversos tecidos e sendo associada ao peso corporal,
refletindo o estado energético (CRUJEIRAS et al., 2015; FRUHBECK; NUTR, 2002). Esse
horménio é conhecido por atuar no controle da ingestdo dietética, agindo como um fator de
saciedade. A leptina age através dos receptores hipotalamicos, reduzindo a ingestdo e
aumentando a termogénese, resultando em perda de peso corporal (JEQUIER, 2002), além de
inibir a lipogénese e estimular a lipdlise, atuando de forma protetora na lipotoxicidade causada
pelo excesso de triglicerideos da dieta (FRUHBECK; NUTR, 2002).

A obesidade induzida por dieta esta associada ao desenvolvimento de hiperleptinemia
pode resultar na resisténcia a leptina. O alto consumo lipidico é o gatilho para a resisténcia
central e periférica a leptina e, nesse sentido, também devido a expansao do tecido adiposo, que
exerce um papel importante nesse processo. A diminuicdo da resposta a leptina afeta a
regulacdo de ingestdo dietética e do metabolismo, levando a desregulacdo do balanco
energético (CRUJEIRAS et al., 2015).

1.2 Metabolismo Lipidico

A dieta rica em lipideos, ap0s sofrerem acdo de lipases no intestino, eleva as
concentragOes plasmaticas de &cidos graxos livres (AGL), que seguem pela veia porta, sendo
direcionados ao figado e induzindo a gliconeogénese hepatica e o aumento da sintese de
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL). Os triglicerideos formados a partir dos AGL e
glicerdis sdo prioritariamente captados pelo tecido adiposo ou pelo musculo esquelético, caso
haja necessidade energética (FRAYN; ARNER; YKI-JARVINEN, 2006).

O aumento da gliconeogénese hepatica resulta em aumento na glicose plasmatica,

levando a maior liberacdo de insulina pelas células B pancreaticas, e maior estimulo a
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lipogénese, decorrente da hiperinsulinemia (KAHN et al., 2006a). O aumento do deposito de
tecido adiposo e 0 aumento dos niveis de insulina levam ao armazenamento de AGL em 6rgéos
sensiveis a insulina como o figado, masculo esquelético e pancreas (UNGER; ORCI, 2000).

Parte do metabolismo lipidico ocorre no figado, que participa da via de lipogénese e
sintese e excrecdo de colesterol (TURNER et al., 2011), como demonstrado na figura 2. A
homeostase lipidica é regulada por uma familia de fatores de transcri¢éo de proteinas de ligacdo
ao elemento regulador de ester6is (SREBP). A alta concentracdo da insulina plasmatica
aumenta a expressdo de SREBP-1c, que ativa genes lipogénicos alvos como os da acetil-CoA
carboxilase (ACCa) e da acido graxo sintase (FAS), estimulando a lipogenese (HORTON;
GOLDSTEIN; BROWN, 2002).

A glicose, frutose, piruvato, entre outros substratos, auxiliam a sintese de Acetil-CoA. A
ACCa converte o Acetil-CoA em Malonil-CoA, um potente inibidor da oxida¢do de &cidos
graxos, e os carbonos dessa molécula sdo utilizados pela proteina FAS para formar o palmitato
(principal produto da lipogénese de novo), que atuara como substrato para a formacdo de
triglicerideos. Os triglicerideos resultantes dessa via serdo liberados na circulacdo na forma de
VLDL ou serdo oxidados pela mitocondria para gerar energia (FRAYN; ARNER; YKI-
JARVINEN, 2006).

O colesterol possui diversas fungdes essenciais no organismo como a manutencao das
membranas celulares e participacdo na producdo de hormonios esteroides. Seus niveis
plasmaticos sdo regulados pela ingestdo dietética e também pelo metabolismo hepatico, que é
de extrema importancia para a excre¢do do colesterol excedente na forma de &cidos biliares ou
na bile de forma livre (DANIELS, 2009; LUDKE; LOPEZ, 1999). A sintese de colesterol
também é um ponto importante do metabolismo lipidico. Estudos mostram que o aumento do
colesterol pode estar envolvido no aumento da expressdo génica de enzimas lipogénicas (HAN
et al., 2013; KNIGHT et al., 2005). A acdo da enzima 3-Hidroxi-3-Metilglutaril Coenzima A
redutase (HMG-Coa redutase) é uma etapa limitante para a sintese de colesterol. A sintese é
iniciada pela condensacdo de moléculas de Acetil-Coa, resultando em 3-Hidroxi-3-
Metilglutaril. A HMG-Coa redutase reduz essas moléculas em mevalonato, que sera
posteriormente convertido em colesterol (WU et al., 2013).

Os transportadores da familia ABC (ATP-binding cassete), sub-familia G formam o
heterodimero ABCG5 e ABCG8 e sdo expressos na membrana apical dos hepatécitos e
enterdcitos. Esses transportadores atuam realizando o efluxo do colesterol dos hepatdcitos para
a bile, evitando o acumulo do colesterol (BROWN; YU, 2009; YU et al., 2005).
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A proteina AMP quinase (AMPK) possui papel central em diversas vias no
metabolismo lipidico. A AMPK ¢ ativa por fosforilacdo, e foforilada (pAMPK) atua em
diversas enzimas do metabolismo lipidico para diminuir a lipogénese. Um de seus alvos é a
ACCao, que ¢ inativada através da fosforilagdo pela pAMPK. Outra enzima fosforilada pela
pAMPK é a HMG-Coa redutase, levando a inibigcdo da sintese de colesterol (HARDIE et al.,
1997). A atuacdo da pAMPK na SREBP-1c também reduz a atividade deste fator de
transcrigdo, consequentemente, diminuindo as atividades da FAS e também da ACCa
(KOHJIMA et al., 2008).

Figura 2 — Metabolismo lipidico hepético
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Legenda: Elemento de regulacdo de esterois (SREBP1-c), acetil-CoA carboxilase (ACCa), &cido graxo sintase
(FAS), Triglicerideos (TG), enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coa redutastHMGCoA-R)e atua na
molécula de HMGCoa (formada através de acdo enzimatica em moléculas de Acetil-Coa), ATP-binding
cassete G5 e G8 (ABCG5/ABCGS).

Fonte: O autor, 2016.

1.3 Lipideos e Dislipidemias

Os habitos alimentares podem também promover o desenvolvimento de diversos
disturbios metabdlicos devido a vasta disponibilidade de alimentos, maiores porcdes, grande
quantidade de gordura e de alimentos de alto valor calérico, como os fast food, bebidas

acucaradas, alimentos ultraprocessados, embutidos e outros (HILL; PETERS, 1998).
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Como consequéncia do alto consumo alimentar e energético, instaura-se, entre outros, o
quadro de dislipidemias e alteragdes hepaticas. As dislipidemias sdo caracterizadas como a
alteracdo dos niveis sericos de lipideos e podem incluir o aumento do colesterol, de
triglicerideos e de colesterol de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), além das menores
concentragfes do colesterol de lipoproteinas de alta densidade (HDL). A ocorréncia de
dislipidemias é fator de risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (ANVISA,
2011).

As VLDLs sdo sintetizadas e excretadas pelo figado. A funcdo primaria dessa
lipoproteina é transportar os triglicerideos enddgenos do figado para outros tecidos (HAN et al.,
2013). As lipoproteinas de baixa densidade (LDL) sdo compostas por triglicerideos residuais e
colesterol. As lipoproteinas de alta densidade (HDL) transportam o colesterol até o figado em
um processo conhecido como transporte reverso do colesterol e também fazem a remocéo de
LDL oxidada (XAVIER et al., 2013).

O desenvolvimento das dislipidemias ocorre pela hipercolesterolemia, resultante do
acumulo de lipoproteinas ricas em colesterol como a LDL e de mutagdes genéticas, ou pela
hipertrigliceridemia, resultante do acimulo de VLDL e quilomicrons plasmaticos (XAVIER et
al., 2013). As dislipidemias podem ser diagnosticadas atraves de analises bioquimicas e sdo
classificadas fenotipicamente ou genotipicamente de acordo com o demonstrado no quadro a

sequir:

Quadro 1 — Classificacdo das dislipidemias

Classificacdo Critério

Hipercolesterolemia isolada  Elevacdo isolada do LDL-C (> 160 mg/dL).
Hipertrigliceridemia isolada  Elevacdo isolada dos TG (>150 mg/dL)

Hiperlipidemia mista Valores aumentados de ambos LDL-C (> 160
mg/dL) e TG (>150 mg/dL)
HDL-C baixo Reducdo do HDL-C (homens <40 mg/dL e

mulheres <50 mg/dL) isolada ou em
associacdo com aumento de LDL-C ou de
TG.

Fonte: (XAVIER et al., 2013).
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1.4 AlteracOes hepaticas na obesidade

O figado é um 6rgdo importante para o metabolismo lipidico e desempenha um papel
essencial em desordens metabdlicas relacionadas a obesidade, fazendo parte da via de sintese e
excrecdo de colesterol e da lipogénese (TURNER et al., 2011). O consumo de dietas
hiperlipidicas favorece o desenvolvimento da DHGNA por gerar 0 aumento de peso,
hiperlipidemia e RI nos individuos (CARMIEL-HAGGALI, 2004). Entretanto, dietas com baixo
teor de carboidratos e gorduras saturadas, além de maior quantidade proteica e aporte de fibras,
séo mais propensas a melhorar o quadro da doenga (MCCARTHY; RINELLA, 2012).

A infiltracdo gordurosa no figado constitui a DHGNA, gue pode evoluir desde esteatose
hepética, caracterizada pelo acumulo de lipideos no interior do hepatdcito, até a esteato-
hepatite, fibrose e cirrose (COTRIM et al., 2000; HARRISON; TORGERSON; HAYASHI,
2003; SUZUKI et al., 2005). A esteatose hepatica é uma das alteracbes mais frequentes e o
aumento de sua prevaléncia nos ultimos 20 anos € claramente elevada (GOGIA,
NEUSCHWANDER-TETRI, 2006), tendo a obesidade, hiperlipidemia, diabetes mellitus tipo 2
e aterosclerose associados aos seus fatores de risco. Histologicamente, a DHGNA apresenta
caracteristicas similares a doenca hepatica gordurosa alcotlica, com presenca de esteatose
micro e macrovesicular, aumento e possivel necrose dos hepatécitos (LUDWIG; MCGILL,;
LINDOR, 1997).

O diagnoéstico da DHGNA envolve a alteracdo assintomatica das aminotransferases,
hepatomegalia e achados radiolégicos de gordura hepética, excluindo-se o abuso do uso de
alcool (RINELLA, 2015). O acumulo excessivo de lipideos no figado pode estar relacionado ao
aumento da sintese de acidos graxos ou reducdo da oxidacdo dos mesmos, a exportacdo de
lipideos do figado ou adapta¢fes mal sucedidas da regulacéo de acidos graxos através de fontes
dietéticas ou do tecido adiposo (SOZIO; LIANGPUNSAKUL; CRABB, 2010).

A RI hepatica favorece o aumento da gliconeogénese e glicogendlise, além da
diminuicdo da glicogénese. A Rl eleva o deposito de gordura nos hepatdcitos através de dois
principais mecanismos que sdo a hiperinsulinemia e a lip6lise. O aumento do estresse oxidativo
gerado pelo acimulo de &cidos graxos nos hepatdcitos faz parte do mecanismo que resultara na

evolucgdo da esteatose para esteato-hepatite e fibrose (BUGIANESI et al., 2010).
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1.5 Uso de modelos experimentais para estudo da obesidade

Diversos modelos experimentais sdo utilizados para a realizacdo de estudos sobre
obesidade e doencas cronicas relacionadas, como diabetes mellitus tipo 2, dislipidemias,
aterosclerose e outros. Estudos tém demonstrado que as dietas ricas em gorduras (high fat diets)
sdo as mais adequadas para o desenvolvimento do modelo de obesidade e sindrome metabdlica,
e que cerca de 20 a 60% de gorduras animais e vegetais na dieta ja sdo o suficiente para que
sejam observadas as caracteristicas desse modelo (BUETTNER; SCHOLMERICH;
BOLLHEIMER, 2007).

Quando comparado a outros modelos como, por exemplo, ratos e camundongos com
delecBes genéticas, o modelo de camundongos da linhagem C57BL/6 se sobressai, sendo o que
melhor mimetiza a obesidade humana (GALLOU-KABANI et al., 2007).

Estudo realizado com camundongos da linhagem C57BL/6 demonstrou que o consumo
da dieta hiperlipidica (com 60% de gordura) desenvolveu nesses animais diversos parametros
encontrados na obesidade, sindrome metabdlica e dislipidemias, além de desenvolverem
DHGNA. Entre eles, podemos destacar o aumento do peso, RI, alteracBes estruturais hepaticas
sinalizadas por macro e microesteatose e aumento da gordura corporal. Alteracdes plasmaticas
também foram observadas como aumento da insulina, glicose, transaminases hepéticas
aspartato amino transferase (AST), alanina amino transferase (ALT) e Triglicerideos, HDL-c e
LDL-c (FRAULOB et al., 2010).

Os camundongos respondem ao aumento da oferta dietética com o aumento de acimulo

de tecido adiposo, com hiperplasia e hipertrofia dos adipdcitos (STRISSEL et al., 2007).

1.6 Estratégias nutricionais como alternativas no manejo da obesidade

Os avancos cientificos estdo demonstrando que o alimento pode fazer parte da
modulacdo de diversas vias metabolicas, tornando-se um importante aliado na prevencéo e
tratamento de doencas relacionadas ao sobrepeso e obesidade. Estratégias como o aumento do
gasto energético (termogénese), maior limitacdo da biodisponibilidade dos alimentos e o uso de

compostos bioativos, como fibras e compostos fendlicos representam uma alternativa aos
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tratamentos farmacoldgicos ja conhecidos e que frequentemente geram efeitos adversos a satde
dos individuos (VASUDEVA; YADAV; SHARMA, 2012; WEDICK et al., 2012).

Alguns compostos bioativos ja sdo comprovadamente eficazes e utilizados amplamente
na prevencdo e tratamento de doengas como a obesidade, dislipidemias, diabetes mellitus tipo 2
e aterosclerose. As plantas representam as fontes naturais de compostos bioativos mais
estudados para efeitos antiobesogénicos (TORRES-FUENTES et al., 2015). Entre esses
compostos, a isoflavona, compostos fenolicos (catequinas, antocianinas, entre outros), calcio,
esterdis de plantas, acidos graxos poli-insaturados (6mega-3 e 6mega 6) e fibras dietéticas, ja
demonstraram efeitos benéficos como a melhora no perfil lipidico, reducdo de lipogénese,
reducdo da ingestdo caldrica, reducédo do perfil inflamatorio, efeitos antioxidantes e aumento da
termogénese. A utilizacdo desses compostos é observada no uso de alimentos in natura e
também em fortificacdes de panificados, laticinios, sucos e outros, sendo uma oportunidade de
oferecer opgbes para um estilo de vida mais saudavel (TRIGUEROS et al., 2013;
VASUDEVA; YADAV; SHARMA, 2012).

1.7 Acai (Euterpe oleracea Martius)

O acai (Euterpe oleracea Martius) € proveniente do acgaizeiro, uma Palmacea da familia
Arecacea tipicamente brasileira (Figura 3), da regido Amazonica, e tem sua maior producao
nos estados do Para, Amazonas, Maranhdo, Amap4, Tocantins e Mato Grosso. Sua palmeira
possui até 25 brotagdes e seu fruto tem cerca de 1 a 2 cm de didametro e peso médio de 1,5 g. O
epicarpo é roxo ou verde (em periodo de maturacdo), o0 mesocarpo € polposo e € formado pela

semente (ou caro¢o) que é envolvida ainda pelo endocarpo (DO NASCIMENTO, 2008).
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Figura 3 — Palmeira de Euterpe oleracea Martius (acai)
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Fonte: Disponivel em: <http://www.folhadojurua.com.br/2014/08/voce-sabia-que >Acesso em 2 maio 2016.

Sua polpa € rica em antioxidantes como antocianinas, sendo as principais a cianidina 3-
glicosideo e cianidina 3-rutinosideo, proantocianidinas e flavonoides. O acgai também possui
quantidades importantes de fibras e fitoesterois, destacando-se o campesterol, estigmasterol e o
B-sistoesterol, que podem auxiliar no controle de peso corporal e nos niveis plasmaticos de
colesterol (RODRIGUES et al., 2006; SCHAUSS et al., 2006)

O acai é um fruto considerado de alto valor energético por ter grande quantidade de
lipideos em sua polpa, seu 6leo contém alto teor de lipideos, com 60% de monoinsaturados e
13% de poliinsaturados. E mais proteico que o leite, contendo 13g de proteinas em 100g e pode
ser considerado também rico em minerais, principalmente em potassio, célcio, ferro e

magnésio. Também estdo presentes em sua composicdo, as vitaminas E e B1 (ROGEZ, 2000).

Figura 4 — Fruto inteiro e seccionado de Euterpe oleracea Martius (acai)

Fonte: Disponivel em:< http://frutasnativasdaamazonia.blogspot.com.br/2012_03_01_archive.html> Acesso em 2
maio 2016.
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Estudos indicam os efeitos benéficos no consumo da polpa do acai, melhorando a
resposta antioxidante, com efeitos hipocolesterolémicos, imunomoduladores, anti-inflamatdrios
e diversos outros (DE SOUZA et al., 2012; KANG et al., 2011, 2012; YAMAGUCHI et al.,
2015). Existem relatos populares em regides mais pobres do Brasil que indicam o uso do acai
também no alivio de dores, febres e resfriados (MATHEUS et al., 2006).

O acai é usado comumente na producdo de bebidas, geleias, sorvetes e outros produtos
industriais, e € consumido em preparacdes salgadas ou doces, dependendo do estado brasileiro
(MENEZES et al., 2011). Entretanto, cerca de 85% do fruto corresponde ao caro¢co (DALTON
CRUZ PESSOA; DA SILVA E SILVA, 2007; ROGEZ, 2000), como pode ser observado na
figura 4, sendo classificado como residuo comercial (ABNT, 2002) e gerando um importante
impacto ambiental. Algumas op¢des para 0 uso desse caro¢o sao o artesanato, uso como carvao
ou como possivel biocombustivel (HOMMA, 2002; VIRMOND et al., 2012).

Estudos realizados nos altimos anos vém demonstrando que o extrato hidroalco6lico do
carogo do acai (ASE, da sigla em inglés Acai Seed Extract) exerce papel importante na redugédo
glicémica, RI, melhora no perfil lipidico e protecdo do ganho de peso, além de possuir efeito
vasodilatador dependente do endotélio, anti-hipertensivo e antioxidante (DA COSTA et al.,
2012; DE BEM et al., 2014; DE OLIVEIRA et al., 2010, 2015, ROCHA et al., 2007, 2008).
Estudos quimicos recentes demonstraram que o ASE é rico em catequina, epicatequina e
procianidinas poliméricas, apresentando conteudo polifendlico mais expressivo que a polpa (de
Oliveira et al., 2015).

Esses efeitos benéficos a saude demonstrados pela polpa e também pelo extrato do
carogo do acai indicam que o fruto tem grande potencial como planta medicinal. Portanto, a
FCA possui grande potencial em demonstrar efeitos similares, tendo a possibilidade de se
tornar uma opcéo de estratégia alimentar para o tratamento e prevencao de doencgas importantes
como a obesidade e dislipidemias. O uso do caro¢o também é uma importante alternativa para a
reducdo do impacto ambiental gerado pelo desperdicio na producdo dos alimentos comumente

consumidos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar a farinha do caro¢o do acai (FCA) e investigar os efeitos da adicdo dietética

desta farinha no desenvolvimento da obesidade induzida por dieta em camundongos C57BL/6.

2.2 Objetivos especificos

a) Obter e caracterizar a FCA,

b) Avaliar o consumo alimentar e a evolugdo ponderal dos camundongos C57BL/6
submetidos as diferentes dietas;

c) Avaliar o efeito da FCA em marcadores bioquimicos do estado nutricional e de
toxicidade;

d) Avaliar o efeito do consumo de FCA no metabolismo lipidico dos animais;

e) Determinar a expressdo de proteinas envolvidas na lipogénese e na sintese e
excrecdo de colesterol,

f) Awvaliar os aspectos morfoldgicos do tecido hepatico e adiposo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencéo da farinha do carogo do acai (Euterpe oleracea Mart.)

Os frutos (Figura 5) provenientes da EMBRAPA, da Amazé6nia Oriental foram
armazenados em freezer -20 °C até o uso. Apos selecionados e higienizados em solucdo de
hipoclorito (10%, v/v), os frutos foram despolpados, a parte fibrosa foi retirada e 0s carocos
limpos. A secagem dos carogos foi realizada em estufa de circulacdo de ar (330 drier,
FANEM®, Sdo Paulo Brazil), em 60°C durante 24 h. Apds a secagem 0s caro¢os foram
triturados em moinho (MF 10 Basic; IKA®Werke, Staufen, Germany) e peneirados em peneira

de 12 mesh, para a obtencéo da farinha utilizada na confecgéo das dietas.

Figura 5 — Etapas da obtencao do carogo do acai

Fonte: O autor, 2014.

3.2 Caracterizacdo da farinha do carogo do acai

As analises foram realizadas no Laboratorio de Bromatologia do Instituto de Nutri¢do
da UERJ, segundo a metodologia do Instituto Adolf Lutz para a determinacédo de proteina bruta
(Método de Kjeldahl, baseado na quantificacdo de nitrogénio) e lipidios totais (Método de
Soxhlet, por lavagem com Eter). O teor de carboidratos da FCA foi calculado através da
diferenca, em percentual, em relacdo a soma dos valores obtidos pelas analises de proteina e
lipidios.

O conteudo de minerais e fibras totais, insolveis e solUveis foi determinado no Instituto

de Tecnologia de Alimentos (ITAL) (Campinas, Sdo Paulo, SP) de acordo com os protocolos
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da Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2000). Todas as analises foram
realizadas em duplicata.

3.3 Anélise de compostos fendlicos totais na FCA

A extracdo dos compostos fenolicos na FCA foi realizada em triplicata de acordo com
metodologia adaptada de (MATTILA; KUMPULAINEN, 2002). Para a extragdo dos
compostos fendlicos sollveis, aproximadamente 1 g de amostra foi extraida com 20 mL de
solucdo gelada de etanol:dgua (80:20, v/v) por 10 minutos através de agitacdo em vortex.
Posteriormente foram centrifugadas (2500 x g, 5 minutos, 10 °C) (Sorvall ST 16R, Thermo
ScientificTM). O sobrenadante foi coletado, uma aliquota de 0,5 mL foi transferida para um
tubo falcon e adicionado 2,5 mL do reagente Folin Ciocalteau (Sigma Aldrich Chemical Co.)
diluidos em &gua destilada (1:10). Apos repouso de 3 a 8 min, foram adicionados 2 mL de
carbonato de sodio a 4%. A leitura foi realizada em absorbéncia de 760nm em
espectofotdbmetro apds 2 h de repouso sem contato com a luz. Os resultados foram expressos
em mg GAE.g-1 (equivalente em &cido galico) (SINGLETON; ROSSI, 1965).

3.4 Dieta e Modelo experimental

Os procedimentos realizados foram aprovados pelo Comité de Etica para
Experimentacdo Animal do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes sob o protocolo n°
CEUA/042/2014 (ANEXO 1). Foram utilizados 30 camundongos machos da linhagem
C57BL/6 com 21 dias de vida, obtidos no Biotério do Departamento de Farmacologia, do
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes — UERJ e escolhidos aleatoriamente, sendo
separados em cinco grupos. Os animais foram mantidos em temperatura controlada de 22 + 2
°C, em ciclo circadiano de claro/escuro, com 12 horas de luz em baixa intensidade e 12 horas
de escuro. As racOes controle e hiperlipidica, contendo ou ndo a FCA, foram confeccionadas
segundo as recomendacgOes para roedores do American Institute of Nutrition (AIN-93G)
(REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993) de forma a atingir as necessidades nutricionais para

roedores em crescimento, e serem isocaloricas e isoproteicas. Os ingredientes utilizados para o
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preparo das racOes (Tabela 1) foram pesados e homogeneizados em batedeira semi-industrial
Hobart®, com &gua fervente. A massa obtida foi transformada em pelletes e seca na estufa
ventilada a 60°C por 24h, e ap0s a identificacdo, armazenada sob refrigeracdo a temperatura de
6 £ 2°C até seu uso. Para a realizacdo do estudo, os camundongos foram divididos em cinco
grupos experimentais, recebendo suas respectivas dietas experimentais por 12 semanas, sendo
eles:
a) Grupo controle (CG) recebeu a dieta controle (AIN-93G);
b) Grupo controle (CA30) recebeu dieta controle contendo 30% da FCA,
c) Grupo dieta hiperlipidica (HFD) recebeu dieta hiperlipidica com 50% da energia
proveniente de lipideos;
d) Grupo dieta hiperlipidica (HFA15) recebeu dieta hiperlipidica com 50% da energia
proveniente de lipideos contendo 15% da FCA,;
e) Grupo dieta hiperlipidica (HFA30) recebeu dieta hiperlipidica com 50% da energia
proveniente de lipideos contendo 30% da FCA;

Todos o0s grupos tiveram acesso livre a racao e agua durante o experimento.

Tabela 1 — Composicdo das dietas oferecidas

CG CA30 HFD HFA15 HFA30

CG CA30 HFD HFA15 HFA30
Caseina1 (9) 20 18 20 19 18
Amido de milho’ (g) 52,95 25,6 33,07 19,4 5,8
Farinha carogo agai (g) 0 30 0 15 30
Sacarose. (g) 10 10 10 10 10
Oleo de soja (g) 7 6,3 7 6,7 6,3
Banha de porco () 0 0 20 20 20
Celulose () 5 5 5 5 5
Mistura de minerais1 (o) 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Mistura de vitaminas1 ) 1 1 1 1 1
I-cistina. (g) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Colina (g) 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25

Energia Kcal
Proteina 80 80 80 80 80
Carboidrato 271,8 271,8 192,28 192,28 192,28
Lipideo 63 63 243 243 243
Total 414,8 414,8 515,3 515,3 515,3
Legenda: ‘Comercial Rhosther Industria e Comércio LTDA; 2Maizena®; *Uni&o®; *Liza®; *Macrocel®, Blanver
LTDA.

Nota: Composicéo de macronutrientes da FCA: 91,1% carboidratos; 6,7% proteinas; 2,2% lipideos.
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Apobs 12 semanas, os animais foram eutanasiados com o uso do anestésico Tiopental
(0,09 mg/mL por 100g de peso) intraperitoneal, e apos a certificacdo de anestesiados, 0s
animais foram posicionados na forma de decubito dorsal para incisdo da caixa toracica e
exposicao do coracdo. As amostras de sangue foram coletadas através de puncgéo cardiaca com
agulhas heparinizadas e acondicionadas em tubos de 1 mL. Para obtencéo do plasma, o sangue
foi centrifugado a 1500 rpm & 4 ° C por 15 min. Subsequentemente foram dissecados o figado
e as gorduras retroperitoneal e epididimaria e uma fracdo desses tecidos foram armazenadas a -
80 °C para as demais analises. Outras fracGes foram fixadas com formalina de Millonig (1.27

mol/formaldeido em 0.1M de tampéo fosfato, pH 7,2).

3.5 Consumo alimentar e evolucéo ponderal

O peso corporal foi avaliado semanalmente em balanca analitica. A ingestdo alimentar
dos animais foi acompanhada a cada dois dias e o consumo foi calculado através da subtracédo
do resto da quantidade ofertada para cada grupo. O consumo calérico foi estimado a partir do
consumo em gramas dos animais e das composi¢Oes centesimais da racdo comercial e da

farinha do caroco do acai.

3.6 Digestibilidade proteica aparente

A digestibilidade proteica aparente da dieta foi calculada pela formula:

(proteina ingerida - proteina fecal)

Digestibilidade aparente (%) = - -
g P (%) proteina ingerida x 100
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3.7 Composicéo Corporal

A composicdo corporal dos animais foi determinada atraveés de densitometria de dupla
emissdo (dual-energy x-rayabsorptiometry, DXA), no Laboratdrio Interdisciplinar de Avaliacdo
Nutricional do Instituto de Nutricdo/UERJ, utilizando o equipamento LUNAR - iDXA (GE-
Healthcare, Madison, WI).

3.8 Medida da massa de gordura visceral

Ap6s o sacrificio o tecido adiposo epididimério e retroperitoneal foram retirados e
pesados. O peso dos tecidos foi utilizado para quantificar a adiposidade central.

3.9 Medidas do Peso e Volume do Figado

Apbs o sacrificio, o figado foi retirado e pesado em balanca analitica e o volume foi
aferido por Sherle (SCHERLE, 1970).

3.10 Anélise Histologica do Figado e do Tecido Adiposo

Para as analises histoldgicas, os tecidos do figado e do tecido adiposo retirados dos
animais e previamente fixados em formalina de Millonig foram posteriormente incluidos em
Paraplastplus® (Sigma-AldrichCo, St. Louis, USA) para a sec¢do de cortes de Sum de
espessura. As laminas foram coradas em Hematoxilina-Eosina (HE) e dez imagens de cada
lamina foram realizadas em camera Olympus DP71 e com microscépio de fluorescéncia
Olympus BX60 (Olympus, Tokyo, Japdo). As andlises foram realizadas através do programa

Image-Pro Plus versdo 7.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA).
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3.11 Morfologia do Figado

A densidade esteatose hepatica foi determinada através de sistema de 36 pontos-testes,
onde a grade de pontos é sobreposta a imagem do tecido e a contagem dos pontos que tocam o
tecido € realizada. O resultado é dado pela divisdo entre o somatoério dos pontos encontrados e

0 somatorio dos pontos totais do sistema e é expresso em porcentagem.

3.12 Morfometria do Tecido Adiposo

A densidade das células adiposas foi analisada através do software STEPanizer com 10
campos por animal e 5 animais por grupo, com a utilizacdo de duas linhas proibidas na parte
superior da imagem para evitar a ocorréncia de superestimacfes. O diametro das células
adiposas foi analisado no software Image-Pro Plus versdo 7.0 em 5 adipdcitos por imagem e 5

animais por grupo.

3.13 Andlises Bioquimicas

3.13.1 Marcadores hioguimicos de estado nutricional e avaliacdo da toxicidade

Os parametros bioquimicos foram analisados no plasma. A albumina, as proteinas
totais, a creatina quinase (CK) e as enzimas hepaticas aspartato amino transferase (AST) e
alanina amino transferase (ALT) foram avaliadas seguindo os protocolos dos kits comerciais
(Bioclin, Belo Horizonte, Brasil) e lidas em leitor automatizado. Os resultados para albumina e
proteinas totais foram expressos em mg/dL e os resultados da CK, AST e ALT foram expressos
em UI/L.
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3.13.2 Perfil lipidico

As analises de colesterol total, triglicerideos, lipoproteinas de alta densidade (HDL-c),
lipoproteinas de baixa densidade (LDL-c) plasmaticas foram determinados por ensaios
colorimétricos através de Kits comerciais (Bioclin, Belo Horizonte, Brasil). As lipoproteinas de
muito baixa densidade (VLDL) foram calculadas pela relacdo entre a concentracdo de
triacilglicerdis/5 (FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972). As analises foram feitas
em duplicatas e os resultados expressos em mg/dL.

Para as analises de colesterol e triglicerideos hepaticos, 1mL de &lcool isopropilico foi
adicionado a 50g de amostra, com posterior processamento em sonicador durante 8 minutos a
40% de amplitude. Em seguida, centrifugado por 10min a 4°C e 5900rpm. O sobrenadante foi
coletado e utilizado em kit semi-automatico (Bioclin, Belo Horizonte, Brazil) com leitura
realizada em 500 nm em espectrofotometro (Bioclin).

3.13.3 Glicemia

Apds jejum de 6 horas, foi realizada seccdo proxima a extremidade (cerca de 5 mm) da
cauda do animal e os niveis de glicose dos animais foram determinados a partir do sangue
coletado em fita propria e avaliado em medidor automéatico (Accu-Check Active; Roche,
Mannheim, Germany). Os valores encontrados foram expressos em mg/dL.

3.13.4 Insulina

A avaliagdo da concentragdo de insulina sérica foi realizada pelo método de
radioimunoensaio atraves do kit Insulin 1251 Ria (MP Biomedicals, LLC-Orangeburg, NY). As

analises foram feitas em duplicatas e os resultados expressos em pUI/mL.



35

3.13.5 Leptina
A concentracdo serica de leptina foi avaliada através da técnica de ELISA utilizando kit

comercial Boster Biological Engineering Co., Ltd. (Wuhan, China), de acordo com instrucfes

descritas pelo fabricante.

3.13.6 indice HOMA-IR

O indice de resisténcia a insulina foi calculado através do indice HOMA (Homesostasis
Model Assessment) calculado pela formula abaixo, de acordo com MATTHEWS et al. (1985).

3.13.7 Avaliacdo da excrecdo fecal de esterdis neutros

As analises de esterois neutros e acidos biliares nas fezes foram realizadas em parceria
com o Laboratério de Bioguimica Clinica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sdo Paulo (FCF-USP). Amostras de fezes foram coletadas ao longo do final de
trés dias do periodo de experimentacdo, liofilizados, macerados e armazenados a -80 °C
(AUSMAN et al., 1993). Cerca de 200 mg de macerado de fezes foram adicionadas & 4 mL de
uma solucdo de metanol/cloroférmio (50:50) durante 1 h a 100 °C. As amostras foram, em
seguida, resfriadas em temperatura ambiente e foram centrifugadas a 1500 rpm durante 10 min.
O sobrenadante foi removido a partir do sedimento fecal e transferido para um frasco de
borosilicato de 8 mL. Os sobrenadantes foram evaporados utilizando Ns.

Em seguida, 4 mL de uma solucdo 0,1 mol/L de NaOH/etanol (10:90, v/v) foi
adicionada a cada amostra, e aquecido a 100 °C durante 30 min. As amostras foram deixadas a
arrefecer até a temperatura ambiente, o solvente foi removido e transferido para tubos de
ensaio. Agua (5 mL) e hexano (3 mL) foram adicionados ao solvente seguido por agitacio em
vortex e centrifugacdo a 1500 rpm durante 2 min. A fase aquosa foi retirada e ajustada para um
volume final de 10 mL com adic¢do de NaOH 0,1 mol/L. Foi removido 1 mL para quantificacdo
enzimética de acidos biliares totais, de acordo com instru¢des do fabricante (Sigma-Aldrich,

Darmstadt, Germany). A fase de hexano superior foi removida e acondicionada em frasco e
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acrescida de 1 mL de 5-a-colestano (240 mg/L) (Sigma-Aldrich) e o volume ajustado para 10
mL com hexano. Em seguida, 2 mL desta solugdo foram retirados e secos utilizando N,. Ao
final, 100 pL do reagente Tri-Sil (Thermo Scientific™, USA) foi adicionado e a mistura
aquecida a 85 °C por 20 min, seguido de evaporacdo e ressuspensdo em 100 pL de
diclorometano. Em seguida, 1 pL foi injetada e analisada por cromatografia gasosa capilar.

Os esterois neutros foram analisados usando um cromatografo de fase gasosa GC-14A
com um detector de ionizacdo de chama Shimadzu (Kyoto, Japdo) e coluna capilar de 50 m x
0,2 mm HP-1 (Hewlett Packard, Andover, MA). As temperaturas do injetor e do detector foram
fixadas em 300 °C. A temperatura inicial da coluna foi de 220 °C e foi aumentada para 300 ° C
a uma velocidade de 2 °C/min. A temperatura final foi mantida durante 10 min. O fluxo da
coluna foi de 1,5 ml/min. As areas de pico foram quantificadas utilizando um integrador
Shimadzu CR501. Quantificacdo e identificacdo de esterdis neutros foram baseadas nos

padrdes (Sigma-Aldrich).

3.14 Western Blot

A lise do tecido hepatico foi realizada através de tampao homogeneizador e inibidor de
protease. O homogenato foi centrifugado a 3200 rpm durante 20 min a 4°C. O sobrenadante foi
coletado e quantidades equivalentes de proteina foram suspensas em tampéo de amostra a 95°C
durante 5 min. A eletroforese foi realizada com aliquotas de 30 g de proteina transferidas para
membranas de nitrocelulose (Hybond-P/GE Healthcare, Madison, WI). O peso molecular
utilizado como padrdo foi o Full Range Raibon Molecular Weight Marker (GE Healthcare,
EUA). Apos a transferéncia, as membranas foram bloqueadas com solucdo de fosfato e tween
10 (0,1%) (TBS-T) e albumina bovina (5%) e incubadas overnight com anticorpo primario
policlonal de imunoglobulina G desenvolvido em coelho para SREBP1c, HMG-CoA redutase,
pAMPK, AMPK, ACC, pACC, ABCG5 e ABCGS, desenvolvido em cabra para AMPK e
desenvolvido em ratos para B-actina (1:1.000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA). Todos os resultados foram normalizados pela (-actina, utilizada como controle para
proteina estrutural celular. Apds o tempo de incubacéo, as membranas foram lavadas com TBS-
T e incubadas com anticorpo secundario para rato, cabra ou coelho durante 1h e lavadas
novamente. Para revelacédo foi utilizada solu¢do de ECL do kit de deteccdo (GEHealthcare,

Madison, WI) e os sinais foram visualizados em equipamento de deteccdo ChemiDoc XRS+
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(Bio-Rad Laboratérios, S&o Paulo, Brasil). A quantidade proteica foi determinada em software
Image-Pro Plus verséo 7.0.

3.15 Analises Estatisticas

Os resultados foram expressos em media + erro padrdo da média. Para verificar se 0s
dados seguiam a distribuicdo Gaussiana foi aplicado o teste de Kolmogorov-Srminorv. Para
analise de variancia foi utilizado one way ANOVA ou Kruskall-Wallis com significancia
estatistica para p < 0,05. Quando aplicaveis, as diferencas entre os grupos foram avaliadas por

pos teste de Tukey ou Dunn. As anélises foram feitas no software GraphPad Prism versdo 6.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao da farinha do caroc¢o do acai

A composicdo centesimal da FCA apresentou em meédia maior quantidade de
carboidratos, com 91,1 g em 100g de FCA. As proteinas compdem cerca de 6,79 e lipideos
2,29. Além disso, a FCA apresentou 9,6g de fibras, sendo a maior parte de fibras insollveis
(9,39) e apenas 0,3g de fibras soltveis. Minerais como sodio, célcio, potassio, ferro, zinco,
magnésio, cobre, manganés e fosforo também fazem parte da composicdo da farinha. A
concentracdo média de polifenois totais da farinha do caro¢o do acai estudada foi de 19,95 +
2,7 mg GAE.g-1.

Quadro 2 - Composicéo centesimal da farinha do caroco do agai

Farinha do caro¢o do agai (100g)

Energia 411,4 Kcal

Carboidrato 91,1+£23 g

Fibras | 96+ 1,1¢g

Fibras InsolGveis | 9,3+ 1,7 ¢

Fibras solGveis | 0,3+0,0g

Proteina 6,7 £129g
Lipideos 22+06 g
Sodio 17 £ 3,3 mg
Calcio 281,9+12,3mg
Potéassio 273,3 £23mg
Ferro 15+ 0,1mg
Magnésio 56,7 £7,1 mg
Zinco 0,55+0,0 mg
Cobre 0,15 +0,0 mg
Fosforo 16,22 + 0,9 mg

Manganés 2,83+0,18 mg
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4.2 Evolucéo ponderal

Na primeira semana de experimento ndo houve diferenca significativa do ganho de peso
entre os animais dos diferentes grupos experimentais (Fig. 7). A partir da segunda semana, o
ganho de peso dos animais do grupo controle que recebeu a racdo com a FCA (CA30) foi
significativamente menor (p < 0,05) que o dos grupos controle (CG) e hiperlipidicos (HFD e
HFA15). O tratamento com a FCA exerceu efeito protetor no ganho de peso dos animais de
todos os grupos tratados, demonstrando diferenca significativa (p < 0,05), a partir da quinta

semana e sendo mantido até a tltima pesagem, na décima segunda semana.

Figura 6 — Ganho ponderal dos animais com diferentes dietas

45 -
& G ¥~ HFA15

-& CA30 - HFA30 o4 i s
40+ =& HFD

35

30

Peso (g)/animal

25 4

20 4

Semanas

Legenda: Animais dos grupos Controle (CG), controle com 30% de FCA (CA30), hiperlipidico (HFD),
hiperlipidico com 15% de FCA (HFA15) e hiperlipidico com 30% de FCA (HFA30).

Nota: Valores representam a média + erro padrdo da média. * p<0,05 em relacdo ao grupo CG,+ p<0,05 em
relacdo ao grupo HFD e # p<0,05 em relagdo ao grupo CA30.
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4.3 Consumo alimentar e digestao proteica aparente

O consumo medio da dieta durante as 12 semanas foi significativamente maior (p <
0,05) no grupo hiperlipidico com 30% da FCA (HFA30) quando comparado ao grupo
hiperlipidico (HFD) em gramas e em quilocalorias (Figs. 7A e B) e maior (p < 0,05) quando
comparado ao grupo controle (CG) em quilocalorias (Fig. 7B). Os outros grupos mantiveram o
consumo em gramas e em quilocalorias em valores proximos, sem diferenca estatistica.

N&o houve diferenca significativa entre os grupos para a avaliacdo da digestilibidade
proteica aparente da dieta consumida (Fig. 7 C).

Figura 7 — Consumo da dieta por animal e por dia em gramas e em quilocalorias e digestibilidade proteica aparente
das dietas oferecidas
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Legenda: Animais dos grupos Controle (CG), controle com 30% de FCA (CA30), hiperlipidico (HFD),
hiperlipidico com 15% de FCA (HFAL5) e hiperlipidico com 30% de FCA (HFA30). Consumo em
gramas por dia (A), consumo em quilocalorias por dia (B) e Digestibilidade proteica aparente (C).

Nota: Valores representam a média + erro padrdo da média. * p<0,05 em relacdo ao grupo CG,+ p<0,05 em
relacdo ao grupo HFD e # p<0,05 em relagdo ao grupo CA3O0.
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4.4 Composicéao corporal

A quantidade média de massa gorda corporal dos animais do grupo HFD foi
significativamente maior (p < 0,05) comparada aos grupos CG e CA30 (Fig. 8 B). A adi¢éo da
FCA resultou em menor (p < 0,05) massa gorda corporal do grupo HFAL5, comparada ao
grupo HFD (Fig. 8B). Todos os grupos com dietas hiperlipidicas apresentaram maior
quantidade de massa gorda (p < 0,05), comparados ao grupo controle tratado com FCA
(CA30). Nao houve diferenca entre os grupos para 0s parametros de massa magra e de gordura
corporal total (Fig 8 A e C).

Figura 8 — Efeito da adi¢cdo da FCA na composicao corporal
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Legenda: Animais dos grupos Controle (CG), controle com 30% de FCA (CA30), hiperlipidico (HFD),
hiperlipidico com 15% de FCA (HFA15) e hiperlipidico com 30% de FCA (HFA30). Massa magra (A),
massa gorda (B) e gordura corporal (C).

Nota: Valores representam a média + erro padrdo da média. * p<0,05 em relacdo ao grupo CG,+ p<0,05 em
relacdo ao grupo HFD e # p<0,05 em relagdo ao grupo CA3O0.
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4.5 Marcadores bioquimicos de estado nutricional e avaliagao da toxicidade

As analises dos parametros de aspartato amino transferase (AST), alanina amino
transferase (ALT) e creatina quinase (CK) demonstraram um aumento significativo (p < 0,05)
no grupo HFD. Nao houve diferenca entre os outros grupos. Os valores das proteinas totais e

albumina ndo foram diferentes entre os grupos.

Tabela 2 — Marcadores bioquimicos de estado nutricional e avaliacdo da toxicidade da FCA

Pardmetros CG CA30 HFD HFA15 HFA30

ALT /TGP (UI/L) 24,9 + 3,0 254 +1,4° 35,5 + 3,8 240+ 1,7° 249+21°
AST /TGO (UI/L) 36,1+24° 36,7+29° 46,5+2,7° 335+3,0° 36,2 £2,0°
CK (UI/L) 302 +4,7% 301,6 +17,9° 379,8+16,3" 284,4 + 24,6° 291,5+20,7%
Albumina (mg/dL) 3,9+0,4° 3,5+0,6° 3,7+05° 4,0+0,9 3,8+0,6°
Proteina Total (mg/dL) 56+0,7 57+05° 58+1,0° 6,2+0,9° 6,6 +0,8°

Legenda: Animais dos grupos Controle (CG), controle com 30% de FCA (CA30), hiperlipidico (HFD),
hiperlipidico com 15% de FCA (HFA15) e hiperlipidico com 30% de FCA (HFA30).
Nota: Valores representam a média * erro padrdo da média. Letras diferentes representam significancia estatistica.
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4.6 Glicemia

A concentracdo sérica de glicose foi maior (p < 0,05) no grupo HFD comparada aos
grupos CG e CA30 e houve reducéo significativa (p < 0,05) das concentracfes de glicose nos
grupos que consumiram a FCA (HFA15 e HFA30) comparadas ao grupo HFD.

Figura 9 — Efeito da adicdo da FCA nas concentra¢des de glicose plasmatica
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Legenda: Animais dos grupos Controle (CG), controle com 30% de FCA (CA30), hiperlipidico (HFD),
hiperlipidico com 15% de FCA (HFA15) e hiperlipidico com 30% de FCA (HFA30).

Nota: Valores representam a média + erro padrdo da média. * p<0,05 em relacdo ao grupo CG,+ p<0,05 em
relacdo ao grupo HFD e # p<0,05 em relacdo ao grupo CA30.
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4.7 Resisténcia a Insulina

A concentragdo seérica de insulina foi maior (p < 0,05) no grupo HFD comparado aos
grupos CG e CA30 e menor (p < 0,05) nos grupos que consumiram a FCA (HFA15 e HFA30)
comparados ao grupo HFD.

O parametro que avalia a resisténcia a insulina, HOMA-IR, foi maior (p < 0,05) no
grupo HFD comparado aos controles e os grupos hiperlipidicos tratados com a FCA

demonstraram reducéo significativa (p < 0,05) nesse parametro quando comparados ao grupo
HFD.

Figura 10 — Efeito da adi¢do da FCA nas concentragdes séricas de insulina e no indice HOMA-
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Legenda: Animais dos grupos Controle (CG), controle com 30% de FCA (CA30), hiperlipidico (HFD),
hiperlipidico com 15% de FCA (HFA15) e hiperlipidico com 30% de FCA (HFA30). Niveis séricos de
insulina (B) e indice HOMA-IR (B).

Nota: Valores representam a média + erro padrdo da média. * p<0,05 em relacdo ao grupo CG,+ p<0,05 em
relacdo ao grupo HFD e # p<0,05 em relagdo ao grupo CA30.
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4.8 Leptina

As concentracdes séricas de leptina encontradas nos grupos HFD e HFA15 foram
maiores (p < 0,05) que as dos grupos controles CG e CA30. Os animais dos grupos
hiperlipidicos tratados com FCA (HFA15 e HFA30) demonstraram menores concentragdes de
leptina (p < 0,05).

Figura 11 — Efeito da adi¢do da FCA nas concentracGes séricas de leptina

25000 7 * #
. 20000+
-
E x H#+
> .
g 15000 T
©
£ 100004
o +
(4] —
-

o i

0 r T r
CG CA30 HFD HFA15 HFA30

Legenda: Animais dos grupos Controle (CG), controle com 30% de FCA (CA30), hiperlipidico (HFD),
hiperlipidico com 15% de FCA (HFA15) e hiperlipidico com 30% de FCA (HFA30).

Nota: Valores representam a média + erro padrdo da média. * p<0,05 em relacdo ao grupo CG,+ p<0,05 em
relacdo ao grupo HFD e # p<0,05 em relacdo ao grupo CA30.
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4.9 Perfil Lipidico Plasmético

As concentracdes séricas de triglicerideos, VLDL e colesterol total apresentaram
maiores valores no grupo HFD (p < 0,05) comparados ao grupo controle (Fig. 12 A, Be C). A
adicdo da FCA preveniu 0 aumento desses parametros nos grupos HFA15 e HFA30 (p < 0,05).
Foi observada menor concentracdo sérica de colesterol no grupo CA30 (p < 0,05) quando
comparada ao grupo controle (Fig. 12 C). As concentracgdes séricas de HDL-c no grupo HFA15

foram menores (p < 0,05) quando comparadas ao grupo HFD (Fig. 12 D).

Figura 12 — Efeito da adi¢do da FCA no perfil lipidico plasmatico
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Legenda: Animais dos grupos Controle (CG), controle com 30% de FCA (CA30), hiperlipidico (HFD),
hiperlipidico com 15% de FCA (HFA15) e hiperlipidico com 30% de FCA (HFA30). Triglicerideo sérico
(A), VLDL sérico (B), Colesterol total sérico (C) e HDL-c sérico (D).

Nota: Valores representam a média + erro padrdo da média. * p<0,05 em relacdo ao grupo CG,+ p<0,05 em
relacdo ao grupo HFD e # p<0,05 em relag¢do ao grupo CA30.



47

4.10 Peso e Volume do Figado

O peso do tecido hepatico do grupo HFD foi maior (p < 0,05) que dos grupos CG e
CA30 (Fig 13 A). Os grupos que receberam as dietas adicionadas da FCA (HFA15 e HFA30)
apresentaram valores de peso menores (p < 0,05), que o do grupo HFD, ndo sendo diferentes do
controle (CG). O peso do tecido hepético do grupo CA30 ainda foi menor que o do controle
(CG).

O volume hepético dos animais do grupo HFD foi maior (p < 0,05) que dos grupos CG
e CA30 (Fig. 13 B). A adicao da FCA resultou em menor (p < 0,05) volume hepéatico nos
grupos HFA15 e HFA30 quando comparados ao grupo HFD. O grupo HFA30 também

apresentou menor volume hepatico (p < 0,05) quando comparado ao grupo CG.

Figura 13 — Efeito da adi¢do da FCA no peso e volume hepaticos
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Legenda: Animais dos grupos Controle (CG), controle com 30% de FCA (CA30), hiperlipidico (HFD),
hiperlipidico com 15% de FCA (HFA15) e hiperlipidico com 30% de FCA (HFA30). Peso do figado (A)
e volume do figado (B).

Nota: Valores representam a média + erro padrdo da média. * p<0,05 em relacdo ao grupo CG,+ p<0,05 em
relacdo ao grupo HFD e # p<0,05 em rela¢do ao grupo CA30.
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4.11 Perfil Lipidico Hepatico

As concentracdes hepaticas de triglicerideos foram maiores (p < 0,05) no grupo HFD
quando comparadas as dos grupos CG e CA30 (Fig. 14 A). Os valores dos grupos HFA15 e
HFA30 se mostraram menores (p < 0,05) comparados ao grupo HFD, mas permaneceram
ainda maiores que os dos grupos CG e CA30.

O grupo HFD também apresentou maiores concentracdes de colesterol hepatico (p <
0,05) comparado aos grupos CG e CA30 (Fig. 14 B). A adicdo da FCA resultou em valores
menores (p < 0,05) de colesterol hepatico, nos grupos HFA15 e HFA30, comparados aos do

grupo HFD, ndo sendo diferentes do controle (CG).

Figura 14 — Efeitos da adi¢do da FCA no perfil lipidico hepatico
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Legenda: Animais dos grupos Controle (CG), controle com 30% de FCA (CA30), hiperlipidico (HFD),
hiperlipidico com 15% de FCA (HFA15) e hiperlipidico com 30% de FCA (HFA30). Triglicerideo
hepatico (A) e Colesterol hepético (B).

Nota: Valores representam a média + erro padrdo da média. * p<0,05 em relacdo ao grupo CG,+ p<0,05 em
relacdo ao grupo HFD e # p<0,05 em relagdo ao grupo CA30.
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4.12 Esteatose hepética

O percentual de esteatose hepatica foi mais elevado (p < 0,05) no grupo HFD
comparado aos grupos CG e CA30 (Fig. 15 A). Os grupos que receberam a dieta com adicdo da
FCA (HFA15 e HFA30) ndo desenvolveram esteatose hepética, apresentando valores
semelhantes aos dos grupos CG e CA30. A analise histologica do tecido hepético corado com
eosina e hematoxilina revelou a maior presenca de goticulas de gordura nos hepatocitos dos
animais do grupo que recebeu a dieta hiperlipidica comercial (HFD) (Fig. 15 B). Todos 0s
grupos tratados com a dieta hiperlipidica adicionada de FCA apresentaram menores goticulas,
evidenciando menor percentual de gordura nos hepatocitos dos animais.

Figura 15 — Efeitos da adi¢do de FCA na esteatose hepatica
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Legenda: Animais dos grupos Controle (CG), controle com 30% de FCA (CA30), hiperlipidico (HFD),
hiperlipidico com 15% de FCA (HFA15) e hiperlipidico com 30% de FCA (HFA30). Esteatose hepatica
(A) e Cortes representativos do figado corado com HE (B).

Nota: Valores representam a média * erro padrdo da média. * p<0,05 em relacdo ao grupo CG,+ p<0,05 em
relacdo ao grupo HFD e # p<0,05 em relacdo ao grupo CA30.
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4.13 Excrecdo Fecal de esterois neutros e acidos biliares

O peso seco das fezes dos animais que consumiram as dietas com adicdo da FCA foi
significativamente maior (p < 0,05) comparado aos grupos que consumiram as dietas padroes.

A gquantidade de colesterol total presente nas fezes dos animais que consumiram a dieta
hiperlipidica com adicdo de 30% da FCA (HFA30) foi maior (p < 0,05) quando comparada a
dos outros grupos. As fragOes de colesterol representadas pelo colestanol e coprastanol foram
encontradas em maior quantidade (p < 0,05) nos grupos que consumiram as dietas adicionadas
da FCA.

Os grupos HFA15 e HFA30 excretaram mais &cidos biliares (p < 0,05) quando
comparados ao grupo HFD.

Tabela 3 — Efeitos do consumo da farinha do carogo acai na excrecao fecal de esterdis neutros

Fezes (3 dias) CG CA30 HFD HFA15 HFA30
Peso seco (g) 33+01"  58+01" 51+0.2" 72+05" 9+04"
Colesterol (pmol) 726+33°  839.7+441 6943+301 12524844 1561+ 230.9
Colestanol (umol) 23+1.1° 19.3+0.8" 22+20 386+17  433+14
Coprastanol (umol) 1111 366469 126+12°  366+12  37.6+13"

Total de &cidos
b b
biliares (umol) 157.7+55  228+127  160.3+103"  370.3+17.9 357 + 28

Legenda: Animais dos grupos Controle (CG), controle com 30% de FCA (CA30), hiperlipidico (HFD),
hiperlipidico com 15% de FCA (HFA15) e hiperlipidico com 30% de FCA (HFA30).
Nota: Valores representam a média * erro padrdo da média. Letras diferentes representam significancia estatistica.
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4.14 Expressdo de proteinas envolvidas na sintese de lipideos e excre¢do de colesterol

A expressdo do fator adipogénico de transcricado SREBP-1c foi menor (p < 0,05) no

grupo HFA30 quando comparado ao grupo HFD (Fig. 16 A). Os outros grupos nao

apresentaram diferenca estatistica. A relagdo entre a expressao das proteinas pACC e ACC foi

maior no grupo HFA30 em comparagdo aos grupos controle (CG e CA30) e HFD. (Fig 16.B).

A relacdo entre a expressao das proteinas pAMPK e AMPK foi maior no grupo HFA30 em

comparacédo aos grupos controle (CG e CA30) e HFD. (Fig 16.C).

Figura 16 — Efeitos da adi¢do da FCA na expressdo de proteinas envolvidas na lipogénese
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Legenda: Animais dos grupos Controle (CG), controle com 30% de FCA (CA30), hiperlipidico (HFD),
hiperlipidico com 15% de FCA (HFA15) e hiperlipidico com 30% de FCA (HFA30). Expressédo proteica
de SREBP-1c (A), relacdo entre acetil-CoA carboxilase fosforilada (pACC) e acetil-CoA carboxilase
(ACC) (B) e relacdo entre pAMPK e AMPK (C).

Nota: Valores representam a média + erro padrdo da média. * p<0,05 em relacdo ao grupo CG,+ p<0,05 em

relacdo ao grupo HFD e # p<0,05 em relagdo ao grupo CA30.
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A enzima HMG-CoA redutase do grupo HFA30 apresentou menor expressao (p < 0,05)

em relacdo ao grupo HFD (Fig. 17 A). Os demais grupos ndo apresentaram diferenca estatistica

para a expressdo dessa enzima.

A expressao dos transportadores ABCG5 e ABCG8 nao foi diferente entre os grupos

HFD e controle CG, mas foi menor (p < 0,05) no grupo HFD em relacdo ao grupo CA30 (Fig.

17 B e C). A adicdo da FCA aumentou significativamente (p < 0,05) a expressdo do ABCG5

em

tecido hepatico dos grupos HFA15 e HFA30 comparada a dos grupos HFD e CG (Fig 17B).

A expressdo do ABCGS8 foi maior (p < 0,05) em todos os grupos que receberam dieta com
adicdo de FCA (CA30, HFA15 e HFA30), comparada ao grupo CG (Fig. 17 C) e a expressdo
do transportador foi maior (p < 0,05) no grupo HFA15 em relagéo ao HFD.

Figura 17 — Efeitos da adicdo da FCA na expressdao de proteinas envolvidas na sintese e
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Legenda: Animais dos grupos Controle (CG), controle com 30% de FCA (CA30), hiperlipidico (HFD),

hiperlipidico com 15% de FCA (HFA15) e hiperlipidico com 30% de FCA (HFA30). Expressédo proteica
de HMG-Coa redutase (A) ABCG5 (B) e ABCG8 (C).

Nota: Valores representam a média + erro padrdo da média. * p<0,05 em relagdo ao grupo CG,+ p<0,05 em

relacdo ao grupo HFD e # p<0,05 em relagdo ao grupo CA30.
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4.15 Peso do tecido adiposo

A quantidade de tecido adiposo retroperitoneal foi significativamente maior (p < 0,05)
nos animais que consumiram a dieta hiperlipidica (HFD) comparados aos animais do grupo
controle CG e CA30 (Fig. 18 A). Os animais do grupo HFA30 apresentaram menor quantidade
(p < 0,05) desse tecido comparado ao grupo HFD.

Os animais do grupo HFA30 também demonstraram menor (p < 0,05) quantidade de
tecido adiposo epididimério, comparados aos do grupo HFD (Fig. 18 B). O grupo HFD
apresentou maior quantidade (p < 0,05) desse tecido quando comparado ao grupo CA30.

Figura 18 — Efeitos da adi¢do da FCA no tecido adiposo
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Legenda: Animais dos grupos Controle (CG), controle com 30% de FCA (CA30), hiperlipidico (HFD),
hiperlipidico com 15% de FCA (HFA15) e hiperlipidico com 30% de FCA (HFA30). Tecido adiposo
retroperitoneal (A) e Tecido adiposo epididimario (B).

Nota: Valores representam a média + erro padrdo da média. * p<0,05 em relagcdo ao grupo CG,+ p<0,05 em
relacdo ao grupo HFD e # p<0,05 em relagdo ao grupo CA30.
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4.16 Morfometria do tecido adiposo

O diametro dos adipdcitos foi menor (p < 0,05) nos animais com dieta controle
adicionada de 30% de FCA (CA30) comparados aos do grupo CG (Fig. 19 A e B). O grupo
HFD apresentou diametros maiores (p < 0,05) que os encontrados no grupo CG. Adipdcitos de
menor didametro (p < 0,05) foram observados no grupo HFA30 comparados aos do grupo HFD
(Fig. 19 A e B). A densidade de adipdcitos do grupo HFD foi menor (p < 0,05) quando
comparada a dos grupos CG e CA30 (Fig. 19 A e C). As laminas histolégicas do tecido adiposo
coradas com eosina e hematoxilina mostram o aumento da quantidade de goticulas de gordura
no grupo HFD comparado aos outros e a reducdo das goticulas nos grupos tratados com FCA,

exceto no grupo HFA15.

Figura 19 — Efeitos da adi¢do da FCA no tecido adiposo
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Legenda: Animais dos grupos Controle (CG), controle com 30% de FCA (CA30), hiperlipidico (HFD),
hiperlipidico com 15% de FCA (HFA15) e hiperlipidico com 30% de FCA (HFA30). Cortes
representativos do tecido adiposo corado com HE (A) e Diametro de adipdcitos (B) e Densidade de
adipdcitos (C).

Nota: Valores representam a média + erro padrdo da média. * p<0,05 em relagdo ao grupo CG,+ p<0,05 em
relacdo ao grupo HFD e # p<0,05 em relagdo ao grupo CA30.
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5 DISCUSSAO

O acai é um fruto tropical, rico em compostos fenolicos, sendo 85% do seu peso
composto pelo carogo. O extrato hidroalcodlico do caroco do agai vem sendo objeto de estudos
que demonstram um papel importante no tratamento e prevencdo das caracteristicas
metabolicas e fenotipicas da sindrome metabdlica, assim como a reducdo da massa corporal,
diminuicdo da lipogénese e aumento da expressdao de transportadores responsaveis pela
excrecédo de colesterol (DE OLIVEIRA et al., 2010, 2015).

No presente estudo, a inclusdo da FCA na dieta hiperlipidica ofertadas a animais recém
desmamados apresentou impacto na prevencdo de acumulo de tecido adiposo, esteatose
hepatica, dislipidemias e na manutencdo dos niveis seéricos de marcadores bioquimicos de
estado nutricional. A FCA promoveu menor lipogénese e maior a excrecdo de lipideos por
meio da regulacdo de receptores, transportadores e da cascata de sinalizacdo de lipogénese,
além do aumento da excrecdo de esterdis neutros e acidos biliares.

Também foi determinada a composicdo centesimal da FCA, o que permitiu a
comparagdo com a composicdo da polpa ja demonstrada anteriormente (ROGEZ, 2000;
SCHAUSS et al., 2006). Os novos dados do presente estudo, mostram que a FCA, apresentou
menor teor lipidico e proteico e maior quantidade de carboidrato total que o da polpa. Em
estudo recente sobre os frutos da jussara (Euterpe edulis Mart.) e da jabuticaba (Myrciaria
jaboticaba (Vell.) O. Berg), rico em compostos fendlicos, Inada et al., 2015 demonstraram que
a composicdo dos carocos desses dois frutos possui conteidos similares aos encontrados neste
estudo. O carogo da jussara e 0 carogo da jabuticaba apresentam quantidades proximas de
carboidrato quando comparadas ao caroco do acai. A FCA possui maior teor lipidico entre os
trés, engquanto a jabuticaba aparece com maior valor proteico, proximo a FCA. O conteudo
mineral encontrado na FCA também é de suma importancia, visto que o céalcio encontrado
corresponde a 28,2% da Recommended Dietary Allowances (RDA) para homens e mulheres
(OTTEN; HELLWIG; MEYERS, 2006). Também estdo presentes o ferro, potassio, fésforo,
zinco, cobre e magnésio, entretanto, em menor quantidade do que a encontrada no carogo da
Jussara (INADA et al., 2015).

Embora alguns estudos revelem uma maior saciedade e, portanto, menor consumo
dietético quando ha presenca de fibras na dieta (STORY, 1985), os animais que receberam a
FCA né&o reduziram o consumo. Ainda assim, os animais do grupo HFA30, que consumiram a

maior quantidade da dieta (em calorias e em gramas), apresentaram menor ganho de peso
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quando comparados ao grupo HFD. Da mesma forma, o grupo CA30 e HFAL5 obtiveram
menor ganho de peso quando comparados ao GC e HFD.

Altas concentracdes plasmaticas de AST e ALT remetem ao dano hepatico e séo
considerados marcadores especificos clinicos de hepatotoxicidade (OZER et al., 2008). O
grupo CA30 foi planejado no estudo com a finalidade de esclarecer se o uso da FCA poderia
trazer danos toxicos aos animais, ja que se trata da maior concentracdo de FCA consumida pelo
grupo com dieta hiperlipidica. As concentraces normais dessas aminotransferases, observadas
ndo s6 no grupo CA30, mas também nos grupos HFA15 e HFA30 indicam que ambos 0s
percentuais de FCA escolhidos para a realizagdo deste estudo, ndo promovem alteragdes
bioguimicas envolvidas na toxicidade hepética. As laminas histoldgicas do tecido hepético
apresentaram o tecido integro nos grupos que consumiram a FCA, reiterando que ndo houve
danos nos hepatdcitos advindos do consumo dietético experimental.

O marcador bioquimico CK também foi avaliado para verificar possiveis danos no
miocardio, musculo e figado dos animais e nenhuma alteragdo foi encontrada. A albumina e a
proteina total sdo conhecidas como parametros que indicam a condicdo proteica (JAMES;
HAY, 1968). Os resultados ndo demonstraram alteracdes nos grupos que consumiram a FCA,
reafirmando que ndo houve danos ou prejuizo no crescimento e desenvolvimento desses
animais. Este dado também corrobora com a digestibilidade proteica aparente, demonstrando
que a adicdo da FCA ndo influenciou o aproveitamento dietético da proteina ingerida. Com
esses parametros, inferimos que, ndo ha danos metabdlicos para o consumo da FCA nas
concentracdes escolhidas para este estudo.

Foram observados no grupo HFD o aumento da glicemia, insulina e maior HOMA-IR, o
que ja foi relatado em diversos trabalhos publicados anteriormente (FRAULOB et al., 2010;
PARADIS et al., 2001). A utilizacdo da FCA impediu 0 aumento das concentracfes de glicose
e insulina, prevenindo o desenvolvimento da RI nos animais que consumiram 15 e 30% da
FCA nas dietas hiperlipidicas. Estes resultados com a FCA reforgam nossos estudos prévios
com o ASE, no mesmo modelo experimental (DE OLIVEIRA et al., 2010; 2015), sugerindo
uma importante acdo preventiva da FCA no desenvolvimento da hiperglicemia e RI. A
diminuicdo do peso corporal e adiposidade promovida pela FCA poderiam explicar em parte a
melhora da RI, j& que a obesidade pode levar a RI, intolerdncia a glicose e diabetes
(BASTARD et al., 2006).

As concentragdes plasmaticas aumentadas de leptina, no grupo HFD devem ser
decorrentes de uma maior sintese e secrecdo dessa adipocina pelo tecido adiposo. A

hiperleptinemia na obesidade esta geralmente relacionada com uma resisténcia ao efeito
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anorexigénico da leptina (CONSIDINE et al., 1996), refletindo seus depdsitos de gordura
aumentados (OLIVEIRA et al., 2013). Notavelmente, as menores concentracfes de leptina
apresentadas pelos grupos HFA15 e HFA30 foram dose-dependente em relacdo as quantidades
da FCA utilizadas nos grupos. Entretanto, apenas o grupo HFA15 teve a menor concentracao
de leptina correlacionada ao menor percentual de gordura corporal, sem alteracdo do consumo
alimentar, indicando uma possivel melhora da sensibilidade a leptina (Oliveira et al., 2015).
Apesar da leptina ser considerada um importante fator de regulacio da saciedade (JEQUIER,
2002), o consumo alimentar ndo foi associado as menores concentracdes de leptina encontradas
neste trabalho.

As dietas com alto teor lipidico favorecem as dislipidemias (XAVIER et al., 2013). O
grupo HFD apresentou maiores concentracGes de triglicerideos, VLDL, HDL e colesterol
plasmaticos. A FCA atuou na prevenc¢do das altas concentracdes plasmaticas e hepaticas dos
lipideos nos animais que consumiram a FCA junto a dieta hiperlipidica. Importante ressaltar
que em relacdo as concentracdes plasmaticas de colesterol, o grupo CA30 apresentou
concentracdes ainda menores que o grupo CG, indicando que a acdo da FCA nesse grupo pode
ter importante papel no controle da dislipidemia.

A relacdo da expressdo proteica entre as proteinas pAMPK e AMPK encontrou-se
aumentada no grupo HFA30, refletindo na maior relacdo da expressdo das proteinas pACC e
ACC no mesmo grupo. A ACC é responsavel por transformar a molécula de palmitato em
mevalonato, seguindo com a sintese de lipideos, e quando ativa passa a ndo atuar na via,
resultando na reducdo desse processo. A expressao do SREBP-1c, fator de transcri¢do que ativa
genes lipogénicos, bem como a expressdo da HMG-CoA redutase, enzima chave na sintese de
colesterol foram menores no grupo HFA30. Dessa forma, pode-se sugerir que a concentracéo
de 30% da FCA na dieta hiperlipidica foi capaz de diminuir a lipogénese. A menor quantidade
de tecido adiposo epididimario e retroperitoneal também foi mais expressiva no grupo HFA30,
embora também tenha sido encontrado menor contetdo do tecido adiposo retroperitoneal no
grupo HFA15. N&o houve diferenca na composicdo corporal dos animais, exceto no grupo
HFA15 que apresentou menor quantidade de massa gorda. Esse fato pode ser atribuido a menor
sintese de lipideos observada pela agdo da FCA.

A anélise morfométrica dos adipdcitos revelou que a menor densidade dessas células foi
encontrada no grupo HFA15, enquanto que a diminuicdo do didmetro foi mais eficaz nos
grupos CA30 e HFA30. Importante destacar que o grupo CA30 apresentou menor diametro e

densidade comparada ao grupo CG, remetendo a formacdo de células de adipdcitos
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hiperplésicas. A concentracdo de 30% de FCA parece ter um papel essencial em reduzir o
processo de lipogénese e reflete em menor ocorréncia da obesidade hipertréfica.

A hepatomegalia e a esteatose hepatica refletem o acumulo ectdpico de gordura no
figado e os animais obesos que consomem dieta hipercalorica e hiperlipidica apresentam maior
estoque de gordura nesse 0rgdo, demonstrado através do acimulo de triglicerideos e de forma
morfolégica através de depositos micro e macrovesiculares de goticulas de gordura
(CARMIEL-HAGGAI, 2004; LUDWIG; MCGILL; LINDOR, 1997). Dessa forma, as laminas
histoldgicas e a quantificacdo de gordura nos hepatdcitos, mostram que a esteatose hepatica nos
animais que consumiram a dieta hiperlipidica com ambos percentuais da FCA se apresentou
mais amena daquela observada quando é oferecida a dieta hiperlipidica sozinha, chegando a
assemelhar-se ao encontrado no grupo controle. Houve menor acimulo de triglicerideos e
menor peso e volume do figado nos grupos HFA15 e HFA30, ressaltando-se também a
importante reducdo do peso desse 6rgdo no grupo CA30.

Na obesidade a expressao da enzima HMG-Coa redutase encontra-se aumentada (WU et
al., 2013), o que também foi observado nesse estudo no grupo HFD. Os efeitos da FCA no
grupo HFA30 mostraram que a concentracdo de 30% da FCA auxiliou na reducdo da sintese de
colesterol, correlacionando com a menor expressao da HMG-Coa redutase. A agédo apresentada
pela FCA nos animais do grupo HFA30 sugerem que essa farinha pode ser estudada para
avaliacdo de seu uso como nutracéutico, ja que reduz a acdo da enzima HMG-Coa redutase
assim como o visto na acdo de farmacos da classe das estatinas. Os dados bioquimicos
confirmam a diminuicdo do colesterol circulante e também a menor concentracdo de colesterol
no figado nos grupos HFA15 e HFA30.

Os animais com dieta adicionada de FCA apresentaram menores concentragdes de
colesterol plasmatico, indicando uma possivel absorcdo reduzida desse esterol pelo intestino.
Schauss et al em 2006, demonstraram a presenca de fitoesterois e fibras alimentares no acai.
Acredita-se que os fitoesterois competem com o colesterol pelo sitio de absorcéo intestinal,
reduzindo seus niveis plasmaticos (HEINEMANN et al., 1991), sendo possivel entdo que
estejam envolvidos na reducéo da absor¢do do colesterol dietético.

De fato, a utilizacdo da FCA na dieta dos animais dos grupos hiperlipidicos contribuiu
para 0 aumento da expressdo dos transportadores ABCG5 e ABCG8. O aumento da expressao
desses transportadores esta correlacionado ao principal mecanismo de excrecdo biliar de
colesterol (VOLOSHYNA; REISS, 2011; YU et al., 2002). Esses dados corroboram com
trabalho anterior realizado pelo nosso grupo que também apresentou maior expressdo dos
transportadores ABCG5 e ABCG8 em animais tratados com o ASE (DE OLIVEIRA et al.,
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2015). Juntos, os transportadores ABCG5 e ABCG8 foram mais expressos no grupo HFAL5,
sugerindo que essa concentracdo na dieta hiperlipidica seria mais eficaz na excrecdo do
colesterol.

Neste estudo, demonstramos que 100g da FCA contém 9,69 de fibras, sendo a maior
parte (9,3g) de fibras insollveis. Na dieta oferecida aos animais, o percentual de 15% da FCA
contribuiu com a soma de 1,4g de fibras. Ja o percentual de 30% somou 2,8g de fibras a dieta
oferecida. A presenca destas fibras pode estar envolvida em parte do mecanismo de maior
excrecdo fecal de colesterol e também do menor ganho de peso encontrado nos animais que
consumiram a dieta com FCA. Apesar das fibras insollveis, aumentarem o bolo fecal e
melhorar o transito intestinal, também podem atuar nesse mecanismo impedindo a exposi¢do da
gordura no trato gastrointestinal, e assim a sua digestdo e absorcdo (SHIMIZU-IBUKA et al.,
2009).

Além disso, diversos estudos indicam que o aumento da ingestdo de fibras na dieta esta
correlacionado ao menor risco de doengas cardiovasculares, que pode ser atribuida ao seu efeito
positivo no conteddo lipidico plasmatico e no metabolismo de insulina e glicose (VEGA-
LOPEZ; FREAKE; FERNANDEZ, 2003; YOUDIM; MARTIN; JOSEPH, 2000).

Ainda em relacdo a excrecdo do colesterol, os dados fecais obtidos nesse estudo
agregam e apoiam a hipdtese de uma maior excrecdo de colesterol e suas fracdes colestanol e
coprastanol nos grupos HFA15 e HFA30. O peso seco das fezes e maior excrecdao dos acidos
biliares nesses grupos reforcam a hipotese de que a FCA atua diretamente na via de excre¢édo
do colesterol. O grupo CA30, com maior peso fecal, demonstra a importante acéo das fibras em
todos os grupos que consumiram a FCA. Nossa hipotese é reforcada por evidéncias recentes de
que a polpa de acai pode modular a expressdo dos genes envolvidos na homeostase do
colesterol no figado e aumentar a excrecdo fecal, reduzindo assim o colesterol sérico (DE
SOUZA et al., 2012).

Em suma, a FCA exerce agdo sistémica, possivelmente pelo conteddo de compostos
biativos, como ja demonstrado previamente por DE OLIVEIRA et al., 2015, e também exerce
acdo local, ja que houve aumento da excrecdo de colesterol e fragdes e acido biliar. A excrecdo
de &cido biliar esta relacionada com um maior sequestro de colesterol plasméatico para ser
conjugado aos acidos biliares, o que leva ao aumento da remocdo de colesterol hepatico e
plasmatico (WANG et al., 2012).

O uso da farinha do carogo de uva do tipo Chardonnay apresentou efeitos benéficos na
reducdo do colesterol plasmatico, da esteatose hepatica, da quantidade de gordura abdominal e

menor ganho de peso de hamsters machos que consumiram dietas hiperlipidicas. Esses estudos
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atribuem os efeitos @ modulagdo da microbiota a partir das fibras encontradas na farinha e
também dos compostos fenolicos presentes, como as catequinas e epicatequinas, a partir da
regulacdo da expressao de genes envolvidos no metabolismo de lipideos no figado e no tecido
adiposo, além dos genes relacionados ao colesterol e acidos biliares (KIM et al., 2014, 2015).
Outro estudo utilizando a farinha do caroco de abacate em modelo murino de
hipercolesterolemia encontrou resultados positivos na reducdo do colesterol e de LDL,
atribuidos ao total de fibras dietéticas e de compostos fendlicos presentes na farinha do carocgo
de abacate, contudo, ndo apresentaram possiveis mecanismos de acdo desses compostos.
(PAHUA-RAMOS et al., 2012).

Foi encontrado neste estudo, uma concentracdo meédia de polifenois totais da farinha do
caroco do acai de 19,95 mg GAE.g-1. De forma semelhante, DE OLIVEIRA et al., 2015
apresentou que o ASE é rico em polifenois e que eles exercem importante funcdo na prevencéo
de dislipidemias, ganho de peso e também no aumento da expressdo de transportadores
envolvidos na excregéo de colesterol. Dessa forma, os resultados aqui encontrados sugerem que
as fibras, ao lado dos mecanismos antioxidantes oferecidos pelos compostos fendlicos presentes
no acai podem ser importantes para que haja a reducdo da lipogénese e consequentemente
menor ganho de peso dos animais estudados, além da melhora no perfil lipidico, reducéo da
sintese e aumento da excrecdo de colesterol e acidos biliares.

No presente estudo, avaliamos a adicdo da FCA em uma dieta hiperlipidica no
desenvolvimento da obesidade. De forma semelhante, DE OLIVEIRA et al., 2015,
demonstraram que o efeito antiobesogénico do extrato do caroco do acai, rico em polifendis
esta relacionado a menor expressdo de proteinas envolvidas na lipogénese e na maior expressao
de transportadores de excrecdo de lipideos na prevencdo da obesidade. Estes achados,
adicionados dos dados de aumento da excrecdo de esterOis neutros encontrados em nosso
estudo, indicam que além dos polifenois encontrados na farinha do caroco do acai, as fibras
possuem papel importante na absorcdo e metabolismo de lipideos. O uso da FCA possibilita o

uso integral do caroco e também € importante por ser uma opc¢éo de uso direto na dieta.
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CONCLUSAO

Este estudo caracterizou a farinha do caroco do acai e avaliou os efeitos resultantes do
uso dessa farinha em modelo de obesidade murina induzida por dieta. Pode-se concluir entdo
que a FCA possui importante quantidade de carboidratos, com importante quantidade de fibras
e minerais e que ndo ha prejuizo no estado nutricional ou toxicidade no consumo dessa farinha.
Além disso, hd um efeito protetor no ganho de gordura corporal dos animais que consumiram a
dieta com FCA, que apresentaram menor lipogénese e sintese de colesterol, ao passo que
obtiveram maior excrecao de colesterol e &cidos biliares.

Os principais mecanismos propostos para tais efeitos benéficos envolvem: a acdo das
fibras dietéticas na reducdo da captacdo de colesterol dietético, bem como na excrecao
aumentada desse colesterol; a modulagéo das vias de sintese de colesterol, através da reducéao
da expressdo da HMG-Coa redutase e da excrecdo através do aumento da expressdo proteica
dos transportadores ABCG5 e ABCG8. Além da reducédo da lipogénese através da modulacdo
negativa da SREBP-1c e positiva da pAMPK e pACC.

Os resultados aqui encontrados apresentam uma possibilidade de manejo alimentar na
prevencdo da obesidade para que o carogo do acai seja utilizado de forma integral na dieta
como agente preventivo no sobrepeso e obesidade e em suas alteracfes metabdlicas.
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