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RESUMO

TEIXEIRA, Michelle Teixeira. Efeito do extrato hidroalcodlico de euterpe oleracea mart
(acai) sobre as alteracGes cardiovasculares e metabolicas em prole adulta de maes
submetidas a dieta rica em acido graxo trans durante a lactacdo. 2012. 109 f. Tese
(Doutorado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012.

O consumo elevado de Acidos Graxos Trans (AGT) tem sido relacionado com
dislipidemia, resisténcia a insulina, obesidade e doenca cardiovascular. Quando consumido
pela mée durante a lactacdo pode ser passado pelo leite e causar alteracfes permanentes no
desenvolvimento. Estudos sobre a Euterpe oleracea Mart (Agai), planta tipica do Brasil, rica
em polifendis, mostram seu efeito antioxidante, anti-hipertensivo e vasodilatador. Esse estudo
teve como objetivo investigar o efeito do Extrato de Caroco de Acai (ASE — 200mg/kg/dia)
sobre as alteraces cardiovasculares e metabdlicas em prole adulta de mées que receberam
AGT na lactacdo. Foram formados 4 grupos: Controle; Controle+ASE (dieta padrao+ASE);
Trans, maes alimentadas com trans e prole adulta com dieta padrdo; e Trans+ASE, cujas mées
receberam dieta rica em trans na lactacdo e ASE.Foram avaliados a massa corporal, presséo
arterial, reatividade vascular, estresse oxidativo, lipidograma, glicemia e sensibilidade a
insulina (indice de HOMA). Néo houve diferenca na massa corporal tanto aos 21 quanto aos
90 dias de idade e na quantidade de gordura corporal. O consumo de AGT néo levou a
disfuncdo endotelial, avaliada pela resposta a acetilcolina. Entretanto, houve elevacdo na
pressdo diastolica de animais Trans. Nos grupos tratados com ASE encontramos valores
menores de pressdo sistolica para o grupo controle e da pressao diastolica para o grupo Trans.
Os animais do grupo Trans apresentaram niveis plasmaticos aumentados na carbonilacdo de
proteinas indicando dano oxidativo. Quanto as enzimas antioxidantes, apenas a atividade da
catalase esta diminuida em plasma e rim no grupo Trans, porém o tratamento com ASE
aumentou estes niveis. O ASE também modulou positivamente os niveis glutationa
peroxidase. O grupo Trans apresentou resisténcia a insulina aos 90 dias de vida, entretanto o
grupo tratado com ASE apresentou melhor resposta a insulina, avaliada pelo teste de
tolerancia a glicose. Como néo foi encontrada diferenca na expressdo das proteinas da cascata
de sinalizagdo de insulina com o uso de ASE em tecido cardiaco e adiposo, € possivel que a
diminuicdo do dano oxidativo esteja contribuindo para a melhora da sensibilidade a insulina.
O grupo Trans apresentou hipertrigliceridemia, que foi reduzida pelo tratamento com ASE. O
colesterol total, esteve maior no grupo Trans porém ndo foi modificado pelo tratamento com o
uso do ASE. O estudo demonstrou que o consumo de AGT na lactacdo induziu a prole adulta
a desenvolver resisténcia a insulina, hipercolesterolemia, pressdo arterial elevada e dano
oxidativo plasmatico. Entretanto o uso concomitante de ASE durante a lactacdo preveniu a
resisténcia a insulina e o aumento de triglicerideos demonstrando efeito protetor de fatores de
risco para doencga cardiovascular

Palavras-chave: Programacdo metabdlica. Acido graxo trans. Extrato de caroco de acai.
Resisténcia a insulina. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

The high consumption of Trans Fatty Acids (TFA) has been associated with
dyslipidemia, insulin resistance, obesity and cardiovascular disease. During lactation, the
AGT consumed are passed to offspring via breast milk and cause permanent changes in
development. Studies on the Euterpe oleracea Mart (Acai), a typical plant of Brazil, rich in
polyphenols, show its antioxidant effect, anti-hypertensive and vasodilator. Therefore, we
evaluated the effect of Acai Stone Extract (ASE - 200mg/kg/day) on cardiovascular and
metabolic alterations on the adult offspring of mothers who received AGT
lactation. Pregnancy females were divided into 4 groups: Control, Control + ASE (ASE +
standard diet), trans, trans and mothers fed a standard diet adult offspring, and Trans + ASE,
whose mothers were fed a diet rich in trans during lactation and ASE. We assessed body
mass, blood pressure, vascular reactivity, oxidative stress, lipid profile, blood glucose and
insulin sensitivity (HOMA\). There was no difference in body mass both at 21 and at 90 days
of age and the amount of body fat. The consumption of TFA did not lead to endothelial
dysfunction, as assessed by response to acetylcholine. However, there was an increase in
diastolic blood pressure of animals Trans.In the groups treated with ASE we find lower values
of systolic pressure in the control group and diastolic blood pressure for the group
Trans. Trans group animals showed increased plasma levels in protein carbonylation
indicating oxidative damage.As the antioxidant enzymes, only the catalase activity is
decreased in Trans group in the kidney and plasma, but ASE treatment increased these levels.
The ASE also positively modulated glutathione peroxidase levels. Trans group presented
insulin resistance at 90 days of life, however, the ASE-treated group showed a better response
to insulin, since the glucose tolerance test. Since ASE treatment not show difference in
adipose and cardiac protein expression of insulin signaling cascate, it is possible that the
reduction of oxidative damage is contributing to the improvement in insulin sensitivity. Trans
group showed hypertriglyceridemia, which was reduced by ASE treatment. The total
cholesterol, was higher in trans group, but there was no difference with ASE treatment. The
study showed that TFA consumption during lactation induced in adult offspring insulin
resistance, hypercholesterolemia, high blood pressure and plasma oxidative damage. In
addition, the concomitant use of ASE, prevented insulin resistance and increased
triglyceridemia showing a protective effect of risk factors for cardiovascular disease.

Keywords: Metabolic programming. Trans fatty acid. Acai Stone extract. Insulin resistance.
Oxidative stress.
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INTRODUCAO

A associacgdo entre nutricdo no inicio da vida e surgimento de doencas crénicas na vida
adulta proporcionou a conceituacdo de impressdo (imprinting) e programacao (programming)
metabdlica. Neste contexto, estudos experimentais e epidemiol6gicos apontam a fase pré-
natal (gestacional) e pds-natal (imediatamente apds o nascimento) como sendo o periodo
critico para a ocorréncia da impressdo metabdlica (Godfrey & Robinson, 1998; Aalinkeel et
al., 2001). Estudos desenvolvidos por diversos grupos tém mostrado que, alteracdes
hormonais, nutricionais e ambientais no inicio da vida repercutem no desenvolvimento e no
surgimento de doencas na vida adulta (Moura et al., 2008).

A nutricdo materno infantil pode ter um papel crucial no desenvolvimento do feto
durante a gestacdo e também para a crianca ap6s o nascimento (Enke et al., 2011). Diversos
estudos vém sugerindo que os acidos graxos trans (AGT) consumidos pela mae durante a
gestacdo passam para o feto através da placenta e sdo incorporados nos tecidos fetais,
mostrando clara exposicéao fetal a nutricdo materna (Larqué et al., 2001; Carlson et al., 1997,
Moore & Dhopeshwarkar, 1980).

Os AGT séo é&cidos graxos insaturados com ao menos uma dupla ligagdo na
configuracdo trans, ou seja, os dois a&tomos de hidrogénio dos carbonos adjacentes apontam
para diregdes opostas. Os AGT presentes na dieta, em sua maioria, sdo oriundos de gordura
parcialmente hidrogenada, podendo ser encontrados em alimentos como margarinas duras e
algumas cremosas, formulacdes de base para sopas e cremes, creme vegetal, gordura vegetal
hidrogenada, biscoitos, sorvetes, paes, batatas fritas, fast - food, produtos de pastelaria, bolos,
massas, biscoitos, entre outros (Tinoco et al., 2007; Larqué et al., 2001). A ingestdo deste tem
sido fortemente relacionada com dislipidemia, disfuncdo endotelial, inflamacéo sistémica,
adiposidade e resisténcia a insulina (Mozaffarian et al., 2006; Micha & Mozaffarian, 2008).

Crescentes evidéncias, inclusive em estudos epidemioldgicos, sugerem que uma dieta
rica em polifendis pode estar envolvida na protecdo contra a doenca cardiovascular (Stoclet et
al., 2004; Manach et al., 2005). Este efeito benéfico dos polifendis pode ser devido a
diferentes acOes como antioxidante (Frankel et al., 1993) que aumenta a biodisponibilidade do
NO, vasodilatacdo (Fitzpatrick et al., 2000) e/ou propriedades anti-hipertensivas (Soares de
Moura et al., 2002; 2004 a,b). Diante do exposto, o objetivo deste trabalho € estudar do
consumo do extrato de carogo de Acai (ASE), rico em antioxidantes, sobre alteracbes
cardiovasculares e metabolicas da prole adulta de mées submetidas a dieta normocalérica rica

em acidos graxos trans, oferecidas exclusivamente durante a lactag&o.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Impresséo e Programacéao Metabdlica

Encontra-se bem estabelecido na literatura por diferentes estudos, tanto em animais
guanto em humanos, que existe uma forte associacdo entre alteracdes, principalmente
nutricionais, no inicio da vida com o surgimento de doencas cronicas na vida adulta
(Barker,1990; Langley, 1994; Waterland, 1999; Kavanagh et al., 2010; Alfaradhi & Ozanne,
2011).

A associac¢do entre nutricdo no inicio da vida e surgimento de doencas crénicas na vida
adulta proporcionou a conceituagdo de impressdo (imprinting) e programagéo (programming)
metabdlica. O termo impressdo € utilizado para definir o resultado de um fenémeno no qual
uma condicdo adversa, durante momentos especificos da vida denominados “janela
ontogénica critica™ (critical ontogenic window), pode gerar alteracbes morfolégicas, celulares
e moleculares, de carater permanente no individuo, o que a longo prazo o predisporia a
doenca cronica (Desai & Hales,1997).

Neste contexto, estudos experimentais e epidemioldgicos apontam a fase pré-natal
(gestacional) e pos-natal (imediatamente apds o nascimento) como sendo o periodo critico
para a ocorréncia da impressdo metabdlica (Godfrey & Robinson, 1998; Aalinkeel et al.,
2001). Como resultado desta impresséo, ocorre uma programacdo metabolica irreversivel, que
predispde ao surgimento de doencas cronico-degenerativas na vida adulta.

O processo de programacdo € caracterizado por uma limitada susceptibilidade a
periodos ontogénicos do desenvolvimento, efeitos persistentes até a vida adulta e que podem
ser medidos ou especificados variando de individuo para individuo e a relacdo dose resposta
ou limiar entre uma exposicdo especifica e efeitos futuros (Lucas, 2000; Langley-Evans &
MacMullen, 2010).

Estudos desenvolvidos por diversos grupos tém mostrado que, altera¢cbes hormonais,
nutricionais e ambientais no inicio da vida repercutem no desenvolvimento e no surgimento
de doencas na vida adulta (Emiliano et al., 2008; Moura et al., 2008), uma vez que 0
crescimento alterado, excessivo ou prejudicado, durante periodos de plasticidade, no ambiente
perinatal e mesmo apds o nascimento, pode levar a programacdo permanente dos sistemas
fisiologicos (Cotrell & Ozanne, 2008).
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Waterland et al. (2003) mostraram que o fenétipo dos mamiferos pode ser
persistentemente alterado por influéncias nutricionais atraveés de um mecanismo conhecido
por regulacdo epigenética. A epigenética € o estudo de modificacGes hereditarias na expressao
génica que ndo sdo mediadas por alteracfes na sequéncia de DNA, mas sim por metilacGes do
DNA e modificagdes na estrutura da cromatina. Evidéncias em ratos apontam que estas
modificacbes, ao contrdrio do que se pensava, podem ser transmitidas hereditariamente
(Rakyan et al., 2001).

Um dos primeiros estudos que efetivamente comprovou a relacdo entre nutricdo no
inicio da vida e surgimento de doengas cronicas na fase adulta, foi realizado em individuos do
sexo masculino, cujas mées sofreram restricdo alimentar nos dois primeiros trimestres de
gravidez, durante a segunda guerra mundial, no periodo da fome holandesa (1944 a 1945). Foi
observado que aos 19 anos de idade esses individuos apresentavam 80 % mais obesidade do
que aqueles cujas maes ndo sofreram restricdo alimentar no mesmo periodo (Ravelli et al.,
1976).

O processo de impressdo e programacdo metabolica é uma selecdo natural sofrida
pelos individuos que possibilita modificacbes fenotipicas importantes para garantia de sua
sobrevivéncia frente a deficiéncias nutricionais e condic¢des de estresse. Entretanto, diante de
uma situacdo de abundancia de nutrientes, esses organismos programados para sobreviver em
condigdes de escassez, passam a estar em risco para desenvolvimento de doengas como
obesidade, dislipidemia, diabetes e hipertensdo (Moura et al., 2008). Diversos outros autores
demonstraram que animais desnutridos no periodo gestacional tornam-se obesos, hipertensos
e apresentam alteracdo da sensibilidade a insulina (Langley & Jackson, 1994; Waterland,
1999; De Souza Caldeira Filho & Moura, 2000).

Posteriormente, diversos estudos observaram que também a nutricdo materna durante
a lactacdo esta associada a obesidade dos lactentes quando adultos (Barker, 1995; Sichieri et
al., 2002), evidenciando a importancia das influencias ambientais, especialmente as
nutricionais, também no periodo p6s natal.

Em estudo realizado na cidade do Rio de Janeiro, a baixa estatura (importante
indicador de desnutricdo pregressa) foi associada positivamente com a incidéncia de
hipertensdo arterial na vida adulta e tal relagdo mostrou-se ainda mais evidente em homens do
que em mulheres (Sichieri et al., 2000a). Estes mesmos autores, em outro estudo, ao
relacionarem desnutri¢cdo no inicio da vida com obesidade na fase adulta, observaram maior
incidéncia em mulheres (Sichieri et al., 2000b), evidenciando o carater género-dependente

dos resultados obtidos.
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Pode-se observar, portanto, que muitas sdo as evidéncias tanto em estudos
epidemiolG6gicos quanto em experimentais, que a nutrigdo em um periodo critico da vida pode

influenciar no surgimento de processos patolégicos na fase adulta.

1.2 Acidos Graxos Trans (AGT)

Os lipideos podem ser submetidos a numerosas manipulacGes tecnologicas com o
proposito de melhorar suas caracteristicas fisico — quimicas, sua aparéncia, suas propriedades
organolépticas e sua estabilidade (Gagliardi et al., 2009; Ribeiro et al., 2007). Um dos
procedimentos tecnologicos mais utilizados é a hidrogenacdo catalitica, que permite obter
formas mais sélidas e semi-solidas dos Oleos vegetais, facilitando seu manejo e
principalmente sua estabilidade a oxidacdo. Por este motivo, a hidrogenacdo ¢ amplamente
utilizada na obtencdo de margarinas, gordura para fritura e gordura técnica (shortenings) para
consumo domeéstico e industrial, por conferir aos produtos, especialmente aos de panificacgéo,
maior maciez (Hansen, 1994).

No decorrer do processo de hidrogenacgdo, algumas das duplas ligacdes dos &cidos
graxos sdo eliminadas, enquanto uma proporcdo significativa de duplas ligacOes cis sdo
isomerizadas através de conversdo cis-trans e de mudanca posicional ao longo da cadeia
(Valenzuela, 1995). Um oleo totalmente hidrogenado € obtido quando todas as duplas
ligages sdo saturadas no processo. Do contrario, tem-se a hidrogenacéo parcial, usualmente
empregada (Valenzuela, 1995).

Os AGT sdo é&cidos graxos insaturados com ao menos uma dupla ligagdo na
configuracdo trans, ou seja, os dois atomos de hidrogénio dos carbonos adjacentes apontam
para direcdes opostas. Na natureza, os &acidos graxos geralmente sdo encontrados na
configuracdo cis onde os hidrogénios ligados aos carbonos da dupla ligagdo se encontram do
mesmo lado (Tinoco et al., 2007). O angulo da dupla ligacdo dos AGT € menor do que na
configuracdo cis, além de a cadeia acil ser mais linear, 0 que origina uma molécula mais
rigida, com maior ponto de fusdo e estabilidade termodinamica (Larque et al., 2001) (Figura
1).
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Figura 1: Representacdo das configuragdes cis e trans dos &cidos graxos. Na estrutura cis 0s
hidrogénios encontram-se no mesmo lado da molécula, enquanto na trans estdo em lados
opostos. Fonte: Disponivel em www.nutritotal.com.br

O processo de hidrogenacédo parcial dos acidos graxos poli-insaturados € utilizado de
forma abrangente na industria alimentar e é o responsavel pela geracdo de maior parte das
gorduras trans consumidas atualmente. O uso de gorduras parcialmente hidrogenadas
acelerou-se a partir da década de 1960, em reposta as recomendacgdes contra 0 consumo de
gordura animal rica em gordura saturada e colesterol, devido aos efeitos deletérios sobre o
perfil lipidico e aterosclerético. Os acidos graxos hidrogenados seriam uma boa alternativa
para industria de alimentos devido a sua instabilidade, baixo custo, disponibilidade e
funcionalidade (Gagliardi et al., 2009). Porém, em 1990, Mensink & Katan fizeram um
importante trabalho mostrando os efeitos deletérios do AGT sobre o perfil lipidico.

Atualmente, os AGT tém sido motivo de preocupacdo no meio cientifico devido a
elevacdo, nas ultimas décadas, do consumo de margarinas em substituicdo a manteiga e do
crescente aumento da utilizacdo da gordura vegetal hidrogenada na indudstria alimenticia.
Além disso, as gorduras hidrogenadas e margarinas nacionais apresentam um contetdo de
AGT superior aquele encontrado em similares estrangeiros (Chiara et al., 2003).

Os ultimos dados publicados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica,
referentes aos anos de 2002 e 2003, revelam consumo cada vez maior, principalmente entre os
mais jovens, de alimentos ricos em AGT, como margarinas, sorvetes, biscoitos e batatas
fritas, produzidos em nosso Pais (Scherr & Ribeiro, 2007).

A concentracdo de AGT varia com a extensdo e processamento do 6leo utilizado.
Geralmente, observa-se menor conteudo de AGT em margarinas quando comparadas as

gorduras técnicas (shortennings), sendo a escolha dos ingredientes um dos fatores que
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interfere nesta variabilidade (Ribeiro et al., 2007). Sabe-se que no Brasil, os principais 6leos
utilizados para hidrogenacéo séo o de soja, palma e algoddo, sendo a varia¢do do contetdo de
AGT totais na margarina de 12,3 a 38,1 %, nos cremes vegetais de 15,9 a 25,1 % e nas
gorduras técnicas de 25 a 40 % (Barrera-Arellano & Block, 1996). Em amostras de sorvetes
cremosos encontrou-se de 12,7 a 45,1 % (Kawashima & Soares, 1993), e em biscoitos
recheados de 21,4 a 48,3 % (Aued-Pimentel et al., 2003).

Além dos 06leos vegetais, os 0leos de peixe, também conhecidos como 6leos marinhos,
podem ser utilizados para hidrogenacédo. Esta pratica € comum em alguns paises da América
do Sul e Europa e possibilita a obtencdo de margarinas e gorduras técnicas mais baratas
(Morgado et al., 1999).

1.2.1 Fontes dietéticas e ingestdo de acidos graxos trans

Os AGT presentes na dieta, em sua maioria, sdo oriundos de gordura parcialmente
hidrogenada, podendo ser encontrados em alimentos como margarinas duras e algumas
cremosas, formulacOes de base para sopas e cremes, creme vegetal, gordura vegetal
hidrogenada, biscoitos, sorvetes, paes, batatas fritas, fast - food, produtos de pastelaria, bolos,
massas, biscoitos, entre outros (Tinoco et al., 2007; Larqué et al., 2001).

Entretanto, os AGT sempre estiveram presentes na alimentacdo humana através do
consumo de alimentos provenientes de animais ruminantes. Os AGT produzidos pelos
ruminantes sao originados da bio-hidrogenacdo do rumen pelas bactérias intestinais desses
animais, sendo o &cido trans vacénico ou acido ruménico (C18:1 11t) o predominante (Aro et
al., 1997). A bio-hidrogenacdo representa pequena contribuicdo adicional ao consumo e
ocorre por digestdo de gorduras ingeridas por animais ruminantes poligastricos, sendo
consequéncia da acdo de enzimas do ramen (Ribeiro et al., 2007; Chiara et al., 2002).

Embora o consumo desses isdmeros possa ocorrer pela ingestdo de produtos lacteos ou
gue contenham gordura e carne de origem bovina e/ou caprina, estima-se que esta contribua
apenas com 1 - 8 % do total de gorduras ou menos de 0,5 % do VET diario (Scherr & Ribeiro,
2007) da ingestdo de AGT, enquanto que a gordura hidrogenada contribui com 80 — 90 %
(Larqué et al., 2001). Os 6leos refinados apresentam niveis razoavelmente pequenos (1,0 - 1,5
%) de AGT, mas sua reutilizacdo, principalmente no preparo de alimentos fritos, pode tornar

significativa a sua contribuicdo na ingestao diaria de AGT (Martin et al., 2004)
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Os niveis de ingestdo dietética de AGT dependem do estilo de vida, de h&bitos
alimentares e do nivel s6cio econdmico da populacdo (Fernandéz-San Juan, 2009). De acordo
com as IV Diretrizes Brasileiras de Dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose, ndo héa
consenso sobre a quantidade méaxima permitida de gordura trans na dieta. No entanto, é
recomendavel que a ingestdo de gordura presente deve ser inferior a 1 % do total de calorias
(Sposito et al., 2007). A recomendacdo da ANVISA (2003) é que o consumo de AGT néo
deve exceder 2 g / dia para adultos. A OMS (Organizacdo Mundial de Saude) propbe o
consumo de menos de 1 % do VET (Valor Energético Total) diario.

A estimativa do consumo médio de AGT, baseado em questionario alimentar é de 13 g
/ dia, ou 2,6 % da dieta nos Estados Unidos e Canada (Fernandéz-San Juan, 2009; Castro et
al., 2009). Segundo o estudo TRANFAIR conduzido na Europa por Hulshof e colaboradores
em 1999, foi encontrado um menor consumo de AGT em paises da area mediterranea, como
Itdlia e Portugal, e maior em paises como Islandia, Noruega e Holanda (1,5 a 2,0 %)
(Fernandéz-San Juan, 2009).

Estudos realizados no Brasil sobre a ingestdo de AGT na dieta demonstram consumo
acima do proposto pela OMS. Entre uma populacdo de descendentes de japoneses residentes
em Bauru, SP, foi encontrado consumo de 3,3 % do VET dirio entre os homens e 3,4 % entre
as mulheres (Bertolino et al., 2006). Mais recentemente, Castro et al. (2009) encontrou
consumo de 5 g / dia na cidade de S&o Paulo, ou o correspondente a 2,4 % do VET diario,
indicando estar havendo uma reducdo no consumo de AGT. Nesta populacdo, a margarina foi
0 alimento responsavel por mais de 35 % do consumo de AGT (Castro et al., 2009).

Chiara et al. (2003), em estudo realizado com alimentos habitualmente consumidos
pela populacdo brasileira, observaram que a descri¢cdo da composi¢do de alguns produtos no
rotulo, ndo coincidia com os teores encontrados nas analises, destacando-se em muitas
amostras teores elevados de AGT, especialmente o acido elaidico. Os resultados do estudo
evidenciam que os produtos com gordura hidrogenada devem sofrer inspe¢cdo mais cautelosa
quanto aos teores de AGT.

Além disso, foi demonstrado por diversos autores que batatas fritas e gordura
hidrogenada brasileiras apresentam conteddo do AGT superior a similares estrangeiros
(Chiara et al., 2001; Santana et al., 1999; Basso et al., 1999; Lake et al., 1996). Esta diferenca
pode ser justificada pela defasagem em cerca de vinte anos entre o inicio da producdo de
gordura hidrogenada no Brasil e nos Estados Unidos.

Sabe-se que o conhecimento dos danos a salde gerados pelos AGT, conforme sera

discutido adiante, tem ocasionado modifica¢fes progressivas na legislacéo, visando a inclusao
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de maiores informagdes para os consumidores. A ingestdo moderada deste tipo de gordura,
com fins de promocdo da salde e reducdo do risco de doengas coronarianas, tem sido
recomendada pela Organizacdo Mundial de Saude desde 1995. Em 1999, a “Food and Drug
Administration (FDA)” sugeriu que a quantidade de AGT fosse incluida em rétulos de
produtos, recomendando, quando computada em gorduras saturadas, a demarcagdo por
simbolo informativo da quantidade especifica de AGT. No Brasil, portaria da ANVISA,
datada de 17/10/1997, estabelecia que a quantidade de AGT deveria estar computada como
acidos graxos saturados, contudo permanecendo desconhecidos os teores especificos de AGT
(Lei n° 8078, 1990).

Entretanto, o Codigo de Defesa do Consumidor Brasileiro no artigo 31, determina que
os produtos ofertados a populacdo devam apresentar declaracdes corretas e objetivas a
respeito de suas caracteristicas quanto a qualidade, quantidade e composicao, entre outras,
além dos riscos que oferecem a salde dos consumidores. A Resolucdo RDC n° 360, de
23/12/2003, harmonizada no Mercosul, obriga a declaragdo dos AGT na rotulagem nutricional
dos alimentos. As empresas tiveram prazo até 31/7/2006 para adequacdo, devendo o teor de
gorduras trans ser declarado em relacéo a por¢cdo harmonizada para um determinado alimento,
em conjunto com as declaragdes para gorduras totais e saturadas. S&o considerados como zero
trans os alimentos que apresentarem teor de gorduras trans menor ou igual a 0,2 g / porcéo.
Infelizmente, sugere-se que a industria ao reduzir o conteddo de AGT nos produtos eleva o
conteddo de gordura saturada, que também pode afetar perfil lipidico e risco de doenca
cardiovascular (Gagliardi et al., 2009).

Mais recentemente, alguns autores demonstraram que os AGT ndo derivam apenas da
dieta, mas podem ser sintetizados endogenamente a partir de acidos graxos cis. Esta formacéo
enddgena esta relacionada ao estresse oxidativo tanto em condic¢des fisiologicas (Ferreri et al.,
2005) guanto em patoldgicas, particularmente na inflamacdo (Balazy et al., 2000). Zambonin
et al. (2006) demonstraram que animais que consumiram dieta isenta de AGT, ao serem
submetidos a estresse oxidativo por irradiacdo gama, apresentaram altas concentracGes de
AGT em plasma, figado, coracdo e rins. Os mesmos autores observaram que a formacéo de
AGT foi reduzida com a adi¢do de carotendides e retinol na dieta, devido aos seus efeitos
antioxidantes.

O mesmo grupo observou ainda, em trabalho mais recente, que a idade dos animais
influencia a sintese enddgena de AGT. Neste trabalho os autores compararam animais de 4
meses de idade com animais de 30 meses de idade, alimentados com dieta isenta de AGT e

submetidos a estresse oxidativo in vivo. Os resultados demonstraram que 0s animais de 30
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meses apresentaram conteddo de AGT em coragdo e rim significativamente superior
comparados aos animais de 4 meses. Os autores acreditam que isto se dé possivelmente pela

disfuncéo dos sistemas antioxidantes presente nos idosos (Zambonin et al., 2008).

1.2.2 Efeitos metabdlicos dos acidos graxos trans

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, 80 a 90 % das pessoas morrem de doenca
coronariana tém um ou mais fatores de risco diretamente associados a estilo de vida, habitos
alimentares, atividade fisica e outros passiveis de modificacdo (WHO, 2001). Dentre os
habitos alimentares, a ingestdo de AGT tem sido fortemente relacionada, uma vez que esta
envolvida com dislipidemia, disfuncdo endotelial, inflamacdo sistémica, adiposidade e
resisténcia a insulina (Mozaffarian et al., 2006; Micha & Mozaffarian, 2008).

A absorcdo e transporte dos AGT sdo similares a outros acidos graxos dietéticos,
sendo incorporados aos esteres de colesterol, triacilglicerdis e fosfolipidios. O produto final
de seu catabolismo é também, assim como nos &cidos graxos cis, didéxido de carbono e agua
(Vidgren et al., 1998).

Os AGT néo séo excluidos da atividade metabolica dos tecidos corporais (Carlson et
al., 1997), sendo incorporados no cérebro, figado, tecido adiposo, baco e também placenta,
plasma e leite. As quantidades incorporadas nos tecidos geralmente refletem o contetdo
destes acidos graxos na dieta (Larqué et al., 2001; Tinoco, 2007) e os teores encontrados em
tecido adiposo refletem o consumo por longo periodo de tempo, apresentando normalmente
correlacdo com historico de ingestdo por mais de um ano (Ribeiro et al., 2007).

E possivel que o cérebro e placenta, quando comparados ao coracdo, figado e tecido
adiposo, apresentem uma capacidade de protecdo no que diz respeito a incorporacdo de AGT
(Carlson et al., 1997). Isto pode ser evidenciado por estudos que encontraram concentragdoes
superiores de AGT em plasma comparados ao sangue umbilical e cérebro de ratas gestantes
(Larque et al., 2000).

Os acidos graxos desempenham papel central no desenvolvimento, através de suas
funcGes nos lipideos de membrana, como ligantes para receptores, fatores de transcri¢cdo que
regulam expressdo de genes, como precursores de eicosanoicos, e através de interacdes com
proteinas (Innis, 2007). A incorporacdo dos AGT aos fosfolipideos das membranas celulares

produz alteracdes prejudiciais ao funcionamento celular. As membranas sédo de fundamental
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importancia para manutengdo da estrutura e funcdo celular. A membrana plasmatica, que
envolve as células, e outras membranas, formam uma superficie intracelular continua (reticulo
endoplasmatico) sendo a base estrutural de organelas intracelulares, como as mitocéndrias. As
membranas possuem lipidios organizados na forma de bicamada, que por sua vez, apresenta
dois papeis importantes para as membranas: 1) Proporcionar uma barreira seletiva entre os
compartimentos interno e externo e 2) ser uma matriz em que proteinas possam estar
embebidas (Wiseman, 1996).

Modelos experimentais demonstraram que os acidos graxos da dieta induzem a
ocorréncia de modificacBes na composicao de acidos graxos das membranas celulares (Choy
et al., 1997). Os efeitos sdo mais evidentes quando ha deficiéncia de acidos graxos essenciais
na dieta e sobretudo em periodos de intenso desenvolvimento tecidual, como periodos fetal e
neonatal (McGee, 1996). Os acidos graxos poliinsaturados n-3 conseguem aumentar a fluidez
da membrana celular, ao passo que a substituicdo deles pelos AGT, promove enrijecimento da
membrana (Wiseman, 1996; Wenzel & Kloepell, 1980), inibindo a maioria dos movimentos
transmembrana (Wiseman, 1996). Estas alteraces nas membranas produzem prejuizo da
atividade das proteinas, especialmente enzimas e proteinas transportadoras dentro e fora da
celula (Koletzko, 1992).

Vaérios sdo os trabalhos que apontam a relacdo dos AGT com a resisténcia a insulina
(Simopoulos, 1994; Bray et al., 2002; Lovejoy et al., 2002; Ludwig et al., 2003; Risérus,
2006; Machado et al., 2010). O mecanismo envolvido seria ndo somente por diminuir a
fluidez de membrana e, conseqiientemente, alterar a atividade do receptor de insulina, mas
também por inibir a formac&o dos acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (LC- PUFA),
que estdo positivamente correlacionados com a sensibilidade & insulina (Simopoulos, 1994).
Esta inibicdo ocorre devido aos AGT competirem com os acidos graxos essenciais (linoléico e
linolénico) na ligagdo com as A-dessaturases e elongases, enzimas responsaveis pela
dessaturacdo e elongacdo dos acidos graxos essenciais e conseqliente formacao dos LC-PUFA
(Risérus, 2006; Tinoco et al., 2007).

Ibrahim et al. (2005) ao comparar os efeitos dos acidos graxos saturados com os AGT
na sensibilidade a insulina e fluidez de membrana celular, observaram que somente os AGT
foram capazes de reduzir a fluidez de membrana e que é maior a resisténcia a insulina por eles
provocada. Além disso, foi observado que os AGT sdo capazes de potencializar a secrecéo
aguda de insulina (Lovejoy, 1999).

Também tem sido amplamente estudado o efeito dos AGT no perfil lipoprotéico. E

consensual na literatura cientifica que o seu consumo eleva as concentragdes séricas de LDL-
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col e reduz as de HDL-col (Mozaffarian et al., 2006), induzindo portanto, um perfil lipidico
mais prejudicial do que a propria gordura saturada, que por sua vez também tem a capacidade
de elevar o LDL—col, no entanto ndo reduz de forma importante os niveis de HDL—col
(Dorfman et al., 2009). Este efeito dos AGT nas lipoproteinas plasmaticas resulta em um
significativo aumento na relagdo LDL-col / HDL-col, aproximadamente duas vezes maior
quando comparado aos &cidos graxos saturados, o que € considerado por alguns autores como
0 progndstico mais importante para doencas cardiovasculares (Ascherio & Willett, 1997).

Além da alteracdo do perfil lipidico, tem-se observado que o consumo de AGT esta
relacionado com disfuncdo endotelial e aumento das concentragdes plasmaticas de
marcadores inflamatérios como TNF-a, IL-6 e proteina-C-reativa (Mensink et al., 2005;
Lopez-Garcia et al., 2005; Mozaffarian, 2006; Harvey et al., 2008; Siddiqui et al., 2009), o
gue demonstra que a forte relacdo entre AGT e doencas cardiovasculares pode ser explicada
ndo somente pela alteracdo do perfil lipidico, mas também pela inducdo de uma situacédo pro-
inflamato6ria que favorece a aterosclerose.

Mais recentemente, os AGT tém sido relacionados com estresse oxidativo. Recentes
estudos tém demonstrado aumento na peroxidacao lipidica hepatica e esteatose hepética nao
alcodlica (NAFLD) (Machado et al., 2010; Dhibi, 2011). Embora a etiologia da NAFLD néo
seja totalmente compreendida, o acimulo de gordura no figado tem sido atribuida a diversas
anormalidades metabodlicas de &cidos graxos, incluindo lipogénese hepéatica aumentada,
prejudicada oxidacdo mitocondrial de acido graxo, e conteddo de triglicerideos aumentada nas
particulas de VLDL. Além disso, o figado gorduroso pode estar associado com o estresse
oxidativo local, peroxidacdo lipidica, e producdo de fator de necrose tumoral o (Machado et
al., 2010).

Ainda, o consumo de AGT contidos em alimentos hidrogenados industrialmente,
como por exemplo a margarina e snacks, estdo positivamente relacionados com doengas como

asma, eczema atépico ou rinite alérgica em criancas e adultos (Enke et al., 2008).
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1.2.3 Acido graxo Trans X Programacio metabdlica

A nutricdo materno infantil pode ter um papel crucial no desenvolvimento do feto
durante a gestacdo e também para a crianga apos o nascimento (Enke et al., 2011). Diversos
estudos vém sugerindo que os AGT consumidos pela mae durante a gestagdo passam para o
feto através da placenta e sdo incorporados nos tecidos fetais, mostrando clara exposicao fetal
a nutricdo materna (Larqué et al., 2001; Carlson et al., 1997; Moore & Dhopeshwarkar,
1980).

Em estudo realizado com criancas a termo, Koletzko & Muller (1990) detectaram
niveis similares de AGT no sangue do corddo umbilical e no plasma materno. Houwelingen &
Hornstra (1994) encontraram direta correlacdo entre AGT no plasma materno e tecidos fetais
apos aborto natural.

Outra forma ndo menos importante de transferéncia mae — filho dos AGT é através da
amamentacdo. O conteido destes € variavel no leite, refletindo a ingestdo dietética materna
(Kummerow et al., 2004; Larqué et al., 2000; Aitchison et al., 1977).

O lipideo é o macronutriente mais varidvel do leite humano, geralmente fornecendo de
40 a 55 %, em média 50 %, do total de energia do leite. A gordura do leite humano consiste
principalmente de triglicerideos, representando 98 % do total de lipideos, os quais podem ser
sintetizados na glandula mamaria ou captados do plasma materno (Innis, 2007; Tinoco et al.,
2007).

Os AGT presentes na dieta materna sdo transferidos pelo leite humano aos filhos.
Estudos realizados na América do Norte mostram niveis tdo altos quanto 18% de AGT no
leite humano, com média de 7 %, sendo que a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS)
recomenda que a ingestdo de &cidos graxos trans na dieta ndo ultrapasse 1 % do total de
energia. Assumindo que 50 % do total de energia do leite humano vem do lipideo, o leite
contendo de 7 a 18 % de AGT, fornece respectivamente, 3,5 a 9 % do total de energia, ou 2,1
e 5,3 g/ dia ao bebé amamentado, trazendo efeitos deletérios a satde (Innis, 2007).

No Brasil, Tinoco et al. (2008) realizaram um trabalho pioneiro com objetivo de
investigar a composicéo lipidica do leite materno de mées de prematuros da cidade do Rio de
Janeiro. Os autores observaram que 39 % da amostra apresentavam contetido intermediario de
AGT (2 - 3 %) e 23 % apresentavam contetdo superior a 3 %.

Estes AGT ingeridos através do leite, assim como ocorre na transferéncia placentaria,

sdo também absorvidos e incorporados em varios tecidos e oOrgdos em diferentes
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concentragfes. O tecido adiposo apresenta as maiores concentragcdes enquanto que o cerebro
apresenta as menores (Pettersen & Opstvedt, 1992; Cook, 1981), o que reflete um claro
mecanismo protetor, que limita a incorporacdo desses &cidos graxos no sistema nervoso
central. Nas primeiras semanas de lactacdo, os niveis de AGT nos tecidos do neonato elevam-
se rapidamente, e ao final desta, atingem niveis similares aos encontrados no leite materno
(Pettersen & Opstvedt, 1989).

Estudos epidemiologicos e de intervencdo demonstram que um aumento no consumo
de AGT, e de &cidos graxos émega 3 (n-3) e dmega 6 (n-6), aumentam a transferéncia
materna para o feto do respectivo acido graxo. Entretanto, niveis circulantes de AGT s&o
inversamente associados a acido araquiddnico e docoxaecsandico, e 0 peso de nascimento.
Isso pode ser explicado pela interferéncia do AGT no metabolismo do n-3 e n-6, ou pela falta
destes ultimos na dieta em funcdo da qualidade ruim dos acidos graxos presentes (Innis,
2007).

O maior consumo de AGT na dieta pode levar a um menor consumo de &cidos graxos
essenciais de cadeia longa, entretanto este padrdo alimentar durante a gestacdo e lactacao
pode desencadear um prejuizo no desenvolvimento cerebral. O pico de velocidade de
crescimento cerebral ocorre nos Gltimos 3 meses de gestacdo e nos primeiros meses apos 0
nascimento, sendo que o 4&cido docoxaecsandico desempenha papel importante na
neurogénese. Estima-se que da 34° semana de gestacao até os 2 anos de idade ocorra o pico de
formacdo de sinapses, cerca de 40.000 / segundo (Innis, 2007). Ainda, os AGT consumidos
durante a gestacdo e lactacdo podem ser incorporados em pequena quantidade no hipocampo e
afetar a memoria dos filhos (Souza et al., 2011).

O consumo de gordura vegetal hidrogenada durante a gestacado e lactacdo também esta
associado a inflamacdo no hipotdlamo com prejuizo no controle de fome - saciedade, o que
pode promover disturbios metabolicos como a obesidade (Pimentel et al., 2012).

Estudos avaliando o efeito do consumo de AGT durante a lactacdo demonstrou
elevacdo da expressdo do gene PAI-1 (Inibidor do ativador de plasminogénio 1) no tecido
adiposo, responsavel por inibir a fibrinGlise e assim, juntamente com o fibrinogénio,
funcionar como perpetuador do estado pro trombotico (Pisani et al., 2008).

Em recente publicacdo, nosso grupo demonstrou que o consumo de AGT durante a
lactacdo promoveu programacgdo metabdlica nos animais, que apresentaram na vida adulta
resisténcia a insulina, menor contetdo de GLUT4 cardiaco e menor conteudo de glicogénio
hepético. Estes dados mostraram claramente e de forma pioneira, os efeitos dos AGT em

causar a longo prazo, prejuizos na homeostase glicémica (Osso et al., 2008).
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Entretanto, ainda nenhum estudo foi realizado a fim de verificar o efeito do consumo

de AGT na lactacéo sobre o estresse oxidativo e disfunc¢éo endotelial da prole na idade adulta.

1.3 Insulina e Resisténcia a insulina (RI)

A insulina ¢ um hormonio protéico secretado pelas células B de ilhotas pancreaticas,
que tem como principal secretagogo a glicose. Entretanto, além da glicose, outros nutrientes
como leucina, a glutamina, a alanina, a arginina, a frutose, e alguns &cidos graxos, também
podem induzir de forma independente ou de forma potencializadora (do efeito primario da
glicose) a secrecdo de insulina (Gylfe, 1988). Ou seja, a sintese deste hormdnio é ativada pelo
aumento dos niveis circulantes de glicose e aminoécidos apds as refeigdes (Zecchin et al.,
2004).
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A insulina ¢ o maior horménio anabdlico, cuja acdo é importante para o
desenvolvimento e crescimento dos tecidos e para a homeostasia da glicose. Apo6s as
refeicbes, a insulina age em varios tecidos periféricos, tais como o figado, o musculo, o
coracdo e o tecido adiposo, promovendo aumento da captacdo de glicose sanguinea e da
sintese protéica, além de diminuir a producdo hepéatica de glicose, via diminuicdo da
gliconeogénese e glicogenolise, e reduzir a lipdlise e a protedlise (Saltiel & Kahn, 2001), além
disso aumenta a sintese hepatica de lipidios e suprime a liberacdo de &cidos graxos do tecido
adiposo (Figura 2) (Shulman, 2000). Defeitos na secrecdo e acdo da insulina conduzem a
multiplas alteracBes metabolicas tais como hiperglicemia, aumento da producdo hepética de
glicose e dislipidemia (Muoio & Newgard, 2008).

A cascata de sinalizacdo da insulina nos tecidos periféricos (Figura 3) se inicia com a
sua ligacdo ao seu receptor especifico na membrana, composto de duas subunidades alfa e
duas subunidades beta, que atua como uma enzima alostérica, ou seja, a ligagdo da insulina na
subunidade alfa, permite que a subunidade beta adquira atividade quinase, levando a alteracéo
conformacional e a autofosforilacdo do receptor em residuos de tirosina. O receptor da
insulina (IR) além de ser fosforilado em tirosina, também pode ser fosforilado em residuos de
serina, porém, isso diminui a transmissdo do sinal para a cascata da sinalizacdo da insulina,
podendo provocar a resisténcia a insulina (Zecchin et al., 2004).

Uma vez ativado, o IR fosforila varios substratos protéicos em tirosina, como por
exemplo a Cbl, um protooncogene também envolvido na via de transporte de glicose
estimulada pela insulina, a JAK2 (Janus quinase A do tipo 2), envolvida na via de sinalizacédo
da leptina, e os substratos de receptor de insulina (IRS). Existem 4 tipos de IRS, sendo que 0
IRS-1 e 2 parecem estar mais envolvidos no metabolismo glicidico. Animais “Knockout” para
IRS-1 desenvolvem resisténcia a insulina sem hiperglicemia, pois o IRS-2 pode compensar
parcialmente a auséncia de IRS-1. E aquele sem o gene que codifica o IRS-2 apresenta
anormalidades na secrecdo e acdo da insulina com resultante hiperglicemia. Por outro lado, os
IRS-3 e IRS-4 ndo participam do metabolismo da glicose nem da via de crescimento, visto
através de animais “Knockout” para essas proteinas, que tinham desenvolvimentos quase
normais quanto a estes aspectos (Saltiel & Kahn, 2001).

A fosforilagdo em tirosina das proteinas IRS cria sitios de reconhecimento para
moléculas contendo dominios com homologia Src 2 (SH2), dentre elas a fosfatidilinositol 3-
quinase (P13-K). A PI3-K possui duas subunidades, uma catalitica (p110) e uma regulatéria
(p85). A ligacdo dos sitios fosforilados das proteinas IRS ao dominio SH2 da subunidade p85

da PI3-K ativa o dominio catalitico associado da subunidade p110. A enzima catalisa a
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fosforilagdo dos fosfoinositideos na posicao 3 do anel de inositol gerando fosfatidilinositol-3-
fosfato, fosfatidilinositol-3,4-difosfato e fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). O Gltimo é
capaz de regular a PDK-1 (“phospsoinositide-dependent kinase 1), que fosforila e ativa outra
serina/treonina quinase conhecida como Akt ou PKB (Saltiel & Kahn, 2001).

A ativacdo da Akt vai levar a translocacdo de vesiculas intracelulares contendo GLUT4
para a superficie da membrana celular com consequente exocitose destes transportadores de
glicose, que irdo captar a glicose circulante. O mecanismo pelo qual este passo acontece
permanece obscuro (Zecchin et al., 2004).

A RI é definida como uma resposta diminuida as agdes bioldgicas da insulina e isso
significa uma menor acdo da insulina ndo apenas no metabolismo dos carboidratos, como
também seu papel no metabolismo dos lipideos, sendo a marca da RI a hiperinsulinemia
(Meerarani et al., 2006; Nigro et al., 2006). A resisténcia a insulina geralmente tem inicio
anos antes do diagndstico de diabetes tipo 2 (Harris & Eastman, 2000). A hipertrofia das
ilhotas e hipersecrecdo de insulina surge na tentativa de compensar o estado de resisténcia e
promover valores normais de glicemia num primeiro momento. Entretanto, esse trabalho
exaustivo promove deterioracdo progressiva das ilhotas de maneira que 50 % da funcdo das
ilhotas pancreéticas ja estdo perdidas no momento do diagnostico de hiperglicemia, momento
onde a intolerancia oral a glicose ja esta instalada (Yoon et al., 2003; Taylor, 1999).
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Figura 3: Cascata de sinalizacdo da insulina em células musculares. Fonte: Adaptado de
Saltiel e Kahn, 2001.

Além disso, com a diminuicdo na agdo da insulina, pode haver também a ativacdo de
fatores pro-inflamatérios, aumento da producdo das espécies reativas de oxigénio (EROSs),
reducdo da disponibilidade de 6xido nitrico (NO) e baixa regulacdo de vias de sinalizacdo
intra-celulares (Cubbon et al., 2009).

Evidéncias crescentes sugerem que a progressao da Rl para o DM2 € paralela a
progressao da disfuncdo endotelial para a aterosclerose, estando também intimamente
associada a adiposidade visceral, sendo essa associa¢do atribuida aos acidos graxos livres
(Boden & Shulman, 2002). A hiperglicemia e niveis elevados de acidos graxos livres
promovem fosforilacdo oxidativa mitocondrial, podendo levar a geracdo de intermediarios
reativos como o anion superoxido, que acelera a degradacdo do NO (Brownlee, 2001; Rask-
Madsen & King, 2007).



35

Estudos tém demonstrado que as anormalidades nas respostas metabolicas na
sinalizagdo do receptor de insulina s&o em parte decorrentes do aumento da atividade do
sistema renina-angiotensina-aldosterona nos tecidos insulino-sensiveis (Bramlage et al., 2004;
Griess et al., 2000) e do aumento das EROs (Evans, 2007).

Observa-se também que a sensibilidade a insulina possui influéncia da adiponectina,
horménio secretado pelo tecido adiposo, que estimula a secre¢do da insulina in vivo e in vitro
(Okamoto et al., 2008) pela ativacdo da proteina quinase ativada por AMP (AMPK) que
estimula a translocacdo do GLUT4 no coracdo e no masculo esquelético (Yamauchi et al.,
2002; Tomas et al., 2002) e do receptor ativado por proliferadores do peroxissoma (PPAR a ¢
v) (Yamauchi et al., 2001; Fruebis et al., 2001). Estudos tém demonstrado uma reducéo dos
niveis de adiponectina plasmaticas em obesos e em humanos e modelos animais resistentes a
insulina (Hu et al., 1996; Arita et al., 1999).

Entende-se hoje que o aparecimento de resisténcia a insulina ndo é uniforme em
relacdo aos tecidos - alvo desse hormonio, nem em relagdo as vias intracelulares ativadas pela
insulina. Desta forma, é possivel que ocorra resisténcia a insulina em determinado tecido sem
que haja em outro (Gill et al., 2005). Mais recentemente, Wang et al. (2008) observaram em
estudo com ratos “knockout” para lipoproteina lipase (LPL) muscular, que eles evoluiram
com resisténcia a insulina em tecido adiposo, figado e coragdo mas apresentaram aumento da
ordem de 58% na captacéo de glicose estimulada por insulina no masculo, mostrando claro

aumento de sensibilidade especificamente neste tecido.

1.4 Hipertensédo Arterial Sistémica (HAS)

A HAS ¢é uma condicdo clinica multifatorial caracterizada por niveis elevados e
sustentados de presséo arterial (PA), sistdlica e/ou diastolica, conforme observado na tabela 1
(VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo, 2010). Associa-se freqlientemente a alteracdes
funcionais e/ou estruturais dos 6rgdos-alvo (coragdo, encéfalo, rins e vasos sanguineos) e a
alteracdes metabolicas, com consequiente aumento do risco de eventos cardiovasculares fatais
e ndo-fatais (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2006; Williams, 2010).
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Tabela 1: Classificacdo da pressao arterial de acordo com a medida casual no consultério (>
18 anos). Fonte:VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensao, 2010.

Classificacio Pressao sistolica Pressao diastolica
(mmHg) (mmHg)
Otima <120 <80
Normal <130 <85
Limitrofe* 130-139 85-89
Hipertensédo estagio 1 140-159 90-99
Hipertensao estagio 2 160-179 100-109
Hipertenséo estagio 3 =180 2110
Hipertensao sistélica isolada = 140 <90

Quando as pressdes sistolica e diastolica situam-se em categorias diferentes,
a maior deve ser utilizada para classificacio da pressao artenal.

* Pressdo normal-alta ou pré-hipertensdo sdo termos que se equivalem na
literatura.

A HAS pode ser produzida pelo aumento do débito cardiaco ou principalmente pelo
aumento da resisténcia vascular periférica, constituindo-se em uma das doencas
cardiovasculares mais comuns e relevantes (Ganong, 1995). Esta doenca ocorre quando a
pressao arterial sistolica (PAS) é igual ou maior que 140 mm Hg e a pressao arterial diastélica
(PAD) encontra-se igual ou superior a 90 mm Hg. Pesquisas epidemiolodgicas realizadas em
algumas cidades apontam uma alta prevaléncia de HAS no Brasil e as taxas de prevaléncia na
populacdo urbana adulta brasileira variam de 22,3 % a 43,9 % (VI Diretrizes Brasileiras de
Hipertensdo, 2010), sendo acima de 25 %, na maioria das cidades estudadas, predominando
no sexo masculino e com fatores de risco associados semelhantes aos de outros paises (Lessa,
2001). A HAS tem alta prevaléncia e baixas taxas de controle, sendo considerada um dos
principais fatores de risco modificaveis e um dos mais importantes problemas de salde
publica, pois tem sido mostrado um aumento de individuos hipertensos e uma alta incidéncia
de morte causada por essa doenca e suas complicagdes (Sur et al., 2011). A HAS é um fator
de risco para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares como, por exemplo: a DAC,

AVC, doenca arterial periférica e insuficiéncia cardiaca (Stukena et al., 2011).
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Um estilo de vida sedentario, sobrepeso e obesidade, idade, género, ingestdo de sal e
alcool, bem como fatores socioecondmicos e genéticos contribuem para a génese e
desenvolvimento da hipertensdo, sendo, portanto, classificada como uma doenca poligénica e
multifatorial, relacionada a mudancas morfoldgicas e funcionais no sistema cardiovascular e
no controle autonémico (Irigoyen et al., 2005). Habitos saudaveis devem ser adotados desde a
infancia e adolescéncia representando as principais recomendac¢des ndo medicamentosas para
a prevencdo primaria da HAS (VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo, 2010). A PA ¢
determinada pelo débito cardiaco e pela resisténcia vascular periférica, que, por sua vez, sao
determinados por volume sistlico e frequéncia cardiaca, e pelo tdnus vascular,
respectivamente, de tal forma que seu controle envolve mecanismos neurais e neuro-humorais
que, em curto e longo prazo, modulam ndo s0 a atividade do sistema nervoso autbnomo para o
coracdo e para 0s vasos, como também o volume sanguineo e a secre¢do de varios hormoénios
como renina, vasopressina, peptideo natriurético atrial, entre outros (Consolim-Colombo &
Fiorino, 2005; Irigoyen et al., 2005).

A PA elevada provoca alteracbes nos vasos sanguineos e hipertrofia do ventriculo
esquerdo, bem como anormalidades no musculo liso vascular e no endotélio associadas ao
comprometimento da funcdo destas estruturas (Verdecchia et al., 1997). Entre estas
disfungdes, podemos considerar 0 aumento da vasoconstricdo e reducdo da vasodilatagéo,
tanto dependente como independente do endotélio. O desequilibrio entre o relaxamento e a
contracdo € frequentemente citado como uma das causas do aumento do tébnus vascular na
hipertensdo (Cohuet & Struijker-Boudier, 2006).

1.5 Endotélio e Disfuncéo Vascular

Tanto estudos observacionais quanto ensaios randomizados tém demonstrado que o
consumo de AGT produz disfuncdo endotelial (Micha & Mozaffarian, 2008). O endotélio é
uma camada Unica e continua de células organizadas em forma de fuso que separa o sangue
da parede vascular e do intersticio. O fluxo sanguineo com a sua forga de cisalhamento shear
stress, atua sobre as células endoteliais atraveés de uma cascata de eventos que conduzem a
producdo de NO, pela enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) (Bahia et al., 2006).

Acreditou-se durante anos que o endotélio era apenas uma barreira mecanica entre o

meio circulante e os demais componentes da parede vascular, porém hoje ja se sabe que ele
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apresenta diversas atividades metabolicas. A importancia do endotélio no processo de
vasodilatacéo foi descrita por Furchgott e Zawadzki (1980), que demonstraram que a remogao
mecanica ou quimica do endotélio impedia a vasodilatacdo induzida pela acetilcolina (ACh)
em artérias isoladas de coelho, concluindo que o endotélio produzia uma substancia
vasodilatadora, denominada de fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF). Estudos
posteriores, realizados com o objetivo de identificar a natureza quimica do EDRF (Ignarro et
al., 1987) constataram que tal fator se tratava do NO.

O NO é produzido pelo endotélio pela acdo da eNOS que converte 0 aminoacido L-
arginina a NO + L-citrulina, catalisando a oxidacdo de cinco elétrons com a participagdo de
NAD(P)H/NADP+ e do complexo célcio / calmodulina (Malinski, 2005). O relaxamento da
musculatura lisa vascular induzido pelo NO é mediado principalmente pela ativacdo da
enzima guanilato ciclase soltvel muscular, que por sua vez, transforma guanosina trifosfato
(GTP) em monofosfato ciclico de guanosina (GMPc). O aumento dos niveis de GMPc no
interior das células musculares lisas, estimula o recrutamento de Célcio (Ca") citosélico para
os estoques intracelulares, causando assim, reducdo da concentracdo de Ca®* e consequiente
relaxamento vascular (Rapopport & Murad, 1983).

Sua funcdo é regular o tbnus vascular pela acdo vasodilatadora sobre as células
musculares lisas e de inibicdo da atividade plaquetaria, agregacdo de leucdcitos e proliferacdo
das células musculares lisas da parede vascular (Ramachandran et al., 2002) sendo
fundamental na modulacédo da PA (Flammer & Luscher, 2010).

Além do NO, o endotélio produz outras substancias vasodilatadoras, como a
prostaglandina e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio, assim como substancias
vasoconstritoras, como a Ang Il e endotelina. Quando a funcéo do endotélio € normal, hd um
equilibrio entre a producdo destas substancias com uma tendéncia a vasodilatacdo (Bahia et
al., 2006; Flammer & Lischer, 2010).

Varios estudos demonstram que a remocdo do endotélio aumenta a resposta a uma
variedade de agentes vasoconstrictores, tanto em preparagfes vasculares de animais
normotensos como hipertensos, indicando que estas células exercem um papel inibitério sobre
a funcéo contrétil do musculo liso vascular (Callera et al., 2004).

Em condicbes fisioldgicas, o endotélio € responsavel pela manutencdo do tonus
vascular e da homeostase intravascular. Atua conservando o fluxo sanguineo laminar,
preservando a fluidez da membrana plasmatica, criando mecanismos anticoagulantes, inibindo

a proliferacdo e migracdo celulares e controlando a resposta inflamatéria (Bahia et al., 2006).
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Em contra partida, evidéncias crescentes atribuem a disfungdo endotelial
caracterizada por um impedimento do relaxamento vascular dependente do endotélio, um
papel importante na fisiopatologia da hipertensdo (Suzuki et al., 1995; Taddei et al., 1996;
Felétou et al., 2010), j& que contribui para elevada resisténcia periférica, favorecendo a
ocorréncia de complicac@es cardiovasculares (Sotomayor et al., 1999; Félétou et al., 2010).

O consumo de AGT parece estar associado com o0 aumento de marcadores
inflamatdrios sisttmicos (Mozaffarian et al., 2004), e em estudo realizado com mulheres
demonstrou estar associado ao aumento de 73% nos niveis de proteina C reativa (PCR),
preditor independente para doenca cardiovascular, e dos niveis de diversos marcadores da
disfungdo endotelial como moléculas de adesdo ICAM e VCAM soluveis e e-selectina
(Lopez-Garcia et al., 2005). Dentre os principais fatores que contribuem para a etiologia da
disfuncdo endotelial, grande destaque tem sido dado ao estresse oxidativo (Dai & Dai, 2010;
Touyz & Briones, 2011).

Os mecanismos bioldgicos pelo qual os AGT podem causar efeitos adversos na fungao
endotelial ainda ndo estdo claros. Os AGT sdo incorporados nas membranas celulares do
endotélio e assim podem alterar os componentes celulares e macrocelulares atuando na
superficie da parede do vaso sanguineo. Isso pode resultar em alteragdo no tdnus vascular,
aumento na producéo de citocinas e de fatores de crescimento, entre outros. Entretanto, o alto
consumo de AGT também pode afetar a funcdo endotelial pela reducdo dos niveis de
colesterol HDL, o qual pode desencadear o aumento da oxidacdo do colesterol LDL levando a

aterogénese (Lopez-Garcia et al., 2005).

1.6 Estresse Oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio sdo produzidas de forma
continua pelas células como parte de seus processos metabolicos. Em condicdes patoldgicas,
0 estresse oxidativo representa um desequilibrio entre a formacéo e remocéao destas especies,
decorrente da diminuicdo dos antioxidantes endogenos ou ainda do aumento da geracao de
espeécies oxidantes (Touyz, 2004; Grossman, 2008; Durackova, 2010). Promove a oxidacao de
macromoléculas bioldgicas como lipideos, proteinas, DNA, carboidratos, ocorrendo quando a
concentracdo de substancias oxidantes supera a concentracdo de antioxidantes (Cai &
Harrison, 2000).
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As EROS sédo derivadas do metabolismo do oxigénio, que pela sua configuragdo
eletronica, tende a receber um elétron de cada vez, formando compostos intermediarios
altamente reativos encontrados no ambiente e em todos os sistemas biologicos (Touyz &
Shiffrin, 1999; Loukides et al., 2011). No sistema cardiovascular, as EROS exercem um papel
fisiologico essencial, mantendo a integridade cardiaca e vascular. No entanto, as EROS
também possuem um papel fisiopatoldgico na disfuncdo cardiovascular associado a condi¢Ges
como aterosclerose, hipertensdo e DM2 (Landmesser & Harrison, 2001; Zalba et al., 2001;
Durackova, 2010). As principais EROS nestes processos sdo: o anion superoxido ('O2), o
peroxido de hidrogénio (H,0,), o radical hidroxil (OH’) e a espécie reativa de nitrogénio
peroxinitrito (ONOQO").

Em concentracbes fisiologicas as EROS funcionam como moléculas de sinalizacdo
regulando a contracdo-relaxamento da célula do musculo liso vascular (VSMC) (Rao & Berk,
1992; Cosentino et al., 1994; Zafari et al., 1998; Touyz, 2005) sendo indispensaveis em
muitos processos bioquimicos, incluindo a sinalizagdo intracelular, diferenciacdo celular,
apoptose e defesa contra microorganismos (Durackova, 2010).

Em condigdes patoldgicas, ocorre um aumento da producdo de EROS e ou uma
reducdo da capacidade dos agentes antioxidantes, caracterizando um estado de estresse
oxidativo, levando a disfuncéo endotelial, contratilidade aumentada, crescimento da VSMC,
apoptose, migracdo de mondcitos, peroxidacao lipidica, inflamacéo, deposi¢cdo aumentada de
proteinas da matriz extracelular, oxidacdo de proteinas e danos ao DNA, contribuindo para o
dano vascular na doenca cardiovascular (Rao & Berk, 1992; Harrison, 1997; Landmesser &
Harrison, 2001; Zalba et al., 2001; Touyz & Briones, 2011).

Segundo estudos, a hipertensdo pode estar associada com o aumento do estresse
oxidativo vascular, no entanto, ainda ha um certo grau de controvérsia se 0 estresse oxidativo
¢ causa ou consequéncia da hipertensdo (Grossman, 2008). O estresse oxidativo pode
contribuir para a geracdo ou manutencdo da hipertensdo através de inimeros mecanismos
como a geracgdo de lipideos vasoconstrictores produtos da peroxidagcdo como F2-isoprostanos
(CracowsKi et al., 2002), esgotamento da tetrahidrobiopterina (BH4), um importante co-fator
da eNOS (Vaziri et al., 2000), o sequiestro do NO pela agéo das EROs, como o O, (Ceriello,
2008), bem como por meio de alteragGes estruturais e funcionais dentro da vasculatura (Zalba
etal., 2001).

Varios tipos celulares, como fibroblastos, macrofagos residentes, células do musculo
liso e células endoteliais produzem EROS. Dentro da célula endotelial as fontes produtoras

dessas especies sdo: a NAD(P)H oxidase, NOS, ciclooxigenases, lipoxigenases e xantina
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oxidase. Presentes também na vasculatura, as enzimas do citocromo P450, sdo fontes
significativas de estresse oxidativo (Figura 4). Entretanto, a contribuicdo dessas enzimas para
a geracdo de EROS é relativamente menor quando comparadas com a NAD(P)H oxidase
(Touyz, 2004). A NAD(P)H oxidase € regulada por agentes vasoativos (Ang Il, endotelina-1,
trombina, serotonina), por citocinas (interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral o
(TNFa)), fatores de crescimento (fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de
crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1), fator de crescimento epidermal (EGF)) e por
forcas mecanicas. Dos fatores vasoativos que estimulam a NAD(P)H oxidase, a Ang Il parece

ser um dos mais importantes (Touyz & Briones, 2011) (Figura 4).

T NAD(P)H
oxidase

|

Tros

/
4 cYP450

T Peroxidacdo Lipidica (20-HETE)
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YNO

l

Disfuncdo
Endotelial

i
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Figura 4: Possivel interacdo entre estresse oxidativo, disfungdo endotelial e a hipertensdo
arterial. CYP450 — Citocormo P450; 20-HETE -—acido 20-hidroxieicosatetrandico, NO —
Oxido Nitrico e ROS — Espécies Reativas de Oxigénio. Fonte: Adaptado de Ward &Croft,
2006.
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Estudos também tem demonstrado associacdo entre marcadores do estresse oxidativo
com obesidade, resisténcia a insulina e diabetes atravées da interferéncia na via de sinalizacao
da insulina. Trabalhos recentes tem sugerido que a producdo aumentada de EROS pode ser a
chave inicial que precede o aparecimento da resisténcia a insulina em resposta a nutricao
materna (Alfaradhi & Ozanne, 2011).

Ingestdo dietética elevada de AGT esté associada com aumento do estresse oxidativo e

da peroxidacdo lipidica, o que pode contribuir para um estado inflamatério (Innis, 2007).

1.7 Sistema de Defesa Antioxidante

Para se proteger e evitar os danos causados pelas EROs, o organismo desenvolveu
varios mecanismos de defesa, potenciais de neutralizacdo das agdes dos radicais livres,
chamados de antioxidantes. Os antioxidantes podem ser classificados em ndo enzimaticos e
enzimaticos conforme sua estrutura. A maior parte dos antioxidantes nao enzimaticos é
exogena.Os principais sdo vitaminas lipossoliveis (Vitamina A, E e betacarotenos);
hidrossollveis (Vitamina C e Vitaminas do complexo B) e os oligoelementos (zinco, cobre,
selénio, magnésio, entre outras). O sistema enzimético é composto por diversas enzimas,
destacando-se a superdxido-dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase (GPx) é o
primeiro sistema a agir, evitando o acumulo de - O, e H,0, Os agentes antioxidantes
encontram-se no meio intracelular, com excecdo da vitamina E, que é um antioxidante
estrutural da membrana (Kojo, 2004; Valko et al., 2007)

A SOD é a primeira linha de defesa da célula vascular. Em mamiferos existem trés
isoformas: a SOD-cobre-zinco (SOD 1) presente principalmente no citosol, SOD-manganés
(Mn-SOD, SOD?2) localizada primariamente na mitocondria e a SOD-extracelular (ecSOD,
SOD3) (Paravicini & Touyz, 2008). A SOD desempenha seu papel antioxidante, catalisando a
dismutacdo do anion.O,” em H,0; e O, (Ross & Moldeus, 1991; Achyara et al., 1991) (Figura
5).

A GPx tem acdo fundamentalmente citosolica e catalisa a reducdo do H,O; e peroxidos
organicos através da utilizacdo da glutationa (GSH), que atua como co-substrato da glutationa
peroxidase, com propriedades de doador de elétrons, a qual podera ser regenerada através da
glutationa redutase (GR) com a transferéncia do hidrogénio do NADPH (Masella et al., 2005;
Valko et al., 2007; Paravicini & Touyz, 2008) (Figura 5).
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Figura 5: Representacdo esquematica das espécies reativas e a acdo das enzimas
antioxidantes. Ang 1l — Angiotensina Il, SOD — Superoxido Desmutase, ‘O, — Anion
Superoxido, H,0, — Perdxido de Hidrogénio, OH" — Radical Hidroxil, ONOO™—Peroxinitrito,
NO — Oxido Nitrico, eNOS — Oxido Nitrico Sintase, H,O — Agua e O, — Oxigénio. Fonte:
Adaptado de Al-Gubory et al., 2010. The roles of cellular reactive oxygen species, oxidative

stress and antioxidants in pregnancy outcomes.

A catalase € uma heme proteina citoplasmatica, localizada nos peroxissomas e
também no citosol, que catalisa a reducdo do H,O, a H,O e O, . A catalase ¢ efetiva em altos
niveis de estresse oxidativo e protege as células da producdo de H,0O,, sendo que a
suplementacdo com catalase exogena previne a oxidacdo da GSH (Ferreira & Matsubara,
1997; Heck et al., 2010).
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1.8 Extrato Hidroalcoolico do Carocgo do Acai (ASE)

A planta Euterpe oleracea Mart. também conhecida pelo nome popular acai (Figura
6), é amplamente encontrada na regido Amazonica principalmente nos estados do Pard,
Amazonas, Tocantins, Maranhdo e Amapa. A casca do fruto do acai é comumente usada para
fazer suco, sorvete, doces e € muito consumido no Brasil. Aproximadamente 10.000 toneladas
de extrato aquoso gelado sdo consumidas no Brasil e 1.000 toneladas sdo exportadas para
muitos paises como Japdo, Estados Unidos e Itélia (Organizacdo Pan-Americana de Salde,
2009).

Figura 6: Fruto da Euterpe oleracea Mart (Acai)

Estudos quimicos tém mostrado que o acai € rico em polifendis como epicatequina,
catequina e antocianinas (cianidina 3-glucosideo, cianidina 3-arabinosideo e cianidina 3-
rutinosideo), entre outros (Bobbio et al., 2000; Pozo-Isfran et al., 2004; Gallori et al., 2004).
Crescentes evidéncias, inclusive em estudos epidemioldgicos, sugerem que uma dieta rica em
polifendis pode estar envolvida na protecdo contra a doenca cardiovascular (Stoclet et al.,
2004; Manach et al., 2005). Este efeito benéfico dos polifendis pode ser devido a diferentes
acdes como antioxidante (Frankel et al., 1993) que aumenta a biodisponibilidade do NO,
vasodilatacéo (Fitzpatrick et al., 2000) e/ou propriedades anti-hipertensivas (Soares de Moura
et al., 2002; 2004 a,b).
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O acai tem sido estudado mundialmente demonstrando um importante potencial
terapéutico, sugerindo diferentes mecanismos de acdo. Trabalhos com a sua polpa
demonstraram uma acdo antioxidante sobre o anion superdxido (Oy), por ensaio de SOD,
mostrando-se também excelente contra o radical peroxila (R O;) (Schauss et al., 2006).
Também foi observada uma inibi¢do potencial das enzimas COX-1 e COX-2 (Schauss et al.,
2006), assim como reducgdo da expressdo de iNOS e da producdo de NO por macréfagos
(Matheus et al., 2006). Em animais hipercolesterolémicos, o tratamento com suco de acai
reduziu o risco de aterosclerose, devido, em parte, a reducdo da peroxidacdo lipidica e
aumento de enzimas antioxidantes (Xie et al., 2011). Em publicacdo recente, a ingestéo diaria
de polpa de acai (200g/dia durante 30 dias) por um grupo de individuos com sobrepeso
induziu a reducéo dos valores de glicemia e insulinemia de jejum e de colesterol total (Udani
etal., 2011).

Estudos realizados pelo nosso grupo mostraram que o extrato hidroalcoolico do carogo
do acai (Acai Stone Extract - ASE), cujo processo de obtencdo e indicacdes terapéuticas ja
foram depositadas no Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI), assim como, no
Patent Cooperative Treaty (PCT), induz um efeito vasodilatador dependente do endotélio
(Rocha et al., 2007) e efeito anti-hipertensivo (Rocha et al., 2008) e anti-hiperglicémico
(Oliveira et al., 2010).

Demonstramos ainda, que o ASE reduz o dano oxidativo, em modelo experimental de
inflamacdo pulmonar aguda, enfisema pulmonar e em modelo experimental de sindrome
metabolica (Rocha et. al., 2008; de Moura et al., 2011, 2012; Oliveira et al., 2010). Ainda,
dados do nosso grupo indicam que a acdo anti-hipertensiva e vasodilatadora dependente de
endotélio induzida pelo extrato hidroalcodlico de carogo de acai é maior do que observado
pela casca do fruto ou o extrato aquoso (Rocha el al., 2007, 2008). Estes achados demonstram
um efeito benéfico do extrato ASE, como uma planta medicinal, apresentando uma

importancia clinica no tratamento de doencas cardiovasculares.



46

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar do consumo do extrato de caroco de Acai (ASE) sobre alteracbes
cardiovasculares e metabolicas da prole adulta de mées submetidas a dieta normocalorica rica

em &cidos graxos trans (AGT), oferecidas exclusivamente durante a lactacéo.

2.2 Objetivos especificos

% Avaliar os efeitos do ASE sobre o peso corporal, gordura corporal, glicemia,
lipidios plasmaticos e insulina em prole adulta de maes que receberam AGT durante a
lactacdo.

% Analisar, através do indice de HOMA, a resisténcia a insulina e a capacidade
funcional da célula B da prole adulta

% Investigar a acdo do ASE nas proteinas da cascata de sinalizacdo de insulina de
tecido muscular cardiaco e tecido adiposo da prole de mées que receberam AGT durante a
lactacdo.

% Avaliar as alteracGes do consumo de AGT durante a lactacdo sobre o estresse
oxidativo da prole na idade adulta, e o efeito do consumo de ASE sobre estas alteracoes.

% Dosar a atividade das enzimas antioxidantes: glutationa peroxidase, catalase e
superdxido dismutase no plasma, rim e no coracéo.

% Mensurar o dano oxidativo na prole adulta de mdes que receberam AGT na
lactacdo, concomitante ou ndo com ASE, através de peroxidacdo lipidica e de carbonilacdo de
proteinas plasmatica, renal e cardiaca.

% Auvaliar as alteracfes causadas pela ingestdo de AGT na lactacdo, sobre pressao
arterial, funcdo endotelial e reatividade em artérias mesentéricas e estudar o efeito do

tratamento cronico com ASE sobre essas alteragoes.
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3 METODOLOGIA

3.1 Obtencao do extrato hidroalcodlico do caroco do Acai (ASE)

Frutos da planta Euterpe oleracea Mart. (agai), provenientes da cidade de Belém,
foram fornecidos pelo nosso colaborador Prof. Pergentino José Cunha Souza da Faculdade de
Farmécia da Universidade Federal do Pard, que obtém o fruto de um Unico fornecedor, com o
objetivo de minimizar as variagdes das caracteristicas quimicas do fruto.

Para a obtencdo do extrato, 200 g do fruto do acai foram lavados e o0s carocos
separados, posteriormente foram vigorosamente triturados, embebidos em 400 ml de agua
destilada e fervidos por 5 minutos. Apés a fervura acrescentou-se 400 ml de etanol. O extrato
hidro-alcodlico foi acondicionado sob refrigeracdo e agitado periodicamente por 2 a 4 horas
durante aproximadamente 10 dias. Em seguida, o extrato foi filtrado em papel filtro tipo
Whatman numero 1 e submetido a evaporacdo do etanol a baixa pressdo. O residuo foi
liofilizado e mantido a -20°C até o uso (Rocha et al., 2007).

A concentracdo de polifendis no ASE , medida pelo procedimento de Folin-
Ciocalteau para analise total de fendis (Singleton & Rossi, 1965), foi de aproximadamente
250 mg/g de extrato. Usualmente 100 g do caroco proporciona aproximadamente 5 g de

extrato liofilizado.

3.2 Modelo animal e dieta experimental

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica de
Experiéncias Animais da Universidade do Estado do Rio de Janeiro.

Foram utilizadas ratas Wistar virgens com 3 meses de idade, pesando entre 200 e 250
g, obtidas do Biotério do Departamento de Farmacologia e Psicobiologia/ IBRAG/ UERJ,
mantidas a uma temperatura média de 23°C, com umidade relativa de 40 a 60% e ciclo de
luminosidade 12h claro e 12h escuro. O cruzamento foi realizado com ratos de

aproximadamente 4 meses de idade obtidos do mesmo laboratério. Apds fecundagdo, as
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fémeas foram colocadas em gaiolas individuais e continuaram a receber racdo industrializada
especifica para ratos (Nuvilab®), descrita na tabela 1, e 4gua ad libitum durante toda gestacéo.

Com o nascimento dos filhotes, foram mantidos 6 filhotes, preferencialmente machos,
por mée para melhor performance lactotréfica. As ratas (n=20) foram divididas em 4 grupos:

a) Grupo Controle (n=5) - Racéo controle e 4gua ad libitum

b) Grupo Controle + ASE (n= 5) - Racdo controle e extrato de carogo de acai
dissolvido na agua de beber (200 mg/kg/dia)

¢) Grupo Trans (n=5) - Racao rica em Trans e dgua ad libitum

d) Grupo Trans+ASE (n= 5) - Racdo rica em Trans e extrato de carogo de acai
dissolvido na agua de beber (200 mg/kg/dia)

Todos o0s grupos passaram a receber durante toda lactacdo, racdo experimental
especifica para ratos, elaboradas de acordo com a AIN-93 M (American Institute of Nutrition
Rodents Diets), diferindo apenas na fonte lipidica.

Os grupos Controle e Controle+ASE receberam ragdo contendo como fonte lipidica
9% de Oleo de soja, ja 0s grupos Trans e Trans+ASE receberam racdo com 7% de gordura
vegetal parcialmente hidrogenada acrescida de 2% de 6leo de soja para garantia dos acidos
graxos essenciais. Ambas as dietas experimentais (tabela 2) foram balanceadas pela empresa
Rhoster® (Rhoster, SP, Brasil, www.rhoster.com.br). As ragdes foram produzidas tendo em
vista serem entre si isoenergéticas e isolipidicas. O conteldo de vitaminas e minerais foi
baseado nas recomendac¢fes da AIN-93M.

Apds o 21° dia de lactacdo, periodo correspondente ao desmame, os filhotes foram
separados das maes e cada ninhada mantida em gaiolas comunitérias. Todos passaram a
receber racdo industrializada para ratos (Nuvilab®) e 4gua ad libitum.

As anélises foram realizadas em machos com 90 dias de idade de acordo com o
protocolo estabelecido para este estudo, utilizando-se aleatoriamente 2-3 animais por ninhada

para formacdo dos grupos, a fim de evitar a influéncia genética.


http://www.rhoster.com.br/
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Tabela 2: Composicdo de macronutrientes da racdo industrializada especifica para ratos

Nuvilab®.

Nutrientes Racao industrial NUVILAB®
Umidade (maxima) 12,5%

Proteina bruta (minimo) 22,0%
Carboidrato (minimo) 72,6%

Lipidios (minimo) 5,4%

Calorias/g de racdo 4,21 Kcal

Material mineral (méaximo) 10,0%

Matéria fibrosa (méaximo) 8,0%

Caélcio (méaximo) 1,4%

Fésforo (minimo) 0,8%

Tabela 3: Composicdo das racdes experimentais especificas para ratos balanceadas pela

Rhoster®.

Nutrientes Rica em Trans (%) Controle
Amido de Milho 36,15 37,35
Caseina Lactea 21,60 21,40
Amido Dextrinizado 13,20 13,20
Gordura Vegetal Hidrogenada 7,00 ZERO
Sacarose P.A. 10,00 9,00
Oleo de Soja 2,00 9,00
Celulose Microfina 5,00 5,00
Premix Mineral AIN-93G 3,50 3,50
Premix Vitaminico AIN-93 1,00 1,00
L-Cistina 0,30 0,30
Bitartarato de Colina 0,25 0,25
Tert-ButilHidroquinona 0,0014 0,0014

Total 100,00 100,00
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3.3 Consumo alimentar

O consumo de ragdo e a ingestdo de liquido das matrizes foram acompanhados durante
0 periodo gestacional, sendo o consumo diério calculado fazendo-se a diferenca da oferta pela
sobra, dividido pelo numero de dias.

3.4 Medida da Pressdo arterial

As pressdes arteriais sistolica (PAS) e a distdlica (PAD) foram medidas por método
ndo invasivo (pletismografia de cauda — Letica LE 5000) na prole de todos os grupos
experimentais, a partir dos 30 dias de vida, por meio de um garrote e de um sensor de pulso
posicionados em torno da cauda do animal. Estes foram conectados ao registrador, o qual
insufla e desinsufla automaticamente o garrote, e detecta o desaparecimento e o0 aparecimento
da onda de pulso na artéria caudal, e assim determina a PAS e PAD.

Os animais foram treinados desde os 60 dias de vida, a fim de adaptar o animal ao
procedimento e consequentemente minimizar o estresse durante a manipulagdo. As medidas

foram realizadas em ratos acordados, aos 90 dias de vida.

3.5 Isolamento do leito arterial mesentérico (LAM) de rato

Aos 90 dias de vida, os ratos foram anestesiados com tiopental intraperitoneal (50
mg/kg) para coleta de sangue arterial atraves da aorta abdominal em tubo com anti coagulante
EDTA, e em seguida submetidos a laparotomia. O sangue coletado foi centrifugado a 3000
rpm por 15 minutos a 4°C. Posteriormente, o plasma foi separado dos elementos figurados do
sangue e mantido em freezer a—20°C até o momento das analises posteriores.

O LAM foi estendido para o exterior da cavidade abdominal e envolto em gaze
umedecida com solucdo nutriente de Krebs modificada (g/L), NaCl (Cloreto de Sodio) (6.9);
KCI (Cloreto de Potassio) (0.35); CaCl,.2H,0 (Cloreto de Calcio dihidratado) (0.44); MgSO,
(Sulfato de Magnésio) (0.29); NaHCOg (Bicarbonato de Sédio) (2.1); KH,PO4(Fosfato de
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Potassio Monobasico) (0.16); CsH1206 (Glicose) (2.0). Os ramos pancreatico-duodenal, ileo-
cdlico e colico direito da artéria mesentérica superior foram ligados e seccionados.

O intestino delgado foi ligado e seccionado a altura do jejuno proximal e do ileo distal.
A artéria mesentérica superior foi isolada na sua origem, a altura da artéria aorta abdominal e
canulada com um tubo de polietileno (PE 50; Clay-Adams), de aproximadamente 4 cm de
comprimento, preenchida com solucdo de Krebs heparinizada. Em seguida, o intestino
delgado foi separado do leito vascular, cortando-se rente a borda intestinal, e a preparacédo

lavada com solucéo de Krebs modificada.

3.6 Medida da reatividade do LAM as substancias vasoativas

Ap0s o isolamento, a preparacdo vascular foi colocada em uma cuba (volume de 10
mL) e constantemente perfundida por meio da canula inserida na artéria mesentérica superior
que foi conectada a uma bomba peristaltica (Model MINIPULS 3, Gilson®). A solucéo de
Krebs, mantida a 37°C e aerada com mistura carbogénica (95% O, e 5% CO,) foi infundida a
velocidade constante de 4mL/min e a pressdo de perfusdo registrada continuamente em um
computador atraves do programa Labchart 7 reader, por meio de um transdutor de pressdo
(PowerLab 4/30) (Figura 7).

Figura 7: Esquema de perfusdo do leito arterial mesentérico
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Os experimentos foram precedidos de um periodo de 30 minutos de estabilizacdo da
preparacdo, durante o qual a presséo de perfusdo basal deve se manter proxima de 20 a 40 mm
Hg (Resende et al., 1997) e entdo, foram administradas injecdes de 120 umol de KCl de 10
em 10 minutos até obter uma resposta consistente. Em seguida, iniciou-se o periodo de
sensibilizagdo vascular, no qual a norepinefrina (NE) foi adicionada a solucéo de perfusdo, em
concentragdo suficiente (30 M) para que a pressao de perfusdo se mantivesse estdvel em
torno de 80-100 mm Hg. Logo apos a obtencdo de uma resposta pressora induzida pela NE,
realizamos curvas dose-resposta a ACh (1-100 pmol), a qual produz um efeito vasodilatador
que é dependente da liberacdo de NO pelas células endoteliais. ~ Avaliamos também o efeito
vasodilatador induzido pela NG (1-100 nmol), substancia que atua diretamente no musculo
liso vascular sendo seu efeito independente do endotélio. A resposta vasodilatadora foi
expressa em termos de % de queda da resposta pressora induzida pela NE. As injegdes “in
bolus” das substancias utilizadas nos experimentos foram realizadas por meio de um injetor
acoplado ao sistema de perfuséo, por meio de micro-seringas de 10 e 100 pl (Hamilton). O
intervalo entre as injegdes foi de aproximadamente 5 minutos, permitindo sempre o retorno e
estabilizacdo da pressdo de perfusdo aos niveis anteriores e as inje¢des foram administradas

em volumes que variam de 5 a 50 pl.

3.7 Andlise bioguimica do sangue

3.7.1 Andlise da glicose plasmatica

A dosagem de glicose plasmatica de jejum foi realizada com auxilio de um glucémetro
(Accu-check Active®- Roche) através da obtencdo de amostra de sangue por puncio caudal

nos animais em jejum por 12 horas. Os valores foram expressos em mmol/I.

3.7.2 Andlise da Insulina plasmatica

A insulina plasmatica foi analisada em duplicata pelo Kit de Elisa (Calbiotech, INC.,
USA).
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3.7.3 indice de HOMA

O indice de HOMA (Homesostasis Model Assessment) foi utilizado para
determinacéo da resisténcia a insulina (RI) e da capacidade funcional das células 3 (BcC), na
qual (Matthews et al., 1985):

HOMA-IR = glicemia de jejum (mmol/L) x insulinemia de jejum (MUI/mL)

22,5

HOMA-BcC = 20 x insulinemia de jejum (nUI/mL)

glicemia de jejum (mmol/L) - 3,5

3.7.4 Perfil lipidico

Os triglicerideos (TG) e o colesterol total (CT) foram avaliados no plasma através de
Kit comercial (Bioclin®, Minas Gerais, Brasil) que se baseia em método enzimatico

colorimétrico. As concentracdes séricas foram expressas em mg/dL.

3.8 Teste de tolerancia a glicose (GTT — Glucose Test Tolerance) e teste de tolerancia a

insulina (ITT — Insulin Test Tolerance)

GTT e ITT foram avaliados duas e uma semana antes do sacrificio (90 dias)
respectivamente. Apo6s 12 - 14 horas de jejum, glicose (2g/Kg) ou insulina (0,5 U/Kg) foram
ofertados intraperitonealmente no tempo zero. O sangue caudal foi coletado nos tempos 0, 15,
30, 60, 90 e 120. A glicemia foi dosada através de um medidor automatico (ACCU CHEC-
Active, Roche®), baseado na reacdo glicose oxidase. As é&reas sobre a curva (ASC;

milimolar/minuto) foram calculadas.
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3.9 Peso da gordura epididimal e retroperitoneal

O tecido adiposo branco (gordura epididimal e retroperitoneal) dos animais de todos
os grupos foi retirado e mensurado em balanca eletronica de precisio (AND®, HM-202,
Japan) aos 90 dias de vida.

3.10 Atividade das Enzimas Antioxidantes

A medida da atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), foi realizada em amostras de plasma, e em
homogenato de rim direito e coracdo preparados com tampao fosfato.

3.10.1 Medida da Superéxido Dismutase

O produto resultante da reacdo catalisada pela SOD é o H,0, que deve ser retirado do
meio 0 mais rapido possivel. Uma unidade de enzima é definida pela quantidade transformada
em 1 umol de substrato por minuto. A atividade enzimatica foi estimada pela inibicdo da auto-
oxidacdo da adrenalina medida espectrofometricamente (480 nm). A adrenalina é oxidada
pelo O,°- para formar um produto réseo, adrenocromo. Esta padronizacdo foi realizada
utilizando a técnica descrita por Bannister et al. (1987) e adaptada para o tecido vascular.

Foi utilizado 20, 40 e 60 ul de cada amostra (rim, coracdo e plasma) em cubetas
separadas. Em cada cubeta foi adicionado 20ul de catalase (0,0024 g/ml de &gua destilada —
C9322, SIGMA) + 970 ul de tampaéo glicina (0,759 em 200 ml de agua destilada — 32°C) + 40
ul de norepinefrina (95 mg em 5ml de agua destilada + 15 pl/ml de HCI fumegante).

Para o calculo foi utilizado o alfa da reta de cada amostra em todas as concentra¢fes

utilizadas em planilha do excel®. Os resultados foram ponderados em mg de proteina.
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3.10.2 Medida da Catalase

A catalase € uma hemoproteina que catalisa a degradacdo do H,O, . Na reacdo, uma
das moléculas de peroxido de hidrogénio é oxidada a oxigénio molecular e a outra € reduzida
a agua. Este método mede a atividade da enzima produzida pelas células e organelas em
resposta a quantidade de perdxido de hidrogénio, medido pelo espectrofotdmetro.

Foram utilizados 200 ul de homogenato de rim e coracdo e 20 ul de amostra de plasma
em cubetas separadas (quartzo). Em cada cubeta foi adicionado 1 ml de tampdo fosfato (PBS)
com peroxido de hidrogénio (2 5ml de tampé&o para 40 ul de H,0,). O comprimento de onda

utilizado foi 240 nm e a leitura foi feita nos tempos 0, 30 e 60 segundos (Aebi, 1984).

3.10.3 Medida da Glutationa Peroxidase

A GPx é uma enzima selénio-dependente que catalisa a reducdo do H,0, e
hidroperdxidos organicos (ROOH) para H,O e alcool, usando a glutationa (GSH) como
doador de elétrons. Ela esta localizada tanto no citosol quanto na matriz mitocondrial. A
determinacédo da atividade da GPX foi realizada a partir da taxa de decaimento da NADPH,
determinada por espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 340 nm.

Foram utilizados 200 ul de homogenato de rim, coracdo e plasma em cubetas
separadas. Em cada cubeta foi adicionado 1800 ul de tampéo fosfato (PBS) com glutationa
reduzida (GSH), glutationa redutase (GR) e azida sodica (20ml de tampé&o para 4 ml de GSH
+ 4 ml GR + 1ml de azida sodica) e incubada por 10 minutos. Em seguida, foi adicionado 200
ul de NADPH e a leitura realizada por 3 minutos. Posteriormente a esta leitura foi adicionado
200 pl de perdéxido de hidrogénio e lido por 5 minutos. Esta padronizagdo foi realizada

utilizando a técnica descrita por Flohé et al. (1984) e adaptada para o tecido renal e cardiaco.
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3.11 Ensaios pro-oxidantes

3.11.1 Substéancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)

Este método é utilizado para a avaliacdo do estado de oxidacdo dos acidos graxos em
sistemas bioldgicos. O dano em lipideos de membrana € determinado pela formacdo de
subprodutos da lipoperoxidacdo (malondialdeido-MDA), que sdo substancias reativas ao
aquecimento do &cido tiobarbitdrico formadas durante a peroxidacdo em sistemas de
membranas e microssomos. MDA reage com o TBA gerando um produto colorido réseo lido
em espectrofotdmetro (532 nm). Esta padronizacao foi realizada utilizando a técnica descrita
por Draper et al. (1990) e adaptada para medida em soro.

Foi utilizado 200 pl de homogenato de rim e coragéo para 400 ul de acido
tricloroacético (TCA). Para o plasma, foi utilizado 200 ul de amostra, diluidos em 600 ul de
TCA. As amostras foram centrifugadas por 10 min em 1000 rpm a 4°C. Separou-se 500ul do
sobrenadante em um tubo de ensaio com tampa e adicionou 500 ul de TBA (0,67%). Os tubos
foram colocados em um banho seco (100°C) por 30 minutos. Deixou-se esfriar por 5 minutos
e posteriormente foi feita a leitura em espectofotometro (532 nm).

Para o célculo foi utilizado:

- Fator de Correcdo (FC) médio do TBA — FC = [nmol.TMP]
- Abs. da amostra x FC médio = nmol de TBARS Abs. ptn
- nmol de TBARS + quantidade de proteina da amostra (nmol de TBARS/mg de

proteina).

3.11.2 Carbonilacéo de proteinas

O método utilizado para dosagem de oxidagdo de proteinas baseia-se no principio de
que varios radicais livres atacam residuos de proteinas como aminoacidos (histidina, arginina,
lisina e prolina) para produzir produtos com o grupo carbonil, o qual pode ser medido através

da reacdo com 24-dinitropheniylhydrazine. O conteddo de carbonil é determinado
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espectrofotometricamente em 370nm usando um coeficiente 22.0000 Molar™em nmol/mg de
proteinas, como descrito por Levine et al. (1990).

3.12 Medida de nitrito

Como o 6xido nitrico possui um tempo de meia vida muito curto, este € rapidamente
oxidado a nitrito e/ou nitrato pelo oxigénio, a determinacdo da producéo deste radical é
mensurado pela formac&o do nitrito (NO;), um produto de degradacéo estavel e ndo volatil. A
dosagem de nitrito pode ser realizada pelo método de Griess no qual o principio de reacéo é
baseado na formacdo de um azo composto. Neste método, o nitrito primeiramente reage com
a sulfanilamida em meio &cido para formar um composto intermediério, o sal diazénio. Em
seguida, este sal reage com N-naftil-etilenodiamina (NED) formando um composto azo
estavel de coloragdo purpura, em comprimento de onda de 540 nm (Green et al., 1982; Sun et
al., 2003).

Solucdo 1: sulfanilamida 1% em solucéo de acido fosférico 2,5%.

Solucgdo 2: N-naftil-etilenodiamina 0,1% em soluc¢do de acido fosforico a 2,5%.

Para a reacdo, adicionou-se 100 ul da amostra em 50 ul da solucdo 1. Apos 10
minutos, adicionou-se 50 pl da solucdo 2. Ap6s homogeneizar, a leitura foi feita a 540 nm em

espectrofotémetro. O resultado foi expresso em uM (ou mMol)/ mg proteina.

3.13 Dosagem de Proteinas

As proteinas totais das amostras estudadas foram quantificadas através do método de
Bradford em placa de ELISA (Jamef®), utilizando a albumina bovina (SIGMA®) (Bradford,
1976).
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3.14 Biologia Molecular (Western Blotting) do IR, Akt, p-Akt e GLUT-4 do tecido

cardiaco e adiposo

O ventriculo esquerdo isolado e o tecido adiposo, retirados apés o sacrificio do animal,
foram congelados imediatamente em nitrogénio liquido para posterior analise das proteinas
através de western blotting.

O tecido cardiaco, ap0s ter sido descongelado em baixa temperatura, foi picotado com
auxilio de bisturi e em seguida homogeneizado em solucdo de lise gelada (em mmol: HEPES
30, pH 7,4; NasP,07 50; NaF 100; EDTA 1, NazVO, 10; Triton X-100 1%) acrescentada de
coquetel de inibidores (Complete, EDTA-free, Roche Diagnostic, California, USA), por
trituracdo manual com auxilio de um pildo até se tornar liquido, posteriormente deixado em
30 minutos no gelo.

O homogeneizado foi centrifugado durante 15 minutos a 9000 rpm a 4° C. Parte do
sobrenadante foi coletado para obtencdo do conteudo total das proteinas da cascata de
sinalizacdo de insulina: IR, Akt e p-Akt e GLUT-4.

O tecido adiposo epididimal foi lisado em solucdo de lise contendo Hepes (50mM),
MgCI2 (ImM), EDTA (10mM) e SDS 1%, acrescentada de coquetel de inibidores (Complete
EDTA-Free , Roche Diagnostics, California, USA), por trituracdo manual com o auxilio de
um bisturi e pildo, e posteriormente deixado em repouso no gelo por 30 minutos. Apés a lise
as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 13000 rpm a 4 C, e o sobrenadante foi
coletado e transferido para novos eppendorfs.

A dosagem da concentracao de proteinas nas amostras de tecido cardiaco e adiposo foi
determinada usando o reagente BCA Protein Assay Kit (Pierce, EUA), utilizando diferentes
concentracdes de albumina para montagem da curva padrdo. A concentracdo de proteinas
totais foi determinada pelo método de dosagem de proteinas BCA™ (Thermo Scientific USA,
Rockford, IL). A leitura foi realizada no leitor de Elisa.

Em seguida, as amostras de tecido cardiaco foram fervidas com solucdo tampédo
(glycerol 10%, 2p-mercaptoetanol 5%, SDS 1%. NaOH 10N e azul de bromofenol 0,0001%)
durante 3 minutos a 100° C, para desnaturacdo das proteinas. O mesmo tempo foi utilizado
para as amostras de tecido adiposo, porém foi utilizado uma solugdo tampdo contendo Tris-
HCL 50mM; pH 6,8; SDS 1%; 2p3-mercaptoetanol 5%; glycerol 10%; e azul de bromofenol
0,0001%.
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As proteinas totais (15 pg) foram aplicadas sobre um gel a 8 ou 12% de poliacrilamida
(acrilamida 30%, bis-acrilamida 1.6%, APS 10%, Temed5 ul diluidos em tampéo Tris 1,5
mM, SDS 0,4%) juntamente com um padréo de peso molecular (Rainbow-Sigma®, USA) em
cuba de eletroforese (Hoefer®) para separagdo protéica, e a seguir, as proteinas foram
transferidas, utilizando o sistema semi-dry (Bio-RAD, EUA) para uma membrana PVDF
(Hybond- P, Amersham Pharmacia Biotech). Posteriormente, as membranas foram incubadas
em solucédo de bloqueio Tween-TBS (NaCl 0,5M, Tris-HCI 20nM, pH 7,5, Tween-20 0,05%)
contendo 5% de leite desnatado.

Para estudo do metabolismo glicidico, foram utilizados anticorpos primarios
especificos para deteccdo de proteinas chave da cascata de sinalizacdo da insulina: anticorpo
primario para IR, Akt, p-Akt Ser-473, GLUT-4 e actina (Santa Cruz Biotech) na diluicdo
1:1000 durante periodo minimo de 12 horas. Para imunodetecc¢do foi incubada por mais 1
hora com anticorpo secundario apropriado biotinilado (Santa Cruz Biotech - diluicdo 1:1000),
seguida de incubacdo com estreptavidina (Caltag Laboratories®, Burlingame, CA, USA)
também na diluigdo 1:1000 por mais 1 hora. A revelacdo das proteinas foi realizada por ECL
plus (GE Healthcare — Life sciences). As bandas (n = 3) foram quantificadas segundo sua

densidade, utilizando-se o software Image J (NIH, USA).

3.15 Analise estatistica

Para verificar a normalidade das variaveis, aplicou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov,
assim, foram utilizados testes paramétricos para as variaveis que apresentaram distribuicao
normal. Para comparar trés ou mais grupos independentes que seguiram distribui¢cdo normal,
utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) e em situacdes em que houve diferenca estatistica
significante o teste post-hoc de Tukey a fim de identificar quais grupos diferiram entre si,

sendo consideradas significativas, quando o valor de p<0,05.



4 RESULTADOS

4.1 Parametros maternos durante a gestacdo

60

A ingestdo de racdo e de liquido das maes foi avaliada durante o periodo da lactacéo e

nenhuma diferenca foi observada entre 0s grupos experimentais para os diferentes parametros
(Figura 8).

50 1

~~
2]
~
(@]
@
O
@
x
[)
©
o
€
3
72}
c
@]
O

40

30 1

20 A

10

EEE Controle

C— Ceontrole + ASE
A Trars

EXXN Trars + ASE

Consumo de Liquido (mL)

70 1

60 1

50 A1

40

30 A1

20 1

10 1

EEE Conirole

[ Ceontrole + ASE
A Trars

EXXN Trars + ASE

Figura 8 — Consumo materno de ragdo (A) e de liquido (B) durante o periodo da lactacdo. Os
valores estdo expressos em média * erro padrdo, n = 8 para todos 0s grupos.



61

4.2 Efeito do tratamento com ASE sobre o peso corporal da prole (machos) de maes

submetidas a dieta rica em Trans durante a lactacéo.

N&o houve alteracdo significativa do peso corporal, durante o periodo experimental

nos animais estudados (Figura 9).
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Figura 9 — Efeito do tratamento (lactacdo-21 dias) com ASE (200 mg/Kg/dia) sobre o peso
corporal aos 21 dias (A) e aos 90 dias de vida (B) dos machos da prole de ratas submetidas a
dieta trans durante a lactacdo, dos grupos Controle, Controle + ASE, Trans e Trans + ASE.
Valores estdo expressos em média + erro padrdo; n= 8 para todos 0s grupos.
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4.3 Efeito do Tratamento com ASE sobre a Pressdo Arterial Sistélica e Diastélica

A PAS e a PAD foi maior nos animais do grupo trans, aos trés meses de vida quando
comparado ao grupo controle tratado (p<0,05). O tratamento com ASE reduziu a PAS no
grupo controle (Figura 10 A), assim como a PAD no grupo Trans (Figura 10 B).
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Figura 10 — Efeito do tratamento (lactacdo-21 dias) com ASE (200 mg/Kg/dia) sobre a
Pressao arterial sistdlica (A) e diastdlica (B) (mmHg) com machos de 3 meses de vida, prole
de ratas submetidas a dieta trans durante a lactacdo, dos grupos Controle, Controle + ASE,
Trans e Trans + ASE. Valores estdo expressos em média + erro padrdo; n = 8 para todos 0s
grupos. * p<0,05 em relacéo ao grupo controle, # p<0,05 em relacdo ao grupo controle + ASE
e + p<0,05 em relagéo ao grupo trans.
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4.4 Efeito do tratamento com ASE sobre a resposta vasodilatadora da Acetilcolina em

LAM

A resposta vasodilatadora dose-dependente induzida pela acetilcolina ndo foi

significativamente (p<0,05) diferente no LAM isolado dos animais experimentais dos grupos

estudados (Figura 11).
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Figura 11 — Efeito do tratamento (lactacdo-21 dias) com ASE (200 mg/Kg/dia) sobre a
resposta vasodilatadora da acetilcolina em leito arterial mesentérico, da prole de machos com
3 meses, dos grupos Controle, Controle + ASE, Trans e Trans + ASE. Valores estdo expressos
em média + erro padrdo; n= 8 para todos 0s grupos.
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4.5 Efeito do tratamento com ASE sobre a resposta vasodilatadora da Nitroglicerina em
LAM

N&o houve alteracdo na resposta vasodilatadora induzida pela NG em LAM dos
animais dos diferentes grupos estudados (Figura 12).
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Figura 12 — Efeito do tratamento (lactagcdo-21 dias) com ASE (200 mg/Kg/dia) sobre a
resposta vasodilatadora da nitroglicerina em leito arterial mesentérico, da prole de machos
com 3 meses, dos grupos Controle, Controle + ASE, Trans e Trans + ASE. Valores estdo
expressos em media + erro padrdo; n = 8 para todos 0s grupos.
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4.6 Efeito do tratamento com ASE sobre os Ensaios pré-oxidantes

4.6.1 Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS)

N&do foram observadas diferencas significativas na formagdo do subproduto
(malondialdeido-MDA) da peroxidacéo lipidica em amostras de plasma e tecido cardiaco nos
grupos estudados (Figura 13 A e C). Entretanto, h4 uma reducdo significativa (p < 0,05) dos
niveis de MDA no tecido renal dos animais Controle+ASE; Trans e Trans+ASE, com trés

meses de vida quando comparada com aos animais Controles (Figura 13 B).
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Figura 13 — Efeito do tratamento (lactacdo-21 dias) com ASE (200 mg/Kg/dia) sobre os niveis
de TBARS em amostras de plasma (A), rim direito (B) e coracdo (C) da prole de machos com
3 meses, dos grupos Controle, Controle + ASE, Trans e Trans + ASE. Valores estdo expressos
em media + erro padrdo; n = 8 para todos 0s grupos. * p<0,05 em relacdo ao grupo controle.
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4.6.2 Carbonilacdo de proteinas

Foi observado um aumento significativo (p<0,05) na carbonilacdo de proteinas em
amostras de plasma nos animais do grupo Trans quando comparado com os animais Controles
(Figura 14 A). Nao foram observadas diferengas significativas nos niveis de proteinas

carboniladas nos tecidos renais e cardiacos entre os grupos estudados (Figura 14 B e C).
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Figura 14 — Efeito do tratamento (lactacdo-21 dias) com ASE (200 mg/Kg/dia) sobre a
carbonilacdo de proteinas em amostras de plasma (A), rim direito (B) e coracdo (C) da prole
de machos com 3 meses, dos grupos Controle, Controle + ASE, Trans e Trans + ASE. Valores

estdo expressos em média * erro padrdo; n = 8 para todos 0s grupos.

aos grupos controles e # p<0,05 em relagdo ao grupo controle + ASE.

* p<0,05 em relagéo



69

4.7 Efeito do tratamento com ASE sobre a Atividade das Enzimas Antioxidantes

4.7.1 Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da enzima SOD foi significativamente (p<0,05) maior em amostras de
tecido renal dos animais controles quando comparados aos controles tratados (Figura 15 B).

Entretanto a atividade da SOD no plasma e no tecido cardiaco ndo apresentou
diferenca significativa entre os grupos estudados (Figura 15 A e C).
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Figura 15 — Efeito do tratamento (lactacdo-21 dias) com ASE (200 mg/Kg/dia) sobre a
atividade da enzima SOD em amostras de plasma (A), rim direito (B) e coragédo (C) da prole
de machos com 3 meses, dos grupos Controle, Controle + ASE, Trans e Trans + ASE. Valores
estdo expressos em média + erro padrdo; n = 8 para todos os grupos. * p<0,05 em relacéo
aos grupos controles.
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4.7.2. Catalase

Foi observada uma reducdo significativa (p<0,05) da atividade da catalase no plasma e
no tecido renal no grupo Trans quando comparado com os Controles (Figura 16 A e B). O
tratamento com ASE aumentou significativamente a atividade desta enzima no tecido renal
dos animais Trans (Figura 16 B). Nao houve alteracdo significativa na atividade da catalase

nas amostras de tecido cardiaco, entre os grupos estudados (Figura 16 C).
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Figura 16 — Efeito do tratamento (lactacdo-21 dias) com ASE (200 mg/Kg/dia) sobre a
atividade da enzima catalase em amostras de plasma (A), rim direito (B) e coragdo (C) da
prole de machos com 3 meses, dos grupos Controle, Controle + ASE, Trans e Trans + ASE.
Valores estdo expressos em média + erro padrdo; n = 8 para todos 0s grupos. * p<0,05 em
relacdo ao grupo controle, # p<0,05 em relacdo ao grupo controle + ASE e + p<0,05 em
relagdo ao grupo trans.
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4.7.3. Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade da enzima GPx foi significativamente (p<0,05) maior em amostras de
tecido renal dos animais controles tratados com ASE, quando comparados com 0s animais
controles, trans e trans tratado (Figura 17 B). Ndo houve alteracdo significativa na atividade
da GPx nas amostras de plasma e tecido cardiaco, entre os grupos estudados (Figura 17 A e
C).
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Figura 17 — Efeito do tratamento (lactacdo-21 dias) com ASE (200 mg/Kg/dia) sobre a
atividade da enzima GPx em amostras de plasma (A), rim direito (B) e corac¢do (C) em da
prole de machos com 3 meses, dos grupos Controle, Controle + ASE, Trans e Trans + ASE.
Valores estdo expressos em média + erro padrdo; n=8 para todos os grupos. # p<0,05 em
relagdo ao grupo controle + ASE.



75

4.8 Efeito do tratamento com ASE sobre os Niveis de Nitrito

A dieta Trans ndo modificou os niveis de nitrito em relacdo aos Controles nas
amostras de plasma, rim e coracdo. Entretanto, os niveis de nitrito foram significativamente
maiores (p< 0,05) no tecido renal dos animais Trans tratados com ASE quando comparados
com os animais Trans (Figura 18 B). Ndo foram observadas diferencas significativas nos
niveis de nitrito em amostras de plasma e tecido cardiaco, entre os grupos estudados (Figura
18 AeC).
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Figura 18 — Efeito do tratamento (lactacdo-21 dias) com ASE (200 mg/Kg/dia) sobre o
conteddo total de nitrito em amostras de plasma (A), rim direito (B) e coracdo (C) da prole de
machos com 3 meses, dos grupos Controle, Controle + ASE, Trans e Trans + ASE. Valores
estdo expressos em média x erro padrdo; n = 8 para todos os grupos. + p<0,05 em relacéo ao
grupo trans.
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4.9 Efeito do tratamento com ASE sobre o Perfil Lipidico

Os niveis plasmaticos de triglicerideos foram significativamente maiores (p<0,05) nos
animais trans quando comparados com os controles. O tratamento com ASE reduziu
significativamente (p<0,05) esses niveis no grupo Trans+ASE e Controle + ASE (Figural9
A).

Os niveis plasmaticos de colesterol total foram significativamente maiores (p<0,05)

nos animais trans quando comparados com os controles (Figura 19 B).
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Figura 19 — Efeito do tratamento (lactacdo-21 dias) com ASE (200 mg/Kg/dia) sobre 0s niveis
de triglicerideos (A) e colesterol total (B) da prole de machos com 3 meses, dos grupos
Controle, Controle + ASE, Trans e Trans + ASE. Valores estdo expressos em média + erro
padrdo; n = 8 para todos os grupos. * p<0,05 em relacdo ao grupo controle, # p<0,05 em
relacdo ao grupo controle + ASE e + p<0,05 em relagdo ao grupo trans.
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4.10 Efeito do tratamento cronico com ASE sobre o Tecido Adiposo

O peso do tecido adiposo ndo foi significativamente diferente (p<0,05) entre 0s grupos

experimentais estudados (Figura 20).
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Figura 20 — Efeito do tratamento (lactacdo-21 dias) com ASE (200 mg/Kg/dia) sobre o peso
do tecido adiposo da prole de machos com 3 meses, dos grupos Controle, Controle + ASE,
Trans e Trans + ASE. Valores estdo expressos em média + erro padrdo; n = 8 para todos 0s
grupos.
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4.11 Efeito do tratamento crénico com ASE sobre a Glicemia e Resisténcia a Insulina

Os niveis plasmaticos de glicose ndo foram significativamente (p<0,05) diferentes
entre os grupos estudados (Figura 21 A).

Os niveis de insulina plasméaticos encontraram-se significativamente aumentados
(p<0,05) no grupo trans, quando comparados com os controles (Figura 21 B).

A resisténcia a insulina pode ser determinada pelo indice de HOMA, que apresentou-
se significativamente (p< 0,05) aumentado no grupo trans, quando comparado aos controles
(Figura 21 C).

O indice HOMA BcC indicativo da capacidade funcional de célula B pancredtica,
apresentou-se significativamente aumentado (p< 0,05) no grupo Trans quando comparado aos
Controles (Figura 21 D). O tratamento com ASE reduziu significativamente (P< 0,05) esse
indice no grupo Trans (Figura 21 D).
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Figura 21 — Efeito do tratamento (lactacdo-21 dias) com ASE (200 mg/Kg/dia) sobre os niveis
glicémicos (A), insulinémicos (B), o indice de HOMA (C) e o indice de HOMA BcC (D) da
prole de machos com 3 meses, dos grupos Controle, Controle + ASE, Trans e Trans + ASE.
Valores estdo expressos em média + erro padrdo; n = 8 para todos 0s grupos. * p<0,05 em
relagdo ao grupo controle, # p<0,05 em relagcdo ao grupo controle + ASE e + p<0,05 em

relagdo ao grupo trans.
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4.12 Efeito do tratamento cronico com ASE sobre o Teste de Tolerancia (GTT) a

Glicose e a Insulina (ITT)

Os niveis glicémicos significativamente aumentados encontrados no teste GTT nos
diferentes tempos estudados demonstraram que o grupo trans desenvolveu intoleréncia a
glicose quando comparado aos controles (Figura 22 A). O tratamento com ASE reduziu
significativamente (p< 0,05) esses niveis no grupo trans, como pode ser observado na area
sobre a curva (ASC) (Figura 22 B).

Os niveis glicémicos encontrados no teste ITT ndo foram significativamente diferentes
nos tempos analisados entre os grupos estudados, como pode ser observado na area sobre a
curva (ASC) (Figura 22 D).
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Figura 22 — Efeito do tratamento (lactacdo-21 dias) com ASE (200 mg/Kg/dia) sobre os niveis
glicémicos no teste de tolerancia a glicose (A), na area sobre a curva do TTG (B), no teste de
tolerancia a insulina (C) e na area sobre a curva do ITT (D) da prole de machos com 3 meses,
dos grupos Controle, Controle + ASE, Trans e Trans + ASE. Valores estdo expressos em
média £ erro padrdo; n=6 para todos os grupos. * p<0,05 em relagcdo ao grupo controle e +

p<0,05 em relagéo ao grupo trans.
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4.13 Efeito do tratamento com ASE sobre as proteinas da Cascata de Sinalizacdo da

Insulina no Tecido Cardiaco

A expressdo do receptor de insulina, da proteina AKT e AKT fosforilada e do
transportador de glicose GLUT-4, foi avaliada por Western Blotting em ventriculo esquerdo
cardiaco.

N&o houve diferenca estatistica entre os grupos analisados (Figura 23).
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Figura 23 — Efeito do tratamento (lactacdo-21 dias) com ASE (200 mg/Kg/dia) sobre as
expressoes de IR (A), Akt (B), relacdo Akt/P-Akt (C) e GLUT-4 (D) de tecido cardiaco da
prole de machos com 3 meses, dos grupos Controle (C) , Controle + ASE (C+ASE), Trans (T)
e Trans + ASE (T+ASE). Valores estdo expressos em meédia + erro padréo; n=3 para todos 0s
grupos.
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4.14 Efeito do tratamento com ASE sobre as proteinas da Cascata de Sinalizacdo da

Insulina no Tecido Adiposo

A expressédo do receptor de insulina, da proteina AKT e AKT fosforilada e do
transportador de glicose GLUT-4, foi avaliada por Western Blotting em tecido adiposo.
N&o houve diferenca estatistica entre os grupos analisados (Figura 24).
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Figura 24 — Efeito do tratamento (lactagcdo-21 dias) com ASE (200 mg/Kg/dia) sobre as
expressdes de IR (A), Akt (B), relacdo Akt/P-Akt (C) e GLUT-4 (D) de tecido adiposo da
prole de machos com 3 meses, dos grupos Controle (C) , Controle + ASE (C+ASE), Trans (T)
e Trans + ASE (T+ASE). Valores estdo expressos em média + erro padrdo; n=3 para todos 0s
grupos. * p<0,05 em relagdo ao grupo Trans + ASE.
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5 DISCUSSAO

A programacéo metabolica pode ser definida como um evento uterino, que tem efeitos
permanentes sobre a fisiologia, estrutura e metabolismo do individuo (Godfrey & Barker,
2000). Neste estudo, o peso corporal, metabolismo glicidico e lipidico, disfuncdo endotelial e
estresse oxidativo, foram avaliados em animais adultos filhos de méaes que foram expostas a
dieta rica em AGT durante a lactagdo, concomitante ou ndo com exposicdo a extrato
hidroalcodlico de carogo de acai (ASE).

No presente estudo foi demonstrado que o consumo de AGT durante a lactagédo
imprimiu alteracbes metabdlicas na prole adulta como a hiperinsulinemia e resisténcia a
insulina, a hipercolesterolemia, aumento do dano oxidativo e redugéo da defesa antioxidante.
Por outro lado, o tratamento com o ASE durante a lactagdo mostrou reduzir a resisténcia a
insulina no grupo Trans, diminuir os niveis plasmaticos de triglicerideos e niveis pressoricos,
além de aumentar a atividade das enzimas antioxidantes catalase e glutationa peroxidase, e a
biodisponibilidade de NO.

Em relacdo ao consumo alimentar dos grupos estudados ndo houve diferenca entre a
ingestdo da racdo, o que propde que o ganho de peso esperado seja 0 mesmo em funcdo das
dietas serem isoenergeéticas. Ao analisar dados de peso corporal, 0 consumo de AGT na
lactacdo ndo teve efeito na prole, uma vez que ndo houve diferenca do peso corporal entre 0s
grupos tanto aos 21 quanto aos 90 dias de idade. Kavanagh et al., 2010, notou em seu estudo
gue os animais expostos ao AGT durante a lactacdo tiveram crescimento retardado na
primeira semana de vida, mas acelerada durante a segunda semana, de tal modo que eles
tinham pesos corporais comparaveis aos 14 dias de vida, sem diferenca entre 0s grupos no
momento do desmame e 0 mesmo na idade adulta para os animais machos, assim como
observado neste estudo.

Entretanto, estudo similar, fornecendo 7% de AGT na dieta durante a gestacdo e
lactacdo, encontrou reducdo no peso corporal de animais expostos ao AGT em comparagdo
aos animais controles aos 90 dias de idade, inclusive observando ingestdo dietética menor
nestes animais. Foi sugerido, que a programacdo metabdlica com AGT pode modular o
comportamento alimentar dos animais através de adaptacGes em mecanismos hipotalamicos
controladores da fome e apetite, neste caso de exposic¢ao tanto na gestagcdo quanto na lactagéo,

diferentemente deste estudo (Albuquerque et al., 2006; Wang et al., 2002).
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Quanto a composi¢do corporal, embora ndo tenha sido encontrada diferenca estatistica
entre 0s grupos estudados, é possivel observar que h&d uma tendéncia a diminuicdo no
conteddo de gordura corporal dos animais que receberam ASE durante a lactacéo, visto pelo
peso bruto do tecido adiposo epididimal e retroperitoneal coletados no momento da eutanasia.
Isto é importante, pois o tecido adiposo contribui para o desenvolvimento da resisténcia a
insulina, hiperglicemia, dislipidemia aterogénica, hipertensdao arterial, e favorece para um
estado pro-trombotico e pro-inflamatério (Allende-Vigo, 2010). Esta hipotese é reforcada por
estudos recentes sobre a regulacdo da funcdo do tecido adiposo por antocianinas que
demonstram que as mesmas apresentam um efeito anti-obesidade e melhoraram a funcéo dos
adipdcitos por aumentar a expressao da adiponectina, uma das principais adipocinas, in vitro e
em sistemas in vivo (Tsuda, 2008). Por outro lado, estudo realizado com polifendis de liméo,
mostrou supressao do ganho de peso e acimulo de gordura corporal, aumentando B-oxidacao
peroxissomal através de upregulation do nivel de RNAm de acyl Coa oxidase no figado e
tecido adiposo branco, o qual provavelmente foi mediado por upregulation dos niveis de
MRNA de PPARa (Fukuchi et al., 2008).

O AGT é reconhecidamente fator de risco para desenvolvimento de doenca
cardiovascular, resisténcia a insulina e obesidade acompanhada por inflamacdo sistémica
(Dhibi et al., 2011). Tem-se relacionado o seu consumo com elevacdo de marcadores
inflamatorios como IL-6 e TNF-0, marcadores de ativacdo endotelial incluindo VCAM e
ICAM, e-selectina. Sugere-se que os AGT estdo envolvidos na promocdo da disfuncédo
endotelial, como visto em reducdo do fluxo em artéria braquial (De Ross et al., 2001).
Entretanto, quando a exposicdo aos AGT ocorre através da lactacdo, um possivel efeito
agressor ao endotélio vascular da prole adulta ndo foi verificado neste estudo, uma vez que
ndo foi encontrada diferenca na resposta vasodilatadora dependente do endotélio. Assim
como, o tratamento com o ASE, realizado somente durante a lactacdo, também ndo alterou a
resposta endotelial nos grupos estudados.

O tratamento com ASE reduziu de forma significativa neste estudo a presséo arterial
sistdlica de animais controles tratados, e a pressdo diastélica dos animais trans tratados. N&do
foi observada diferencga significativa entre os valores de pressdo arterial dos animais que
receberam trans durante a lactacdo e os controles. E possivel que o tempo de exposicdo a
dieta rica em trans (somente durante a lactacdo) no qual foram submetidas as mées, néo foi
suficiente para o desenvolvimento da hipertensdo na prole quando na idade adulta. Contudo,
foi notavel o efeito do ASE, rico em polifendis, em prevenir o aumento da pressdo arterial

diastdlica dos animais Trans. O efeito anti-hipertensivo observado neste estudo corrobora com
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resultados previamente publicados pelo nosso grupo em modelos de hipertensdo (Rocha et al.,
2008).

Sugere-se que 0 NO gerado pela conversdo de L-arginina na parede arterial através da
acao enzimatica da eNOS é um dos maiores determinantes do relaxamento vascular
(Malinski, 2005). Observou-se, pela medida do nitrito, aumento na biosdisponibilidade do NO
nos animais trans + ASE, 0 que pode ter estimulado a vasodilatacdo, reduzindo a resisténcia
vascular periférica e consequentemente os valores de pressao arterial.

Estudos mostram que a inibicdo da geracdo de EROs com antioxidantes diminui a
pressdo arterial e previne o desenvolvimento da hipertensédo, em modelos experimentais de
hipertensdo arterial (Costa et al., 2009; Christensen et al., 2007; Frenoux et al., 2002; Chen et
al., 2001). Em nosso estudo foi verificado aumento da atividade da catalase nos animais trans
+ ASE, e também reducédo do dano oxidativo, indicada pela menor producdo de subproduto da
peroxidacdo lipidica no rim, importante sitio de controle de presséo arterial através do sistema
renina angiotensina, o que também pode ter contribuido para o efeito anti-hipertensivo do
ASE.

O estresse oxidativo representa um desequilibrio entre a geracdo e a remocdo de
espécies reativas no meio celular, super producdo de agentes oxidantes que sobrecarregam a
capacidade antioxidante (Grossman, 2008). Neste estudo observamos diferenca no dano
oxidativo induzido pelo consumo de AGT na lactagéo, apenas medido pela carbonilacdo de
proteinas, entretanto este parametro nao foi recuperado pelo tratamento com o ASE, embora
saibamos do seu potencial antioxidante.

A respeito do metabolismo lipidico, animais filnos de maes que receberam AGT
durante a lactacdo apresentaram aumento do colesterol plasmatico total em relacdo ao
controle. Estudo realizado com programacdo metabdlica induzida com Trans durante a
gestacdo e lactacdo demonstrou que aos 21 dias este animal tem aumento dos valores de
colesterol plasmatico (Pisani et al., 2008b), porém nosso trabalho é pioneiro em mostrar que
esta alteracdo se mantém até a idade adulta como resultado provavel da impressao metabdlica
ocorrida. As gorduras trans elevam o colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL-
colesterol), como os &cidos graxos saturados, e ainda com um efeito adicional, o de reduzir o
colesterol de lipoproteina de alta densidade (HDL-colesterol), aumentando, portanto, a relagéo
colesterol total/HDL (Mensink et al., 2003). Os mecanismos responsaveis por essas alteracoes
parecem estar associados com a modulacgdo de receptores de membranas celulares, por meio
da incorporacdo de fosfolipides, assim como com a regulacdo da transcricdo de genes

(Mensink et al., 2003). Neste estudo ndo foi investigada a fracdo do colesterol total que esta
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aumentada. Entretanto considerando que 60 a 70% do colesterol total é formado por fracdo de
LDL-col, podemos sugerir que este constitua grande parte do colesterol total, observado em
nosso estudo. Devemos ressaltar que a elevacdo do LDL-col, esta relacionada com o risco de
desenvolvimento de doenca cardiovascular (Godoy-Matos, 2005).

Embora ndo tenhamos encontrado em nossos resultados elevacdo dos valores de
triglicerideos nos animais Trans em relacdo aos controles, foi possivel observar, uma reducdo
dos niveis de triglicerideos pelo ASE, tanto em animais controles e nos submetidos a dieta
rica em trans no inicio da vida. Este achado corrobora com resultados anteriores obtidos no
nosso laboratdrio no qual a prole adulta de ratos submetidos a dieta hiperlipidica e tratados
com ASE, rico em polifendis, apresentou reducdo dos niveis de colesterol e triglicerideos
(Oliveira et al., 2010). Provavelmente esse efeito se deve aos polifendis presentes no extrato,
ja que, em camundongos submetidos a dieta hiperlipidica e tratados com polifenois
provenientes do limdo proporcionou reducdo dos niveis de triglicerideos (Fukuchi et al.,
2008).

Em relacdo ao metabolismo glicidico ndo foi encontrada diferenca entre as glicemias
de jejum dos animais estudados, entretanto observou-se uma elevacao dos niveis de insulina
de jejum nos animais do grupo Trans, e, utilizando-se do modelo homeostatico, indice de
HOMA, confirmou-se a resisténcia a insulina nos animais trans em relacdo ao controle,
indicando que os AGT podem interferir no mecanismo de ac¢do deste hormonio, assim como
foi visto por Osso et al., 2008.

Vaérios sdo os trabalhos que apontam a relacdo dos AGT com a resisténcia a insulina
(Ludwig et al., 2003; Bray et al., 2002; Lovejoy et al., 2002; Simopoulos, 1994; Mann, 1994).
O mecanismo envolvido seria ndo somente por diminuir a fluidez de membrana e,
conseqlientemente, alterar a atividade do receptor de insulina, mas também por inibir a
formacdo dos acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (LC- PUFA), que estdo
positivamente correlacionados com a sensibilidade a insulina (Simopoulos, 1994).

O tratamento com ASE durante a lactacdo imprimiu uma reducdo da resisténcia a
insulina aos 90 dias de vida, com reduc¢éo dos valores do HOMA-IR, e melhora da capacidade
funcional de células B pancreaticas visto pelo HOMA-BcC. Esses dados corroboram com
dados prévios do nosso laboratério que demonstraram que o Extrato de Casca de Uva,
também rico em polifendis, apresenta efeito protetor na hiperglicemia e resisténcia a insulina
de animais adultos, cujas mées receberam dieta hiperlipidica durante a lactacdo (Emiliano et
al., 2011), assim como no sistema de sinalizacdo de insulina em camundongos diabéticos,

provavelmente em fungdo de aumento no conteudo do receptor da insulina, da Akt fosforilada
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e do GLUT-4 no masculo esquelético (Soares de Moura et al., 2012). Trabalhos anteriores
realizados em nosso laboratdrio sugerem efeito anti-hiperglicémico e anti-hiperinsulinémico
do ASE quando utilizado em tratamento crénico em animais obesos (Oliveira et al., 2010). E
possivel que se o consumo de ASE tivesse perdurado ao longo da vida esse mesmo efeito
fosse encontrado neste estudo.

Diante desses achados, poderiamos inferir que hd a possibilidade do ASE atuar
reduzindo a resisténcia a insulina pela ativacdo da cascata de sinalizacdo de insulina nos
tecidos periféricos. Com este objetivo, foi avaliada a expressdo de proteinas chaves da cascata
de sinalizacdo da insulina em tecido cardiaco e adiposo. Apesar da nitida resisténcia a insulina
apresentada pelo grupo Trans, ndo foi observada nenhuma diferenca estatistica quanto a
expressao de proteinas da cascata de sinalizacdo da insulina em tecido adiposo e cardiaco.
Segundo Saltiel & Kahn, 2001, cerca de 75% da captacdo de glicose dependente da acdo da
insulina ocorre no musculo esquelético, enquanto o tecido adiposo € responsavel apenas por
uma pequena fracdo. Desta forma, a futura investigacdo da cascata de sinalizacdo de insulina
em musculo esquelético pode ajudar a elucidar esta questéo.

Estudos mostram que o aumento de EROs pode levar a resisténcia a insulina, através
da ativacéo da cascata da insulina via fosforilacdo em serina e inibir em tirosina. As formas do
substrato de receptor de insulina (IRS) fosforilada em serina/treonina sdo menos capazes de se
associar ao receptor de insulina (IR) e as proteinas subseqlientes na cascata de sinalizacdo
como a PI3-quinase, resultando em prejuizo na acdo da insulina, incluindo a ativacdo da AKT
e o transporte de glicose através do GLUT-4 (Evans, 2007).

Sugere-se que 0s compostos fendlicos presentes no vinho tinto reduzem e/ou
neutralizam radicais livres e promovem a formacdo de NO (Marfella et al., 2006). Neste
contexto, estudos demonstraram que no muasculo esquelético, 0 NO aumenta a expressdo do
GLUT-4 via mecanismos dependentes de GMP ciclico e AMPK (Lira et al., 2007).

Entretanto, por outro lado, a insulina é um horménio que exerce um efeito
antioxidante pela supressdo da geracdo de EROs. Com o prejuizo na acdo da insulina,
provocado pela resisténcia a este hormonio, e 0 aumento na sua producdo, pode ocorrer
aumento das EROs, desencadeando o dano oxidativo (Dandona et al., 2005).

Por fim, resultados distintos encontrados na literatura mundial podem ser fruto dos
diferentes contetidos de gordura hidrogenada usados na dieta. Além disso, com o objetivo de
estudar o efeito da programacdo metabolica induzida exclusivamente no periodo de lactagéo,
as maes apenas foram expostas ao agente agressor, acido graxo trans, durante um curto

periodo de tempo, os 21 dias de lactacdo. E possivel que efeitos mais expressivos tivessem
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sido encontrados com a exposicdo as modificagdes da dieta, caso esta tivesse sido ofertada
também durante a gestacéo.
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo, este estudo demonstrou que o consumo de AGT durante a lactacdo
compromete o metabolismo glicidico da prole adulta, levando a aumento da resisténcia a
insulina possivelmente por um comprometimento na cascata de sinalizagdo de insulina
induzida por um aumento do estresse oxidativo, além de induzir um comprometimento no
metabolismo lipidico com aumentos dos niveis plasmaticos de colesterol e triglicerideos.
Entretanto, o uso concomitante de ASE durante a lactacdo promoveu na idade adulta niveis
pressoricos reduzidos dos animais tratados, possivelmente em funcdo do aumento das enzimas
antioxidantes catalase e glutationa peroxidase, e da disponibilidade do oOxido nitrico,
aumentando a vasodilatacdo e reduzindo o dano endotelial. Além de, aumentar a sensibilidade
a insulina e atenuar a dislipidemia. Desta forma, podemos sugerir que o uso do ASE durante a
lactacdo promove efeitos protetores a longo prazo na prole, com reducgéo de fatores de risco

para doenca cardiovascular.
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