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RESUMO

A obesidade € uma importante causa de agravo a saude vista como uma doenca
cronica nao transmissivel (DCNT), tendo como principais comorbidades as
doencas cardiovasculares, o diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo e até mesmo a
esteatose hepatica ndo alcodlica, sdo grandes causadoras de mortalidade em todo
mundo. O estilo de vida saudavel e a inclusdo de alimentos funcionais séo
recomendacdes atualmente preconizadas para a prevencdo e o controle das
DCNT. A espécie Acrocomia sp., € uma palmeira nativa da Regido do Cerrado e
Pantanal, que produz a bocaiuva, como é conhecida popularmente. Sua
composicdo tem sido amplamente estudada, por conter fibras, &cidos graxos
monoinsaturados como, o acido graxo oleico, e carotenoides. Neste contexto o
presente estudo objetivou elucidar o efeito protetor da polpa de bocaiuva liofilizada,
concomitante a uma dieta hiperlipidica (rica em gorduras saturadas e colesterol)
por 90 dias. Foram utilizados camundongos Swiss machos, com 56 dias de vida,
separados aleatoriamente em 5 grupos experimentais, tratados com dieta AIN-93M
isocaldrica para o grupo controle (SHAM); e dieta High fat hiperlipidica acrescida de
1,25% colesterol, que compds os grupos: High fat (HF); high fat Polpa 1% (HF
P1%) acrescida de 1% de polpa de bocaiuva liofilizada; high fat Polpa 2% (HF
P2%) acrescida de 2% de polpa de bocaiuva liofilizada; high fat Polpa 4% (HF
P4%) acrescida de 4% de polpa de bocaiuva liofilizada. O consumo das dietas néo
foi influenciado pelo sabor do fruto em nenhuma das concentracbes. Dentre os
parametros analisados como o ganho de peso corporal, peso das gorduras
viscerais, peso do figado, os niveis séricos de triglicerideos, colesterol total,
colesterol ndo HDL, ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos
tratados. Entretanto o tratamento com a polpa de bocaiuva evidenciou um aumento
significativo nos parametros bioquimicos de colesterol HDL no soro comparado aos
grupos SHAM e HF. Na avaliacdo do tecido epididimal, os grupos tratados com
polpa de bocauiva evidenciaram tamanhos menores de depoésitos de gordura
comparados ao grupo HF e similar ao controle SHAM. A dieta com 4% de bocaiuva
reduziu a glicose no soro dos animais comparado aos grupos tratados HFP1% e

HFP2%, e ainda reduziu o teor de lipideo hepatico comparado aos grupos HF,



HFP1% e HFP2%. Infere-se, portanto, que os componentes predominantes na
bocaiuva, particularmente as fibras e o0s acidos graxos monoinsaturados,
promoveram efeito benéfico nesses parametros, levando em consideracdo a
exposicdo simultdnea a uma alimentagdo rica em gordura saturada e colesterol,

como advém a dieta ocidental.

Palavras-chave: Acrocomia sp., frutos exoticos, Bioma brasileiro, dieta
hiperlipidica, liofilizacao.
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ABSTRACT

Obesity is an important cause of health impairment seen as a chronic
noncommunicable disease (NCDs). Its main comorbidities are cardiovascular
diseases, type 2 diabetes mellitus, hypertension and even nonalcoholic hepatic
steatosis, which are great cause of mortality all around the world. The healthy
lifestyle and the inclusion of functional foods are currently recommended for the
prevention and control of NCDs. The specie Acrocomia sp., is a palm tree native of
the Region of the Cerrado and Pantanal, that produces the bocaiuva, as it is
popularly known. Its composition has been widely studied, because it contains
fibers, monounsaturated fatty acids such as oleic fatty acid, and carotenoids. In this
context, the present study aimed to elucidate the protective effect of lyophilized
bocailva pulp, concomitant with a hyperlipid diet (rich in saturated fats and
cholesterol) for 90 days. Male Swiss mice, 56 days old, were randomly assigned to
5 experimental groups treated with isocaloric AIN-93M diet for the control group
(SHAM); and high fat diet with 1.25% cholesterol, which composed the groups: High
fat (HF); high fat Pulp 1% (HF P1%) plus 1% freeze-dried bocaiuva pulp; high fat
Pulp 2% (HF P2%) plus 2% freeze-dried bocaiuva pulp; high fat Pulp 4% (HF P4%)
plus 4% freeze-dried bocaiuva pulp. The consumption of the diets was not
influenced by the fruit flavor in any of the concentrations. Among the analyzed
parameters such as body weight gain, visceral fat weight, liver weight, serum
triglyceride levels, total cholesterol, non-HDL cholesterol, did not present a
significant difference between the treated groups. However, treatment with bocaiuva
pulp evidenced a significant increase in the biochemical parameters of serum HDL
cholesterol compared to the SHAM and HF groups. The evaluation of the
epididymal tissue, the groups treated with oral pulp showed smaller sizes of fat
deposits compared to the HF group and similar to the SHAM control. The 4%
bocaiuva diet reduced the serum glucose of the animals compared to the treated
groups HFP1% and HFP2%, and also reduced the hepatic lipid content compared
to the HF, HFP1% and HFP2% groups. It is inferred, therefore, that the predominant
components in the bocaiuva, particularly the fibers and the monounsaturated fatty
acids, promoted a beneficial effect in these parameters, considering the
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simultaneous exposure to a diet rich in saturated fat and cholesterol, as in the

western diet.

Key words: Acrocomia sp., exotic fruits, Brazilian biome, high fat diet, freeze

drying.
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1. INTRODUCAO

As doencas cronicas nao transmissiveis (DCNT) séo relatadas como um dos
principais problemas de saldde nos ultimos séculos. Os fatores proeminentes sao
comportamentais, tais como dieta ndo saudavel, inatividade fisica, uso prejudicial
de &lcool e tabaco (WHO, 2015). Com isso causas de mortes por doencas
cardiovasculares (DCV), cancer, diabetes e doenca pulmonar crbnica tém

aumentado consideravelmente (WHO, 2017).

A obesidade e concentracdes elevadas de colesterol total sanguineo sao
fatores de risco importantes para DCNT. A expanséo do tecido adiposo, que ocorre
na obesidade, estimula a acdo mediadora das adipocinas com 6rgdos metabdlicos
(figado, musculo, pancreas, coracdo) e o sistema nervoso central, contribuindo
para o funcionamento anormal desses o6rgados, alteracdo das células imunes e
inflamacéo desses tecidos, bem como o aumento da presenca de citocinas pro-
inflamatérias (TNFa e IL6) (CAO, 2014).

Portanto, o habito alimentar é um fator determinante na salude, com
evidéncias cientificas cada vez mais nitidas que alteracées na dieta tém fortes
efeitos, tanto positivos como negativos. Variacdes da dieta habitual de individuos
podem impactar na saude, e também podem estimar se o individuo desenvolvera
no futuro doencas como cancer, DCV e diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (WHO,
2003).

Dados de pesquisas recentes indicam que dietas ricas em fibras, gorduras
insaturadas e carboidratos de baixo indice glicémico associam-se a um menor risco
de DCV E DM2 (BADMON; CHAGAS; CHIVA, 2017; ERRAZURIS et al., 2017; TAY
et al., 2014).

Neste contexto diversas espécies frutiferas do Cerrado brasileiro
apresentam-se como importantes fontes de fibras, acidos graxos essenciais,
proteinas, vitaminas e minerais, e devido ao cultivo regional desses frutos, torna-se
de facil aceitacéo popular (ARRUDA et al., 2012; DE SOUZA et al., 2012).

A espécie Acrocomia sp., uma palmeira nativa da Regido do Cerrado e

Pantanal, apresenta ampla distribuicAo geografica nas Américas. Esta é
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pertencente a familia Arecaceae, conhecida popularmente como bocaiuva e
macauba, entretanto, o nome comum desta palmeira varia de acordo com a Regido
onde é encontrada, podendo também ser chamada de coco baboso, coco-de-
espinho, macaiba, macaibeira, macajuba, macalva, chiclete-de-baiano, dentre
outros (ALMEIDA et al., 1998).

A polpa da bocaiuva apresenta elevado teor de fibras, cujo consumo de 100
g fornece 55% das necessidades diarias de fibra alimentar (25 g/dia). Aléem disso,
contém alto teor de acidos graxos monoinsaturados (66,88%) e polinsaturados
(7,62%) (BRASIL, 2014a; ESTEFAN, 2010; HIANE, 2005) e também de
betacaroteno, como principal precursor de vitamina A (RAMOS et al., 2008).

Dentre essas caracteristicas da bocaiuva, como um alimento fonte de
nutrientes essenciais, o presente estudo visa avaliar a composicdo da polpa de
bocaiuva apos o processamento de secagem por liofilizagdo, verificando seus
efeitos no consumo regular em diferentes concentracbes, associada a dieta

hiperlipidica em modelos animais.
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2. Revisao de literatura

2.1. Transi¢ao nutricional e doencgas cronicas ndo transmissiveis

A alimentagao de diferentes culturas tem sido modificada muito rapidamente
em todo o mundo, como parte de um habito alimentar que também se transformou.
Dentro de um processo mais amplo relacionado com a evolugdo industrial, a
alimentacdo, e as inumeras expressdes culturais, também tém sido influenciadas

por este processo acelerado (ATKINS et al., 2016).

A globalizacdo do comércio e a automatizacdo de muitas atividades
contribuiram para uma intensa promocao de facilidades a produtos ndo saudaveis,
que foram inclusos na alimentacdo cotidiana, ocorrendo entdo, isencdo da
conscientizacdo da populacéo sobre os efeitos nocivos destes fatores de risco para
a saude (BOJORQUEZ et al., 2015).

Considerando-se que as mudangas caminharam na direcdo da “dieta
ocidental” (rica em gorduras, especialmente as de origem animal, agucares,
alimentos refinados e reduzidos em carboidratos complexos e fibras), iniciaram em
paises desenvolvidos, muito evidente nos Estados Unidos, de forma lenta, ainda na
segunda metade do século XIX e durante o século XX. Estas mudancas nos paises
em desenvolvimento ocorreram ha bem menos tempo, porém aconteceram
significativamente mais rapidas (JANSSEN et al., 2017; MONTEIRO et al., 1995).

Referida como transi¢cado nutricional, as alteracbes que ocorrem em diversos
setores da sociedade, como por exemplo, alteracbes econdmicas, sociais e
demograficas, refletem na composicdo corporal de uma populacdo (POPKIN,
2009). No Brasil, a transicdo nutricional foi constatada com a diminuicédo
progressiva da desnutricdo e o aumento do sobrepeso, independente de idade,
sexo ou classe social (BRASIL, 2006; SILVA et al., 2016).

A tendéncia das sociedades desenvolvidas de comer muito além do que
seria necessario, para o organismo, esta bem relacionada com 0s numeros de
individuos com sobrepeso e vem aumentando a cada ano (DE JESUS SILVA,
2017).
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O consumo de alimentos de maior densidade calorica e baixo valor nutritivo
prevalece na decisdo de consumo dos individuos. Esse comportamento
desfavoravel do padrdo alimentar saudavel contribui para o aumento da
prevaléncia da obesidade, como também de doencas crdnicas associadas a dietas
com alta densidade energética (DE JESUS SILVA, 2017).

As doencas cronicas nao transmissiveis (DCNT) sdo doencas multifatoriais,
as quais destacam-se as doencas cardiovasculares (DCV) (hipertensédo arterial
sistémica — HAS, aterosclerose, infarto agudo do miocardio), diabetes mellitus tipo
2 (DM2), diversos tipos de canceres e doencas respiratdrias crénicas que possuem
como fatores de riscos intermediarios a obesidade, dislipidemia e resisténcia a
insulina (OUCHI et al., 2011; WHO, 2015).

As dislipidemias que se caracterizam pelo aumento dos niveis séricos de
colesterol total e de colesterol-LDL (do inglés Low Density Lipoprotein) e diminui¢ao
do colesterol-HDL (do inglés High Density Lipoprotein) estdo entre os principais
fatores de risco para o desenvolvimento das doencas cardiovasculares, as quais
corresponderam a 31% das causas de 6bito no Brasil em 2011 (RIBEIRO, 2016).

Uma projecéo realizada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima
gue em 2025 serdo cerca de 2,3 bilhdes de adultos com sobrepeso e 700 milhdes
de obesos (ASSOCIACAO BRASILEIRA PARA O ESTUDO DA OBESIDADE E DA
SINDROME METABOLICA, 2015). Em 2006, o indice de sobrepeso na populag&o
adulta no Brasil era 43%. Esse indice aumentou para 52,5%, dos quais 17,9%
eram de pessoas obesas. Além disso, as doencas cronicas, como a sindrome

metabdlica (SM), sdo responsaveis por 72% dos 6bitos no pais (BRASIL, 2014a).

A Federacdo Internacional de Diabetes (IDF) em 2014 apontou um
contingente de 387 milhdes de pessoas com a doenca no mundo, uma prevaléncia
global de 8,3%, e com expectativa de aumento de 53% até 2035. Nas Américas
Central e do Sul, 24,8 milhdes de pessoas tém a doenca, podendo chegar a 38,5
milhées em 2035 (aumento de 53%). Desse total, estima-se que 11,9 milhdes
sejam brasileiros entre 20-79 anos e que, em 2035, 19,2 milhdes de pessoas no
Brasil terédo a doenca (International Diabetes Federation, 2014).
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2.2. Fisiopatologia da obesidade e inflamacéao

A obesidade se caracteriza pelo peso corporal desproporcional para a
altura, e predominante acumulo de gordura na regido abdominal. A magnitude da
obesidade incide na sua relacdo direta com outros fatores de risco
cardiovasculares, resisténcia a isulina, dislipidemia e esteatose hepéatica néo
alcoolica (do inglés Nonalcoholic Fatty Liver Disease - NAFLD) (WILLIAMS et al.,
2015).

Para o diagndstico de obesidade é realizado o célculo do indice de Massa
Corporal (IMC) e as medidas antropométricas. O calculo do IMC é recomendado
pela OMS para os estudos em populacdes e consiste no peso em quilos (kg)
dividido pela altura em metros quadrados (m?). O resultado é observado na tabela
de classificacdo que varia de baixo peso (para valores abaixo de 18,5 kg/m?) até
obesidade grau lll (para valores iguais e/ou acima de 40 kg/m2) (BRASIL, 2006). O
IMC apesar de ser um bom indicador ndo se correlaciona totalmente com a gordura
corporal, desta forma, para medir a massa gordurosa e a distribuicdo da gordura é
necessario se realizar a antropometria que pode ser feita por. medicdo da
espessura das pregas cutaneas, bioimpedancia, ultrassonografia, tomografia
computadorizada, densitometria, ressonancia magnética, relacao circunferéncia
abdominal/quadril (RCQ) ou pela medida da circunferéncia abdominal
(DIRETRIZES BRASILEIRAS DA OBESIDADE, 2009-2010; FOSBOL; ZERAHN,
2015).

Para cada 10 % de aumento no peso corporal, ha aumento na incidéncia de
doencas coronarianas em aproximadamente 20 %, além da elevacédo no colesterol
plasmético em torno de 12 mg/dL (BLUMENKRANTZ, 2014). O aumento da
gordura visceral esta fortemente associado ao acumulo de gordura na forma de
triglicerideos no figado, capaz de iniciar a acdo de marcadores inflamatoérios e
estresse oxidativo predispondo a NAFLD (ANGULO; LINDOR, 2002).

A regulacéo do balanco energético resulta de uma variedade de estimulos
aferentes que sado processados no sistema nervoso central (SNC) e respostas
eferentes, reguladoras do apetite e saciedade. Desequilibrios nutricionais

acometem alteragbes hormonais e hipotalamicas tais como, o0s hormdnios,
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proteinas e citocinas (JAUCH-CHARA; OLTMANNS, 2014; SELLAYAH;
CAGAMPANG; COX, 2014).

O cortisol atua no controle da inflamacgéo, do estresse cronico e da glicose
sanguinea. Em niveis aumentados o ganho de peso € comumente confirmado
(DALLMAN, 2010; MOORE; CUNNINGHAM, 2012). A serotonina é produzida
durante o sono profundo, geralmente quando o cortisol esta em declinio. Em
situacdes de estresse, ansiedade e até mesmo bulimia a serotonina se encontra
em baixos niveis no organismo, por ser um marcador bioquimico do humor, e
influéncia na diminuicdo da sensacéo de saciedade, aumenta o apetite, controla a
ingestdo de carboidratos e gorduras. O nivel de serotonina € importante no
tratamento da obesidade, visto que em equilibrio, intensifica a saciedade pos-
ingestdo e pés-absorcdo dos alimentos (RIPKEN et al., 2016; ST-ONGE; MIKIC;
PIETROLUNGO, 2016).

A grelina é forte estimuladora da liberagdo do horménio do crescimento GH
(do inglés growth hormone), nas células somatotroficas da hipdfise e do
hipotalamo, participa também do controle da secrecdo acida e da motilidade
gastrica, influenciando sobre a funcdo enddcrina, pancreatica e metabolismo da
glicose e ainda acgdes cardiovasculares e efeitos antiproliferativos em células
neoplasicas (DATE, 2000; KAMEGAI, 2001).

A acdo direta da adiponectina na obesidade dispde principalmente a
inibicdo da via proteina quinase ativada (AMPK), resultando na inibicdo da enzima
acetil-CoA carboxilase, que ativa a sintese de acidos graxos. A inibicdo da sintese
e 0 aumento da oxidacdo dos acidos graxos leva a diminuicdo de depdsito lipidico
e de ingestdo alimentar (COLES, 2016). Por sua vez, a sua acao antinflamatéria,
antioxidante e antiaterosclerdtica diminui as comorbidades associadas a
obesidade, resisténcia a insulina e doencas cardiovasculares (EBRAHIMI et al.,
2015).

A leptina é responsavel pelo controle da ingestdo alimentar, atuando em
células neuronais do hipotalamo no SNC. Sua acdo no sistema nervoso central
(hipotdlamo), em mamiferos, promove a redugdo da ingestdo alimentar e o

aumento do gasto energético, além de regular a fungdo neuroendocrina e o
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metabolismo da glicose e de lipideos (Figura 1). A expressdo da leptina €
controlada por diversas substancias, como a insulina, os glicocorticoides e as
citocinas pro-inflamatérias (IL6, TNFa, IL1) (CAO, 2014; FRIEDMAN; HALAAS,
1998; SANDOVAL; DAVIS, 2003). O gene da leptina (cromossomo 7g31) é
produzido particularmente pelo adiposo branco (FRIEDMAN; HALAAS 1998).
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Figura 1 - O tecido adiposo expandido e a inflamag&o metabdlica.
Fonte: CAO, 2014.

Estudos tém demonstrado que a leptina tem acao direta sobre a secrecéo
de insulina. Ela pode inibir a secrecdo de insulina pela ativacdo dos canais de
potassio dependentes de ATP (adenosina trifosfato) ou via interacdo com a
sinalizacao da proteina AMP gquinase A. Evidéncias sugerem que a leptina promove
a oxidacao de triacilglicerois do tecido adiposo e reduz a acumulacao de gordura,
inibindo a lipogénese e estimulando a lipdlise (CAO, 2014; YADAV et al., 2013;
SEUFERT, 1999; AHREN, 1999). A leptina reduz o apetite a partir da inibicdo da
formacdo de neuropeptideos relacionados ao apetite, como o neuropeptideo Y
(FRIEDMAN; HALAAS, 1998).

O neuropeptideo orexigénico ou NPY é responsavel em promover a
atividade lipogénica enzimatica, onde reduz a atividade do sistema nervoso
simpéatico e inibe a lipdlise, além de estar envolvido no processo de compulsédo
alimentar noturna. Em obesos com resisténcia a insulina a atividade do
neuropeptideo o NPY é aumentada (LONG et al., 2015; MANGGE et al., 2014).
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No contexto destas alteracbes hormonais que acometem a obesidade, o
tecido adiposo visceral localizado proximo ou no interior dos orgaos da cavidade
abdominal, desempenha importante papel na patogénese da doenca
cardiovascular, através da producdo e secrecdo de diversos mediadores pro-
inflamatorios, representando um maior risco para o desenvolvimento de DCV e
DM2, e consequentemente, uma maior mortalidade (FONSECA-ALANIZ et al.,
2007; SHUSTER et al., 2012).

O tecido adiposo subcutaneo compreende os depdsitos de gordura
situados abaixo da pele, na regido abdominal, femural e glateo. Este apresenta
maior secrecdo de fatores anti-inflamatérios, tais como a adiponectina (BASTARD
et al., 2006).

O tecido adiposo pode ainda ser identificado em tecido adiposo
castanho/marrom ou tecido adiposo branco (WAKI, 2007). O tecido adiposo
marrom tem como principal caracteristica a regulacdo da temperatura corporal e
apresenta grande numero de mitocéndrias, principais responsaveis pela oxidagéo
de acidos graxos e producéo de calor (HARMS; SEALE, 2013; FONSECA-ALANIS,
2007).

Estudos experimentais mostraram a capacidade termogénica do tecido
marrom verificando-se que houve preservacdo do balanco energético, limitando o
ganho de peso em roedores em resposta ao excesso de calorias ingeridas na dieta
de cafeteria, (ROTHWELL; STOCK, 1979), regulando ainda a glicose e a
sensibilidade a insulina (STANFORD et al., 2013), induzindo a um processo de
termogénese corporal adaptativa, levando ao aumento do gasto energético
corporal, protegendo contra a obesidade e suas comorbidades (WU; COHEN;
SPIEGELMAN, 2013).

O tecido adiposo branco presente na regido subcutanea e visceral € um
tecido heterogéneo, composto de varios tipos de células: adipdcitos maduros, pré-
adipécitos, fibroblastos, células endoteliais, histiécitos e macréfagos; além de ser
exclusivamente de armazenamento de energia como triacilglicerois, tem
reconhecido papel crucial na regulacdo do metabolismo energético devido a sua

capacidade de sintetizar proteinas bioativas (adipocinas) com func¢des reguladoras
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de funcBes endocrinas (WAKI, 2007; CANCELLO, 2006). E interessante ressaltar
que, durante seu desenvolvimento, a célula jovem contém multiplas goticulas de
lipidios, que se aglutinam para formar uma inclusdo lipidica unitaria com o
amadurecimento celular. Os adip6citos brancos maduros sdo células grandes,
muitas vezes maiores que hemacias, fibroblastos e células do sistema imune, e
podem alterar acentuadamente seu tamanho (volume e diametro) conforme a
quantidade de triacilglicerol acumulada, chegando a ocupar até 85% do volume do
tecido (ZHANG; RAO; LI, 2015; POND, 2001).

A expansdo da massa gorda na obesidade ocorre via hipertrofia e/ou
hiperplasia dos adipécitos presentes no tecido adiposo. A hiperplasia resulta
principalmente da proliferacdo e subsequente diferenciacdo dos pré-adipdcitos,
enquanto a hipertrofia resulta do excesso de estoque lipidico dentro dos adipécitos.
Além de conter adipécitos e pré-adipocitos, o tecido adiposo contém células imunes
como macrofagos e linfocitos que ajudam a manter as fungdes metabdlicas
normais do tecido adiposo (ARNER et al., 2010; QIAN, 2013).

Os adipdcitos apresentam propriedades semelhantes as do sistema
imunologico, envolvendo a producdo de mediadores pré-inflamatérios, anti-

inflamatorios e ativacdo do sistema completo (ZANGH; RAO; LI, 2015).

Normalmente uma inflamacao de baixo grau é encontrada principalmente no
tecido adiposo. Essa inflamacédo é caracterizada pelas mudancas nas células
imunes dando origem a adipocinas alteradas (Figura 2) (CANNON 2004). Existem
mais de cinquenta tipos de adipocinas, as quais desempenham funcdes autdcrinas,
pardcrinas ou enddcrinas, interferindo no metabolismo de lipidios e de glicose e
contribuindo para o desenvolvimento de resisténcia a insulina, doencas
cardiovasculares e processos inflamatérios (FONSECA; ALANIS, 2007;
GREENBERG, 2006; MALGORZEWICZ et al., 2014).
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Figura 2 - Gordura visceral, resisténcia a insulina e DCV associadas no processo
inflamatério. A adiponectina diminuida, TNF-alfa e IL6 aumentadas, contribuem para a
inflamacdo e a disfuncdo endotelial do tecido adiposo, elas sdo segregadas do tecido
adiposo ap6s o agrupamento dos macrofagos pela MCP-1 inflamatéria. O TNFa, IL6 e
PCR em conjunto com o inibidor do ativador do plasminogénio- 1 (PAI-1) atuam na
inflamag&o e seus efeitos indiretos levam ao estresse oxidativo. A resisténcia a insulina
induzida por citocinas (IL-6 1, TNF-alfa 1 e adiponectina |), NEFA (acidos graxos n&o
esterificados), RBP-4 (proteina 4 de ligacédo ao retinol) e niveis aumentados de produtos de
células endoteliais como ICAM- 1 também podem induzir o estresse oxidativo e
subsequente disfuncdo endotelial (PAI-1 e ICAM-1). Fonte: VAN GAAL; MERTENS;
CHRISTOPHE (2006).

Contudo, o quadro de inflamagéo de baixo grau do tecido adiposo branco
estd relacionado com a obesidade e as DCNT. Visto que em parametros
bioquimicos pode se associar elevada sintese e liberagdo de marcadores pré-
inflamatérios, como PCR, TNF-alfa e IL-6, IL-18 (VAN GAAL; MERTENS;
CHRISTOPHE, 2006), simultaneamente a diminuicdo nas concentracdes
circulantes de marcadores anti-inflamatdérios como adiponectina e IL-10. O que leva
a perceber uma interacdo entre sistema imunoldgico, especialmente a resposta
inflamatoria, e o metabolismo celular em diferentes condi¢cdes (OHASHI et al.,
2014).
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2.3. Lipideos

2.3.1 Metabolismo lipidico e acidos graxos da dieta

A composicdo de lipidos séricos pode ser usada ndo s6 como um
biomarcador para se mensurar o perfil lipidico de um individuo, mas também como
um indicador da pré-disposicdo de doencas cronicas, ja que composicao alterada
de acidos graxos séricos tem sido relacionada a maior incidéncia de transtornos

metabdlicos e doencas coronarianas (RAATZ et al., 2013).

Os lipideos sé@o compostos praticamente insollveis em agua (apolares), com
caracteristicas nutricionais no aporte calérico de 9 kcal/g, realizam o transporte de
vitaminas lipossolaveis (A, D, E e K), além de suprir com os &cidos graxos
essenciais, dos quais compreendem os acidos graxos livres (AGL), fosfolipideos,
monoglicerideos, diglicerideos e triglicerideos (neutros) (RIBEIRO; SERAVALLI,
2007).

Em geral a digestdo dos lipidios, ocorre no duodeno, por meio da acéo de
enzimas como a lipase pancreética a qual promove a emulsificacdo (quebra das
moléculas maiores de gorduras em &cidos graxos livres e monoglicerideos),
aumentando a superficie de contato. Os &cidos graxos livres e monoglicerideos
formardo complexos com os acidos biliares, denominados micelas, para facilitar a
passagem dos lipideos pelo intestino até as células da borda em escova, onde
serdo absorvidos, reagrupados em triglicerideos e transportados com
fosfolipideos, colesterol e lipoproteinas, formando quilomicrons (QM), passando
pela corrente sanguinea e depositados no figado (DALLMEIER; KOENIG, 2014,
LINTON et al., 2015).

A liberacdo de AGL para a circulacdo sanguinea (a partir da hidrélise de
triglicerideos) formam complexos com a albumina do sangue e sdo absorvidos
como fonte de producdo de energia por diversos 6rgaos, principalmente musculo
esquelético e miocardio (SWIERCZYNSKI; SLEDZINSKI, 2012). A liberagéo
excessiva desses AGL no sangue, como ocorre na obesidade, contribui para o
desenvolvimento de doengas metabdlicas através dos seus efeitos lipotoxicos em

outros 6rgdos como no figado, nos rins e no pancreas, corroborando, para a
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resisténcia a insulina e prejudicando o metabolismo da glicose (PASSOS et al.,
2016).

Neste percurso, os lipideos associados a proteinas, dao origem as
lipoproteinas, que realizam o transporte dos mesmos no plasma sob forma de
colesterol e triglicerideos. O tamanho e composi¢do das lipoproteinas séo diversos,
tais como, os quilomicrons com maior densidade e tamanho; VLDL (lipoproteina de
muito baixa densidade) e LDL apresentam mais proteinas em relacdo aos lipideos;
HDL possui particulas mais densas. Proteinas ligadas a superficie das
lipoproteinas compreendem as apolipoproteinas e podem intervir em mecanismos
celulares ou em reacdes enzimaticas. Com efeito antioxidante e anti-inflamatorio, a
apoliproteina 1 (APO-1) e a apoliproteina B (APO-B), encontram-se presente na
superficie de toda a familia de lipoproteinas aterogénicas (lipoproteinas ndo-HDL) e
representam bons marcadores de risco de DCV do que o colesterol total e LDL-
colesterol (DALLMEIER; KOENIG, 2014)

2.3.2. Acidos graxos na alimentac&o

Os lipideos ingeridos na dieta podem refletir no acumulo de gordura
corporal, indicando importante concomitancia entre percentual de gordura corporal
e percentual de gordura saturada e monoinsaturada contida na alimentacéo
(ROMIEU, 2010; SU et al., 2014).

Os acidos graxos sao classificados em acidos graxos polinsaturados
(PUFA), acidos graxos monoinsaturados (MUFA) &cidos graxos saturados (AGS).
Dentre os PUFA, existem duas classes principais: os acidos graxos polinsaturados
Omega 3 (w-3) e acidos graxos polinsaturados 6mega-6 (w-6) (TAPSELL et al.,
2013).

Os AGS sao provenientes principalmente de gordura de origem animal e de
alguns frutos como, por exemplo, abacate e coco. Os PUFA da familia n-3 e n-6 os
quais sao insaturados recebem a denominagao de “acidos graxos essenciais”, visto
gue nédo sao sintetizados no organismo dos seres humanos e animais mamiferos,

pois ndo possuem as enzimas necessarias para produzir os acidos graxos da
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familia n-3, o alfa-linolénico (ALA) e o acido graxo linoleico (AL) da familia n-6,
sendo assim, devendo ser exclusivamente fornecidos pela dieta. Exemplos de
alimentos fonte de n-3 sdo os peixes marinhos como sardinhas, salmdo e
anchovas; fontes de n-6 6leos vegetais, como azeite, canola, girassol (LORENTE-
CEBRIAN, 2013; TAPIERO et al., 2002).

O AL (C18:2 n-6, 9,12-octadecadienoico) € metabolicamente convertido em
acido araquidonico (C20:4 n-6, 5,8,11,14- eicosatetraenoico). O AL esta presente
em alimentos de origem animal, como leite, carne e ovos, e em 0Oleos vegetais,

como cartamo, girassol e soja (MARTIN et al., 2006).

O ALA (18:3 n-3, cis-9,12,15 - octadecatrienoico), € precursor de importantes
acidos graxos da familia n-3, como o &cido eicosapentaenoico - EPA (C20:5 n-3,
cis 5,8,11,14,17) e acido docosahexaenoico - DHA (C22:6 n-3, cis 4,7,10,13,16,19),
0s quais sédo formados no organismo (ALABDULKARIM et al., 2012). A eficiéncia
da conversdo no organismo de ALA em EPA e de ALA em DHA € baixa e estimada
em cerca de 8%-21% e de 0%-9%, respectivamente, sendo bastante variavel e
modulada por diversos processos, incluindo estado fisioldgico, dieta, idade e sexo
(MCMAHON, 2014). O ALA é presente em diversas sementes, nozes, e em 0leos
vegetais, como o0 Oleo de linhaca, chia, canola, soja e vegetais folhosos verdes
escuros; enquanto o EPA e DHA sao encontrados em algas, animais marinhos,
Oleo de peixes, devido a ingestdo de algas marinhas (ALABDULKARIM et al.,
2012).

O acido graxo oleico - MUFA (n-9 ou w-9), adicionado na dieta resultou em
reducdo do colesterol total, do LDL-colesterol em adultos (MATTSON; GRUNDY,
1985; JONES et al., 2014,) e da presséo arterial em ratos hipertensos (TERES et
al., 2008). Outro &acido graxo monoinsaturado, o &cido palmitoleico (C16:1 (9)
Omega-7 ou w-7 apresenta efeitos benéficos em o6rgdos metabdlicos, como
exemplo no figado e no muasculo, foi capaz de melhorar a sensibilidade a insulina,
no tecido adiposo aumentou a lipolise e reduziu a lipogénese nos adipdcitos (CAO
et al., 2008; BOLSONI-LOPES et al., 2013).

Estudos mostram que &cidos graxos monoinsaturados reduzem a

adiposidade e promovem a sensibilidade a insulina em obesos (DUE et al., 2008;
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PANIAGUA et al.,, 2007), e reduzem a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias,
como IL-6 (GARCIA-ESCOBAR et al.,, 2010) e IL-18 (FINUCANE et al., 2015).
Outros estudos observaram que dietas ricas em 4cidos graxos monoinsaturados
diminuiram a expressdo de lipoproteina lipase e aumentaram a fosforilacdo da
lipase hormonio-sensivel (HSL), mostrando atuacdo desses acidos graxos no
aumento da lipdlise e diminuicdo do estoque de lipidios no tecido adiposo (LIAO et
al., 2010; GARCIA-ESCOBAR et al., 2008; SORIGUER et al., 2003).

Pesquisas com frutos que sado ricos em w-7 e w-9 na dieta vém
apresentando resultados promissores na prevencéo de dislipidemias e obesidade.
Segundo Griel et al. (2008), a n6z da Macadamia apresenta uma proporcao de
acido oleico variando entre 54 a 68%, e o acido graxo palmitoleico variando entre
16 a 23% na sua composicao e demonstrou que a ingestdo desse fruto diminui os
niveis de colesterol e triglicerideos seéricos, além de reduzir o risco de desenvolver
doencas cardiovasculares (GRIEL et al.,, 2008) e normalizar niveis de colesterol
HDL e LDL (GARG; BLAKE; WILLS, 2003).

2.4. Fibras

De acordo com guia alimentar para a populacdo brasileira, o consumo de
fiboras deve ser de 25 g por dia e 400 g de frutas e vegetais, equivalendo trés

porcdes de frutas e trés por¢cdes de vegetais diariamente (BRASIL, 2015).

A fibra alimentar, também denominada fibra dietética (FD), € resistente a
acdo das enzimas digestivas humanas sendo constituida de polimeros de
carboidratos, com trés ou mais unidades monoméricas, e mais a lignina, um
polimero de fenilpropano (ANDERSON, 2009; HOWLETT, 2010). Os componentes
da fibra alimentar dividem-se nos grupos: polissacarideos ndo amido,
oligossacarideos, carboidratos analogos (amido resistente e maltodextrinas
resistentes), lignina, compostos associados a fibra alimentar (compostos fendlicos,
proteina de parede celular, oxalatos, fitatos, ceras, cutina e suberina) e fibras de

origem animal (quitina, quitosana, colageno e condroitina) (TUNGLAND, 2002).
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Com base na solubilidade, podem ser classificadas em fibras soluveis e
insoliveis (TSUJI, 2001). As fibras solaveis incluem as pectinas, gomas,
mucilagens e polissacarideos de armazenamento, sendo estas altamente
fermentdveis e com maior grau de polimerizagdo sdo mais resistentes a
fermentacado sacarolitica, resultando em fermentacéo prolongada, expandindo para
0 colon distal e por isso geram maiores quantidades de acidos graxos de cadeia
curta (AGCC). Entre as fibras insollveis estdo a celulose, as hemiceluloses e a
lignina, com fermentabilidade baixa, e estdo mais associadas ao aumento da
massa fecal e a diminuicdo do tempo de transito colénico (BAGHURST;
BAGHURST; RECORD, 2014; ROSE, 2007).

A ingestao regular de fibras esta relacionada a varios efeitos metabdlicos
benéficos, incluindo o aumento da saciedade, reducdo da taxa de absorcdo de
carboidrato, modulagcdo da microbiota intestinal, e aumento de produtos da
fermentacao, tais como o butirato (PAPATHANASOPOULOS, 2010).

Segundo Ho (2015), a saciedade é diferente para cada tipo de FD em
relacdo as suas propriedades fisico-quimicas e acfes no trato gastrointestinal. As
gue melhor possuem caracteristicas sacietdgenas sdo as fibras viscosas como
pectinas e as beta-glucanas, ambas adicionadas em bebidas liquidas podem
fornecer quantidade adequada de FD e promover maior saciedade. Exemplo de
enriguecimento de bebidas com beta-glicanas foi realizado no estudo de Lyly et al.
(2009), em que foi adicionado farelo de aveia e observou-se nas 3 horas seguintes
aumento da saciedade regulado pelo horménio colecistoquinina que retardou o

esvaziamento géstrico.

A fermentacdo das fibras no intestino produz alguns gases e acidos graxos
de cadeia curta que possuem efeitos locais e sistémicos. Dois dos acidos graxos
produzidos, acetato e propionato, passam pela veia porta e chegam ao figado
regulando o metabolismo lipidico, inclusive do colesterol (ALEIXANDRE, 2016).
Essa fermentac&o permite a recuperacao de energia de fontes alimentares que nao
foram digeridas no intestino delgado, e estima-se que este processo contribua com
5 a 15% do requerimento caldrico total em humanos (HAMER et al., 2008). No
intestino grosso, as bifidobactérias fermentam os carboidratos ndo digeridos no

intestino delgado, como a inulina e os frutoligossacarideos, formando gases
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(hidrogénio, oxigénio, dioxido de carbono, aménia e metano) e produzindo acidos
graxos de cadeia curta (AGCC), principalmente butirato, utilizado preferencialmente

como fonte de energia pelos colondcitos (ALEXIOU, 2008).

O butirato possui efetiva capacidade inibidora da secrecéo de citocinas pro-
inflamatérias, como TNF-alfa, IL-1B e IL-6, além de induzir a produgéo da citocina
anti-inflamatoria IL-10 (LIN et al., 2012) em macréfagos, que exercem papel chave
na aterogénese (AGUILAR, 2014). A producéo de o6xido nitrico (NO) induzida por
oxido nitrico sintase induzivel (INOS) por macrofagos estd envolvida em varias
disfuncdes no sistema vascular (KAJITA et al.,, 2011). Contudo, a iINOS também
esta associada a oxidacdo de LDL e formacdo de células espumosas na

aterogénese (LI et al., 2002)

Um estudo de Guo (2016) utilizou fibras do residuo do cha de Camellia
sinensis, em camundongos alimentados com dieta rica em colesterol, tiveram
melhoras significativas no perfil de lipidios séricos e hepaticos diminuindo fatores
de risco para DCV, relacionando esse efeito a combinagdo da fibra dietética e

polifendis.

2.5. Modelos experimentais e dieta hiperlipidica

Para estudar os mecanismos de acéo presentes na obesidade que induzem
perturbacdes fisiologicas, € bem utilizado o modelo animal no ambiente de
pesquisa. Neste contexto, é frequente principalmente roedores que desenvolvem a
obesidade através de alteracdes genéticas ou através do consumo de uma dieta
palatavel e com elevado teor calérico, de forma a desenvolver a doenga da maneira
mais parecida com a génese da obesidade em humanos. Devido as semelhancas
fisiolégicas e genéticas entre roedores e humanos, estudos com modelos animais

possibilitam a compreensao de uma doenca em seres humanos (ROSSINI, 2012).

A dieta hiperlipidica também conhecida como Hight Fat (HF) tem sido muito
aplicada nos ultimos anos, utilizando fontes de gordura, como banha de porco e
Oleo de soja, considerando diferentes concentragbes de lipideos na preparagéo.

Nas dietas com proporcédo de 30% até 60% de lipideos, a inducdo da obesidade é
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alcancada na maioria dos estudos, independente das linhagens dos roedores. E
nos experimentos com dietas com 30% de lipideos, foi observado que
camundongos obtiveram além do ganho de peso e da gordura epididimal,
hiperglicemia e resisténcia a insulina (FERNANDES et al., 2016).

Em comparativo as proporcdes de lipideos em dietas HF e resposta
inflamatoria, Kim et al. (2012) avaliaram camundongos alimentados com dieta
reduzida a 10% de gordura saturada e comparou com animais em uso de dieta
high fat com 40% de gordura, encontraram maior quantidade de IL-1, IL-6 e TNF-a
no plasma e célon dos animais em dieta HF com 60% de gordura. Van et al. (2015)
obtiveram maiores valores de TNF-alfa em camundongos alimentados com dieta
HF (45% do total de calorias provindas de banha) quando comparados com
camundongos alimentados de dieta reduzida em gordura (10% do total de calorias

provindas de banha).

Estudos encontrados na literatura com camundongos C57BL/6J utilizaram
tempo de seguimento maior que 15 semanas para indu¢do da obesidade através
de dieta HF (BOSE, 2008; GALLOU, 2007). Contudo em outro estudo com
camundongos Swiss verificou-se que foi preciso somente 10 semanas para induzir
a obesidade por meio de uma dieta HF (WHITE, 2013).

O uso camundongo em pesquisas experimentais deve-se principalmente ao
fato de ser pequeno, muito prolifero, ter periodo de gestacdo curto e ser de facil
domesticacdo (ANDRADE, 2006). Entretanto, seu volume sanguineo pode ser
limitado para exames bioquimicos, o que dificulta as andlises para alguns

parametros, por conta disso, alguns pesquisadores optam pelo uso do rato.

Segundo Woodie e Blythe (2017), o acumulo de gordura e 0 ganho de peso
sao influenciados pelo consumo elevado de dieta com alto teor de gorduras e
relaciona com a dieta de estilo ocidental; e a resisténcia a insulina e triglicerideos

séricos elevados sao mais impactados por altos niveis de frutose na dieta.

Para melhor compreensdao de varios aspectos da obesidade, o uso de
modelos animais na experimentagcéo, sejam eles modificados geneticamente ou
nao, possibilita verificar o potencial de alimentos/nutrientes e sua atuacao

metabdlica impactada na doencga (COSTA, 2016).
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2.6. Cerrado brasileiro

O conhecimento acerca de frutos consumidos por populagdes regionais,
como fontes naturais de nutrientes e propriedades medicinais, sao fatores que tem
alavancado a pesquisa tanto em ambito nacional como internacional (TOZIN, 2015;
CANDIDO et al, 2015; LIMA, 2016, TEIXEIRA; 2017).

O Cerrado brasileiro é caracterizado em area como 0 segundo maior bioma
da América do Sul, possui extensao territorial de aproximadamente 2 milhdes de
kmz2, o que representa quase 25% da area total do Brasil. Esta extenséo (Figura 3)
corresponde apenas a area nuclear, se considerarmos as areas de transicao entre
o Cerrado e os outros biomas que ele estabelece contato Floresta Amazonica,
Mata Atlantica, Caatinga e Pantanal e ainda as ilhas de Cerrado na Amazdnia sua
area total de ocorréncia atinge aproximadamente 3 milhdes de kmz2, retratando
quase 37% da superficie brasileira (DIAS, 1996; SANO; ROSA; BRITO, 2010).
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Figura 3 - Mapa de biomas do Brasil.
Fonte: IBGE, 2004.

32



Em vista disso tem sido considerado um hotspot pela sua biodiversidade e
vem ganhando cada vez mais publicacbes relacionadas a biodiversidade e

principalmente pela riqueza de plantas e frutos exoticos (BORGES et al., 2014).

2.7. Bocaiuva

2.7.1. O fruto

Acrocomia sp. popularmente conhecida por bocaiuva ou macauba, mas seu
nome pode variar de acordo com a Regido onde é encontrada, como coco baboso,
coco-de-espinho, macaiba, macaibeira, macajuba, macauva, chiclete-de-baiano,
dentre outros (ALMEIDA et al., 1998). Muito presente nas Ameéricas, como nho
México, Brasil, Paraguai e Argentina, sendo considerada a palmeira de maior
dispersdo no territério brasileiro e com ampla distribuicdo nas areas do Cerrado,
Pantanal e Minas Gerais (AZEVEDO FILHO et al., 2012; LORENZI, 2006). Existem
quinze diferentes espécies de palmeiras do género Acrocomia, das quais dez séo
encontradas no Brasil (COSTA, SILVA; VALLE, 2009).

O género Acrocomia é caracterizado por duas espécies — A. aculeata (Jacq.)
Lodd. ex Mart. e A. hassleri (B. Rodr.) W. J. Hahn, a diferenca analisada esta
segundo o tamanho, sendo a primeira de maior porte. A. aculeata é distribuida
mais comumente das regides secas da América Tropical e A. hassleri no Cerrado
Brasileiro e Paraguai (HENDERSON et al., 1995). Seus frutos possuem grande
potencial oleaginoso, 0 que a representa uma importancia econémica, podendo ser

utilizada nas industrias alimenticia, farmacéutica, cosmética e de biodiesel.

As palmeiras de bocaiuva (Figura 4) possuem porte alongado, com estirpe
atingindo de 10 a 15 m de altura e 20 a 30 cm de diametro. Apresenta folhas
verdes com comprimento de 4 a 5 m, com aspecto plumoso a copa, aléem disso,
possuem aproximadamente, 130 foliolos de cada lado e espinhos na regido central.
As inflorescéncias sdo amareladas e suspensas, com 50 a 80 cm de comprimento,
e os cachos de frutos de tom marrom-amarelado. As flores possuem coloragao

amarelo-claro, e sdo unissexuais, ambos 0sS sex0s aparecem em uma mesma
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inflorescéncia, em que as flores femininas nascem na base da inflorescéncia e as
masculinas no topo (LORENZI, 2006).

Figura 4 - Palmeiras de bocaiuva.
Fonte: o proprio autor.

O fruto (Figura 5) € uma drupa comestivel com formato esférico ou
ligeiramente achatado, cujo diametro varia de 2,5 a 5,0 cm. Apresenta epicarpo
(casca) com tonalidade variando do amarelo ao amarelo esverdeado; mesocarpo
(polpa) comestivel de sabor adocicado, fino, fibroso, mucilaginoso, de coloragéo
amarela clara a laranja escura; endocarpo (tegumento) escuro, duro e denso,
vigorosamente aderido a polpa, contendo de uma a quatro sementes oleaginosas
(améndoa) e comestiveis.
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Figura 5 - Bocaiuva e fruto partido ao meio
Fonte: o proprio autor.

A frutificacdo ocorre durante o ano todo e os frutos amadurecem em 13 ou
14 meses, principalmente, entre setembro e fevereiro. Quando maduro, o fruto
emite aroma caracteristico e a casca se desprende facilmente da polpa (ALMEIDA
et al., 1998; LORENZI, 2006). Os frutos sdo constituidos por aproximadamente 20
% de casca, 40 % de polpa, 33 % de endocarpo e 7 % de améndoa (FARIA, 2010).

Polpa e améndoa podem ser caracterizadas como um produto de baixa
acidez (aproximadamente com pH de 5,48), favorecendo suas caracteristicas
sensoriais, 0 que torna seu sabor mais agradavel ao paladar (MOOZ;
CASTELUCCI; SPOTO, 2012). A sua polpa e améndoa sdo muito consumidas pela
populacdo local na sua forma in natura ou como farinha, sendo utilizada em
diversos tipos de preparagcdes como, por exemplo, em bolos, sorvetes e bebidas
lacteas (RAMOS et al., 2008).

A quantidade de polpa é uma caracteristica importante, que reflete na
valorizacdo do extrativismo dos frutos. De acordo com Sanjinez-Argandofia e
Chuba (2011), cada cacho produz aproximadamente 6,32 kg de polpa e 1,36 kg de
endosperma (améndoa). Levando-se em consideracdo sete cachos por planta, a
producdo média por ano de polpa e de améndoa podera atingir 44,24 kg e 9,52 kg,
respectivamente. Estima-se, portanto, que 200 plantas por hectare (ha) produziréo
8.848 kg de polpa e 1.904 kg de améndoa. O elevado aproveitamento da polpa e
da améndoa sugere que a exploracdo sustentavel do fruto pode ser
economicamente viavel (LESCANO et al., 2014).
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2.7.2. Composicao centesimal

A composicdo centesimal da bocaiuva (Tabela 1) € amplamente abordada

na literatura.

Tabela 1 - Composicao centesimal da polpa de bocaiuva

Analises Hiane et al. Ramos etal.  Coimbra etal. Lescano et al.
(1990) (2008) (2011) (2015)

Centesimal t()%/ié)%ngqizr; (g/logr?]izz) base (g/lOOSZCe;] base (g/logr?]izg; base
Umidade 49,14+0,97 52,99+2,88 5,98+0,15 48,76+1,92
Lipideos 16,50+4,33 8,14+1,45 28,94+0,83 23,62+1,10
Residuo mineral fixo  1,71+0,31 1,51+0,06 2,17+0,02 1,86%0,23
Proteinas 1,97+0,25 1,50+0,04 6,72+0,45 5,31+0,77
Carboidratos totais 30,68 22,07+2,97 36,22 6,92+1,26
Fibras - 13,76+4,07 20,26%0,28 13,89+1,00
Valor calérico total - 167,67+2,56 - -

*Valores apresentados em média + desvio padréo.

2.7.3. Estudos in vitro e in vivo

Segundo Hiane et al. (1990), o perfil lipidico do 6leo da polpa, 79% de
acidos graxos sao insaturados e 21% de acidos graxos sdo saturados e possui
teores elevados de &cido oleico e acido palmitico. Cuja caracteristica pode ser
comparada com o 6leo de oliva (AOQUI, 2012). Em outro estudo de Hiane et al.
(2005) foi determinado o perfil de acidos graxos do 6leo da polpa in natura, da
améndoa e da farinha obtida da polpa do fruto, concluindo que o 6leo da polpa in
natura e da farinha apresentaram alto teor de &acidos graxos insaturados, sendo
predominante o acido graxo oleico. Costa et al. (2012) relacionaram o potencial
antimutagénico do 6leo da polpa da Acrocomia, com seus altos teores de acidos
graxos monoinsaturados e compostos antioxidantes, demonstrando acao protetora

frente a agentes indutores de danos ao DNA.

A coloracdo amarelo alaranjada da polpa de bocaiuva representa a presenca
de carotenoides em grande quantidade. Os carotenoides séo o0s precursores da
vitamina A que participa de importantes funcdes fisiologicas, tais como: formacéao,
protecdo e regeneracdo da pele e das mucosas, aumento do sistema imune e é

importante para a manutencdo da visdo (KOPPER, 2009). O B-caroteno é o
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principal carotenoide encontrado na polpa da bocaiuva, sendo cerca de 80% do

total de carotenoides existentes no fruto (RAMOS et al., 2008)

Em um estudo experimental com ratos Wistar (deficientes em vitamina A), no
intuito de verificar a biodisponibilidade do [(B-caroteno da polpa de bocaiuva em
relagcdo ao B-caroteno puro, obteve-se como resultado que 7,3 ug de B-caroteno
puro produz 1,0 ug de retinol hepatico e 3,5 ug de p-caroteno da bocaiuva produz 1
Hg de retinol hepatico, sugerindo maior biodisponibilidade em menor quantidade
(RAMOS, 2007).

Estudo realizado por Oliveira et al. (2006) demonstrou que o fruto da
macauba é rico em minerais, apresentando em sua composicéo 1,725 mg/100 g de
potassio, 680 mg/100 g de calcio, 2,0 mg/100 g de manganés, 10,1 mg/100 g de
ferro e 1,5 mg/100 g de zinco. De acordo com a Ingestédo Diaria Recomendada de
referéncia (IDR), a polpa de bocaiuva é considerada um alimento rico em cobre,
fonte de zinco e potassio para as criancas e fonte de cobre e potdssio para os
adultos (RAMOS, 2007).

Estefan et al. (2010) testaram em roedores o poder antinflamatério do
extrato seco de bocaiuva na dosagem de 300 mg/kg, e constatou que ocorreu a
inibicdo significativa na reducdo de edemas, propondo que os compostos bioativos
contribuiram de forma positiva na fase vascular da inflamacdo. Em outro estudo
Lescano et al. (2015) analisaram a acdo diurética e a atividade antinflamatoria
do 6leo da polpa de bocaiuva microencapsulado administrado por via oral em ratos
wistar. O efeito na reducdo de edemas foi verificado (p< 0,01), bem como
atividades diuréticas (p<0,01), demonstrando também que a técnica de
microencapsulacdo por coacervagao complexa favoreceu a biodisponibilidade e a

preservacao de componentes bioativos presentes no 6leo de bocaiuva.

Além disso, a polpa da bocaiuva possui elevado teor de fibras, cujo consumo
de 100 g fornece 55 % das necessidades diarias de fibra alimentar (25 g/dia) e
cerca de 8,4% das necessidades caloricas diarias de um adulto com uma dieta de
2000 kcal (BRASIL, 2014b). Para criancas também fornece quase metade (50 %)
das necessidades diarias de fibras por dia, pois conforme a ingestdo diaria

recomendada para criancas de 1 a 3 anos necessitam de 19 g/dia, 4 a 8 anos, 25
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g/dia, meninos com 9 a 13 anos, 31 g/dia e meninas com idade entre 9 e 18 anos,
26 g/dia (OMS, 2007). Koper (2009) elaborou uma bebida a base de soja contendo
farinha de bacaiuva (prebidticos) e Lactobacillus acidophilus (probioticos) e de
acordo com a legislacéo brasileira, determinou a bebida caracterizada como fonte
de fibras alimentares (> 3 g/100g) e ricos em vitamina A para criancas de 1 a 9
anos (> 15% VRD).

Calegari (2015) avaliou o potencial de aplicacdo dos Oleos de polpa e
améndoa no setor de cosméticos para a pele humana, de forma a agregar valor de
comercializagdo para os Oleos e contribuir para o fortalecimento do processo de
implantacdo da cultura da macauba, como um novo setor para 0 agronegoécio

brasileiro.

O conhecimento de alimentos que sejam nutricionalmente adequados para
compor uma dieta € muito importante, na busca de prevenir e/ou combater
deficiéncias nutricionais, DCNT e doencas degenerativas, que impactam na
qualidade de vida. Assim, o presente trabalho tem como interface o estudo da
qualidade da polpa liofilizada de bocaiuva, verificando-se o efeito no perfil lipidico e
glicémico, avaliando o seu potencial metabdlico, em animais alimentados com

dietas hiperlipidicas.

2.8. Conservacao por liofilizacao

Os frutos em geral possuem excelentes caracteristicas nutricionais,
entretanto sdo altamente pereciveis e ndo estdo disponiveis frescos em periodos
de entressafra, para tanto, processos de melhor conservagdo das propriedades
nutricionais, aparéncia, cor e sabor sdo muito utilizados como forma de

aproveitamento para o consumo durante o ano todo (SHOFIAN, 2011).

Dentre as técnicas de desidratacdo de frutos a mais convencional é a
secagem por calor (desidratagdo através de ar quente), muito utilizada por ser um
método simples e acessivel. Entretanto técnicas mais inovadoras como as
radiativas (micro-ondas e infravermelho), conseguem reduzir o tempo do processo

e 0 consumo de energia. Por outro lado, essas metodologias levam o aquecimento
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de algumas substancias sensiveis ao calor, podendo ocasionar, por exemplo, a
degradacdo de substancias oxidativas e desnaturacdo de proteinas. Matérias
primas constituidas por substancias sensiveis ao calor necessitam de técnicas de
desidratacdo ocorridas a baixas temperaturas, como a liofilizacdo (CAO et al.,
2016; JIANG et al., 2014).

A liofilizacéo (freeze-drying) trata-se de um processo em que a remoc¢ao da
agua por congelamento permite que o gelo passe do sélido para o vapor sem
passar por uma fase liquida. Essa auséncia de agua liquida, ocasionada pelas
baixas temperaturas, sdo capazes de restringir a migracao de sélidos sollveis no
interior do fruto, vedando reacdes de alteracBes quimicas e predispondo a reten¢ao
de componentes aromaticos volateis (RATTI, 2001; SILVA et al., 2017).

Os efeitos da liofilizacdo visando as propriedades fisicas e quimicas podem
variar de acordo com fatores intrinsecos ao fruto e com propriedades extrinsecas
relativas no processo. A cor dos frutos se mantém, a porosidade pode depender da
velocidade de congelamento e a temperatura de transicdo vitrea do sélido seco
compde um importante parametro de otimizacao para o processo de congelamento
e secagem. O processo também pode aumentar a capacidade de reidratacdo dos
frutos (SERNA-COCK et al., 2015). No entanto esse processo apresenta-se
relativamente de custo elevado, sendo necessario determinar realmente a

viabilidade de acordo com a matéria prima estudada (JIANG et al., 2014).

Estudos no sentido de verificar o potencial de frutos liofilizados tém sido
realizados no ambiente de pesquisa, visando um melhor processamento, de modo
a estender a estabilidade em tempos prolongados de armazenamento e uma
utilizacdo mais proveitosa dos nutrientes (ATHMASELVI et al., 2014; DE TORRES
et al., 2015; SKOCZEN-StUPSKA; GEBCZYNSKI; KUR, 2016).
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OBJETIVOS
3. Objetivo Geral

Avaliar o efeito metabdlico e funcional da polpa liofilizada de bocaiuva na
dieta hiperlipidica em camundongos Swiss machos, bem como verificar os

parametros bioquimicos, perfil de acidos graxos seéricos e perfil histoldgico.

3.1. Objetivos Especificos

- Determinar a composi¢ao quimica, o perfil de acidos graxos e fibras da polpa de
bocaiuva liofilizada;

- Verificar a toxicidade aguda do extrato aquoso de polpa de bocaiuva liofilizada

nos animais;
- Avaliar o peso corporal, consumo alimentar e a eficiéncia alimentar dos animais;

- Discriminar os lipideos séricos (colesterol total, HDL-colesterol, ndo-HDL

colesterol e triglicerideos) apés o periodo de tratamento;

- Determinar o perfil glicémico (glicemia de jejum e teste oral de intolerancia a

glicose);
- Analisar as gorduras do figado (colesterol total e triglicerideos) dos animais;

- Realizar a histologia do figado, pancreas e tecido epididimal.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencdo da matéria-prima e secagem por liofilizac&o

Os frutos de bocaiuva (Acrocomia sp.) foram obtidos maduros no municipio
de Aquidauana, no Estado de Mato Grosso do Sul, nos meses de outubro a
dezembro de 2015. As coordenadas foram definidas utilizando GPS manual
(latitude - 21° 28" 49" longitude - 56° 08' 17" W). As exsicatas foram depositadas no
Herbério da Universidade Federal de Mato Groso do Sul sob numero 54.032.

Os frutos foram selecionados, higienizados, pesados e posteriormente
despolpados. Para propiciar um maior rendimento do fruto a extracdo da polpa foi
realizada através de uma despolpadeira mecanica, com hélices em facas, utilizada
para a despolpa de frutos como coco, o equipamento foi disponibilizado pelo
Instituto de Fisica (INFI) da UFMS. A polpa foi armazenada até o momento da
liofilizacdo em freezer a -20°C. Para garantir que os constituintes do fruto estejam
presentes para avaliar sua acdo mediando a obesidade, a polpa foi liofilizada
(Figura 6), utilizando-se liofilizador industrial LHO601-B, Terrroni (CHIU et al., 1970;
LENQUISTE et al., 2015). E posteriormente armazenadas em embalagens
metalizadas, fechadas a vacuo e mantidas em freezer a -20° para garantir a

integridade ao realizar as analises da amostra e o preparo das ragdes.

-

Figura 6 - Polp de bocaiuva liofilizada. Fonte: o proprio autor.
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4.2. Analises da polpa de bocaiuva liofilizada

4.2.1. Composicao quimica

A composicdo iniciou pela extracdo de lipideos da amostra, que foi
desengordurada em extrator Soxhlet com hexano, verificando-se o teor de lipideos,
por gravimetria (BRASIL, 2005).

O teor de proteinas foi determinado pelo método de micro-Kjeldahl, com
fator de conversao de 6,25 (AOAC, 1997). A determinacdo de cinzas realizada em
mufla a 550 °C até massa constante e a umidade determinada em estufa a 105 °C
(AOAC, 1997; BRASIL, 2005).

Os carboidratos totais foram calculados pelo método de Lane-Eynon
(BRASIL, 2005). E a determinacéo das fibras alimentares sollveis e insoluveis foi
obtida conforme AOAC (1990) sob o n° 985.29, através do método enzimatico e
utilizagdo de a-amilase (Termamyl®), digestdo enzimatica com protease (Alcalase®),
amiloglicosidase (AMG®) adequados para a hidrolise e filtragdo alcodlica para

extracdo dos residuos fibrosos.

O valor energeético total do fruto foi estimado considerando-se os fatores de
conversdo de Atwater de 4 kcal.g? de proteina, 4 kcal.g™* de carboidrato e 9 kcal.g?
de lipidios (MERRIL; WATT, 1973).

4.2.2. Teor de acidos graxos

Foi realizada a extracdo dos lipideos a frio, por método Bligh e Dyer (1959) e
pesada uma amostra do 6leo de 100 mg e suspendida em 2 mL de hidroxido de
sodio metandlico, permanecendo em banho-maria por 5 minutos, sendo
posteriormente adicionado 6 mL da mistura esterificante para transforma-los em
ésteres metilicos recebendo, por conseguinte 5mL de agua destilada, passando por
agitacdo manual. A extracdo dos ésteres foi feita por adicdo sucessiva de hexano
(2 mL), retirando o sobrenadante para outro tubo e lavada com solugéo de
bicarbonato de sodio (10 mL). Posteriormente evaporou-se o solvente e a solucéo

filtrada foi armazenada em tubo ependorf para leitura em cromatografo modelo CG-
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2010 Shimazu, coluna cromatogréfica: BPX-70 com fase estacionaria de 70% de
cianopropil polisilfenileno-siloxano 30m, 0,25 um de espessura de filme e I.D. de
0,25 mm. O célculo dos teores dos acidos graxos foi feito por integracdo das areas

dos picos, e os resultados expressos em porcentagem (%) em area.

4.3. Composicao das dietas

As dietas (Tabela 2) utilizadas para alimentar os animais foram elaboradas
pela empresa Pragsolucdes Servicos e Comércio Ltda-ME em JAU/SP, segundo
protocolo de Reeves, Nielsen e Fahey (1993) da dieta AIN-93M de manutencéo
isocalérica para o grupo controle (SHAM); a dieta High fat (hiperlipidica) foi
elaborada segundo o protocolo de Pimentel et al.,, 2013, acrescida de 1,25%
colesterol, que compds os grupos: High fat (HF); high fat Polpa (HF P1%, HF P2%,
HF P4%) acrescidas respectivamente de 1%, 2% e 4% de polpa de bocaiuva
liofilizada. A adicdo da quantidade de polpa de bocaiuva na dieta foi descontada
proporcionalmente na formulagcdo de cada dieta, conforme sua composicéo
quimica, nos seguintes ingredientes: amido, caseina comercial e 6leo de soja. Em
seguida as dietas foram preparadas em formato de pellets, e armazenadas em

embalagem laminada a vacuo, mantida em refrigeracéo a 6 °C.

Tabela 2. Composicdo das dietas

Ingredientes* AIN-93M High fat HFP1% HFP2% HF P4%
Amido 465,70 116,00 111,00 106,00 96,00
Sacarose 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Caseina comercial 140,00 200,0 199,58 199,15 198,30
Amido dextrinizado 155,00 132,00 132,00 132,00 132,00
Oleo de soja 40,00 40,00 37,65 35,30 30,60
Banha - 312,00 312,00 312,00 312,00
Mix mineral AIN-M 35,00 35,00 35,00 35,00 35,00
Mix vitaminico 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Celulose 50,00 50,00 47,77 45,54 41,09
L-cistina 1,80 3,00 3,00 3,00 3,00
Bitartarato de colina 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
Terc butilhidroquinona 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008
Colesterol - 1,25 1,25 1,25 1,25
Polpa de bocaiuva liofilizada - - 10,00 20,00 40,00

*Valores expressos em gramas por quilo de racao.
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4.4. Animais

4.4.1. Preceitos éticos

O presente trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) PROPP/UFMS que esta instituida no ambito da Universidade Federal Mato
Grosso do Sul (UFMS), de acordo com o protocolo n® 774/2016 (ANEXO A). Os
animais fornecidos pelo Biotério Central da UFMS, para o experimento com as
dietas experimentais foram 75 camundongos Mus musculus Swiss, machos, com
56 dias de vida e peso entre 25-35 gramas e para o teste de toxicidade, 10
animais, Rattus norvegicus Wistar, fémeas, com 8 semanas de vida e peso entre
200-250 gramas.

Os animais foram alojados em gaiolas coletivas e mantidos sob condicfes
de ciclo de luz controlado claro-escuro (12/12h) e temperatura de 24 = 1 °C. O
consumo de &gua e dieta sob sistema de livre acesso, ad libitum. Os grupos
experimentais foram divididos segundo a Figura 7.

Camundongos swiss adultos (n=75)

Controle Hight Fat Polpa 1% Polpa 2% Polpa 4%
(SHAM) (HF) (HF P1%) (HF P2%) (HF P4%)

n=15 n=15 n=15 n=15 n=15

Figura 7 - Divisdo do grupo experimental com dietas

E os grupos do experimento para o teste de toxicidade, divididos segundo a

Figura 8.

Ratas Wistar (n=10) ’

W

Salina [ Polpa ]

n=5 n=5

Figura 8 - Divisdo do grupo experimental para o teste de toxicidade.
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O teste da toxicidade iniciou primeiro e 0s grupos das dietas experimentais
permaneceram sob adaptacdo da rotina de laboratério e dieta padrdo para
manutencao (AIN-93M).

4.5. Teste de toxicidade aguda

O teste de toxicidade aguda obedeceu aos procedimentos da Organization
for Economic Co-operation and Development) OECD (2008). O grupo das ratas
(n=10), passaram pelo periodo de adaptacdo as condicbes laboratoriais por 5 dias
antes do inicio do teste, em seguida o grupo controle recebeu solucéo salina e o
grupo experimental recebeu extrato aquoso da polpa de bocaiuva. Os animais
foram observados nos primeiros 30 minutos, 1h, 2h, 3h, 4h, 6h, 12h e 24h,
respectivamente e no decorrer dos 14 dias foi realizada a observagéo 1 vez ao dia
(OECD, 2008). O teste hipocratico (ANEXO B) também foi realizado
simultaneamente (MALONI; ROBICHAUD, 1962). Os animais foram submetidos a
eutanasia, sendo inicialmente anestesiados (cloridrato de ketamina e cloridrato de
xilazina, 75 e 10 mg/kg, respectivamente), seguido de exsanguinagdo. Foram
retirados e pesados o0s seguintes érgdos (Figura 9): coracdo, pulmao, figado, baco,

pancreas e rins.

| Fatcre " Fnc ' ',:'- Macs ":(i wD. | RimE 1 47 'v':" ),:*.v ‘-}"_7-5—03;){;1
1= - ‘ t = + \ iy ; -
T | =~ |=s |0 0 g¢ WD
N = | - w » “
=] | e e MR B ) L
E_—‘,‘ Y | @ | — ,.,M_: | !
|‘ e > - e ®
! | — - —_ — —
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Figura 9 - agéos coletados dos animais no teste de toxicidade aguda.
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4.5.1. Preparo do extrato

A polpa de bocaiuva liofilizada foi adicionada em agua destilada na
propor¢éo de 1:3, sendo 100 gramas de amostra adicionada em 300 mL de agua
por 48 horas, e posteriormente filtrada, o residuo contido no filtro foi desprezado.
Em seguida foi feita a liofilizagcdo do conteudo filtrado, até secagem e obtencéo de
pd, que foi armazenado em pote de vidro com tampa de rosca (FLORENCE et al.,
2014).

No dia do teste foi feito a diluicdo do extrato liofilizado com agua destilada,

de acordo com o peso corporal de cada animal.

4.5.2. Preparo da dose e gavagem

O volume para a gavagem foi calculado para 1,0 mL/ 100 g de peso corporal
do animal em jejum. As doses foram preparadas pouco tempo antes da
administracdo. O extrato e a solucdo salina administrados em uma Unica dose por
sonda gastrica, utilizando agulha para gavagem em ratos. Os animais
permaneceram em jejum por 4 horas antes da gavagem e posteriormente por mais

4 horas, sendo que a oferta da agua foi livre todo o periodo.

4.5.3. Controle do peso e consumo alimentar

A avaliacdo do peso corporal dos animais foi verificada semanalmente em
balanca semi-analitica (BERNARDIS; PATTERSON, 1968).

A avaliacdo do consumo alimentar dos animais medida por gramas de
racao/dia e mensurada a quantidade restante de alimento em cada gaiola, para
avaliar o consumo pela diferenca de peso da racédo oferecida no dia anterior por
animal (DE LUCA; ALEXANDRE; MARQUES, 1996).
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4.6. Delineamento experimental

Apbs o periodo de adaptacdo da rotina em laboratério, os camundongos
Swiss foram separados de forma aleatoria e divididos em 5 grupos, distinguidos

por:
Grupo controle (Sham): Animais tratados com dieta AIN-93M (n=15);
Grupo high fat (HF): Animais tratados com dieta hiperlipidica (n=15);

Grupo high fat polpa 1% (HF P1%): Animais tratados com dieta hiperlipidica

e 1% de polpa de bocaiuva liofilizada (n=15);

Grupo high fat polpa 2% (HF P2%): Animais tratados com dieta hiperlipidica
e 2% de polpa de bocaiuva liofilizada (n=15);

Grupo high fat polpa 4% (HF P4%): Animais tratados com dieta hiperlipidica
e 4% de polpa de bocaiuva liofilizada (n=15);

Ainda, foi realizado o teste oral de tolerancia a glicose antes do inicio do
tratamento (tempo= 0) com as dietas experimentais, no meio (tempo= 45 dias) e ao

final (tempo= 90 dias) de experimento.

Ao final do experimento os camundongos foram submetidos a jejum de 8
horas, anestesiados de forma inalatoria por isoflurano e submetidos a eutanasia
por exsanguinacao pela veia porta. O sangue foi coletado e o soro foi separado por
centrifugagdo para andlise bioquimica. O figado e os 5 sitios de gorduras
(epididimal, omental, mesentérica, retroperitoneal, perirrenal) foram coletados e
pesados em balanca analitica (Bel®). O indice de adiposidade (IA) foi calculado de
acordo com a equacao 1 (Eq. 1) (TAYLOR; PHILLIPS, 1996):

4 SOMA DOS TECIDOS ADIPOSOSXlOO Eq. 1
N PESO FINAL
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4.6.1. Monitoramento do peso corporal

A avaliacdo do peso corporal dos animais foi verificada semanalmente em

balanca semi-analitica (Marca Marte-Modelo AS 5.500).

4.6.2. Avaliacdo do consumo alimentar e eficacia alimentar

O controle do consumo alimentar dos animais foi realizado 2 vezes por
semana, medindo o consumo por gramas de racéo/dia. Pesava-se a quantidade
restante de alimento em cada gaiola, avaliando o consumo pela diferenca de peso
da racdo oferecida no dia anterior por animal (DE LUCA; ALEXANDRE;
MARQUES, 1996). A quantidade de energia ingerida ao dia foi calculada pelo valor
da densidade energética de cada dieta. O coeficiente alimentar (CEA) (Equacéo 2)
e o coeficiente de ganho de peso por consumo calérico (CGPCC) (Equacéo 3)
foram calculados com as seguintes formulas (NERY et al., 2011; SALERNO, 2014):

2) CEA = "2 Eq. 2

PF - PI
kcal

3) CGPCC = Eq. 3

PF: peso final (g); PI: peso inicial (g); TA: alimento total ingerido (g); kcal: calorias
ingeridas.

4.6.3. Teste oral de tolerancia a glicose

Todos os animais passaram por jejum de 6 horas e posteriormente foi
verificada a glicemia de jejum via caudal (tempo= 0), com o uso de um glicosimetro
G-Tech® (G-TECH Free, Infopia Co., Ltd Coréia do Sul). E receberam por gavagem
a solucao de D-glicose (Sigma Aldrich, Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil), 2
g/kg de peso corporal. A leitura da glicemia foi realizada nos tempos 15, 30, 60 e

120 minutos apos a aplicacao da glicose (SANTOS et al., 2008).
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4.6.4. Parametros bioquimicos

As analises séricas de colesterol total, HDL-colesterol, ndo HDL colesterol,
triglicerideos e glicose foram realizados no Laboratério de Bioquimica do Curso de
Farmécia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Alimentos e Nutricdo (Facfan)
da UFMS, pelo método colorimétrico-enzimatico, utilizando o kit enzimatico
Labtest®, (Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil) especifico para cada dosagem e a
absorbancia foi lida a 505 nm, realizada em leitor de ELISA (TP Reader, Thermo
Plate, Brasil) (FLEG, 1973; HAGEN; HAGEN, 1962; CAREY; FELBRUEGGE;
WESTGARD, 1974).

Os célculos das concentracdes séricas foram realizados conforme orientacdo

dos kits Labtest®, com as seguintes equacdes (4,5,6):

4) COL e TRI = média da absorbancia 22272 x200 Eq. 4
padrao

5) Col HDL = média da absorbancia amosra y 400 Eq.5
padrao
6) Glicose = média da absorbancia amosITe +100 Eq. 6
padrio

A determinacdo do colesterol ndo-HDL foi calculada pela diferenca do
colesterol total e o HDL-colesterol (FLORENCE et al., 2014).

4.6.5. Lipideos hepéticos

A técnica para a extracdo dos lipideos hepéticos foi pelo método Folch et al.
(1957) e a determinacéo dos lipideos totais, colesterol e triglicerideos utilizando o

kit enzimatico Labtest® (Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil).

O figado foi descongelado, e coletado 50 mg de tecido, macerado
homogeneizado em tubos de vidro tampado com 1900 pL de solucdo cloroférmio:
metanol (2:1) por 3 minutos. Apds a homogeneizacéo foram adicionados 400 pL de
metanol, jato forte, e os tubos foram centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos e o
sobrenadante foi entdo transferido para tubos limpos previamente pesados. Em

seguida foram acrescentados 800 pL de cloroférmio e 640 pL de NaCl 0,73%, jato

49



forte e realizada homogeneizacéo lenta. Logo apds as amostras foram novamente
centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm. A fase superior foi desprezada e a
parede interior de cada tubo foi lavada 3 vezes com 600 pL (por vez) de solucao de
Folch (3% de cloroférmio, 48% de metanol, 47% de agua destilada e 2% de NaCl
0,2%). E entdo, os tubos foram colocados para secar em estufa a 60 °C. A
quantidade de lipideos extraida foi calculada pela diferenca de peso entre o tubo

apos secagem (com lipideos) e o tubo vazio (antes do experimento).

A patrtir dos lipideos extraidos, eles foram suspensos novamente em 500 pL
de isopropanol para iniciar a determinacdo dos niveis de colesterol total e
triglicerideos. Foram transferidos 10 yL da solugéo para os poc¢os de microplacas
de ELISA, e adicionados de 1000 pL do reagente do kit. A determinacdo da medida
padrao foi realizada com 10 uL da solugao padrao do kit, e submetidos em banho-
maria por 10 minutos a 37 °C, seguido de leitura da absorbéncia a 505 nm em
aparelho de ELISA Plate Analyzer ROBOTINIK® (JASCOLKA, 2010). E o célculo de
determinacdo do colesterol total e triglicerideos, obedeceram a mesma férmula

(Equacéo 4) citada para os parametros bioquimicos do kit enzimatico Labtest®.

4.6.6. Histologia do tecido adiposo epididimal, figado e pancreas

Fragmentos do tecido adiposo epididimal, figado e pancreas foram fixados
em solucao de formalina a 10% por 24 horas e depois mantidos em alcool 70% até
0 processamento histolégico. Em seguida os espécimes foram desidratados em
baterias de alcool e xilol, incluidos em parafina, cortados em micr6tomo com
espessura de 5 ym cada e corados por hematoxilina-eosina (TEIXEIRA et al., 2006;
MORAIS, 2013).

A analise histologica do figado e do pancreas foi realizada por patologista
com experiéncia na area. Para as analises do efeito do tratamento nos hepatocitos
utilizou-se o sistema de Kleiner (2005), onde avaliou-se o grau de esteatose (< 5%,
5 a 33%, 34 a 66%, > 66%), esteatose microvesicular (ausente ou presente),
inflamacédo lobular (Ausente, < 1 foco/campo, 2-4 focos/campo ou > 4
focos/campo), balonizacdo (ausente, poucas células ou muitas células), hialino de

Mallory (ausente ou presente), nucleo glicogenado (nenhum/raros ou alguns) e
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apoptose (ausente ou presente). Na avaliacdo da arquitetura do pancreas foram
avaliadas alteracdes nas llhotas de Langerhans (sem alteracéo, atrofia discreta,
atrofia, hipertrofia discreta e hipertrofia), acinos pancreaticos (sem alteracao,
necrose/atrofia), e inflamacéo pela presenca de células inflamatérias internamente
(insulite) e na periferia (perinsulite) das ilhotas de Langerhans (PASINI, 2012;
WANG et al., 2014; CHANDRAN et al., 2016).

Para a analise da éarea dos adipocitos do tecido adiposo epididimal,
inicialmente foi realizada a captura de imagens utilizando o sistema de camera
digital LEICA DFC 495 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany,), integrado ao
microscépio LEICA DM 5500B (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany,) com
aumento de 20x. As imagens foram analisadas com auxilio do software LEICA
Application Suite versao 4.0 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany,) e a média da

area de 100 adipdcitos por amostra foi determinada (PEREIRA et al., 2012).

4.7. Anélise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia para comparacao
entre 0s grupos, foram expressos como média = erro padrdo da média. O teste
ANOVA de uma via foi aplicado para comparacdo mudltipla de resultados
paramétricos, seguido de poés teste Tukey e, para comparacdo de dois grupos,
teste t de Student. O teste de Kruskal-Wallis foi empregado para as variaveis
numericas que apresentarem distribuicdo ndo-normal. A andlise foi complementada

com teste de Dunn, se houvesse diferenca estatistica.

A comparacao entre 0s grupos experimentais, em relacédo a area sob a curva
glicemica, tanto para a glicemia inicial, como para a glicemia final, foi realizada por
meio do teste ANOVA de uma via, seguido pelo pos-teste de Tukey (ROWE, 2007).
O teste do qui-quadrado com correcao de Bonferroni foi utilizado para a avaliagéo
da associacdo das andlises histoldgicas. O programa estatistico operado para as
analises foi o SigmaPlot, versdo 12.5, considerando um nivel de significancia de
5%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdo quimica e teor de acidos graxos da polpa de

bocaiuva liofilizada

A composicdo quimica da polpa de bocaiuva liofilizada estd descrita na
Tabela 3 e comparada a outros estudos com a polpa de bocaiuva em base seca
(COIMBRA et al., 2011) e a farinha de bocaiuva (KOPPER et al., 2010). O teor de
umidade mostrou-se reduzido quando comparado a polpa em base seca e a farinha
de bocaiuva. O residuo mineral fixo apresentou valores bem proximos entre eles.
Os teores de proteinas e lipideos da polpa liofilizada demonstraram menores
valores comparados a polpa em base seca e aumentados quando comparados a
farinha de bocaiuva. Entre valores encontrados para os carboidratos totais, a polpa
liofilizada apresentou o maior teor. O que levou a concluir que a polpa liofilizada
apresenta teores de carboidratos (48,67 g.100g™), proteinas (4,25 g.100g?) e valor
energeético total (423,27kcal/100g) que superaram os valores da farinha de
bocaiuva para carboidratos (35,75 ¢.100g%), proteinas (3,18 g.100g*') e valor
energético total (381,08 kcal/100g), respectivamente, em 26% a mais de

carboidrato, 25% a mais de proteina e 10% a mais de calorias.

Tabela 3 - Composicao quimica da polpa liofilizada de bocaiuva, polpa em base
seca e farinha da polpa.

Polpa de bocaiuva
(1009™)

Polpa em base seca

Farinha da Polpa

total (kcal)

Componentes Polpa liofilizada (Coimbra et al., 2011) (Kooper et al., 2010)
Umidade 1,11+0,04 5,98+0,15 9,85
Residuo 3,34+0,01 217+0,02 3,47+0,06
mineral fixo
Proteinas 4,25+0,33 6,72+0,45 3,18+0,04
Lipideos 23,51+0,12 28,94+0,83 25,04+0,47
Glicidios totais 48,67+3,38 36,22 35,75
Fibras totais 22,90+0,04 20,26+0,28 22,71+0,87
Valor calorico 5 o7 432,00 381,08

*Dados apresentados com média + desvio padréo.
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Essa diferenca pode ser associada ao percentual de umidade muito
reduzido, justificado pelo processo de liofilizacdo, onde a umidade foi removida a
baixas temperaturas, ocorrendo o aumento da estabilidade dos compostos e a
minimizacdo de varias reacfes de degradacdo de nutrientes. A liofilizacdo da polpa
pode contribuir como forma de enriquecimento no aporte calérico, nutrientes para
formulacbes de produtos alimenticios e de suplementacdo de fibras, conforme

apresentado sua composicdo na Tabela 4.

Tabela 4 - Fibras alimentares da polpa liofilizada de bocaiuva

Polpa de bocaiuva (100g?)

Fibras soluveis 10,35+0,32
Fibras insoltveis 12,54+0,36
Fibras totais 22,90+0,04

A desidratacao por liofilizacdo € uma técnica proveitosa de conservacao de
frutos, contribui no momento de producdo excedente de frutos maduros que é
durante a safra, com tal processo € possivel disponibilizar o fruto a qualquer época
do ano (SILVA et al.,, 2017). Contudo foi apresentado que a polpa de bocaiuva
liofilizada ndo obteve perdas nutricionais importantes entre os itens avaliados, visto
que a técnica de liofilizacdo prolonga a validade, reduz a contaminacéo, preserva

0S nutrientes e seu valor nutricional.

O teor de &cidos graxos (Tabela 5) do 6leo da polpa apresentou condizente
ao encontrado nos estudos de Hiane et al. (2005) e Lescano et al. (2015),
principalmente nos valores de acido palmitico (15,96 e 17,65) e oleico (65,87 e
70,28), respectivamente, que sdo 0s acidos graxos mais predominantes na polpa

de bocaiuva.
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Tabela 5 - Teores de acidos graxos (% em area) do 6leo polpa liofilizada

Acidos graxos

Oleo da polpa liofilizada (%)

Saturados (AGS)

Butirico, C4:0
Caprdéico, C6:0
Caprilico, C8:0

Laurico, C12:0
Miristico, C14:0
Palmitico, C16:0
Esteéarico, C18:0

TOTAL AGS

Monoinsaturados AGMI
Palmitoleico, C16:1
Oleico, C18:1(n-9)

Eicosenoico, C20:1 (n-9)

TOTAL AGMI

Poli-insaturados AGPI
Linoleico, C18:2 (n-6)

Linolénico, C18:3 (n-3)
TOTAL AGPI

1,3230

0,1615

0,1000

0,5440

0,3086
18,5113
2,2029

23,1513

3,1157
57,2177
0,1414
60,4748

5,5059
0,9954
6,5013

* Acidos graxos saturados (AGS), acidos graxos insaturados (AGMI), acidos graxos poli-

insaturados (AGPI).

Outros frutos da Regido do Cerrado também apresentam uma concentracdo

dos &cidos palmitico e oleico em sua composi¢ao, tais como respectivamente, o0
Caryocar brasiliense (pequi) (32,52 e 48,60%) (FARIA et al.,, 2015); Annona
crassiflora  Mart. (araticum) (10,78 e 66,90%); Butia capitata Mart. (coquinho

azedo) (18,81 e 48,07%) (LOPES et al., 2012) respectivamente.
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5.2. Composicdo de macronutrientes das dietas

Neste estudo considerando as qualidades nutricionais da polpa de bocaiuva,
como alimento rico em calorias, fibras e 4cidos graxos, como o acido graxo oleico,
o presente trabalho analisou o efeito desses nutrientes incorporados na dieta de
modelos animais.

A composicdo dos macronutrientes das dietas experimentais (Tabela 6) foi
calculada de acordo com a composi¢cdo quimica dos ingredientes utilizados na
formulacdo de cada dieta demonstra, portanto, diferentes quantidades de calorias,
macronutrientes, colesterol e percentual de polpa liofilizada. Além disso, foram
elaboradas conforme o0s objetivos propostos aos grupos experimentais, para
manutencdo de peso do grupo controle (SHAM), foi utilizada a dieta AIN93-M
(REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993), e para ganho de peso dos grupos
experimentais high fat (HF) foi utilizada a dieta High Fat (PIMENTEL et al., 2013). O
percentual de adicdo de colesterol na dieta High Fat, foi determinado com base em
estudos que constataram a descompensacdo do perfil lipidico em roedores
(KAMADA et al., 2013; CHOI et al., 2012; ORELLANA et al., 2014). E a adicéo de
polpa de bocaiuva liofilizada foi incorporada nos percentuais 1%, 2% e 4%, por
quilo de racdo e denominados os grupos tratados: HF com 1% de polpa (HFP1%),
HF com 2% de polpa (HFP2%), HF com 4% de polpa (HFP4%).

Tabela 6 - Composicao das dietas experimentais

Composicéo AIN-93M HF HF P1% HF P2% HF P4%
Energia (kcal/kg) 3380,0 5360,0 5360,0 5360,0 5360,0
Carboidratos (%) 72,00 34,80 34,80 34,80 34,80
Proteinas (%) 14,73 20,00 20,00 20,00 20,00
Lipideos (%) 9,47 35,20 35,20 35,20 35,20
Fibras (%) 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Colesterol (%) - 1,25 1,25 1,25 1,25
Calorias/g 3,78 5,36 5,36 5,36 5,36

*AIN-93M: dieta controle; HF: dieta high fat (hiperlipidica); HFP1%: dieta high fat com 1% de
polpa; HFP2%: dieta high fat com 2% de polpa; HFP4%: dieta high fat com 4% de polpa.
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5.3. Teste de toxicidade aguda

A realizagcdo do teste de toxicidade aguda foi efetivada antes de iniciar o
estudo experimental com as dietas. O resultado do teste evidenciou que a DLso
(dose letal 50% - dose que mata 50% dos animais) seja superior a 2000 mg/kg de
peso corporal, por ndo haver sinais de toxicidade sistémica, alteracées no peso
corporal, ingestao alimentar (ANEXO B), excrecao de urina e fezes. E no resultado
do teste Screening Hipocréatico (ANEXO C) néo foi observado nenhuma alteracdo
motora e/ou sensorial, neuroldgica, assim como ndo houve morte de nenhum
animal. A pesagem do figado, baco, pancreas, pulmdes, coracdo e rins nao
apresentaram diferenga significante entre os grupos, bem como alteragdes

macroscopicas nos érgaos dos animais.

5.4. Experimento animal

O tratamento dos camundongos Swiss com as dietas experimentais foi
realizado por 90 dias e verificado semanalmente o consumo da dieta e ganho de
peso corporal; ao final do experimento os parametros bioquimicos, peso das
gorduras viscerais e figado; e nos tempos 0, 45 e 90 dias realizado o teste
tolerancia oral a glicose.

O controle do peso corporal e da ingestdo alimentar dos grupos
experimentais est4d apresentado na Tabela 7. Os animais inicialmente
apresentaram peso uniforme entre eles, sem diferenca estatistica. Ao término do
experimento, 90 dias, o peso final ndo reportou diferenca significativa quando
comparado aos grupos tratados com dieta high fat, ocorreu diferenca estatistica
apenas do HF com o grupo SHAM. O aumento do peso final dos grupos que
receberam dieta high fat, corrobora com outros autores na eficiéncia da dieta high
fat (rica em gorduras saturadas) oferecida para camundongos para ganho de peso
em pesquisas experimentais (CUNHA et al., 2013; PIMENTEL et al., 2013; RABOT
et al., 2016).

Tabela 7 - Peso inicial e final, ganho de peso, ingestdo alimentar

Parametros Grupos experimentais
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SHAM HF HF P1% HF P2% HFP 4%,

Peso inicial (g)* 35,28+0,84% 34,53+0,85* 34,66+0,88% 32,53+1,32% 34,94+1,122

b b b b
Peso final (g)? 48,93+0,84° 54,27+0,79% 53,66+1,58%° 54,20+1,60*° 53,53+1,72?

Ganho de peso  14,20+0,94° 19,73+0,68% 19,00+0,68% 21,660,922 18,60+1,082
(9)*

Ingestao 4,77+0,05*  3,50+0,07*  3,65+0,06* 3,54+0,08% 3,670,072
alimentar (g/dia)?

Coef. Eficacia 0,03+0,00°  0,06+0,008 0,06+0,008 0,07+0,03*  0,06+0,002
alimentar?!
Ganho peso/

consumo
calorico?

0,010+0,00° 0,012+0,00* 0,011+0,00%* 0,013+0,00® 0,011+0,00%

Nota: valores expressos em média + erro padrdo da média. Letras diferentes na mesma linha
indicam diferencas estatisticas entre os grupos de p<0,05. 1 ANOVA, seguido de pds teste Tukey.
2Kruskal-Wallis, seguido de pdés teste Dunn's. SHAM: grupo controle (AIN-93M); HF: grupo high fat
(hiperlipidica); HFP1%: grupo high fat polpa 1%; HFP2%: grupo high fat polpa 2%; HFP4%: grupo
high fat polpa 4%.

Ao se avaliar a ingestdo alimentar verificou-se que houve diferenca
significativa (p<0,05) quando se comparou o0 grupo Sham com os demais. Ainda
percebeu-se que este grupo obteve menor ganho de peso quando comparado com
os grupos HF, HFP1%, HFP2%, e HFP4%, respectivamente.

O coeficiente alimentar demonstra que os animais que receberam as dietas
HF tiveram mais saciedade, visto que comeram menos, entretanto ganharam mais
peso corporal. A diferenca de ganho de peso pode ser devido a densidade cal6rica
das dietas high fat (5,36 kcal/g) com a dieta do grupo SHAM (3,78 kcal/g). Contudo
quando analisado o ganho de peso pelo consumo caldrico, o grupo Sham difere
apenas dos grupos HF e HFP2%.

A adicdo da polpa de bocaiuva nas concentracbes 1%, 2% e 4% néo
exerceram efeitos sobre a quantidade de racao ingerida, visto que todos 0s grupos
que receberam polpa liofilizada de bocaiuva consumiram em média a mesma
guantidade do grupo HF. Alguns estudos com polpas de frutos como Euterpe
edulis Mart. (jucara), Caryocar brasiliense (pequi), Hylocereus polyrhizus (pitaya)

que utilizaram concentracdes de 1%-5%, apontam que o consumo da dieta
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experimental também néo foi induzido pelo sabor/aroma do fruto adicionado (DE
SOUZA et al., 2010; MORENO et al., 2016; OYAMA et al.,2016).

A evolucdo do ganho de peso mensal também foi analisada, e evidenciou
gue o tratamento com a polpa de bocaiuva nao teve efeito redutor no peso corporal
dos animais de maneira efetiva, apenas no primeiro més o grupo HFP4%
apresentou diferenca com o0s grupos que receberam dieta high fat. Os dados séo

apresentados no Gréfico 1.

Grafico 1 - Ganho de peso mensal
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Nota: valores expressos em média + erro padrdo da média. Letras diferentes ha mesma linha
indicam diferencas estatisticas entre os grupos de p<0,05. * ANOVA, seguido de pés teste
Tukey. SHAM: grupo controle (AIN-93M); HF: grupo high fat (hiperlipidica); HFP1%: grupo
high fat polpa 1%; HFP2%: grupo high fat polpa 2%; HFP4%: grupo high fat polpa 4%.

Conforme demonstrado na Tabela 8, o peso das gorduras omental,
epididimal, perirrenal e o peso do figado ndo apresentaram diferenca entre os
grupos. O peso da gordura mesentérica apresentou diferencga significativa quando
comparada entre os grupos HF, HFP2% e HFP4% com SHAM, e o peso da
gordura retroperitoneal do grupo HFP4% com SHAM, sugerindo maior
concentracdo de gordura visceral nos grupos tratados com a dieta hiperlipidica. No
entanto, ao se avaliar o indice de adiposidade ndo se estabeleceu diferenca
significativa entre os grupos, todavia pode ser notado que o indice de adiposidade

do HFP1% é o menor valor entre 0s grupos.
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Tabela 8 - Peso dos sitios de gorduras vicerais (g), peso do figado (g) e indice de
adiposidade (%)

Nota: valores expressos em média + erro padrdo da média. Letras diferentes na mesma linha
indicam diferencas estatisticas entre os grupos de p<0,05.  ANOVA, seguido de pds teste Tukey.
2Kruskal-Wallis, seguido de pés teste Dunn's. SHAM: grupo controle (AIN-93M); HF: grupo high fat
(hiperlipidica); HFP1%: grupo high fat polpa 1%; HFP2%: grupo high fat polpa 2%; HFP4%: grupo

Grupos experimentais

Parametros
SHAM HF HFP1% HFP 2% HFP 4%

Gordura epididimal (g)* 1,62+0,11% 1,92+0,15* 1,59+0,14% 1,75+0,15* 1,98+0,18%

Gordura mesentérica (g)>  1,14+0,11° 1,75+0,09% 1,45+0,12%° 1,89+0,12* 1,69+0,132

Gordura omental (g)’ 0,03+0,00° 0,05+0,00° 0,03+0,00° 0,05+0,00° 0,03+0,00°
g‘)’{d“ra retroperitoneal 4 55,6040 0,82+0,00% 0,62+0,04% 0,84+0,12% 0,94+0,09%
Gordura perirrenal (g)* 0,32+0,03% 0,42+0,03° 0,35+0,04% 0,04+0,05° 0,38+0,02°

indice de adiposidade (%)* 4,44+0,31% 5,17+0,38% 4,30+0,32% 4,84+0,34% 5,51+0,412

Figado (g)* 2,09+0,12% 2,69+0,23* 2,55+01*  2,89+02%  2,47+0,18?

high fat polpa 4%.

O indice de adiposidade é um parametro muito utilizado e considerado boa
ferramenta para analisar a adiposidade instalada, juntamente com a avaliacdo
histolégica do tamanho dos adipécitos, pois auxilia para conferéncia da pré-
disposicéo de alteracdes cardiometabdlicas (LAFOREST et al., 2015; LAFOREST
et al.,2017). Estudo envolvendo camundongos tratados com dieta high fat por 2
semanas, verificou-se um importante aumento no indice de adiposidade, com
progressao de até 2,19 g de gordura corporal nos animais, podendo contribuir na
inflamacéo do tecido adiposo branco e desenvolvimento da resisténcia a insulina
(ANUNCIADO KOZA; MANUEL; KOZA, 2016). Outro estudo, um pouco mais longo,
com 18 semanas, analisou o efeito da dieta hiperlipidica em camundongos,
também foi verificado o aumento desse indice quando comparado ao grupo
controle, além de parametros como glicemia aumentada e resisténcia a insulina
(COSTA et al., 2016).
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Os desequilibrios do aumento da gordura visceral podem resultar em
excesso de triglicerideos e colesterol no figado, bem como um figado aumentado.
A avaliacdo do perfil lipidico hepético é considerada um bom marcador para as
comorbidades associadas a obesidade (WREE et al., 2014).

O teor dos lipideos hepaticos (Gréafico 2) foi extraido pelo método Folch.
Nesta analise observou-se que a dieta com 4% de polpa de bocaiuva liofilizada foi
capaz de melhorar o teor de lipideo hepatico do grupo HFP4%, quando comparado
aos outros grupos tratados HFP1% e HFP2% e o HF. A dieta HFP4% apresenta
guantidade maior de polpa liofilizada, e pode se estimar que 0s componentes
majoritdrios como as fibras (sollveis e insolaveis), os &cidos graxos
monoinsaturados como o &cido graxo oleico, promoveram efeito benéfico

favorecendo menor acumulo de lipideos hepéticos.

Grafico 2 - Teor de lipideos hepaticos (mg/qg)
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Nota: valores expressos em média + erro padréo da média. Letras
diferentes na mesma linha indicam diferencas estatisticas entre os grupos
de p<0,05. ANOVA, seguido de pos teste Tukey. SHAM: grupo controle
(AIN-93M); HF: grupo high fat (hiperlipidica); HFP1%: grupo high fat polpa
1%; HFP2%: grupo high fat polpa 2%; HFP4%: grupo high fat polpa 4%.

A Tabela 9 compreende os resultados obtidos da analise de colesterol total e
triglicerideos hepatico. Para o parametro de colesterol, apenas o grupo HFP2%
evidenciou valor aumentado comparado ao SHAM, enquanto 0S outros grupos

expressaram similaridade com SHAM. E para os valores de triglicerideos a dieta
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high fat foi capaz de aumentar os triglicerideos hepaticos dos grupos HF e HFP2%,

comparada a dieta AIN-93M.

Tabela 9 - Resultado bioquimico por método Folch do figado dos animais

Grupos experimentais
Parametros

SHAM HF HF P1% HF P2% HFP 4%

Colesterol 89,31+4,38>  133,34+17,76% 100,12+7,243 152 43+15,742 113,69+15,962"
total (mg/dL)

Triglicerideos 315 g6+30,48> 445,74+28,562 395,03+34,25% 506,48+30,912 426,86+37,58%
(mg/dL)

Nota: valores expressos em média + erro padrdo da média. Letras diferentes na mesma linha
indicam diferencgas estatisticas entre os grupos de p<0,05. ANOVA, seguido de p0s teste Tukey.
SHAM: grupo controle (AIN-93M); HF: grupo high fat (hiperlipidica); HFP1%: grupo high fat polpa
1%; HFP2%: grupo high fat polpa 2%; HFP4%: grupo high fat polpa 4%.

Ao se analisar os resultados reportados para triglicerideos no soro (Tabela
10), os grupos HF, HFP1%, HFP2% e HFP4% apresentaram diferencas
significativas, com menores valores quando comparados ao grupo SHAM. O que
nos leva também a refletir sobre a dieta AIN-93M, visto que mesmo com
caracteristicas normolipidicas em sua composi¢cdo, possui teor elevado de
carboidratos. Esse resultado corrobora com relatos na literatura que apontam que o
teor elevado de carboidratos contidos na composi¢cdo da AIN-93M, pode induzir
alteracdes de triglicerideos no soro de roedores (SANTOS et al., 2015; MELO et
al., 2016).

Tabela 10 - Resultados dos parametros bioquimicos do soro dos animais

Grupos experimentais
Parametros

SHAM HF HF P1% HF P2% HFP 4%

Triglicerideos ~ 223,29+14,452  151,77+7,39>  148,23+4,54>  159,16+5,29> 178,75+10,81"
Colesterol total 197,06+9,46P 206,12+7,33b 255,97+10,672 258,55+12 472 212,04+10,20°
Colesterol HDL 131,36+6,27¢ 121,87+4,12bd 165,087,022 164,93+8,142 150,55+7,152¢
Colesterol Ndo  65,70+4,972 84,25+6,582 90,88+6,902 93,62+9,652 66,06+6,932

HDL
Glicose 162,24+16.24°>  245.03+16.032¢ 250,71+24,192 281,64+21,482 173,32+18,21P¢

Nota: valores expressos em média + erro padrdo da média. Letras diferentes na mesma linha
indicam diferencas estatisticas entre os grupos de p<0,05. ANOVA, seguido de pés teste Tukey.
n=15. SHAM: grupo controle (AIN-93M); HF: grupo high fat (hiperlipidica); HFP1%: grupo high fat
polpa 1%; HFP2%: grupo high fat polpa 2%; HFP4%: grupo high fat polpa 4%.

61



Parametros apresentados para colesterol total dos grupos HFP1% e HFP2%
reportaram maiores valores com diferenca significativa quando comparado aos
demais grupos, bem como para os valores de colesterol HDL. O grupo HFP4%
também obteve diferenca significativa para HDL quando comparado ao grupo HF e
similaridade ao grupo SHAM, HFP1% e HFP2%, inferindo-se que 0Ss grupos
tratados com polpa de bocaiuva apresentaram maiores valores de colesterol HDL.
Niveis elevados de colesterol HDL sanguineo contribuem como fator de protecéo
contra o desenvolvimento das DCV (BADMON et al., 2017).

O acido graxo oleico (w- 9), constituinte encontrado na polpa de bocaiuva,
parece ter influéncia na melhoria dos parametros lipidicos observados em estudos
com alimentos ricos em acido oleico apontam que ele estimula o aumento do
colesterol HDL, inibe a formacao de trombos, além de contribuir para a reducéo do
colesterol total e do estresse oxidativo (TERES et al., 2008; GARCIA et al., 2008;
JONES et al., 2014). Outra atribuicdo seria a acdo das fibras, que a partir do
processo de fermentacao estimulam a proliferacdo de bactérias benéficas no colén,
reduz o pH e propicia a formacdo dos &cidos graxos de cadeia curta, como o
butirato que atua na regulacéo de colesterol no organismo (ALEIXANDREA, 2016).

Os niveis de colesterol ndo HDL nao revelaram diferenca estatistica entre os
grupos, porém nota-se uma tendéncia de similaridade de valores encontrados entre
0s grupos SHAM e HFP4%.

Em relagéo ao valor de glicose, verificou-se diferenga significativa ao se
comparar o grupo SHAM aos grupos HF, HFP1% e HFP2%, respectivamente que
apresentaram valores aumentados de glicose. O grupo HFP4% evidenciou
menores valores de glicose entre os grupos HFP1% e HFP2%, o que pode
expressar uma protecdo exercida pela polpa de bocaiuva na concentracdo de 4%

presente na dieta, pelo seu teor expressivo de fibras.

A fibra sollavel, especialmente, exerce efeito benéfico no metabolismo de
carboidratos, pela capacidade de formar um gel viscoso que retarda o
esvaziamento gastrico e a absorcdo dos carboidratos no intestino delgado,
reduzindo picos de glicose na corrente sanguinea bem como a glicemia poés-

prandial (DELCOUR et al., 2016), A ingestédo regular de fibras dietéticas, contidas
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em polpas de frutas, vegetais e cereais possuem comprovada associacdo na
prevencao do desenvolvimento de diabetes (THREAPLETON et al., 2013).

O teste oral de intolerancia a glicose realizado no inicio do experimento
(Grafico 3) apontou que todos 0s grupos experimentais possuiam valores de
glicemia semelhantes e ndo apresentam discrepancia apdés o recebimento da

glicose.

Grafico 3 - Glicemia dos animais, antes do inicio do tratamento, de acordo com o
grupo experimental, em cada tempo avaliado.
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Nota: Cada simbolo representa a média e a barra o erro padréo da média. Glicemia final: Glicemia
inicial: Efeito do grupo (p=0,534), efeito do momento (p<0,001) e interacdo entre grupo e momento
(p<0,001). SHAM: grupo controle (AIN-93M); HF: grupo high fat (hiperlipidica); HFP1%: grupo high
fat polpa 1%; HFP2%: grupo high fat polpa 2%; HFP4%: grupo high fat polpa 4%.

Aos 45 dias do tratamento foi realizado o teste novamente (Gréafico 4), e ndo
ocorreu diferenca significativa entre o0s grupos. Entretanto foi verificado
descompensacédo dos valores de glicemia dos grupos HF quando comparado a
glicemia inicial (tempo 0) do grupo SHAM.
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Grafico 4 - Grafico referente a glicemia, durante o tratamento (45 dias), de acordo
com o grupo experimental, em cada tempo avaliado.
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Nota: Cada simbolo representa a média e a barra o erro padrédo da média. HF = High Fat.
Glicemia final: Efeito do grupo (p=0,836), efeito do momento (p<0,001) e interacdo entre
grupo e momento (p=0,856).

Ao final do experimento o resultado do teste oral de intolerancia a glicose
(Tabela 11) para a glicemia inicial (tempo 0), revelou similaridade entre os grupos
tratados (HFP1%, HFP2% e HFP4%) com o grupo SHAM, sugerindo um efeito
benéfico da polpa de bocaiuva no controle da glicemia, nota-se também uma
proximidade da glicemia entre SHAM e HFP4%. Ainda percebeu-se diferenca
estatistica no valor da glicemia do grupo HF com o grupo SHAM, o que também

corrobora  com o efeito da adicAo de polpa nas dietas.
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Tabela 11 - Resultados referentes a glicemia, ao final do tratamento (90 dias), de
acordo com o grupo experimental, em cada tempo avaliado.

Grupos

0

15

30

Tempo (minutos)

60

120

SHAM

HF

HFP1%

HFP2%

HFP4%

143,13+12,89¢b
281,25+15,35P2
229,50+49,86%2°
255,13+36,54C2

179,25+26,75¢

358,75+36,5943P
439,38+17,53B20
344,75+38,5148p
487,38+30,60%2

368,38+43,758%

306,38+42,28Ab¢
553,88+11,1942
398,13+44,704°
516,50+27,904%

472,75+56,217%

269,00+38,0380

488,88+21,55A8a
393,63+48,82Aab
396,50+26,0382b

395,63+27,268

177,63+29,90¢
364,88+25,31¢2
291,13+38,108C2
248,13+39,81C2b

236,13+14,87Cab

Os resultados estdo apresentados em médiaterro padrdo da média. Letras mailsculas
diferentes na linha indicam diferenca significativa entre os tempos de andlise (pds-teste de
Tukey, p<0,05). Letras minusculas diferentes na coluna indicam diferenca significativa entre os
grupos experimentais (pos-teste de Tukey, p<0,05).

A é&rea da curva glicémica (Tabela 12) analisa a area sobre a curva dos
valores da glicose durante o teste oral de tolerancia a glicose, permitindo uma
avaliacao global do comportamento glicémico. Tal analise apresentou diferenca
significativa no meio do experimento (45 dias) entre o grupo SHAM com todos o0s
grupos HF, sugerindo que a dieta HF foi capaz de estimular valores de glicemia
aumentados aos 45 dias de tratamento. No entanto ao final do experimento esse
comportamento foi alterado pois, ocorreu diferenca do grupo SHAM apenas com

os grupos HF e HFP2% que apresentaram valores aumentados.

Tabela 12 - Resultados referentes a area sob a curva, em relacéo a glicemia no
inicio, no meio (45 dias) e ao final do tratamento (90 dias).

Grupo N Glic?emia |
Inicial Meio Final

SHAM 882,94+43,922 1521,13+401,32° 1157,00+£106,90°
HF 931,81+71,272 1690,38+79,272 1805,19+54,942

HFP1% 851,06+52,812 1596,88+154,012 1396,81+160,58%°
HFP 2% 873,19+76,082 1543,69+62,932 1652,00+106,122
HFP 4% 793,19+28,052 1688,75+108,60% 1444,44+137,43%
Valor de p 0,547 0,002 0,002

Os resultados estdo apresentados em médiaterro padrdo da média. Letras minudsculas
diferentes na coluna indicam diferenca significativa entre os grupos experimentais (pos-teste de
Tukey, p<0,05).
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O pancreas dos animais foi analisado através da histologia, a partir de
alteracdes na llhota de Langerhans, acinos pancreéticos e células inflamatorias;
entretanto ndo evidenciaram alteracdes relevantes de anormalidade e nenhuma

diferenca entre os grupos experimentais, conforme apresentado na Tabela 13.

Tabela 13- Resultados das alteracdes observadas no pancreas dos animais.

Grupos experimentais

Variavel
SHAM HF HFP1% HFP2% HFP4%

Alteragdoes no pancreas

llhota de Langerhans (p=0,600)

Normal 57,1 (8) 73,3 (11) 54,5 (6) 63,6 (7) 83,3 (10)

Atrofia 14,3 (2) 13,3 (2) 27,3 (3) 27,3 (3) 0,0 (0)

Hipertrofia 28,6 (4) 13,3 (2) 18,2 (2) 9,1 (1) 16,7 (2)

Sem informacao 1 0 0 0 1
Acinos pancreaticos (p=1,000)

Sem alteracdo 100,0 (15)  100,0(15)  100,0(11) 100,0(11)  100,0 (13)

Necrose/Atrofia 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Células inflamatdrias (p=1,000)

Sem alteracdo 100,0 (15)  100,0(15)  100,0(11) 100,0(11)  100,0 (13)

Insulite 0,0(0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)

Perinsulite 0,0(0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)

Os dados estao apresentados em frequéncia relativa (frequéncia absoluta). Valor de p no teste
do qui-quadrado.

Outra analise importante realizada na histologia foi a das alteracfes do
figado sobre a quantificacdo da esteatose, esteatose microvesicular, inflamacéo
lobular, balonizacéo, Hialino de Mallory, apoptose e nucleo glicogenado (Tabela
14). Onde tornou-se possivel obsevar a presenca de esteatose hepatica em
todos 0s grupos experimentais, e com ocorréncia de focos >66% entre 0s grupos
tratados com polpa de bocaiuva, no entanto apenas o HFP4% apresentou
diferenca aos demais (HFP1% e HFP2%) com menores valores. Notou-se
também que HFP1% e HFP4% apresentaram maior auséncia de inflamacéo

lobular comparado ao HFP2%. No entanto esses beneficios ndo podem ser
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atribuidos a polpa de bocaiuva presente nas dietas, pois o0 resultado se

assemelha aos grupos controles (SHAM e HF).

Tabela 14 - Resultados das alterac6es observadas no figado dos animais.
Grupos experimentais

Variavel
SHAM HF HFP1% HFP2% HFP4%

Alteracdes no figado
Esteatose (p<0,001)

< 5% 46,7 (7)? 0,0 (0)° 0,0 (0)% 0,0 (0)® 0,0 (O)°

5a33% 26,7 (4)? 40,0 (6)2 0,0 (0)2 9,1 (1) 38,5 (5)2

34 a 66% 20,0 (3)? 26,7 (4)? 27,3 (3)? 0,0 (0)2 15,4 (2)2

> 66% 6,7 (1) 33,3(5) 72,7(8)%® 90,9 (10)* 46,2 (6)*°
Esteatose microvesicular (p=0,036)

Ausente 60,0 (9)2 14,3 (2)2 27,3 (3)? 18,2 (2)2 53,8 (7)?

Presente 40,0 (6)* 85,7 (12)* 72,7 (8)? 81,8 (9)2 46,2 (6)2

Sem informacéo 0 1 0 0 0
Inflamacéao lobular (p=0,004)

Ausente 93,3 (142 93,3(14)* 455 (5)* 27,3 (3> 76,9 (10)®

< 2 focos/campo 6,7 (1)? 6,7 (1)? 45,5 (5)2 54,5 (6)2 23,1 (3)?

2-4 focos/campo 0,0 (0)2 0,0 (0)2 9,1(1)? 18,2 (2)2 0,0 (0)2

> 4 focos/campo 0,0 (0)2 0,0 (0)2 0,0 (0)2 0,0 (0)2 0,0 (0)2
Balonizagao (p=0,765)

Ausente 93,3 (14) 86,7 (13) 90,9(10) 90,9(10) 100,0(13)

Poucas células 6,7 (1) 13,3 (2) 9,1(2) 9,1(1) 0,0 (0)

Muitas células 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Hialino de Mallory (p=1,000)

Ausente 100,0 (15) 100,0 (15) 100,0(11) 100,0(11) 100,0(13)

Presente 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Apoptose (p=1,000)

Ausente 100,0 (15) 100,0 (15) 100,0(11) 100,0 (112) 90,9 (13)

Presente 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Nucleo glicogenado (p=1,000)

Nenhum/raros 100,0 (15) 100,0(15) 100,0(11) 100,0(11) 90,9 (13)

Alguns 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)

Dados estdo apresentados em frequéncia relativa (frequéncia absoluta). Valor de p no teste do
qui-quadrado. Letras diferentes na linha indicam diferenca significativa entre os grupos
experimentais (teste do qui-quadrado com correcdo de Bonferroni, p<0,05).
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O perfil da dieta HF utilizada nesse estudo, no qual utiliza fontes lipidicas
como banha de porco e Oleo de soja, acarreta danos frequentes como o
aumento da gordura epididimal, hiperglicemia e resisténcia a insulina. Devido
essas comorbidades associadas a obesidade, tal dieta tem sido empregada em
alguns estudos para inducédo de alteracbes no figado, como por exemplo, um
figado gorduroso e presenca de esteatose macro e microvesicular (XU, ZHENG-
JIE et al. 2010; FAN; QUIAQO, 2009). Portanto o presente resultado da histologia
do figado (Figura 10) vai de encontro com estudos que empregam a dieta HF
para o estudo da NAFLD.

Figado Pancreas

SHAM

HF

HFP1%
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HFP2%

HFP4%

Figura 10 - Morfologia do tecido figado e pancreas dos grupos experimentais.
Imagens selecionadas da analise histolégica, corado com hematoxilina-eosina.
Aumento de 20x e escala da barra: 100 um.

Na avaliacao histoldgica do tecido adiposo a média da area dos adipocitos
dos grupos tratados com polpa de bocaiuva (HFP1%, HFP2% e HFP4%) fez-se
significativamente menor que o grupo HF, e similar ao grupo SHAM, conforme

apresentado no Grafico 5.

Grafico 5 — Medida dos adipdcitos do tecido epididimal

9000 -+
8000 + 2
N57000 -+ I
g 6000 T h m Sham
:g— 5000 4 b f b High fat
S 4000 4 I HF P1%
§ 3000 + HF P2%
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< 1000 4

0 t t +
Sham High fat HF P1% HF P2% HF P4%

Nota: os valores representam a média + erro padrdo da média. Letras diferentes
indicam diferencas estatisticas entre os grupos de p<0,05. ANOVA, seguido de
pos teste Tukey. SHAM: grupo controle (AIN-93M); HF: grupo high fat
(hiperlipidica); HFP1%: grupo high fat polpa 1%; HFP2%: grupo high fat polpa 2%;
HFP4%: grupo high fat polpa 4%.
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O consumo da polpa de bocaiuva resultou na remodelacdo do tecido
adiposo, com em média de 42% da area dos adipdcitos menores comparado ao
grupo controle HF. O consumo da dieta HF resultou em um aumento do tamanho
dos adipdcitos maiores em 30% que 0 grupo que consumiu a dieta controle
SHAM, indo de encontro a Pereira e colaboradores (2012) que verificou que a
administracdo de dieta HF em camundongos promoveu 0 ganho de peso e
expansdo dos adipocitos. Outros estudos relacionam a expansdo do tecido
adiposo com a maior oferta de acidos graxos provenientes de dietas HF,
principalmente pela atividade lipogénica desse tecido de armazenar
triacilglicerois fornecidos pelas lipoproteinas e de sua atividade lipolitica onde
libera acidos graxos livres para o figado, o que também acarreta danos no perfil
lipidico e resisténcia a insulina (PEREIRA et al.,, 2012; SCHAALAN, 2009;
TINKOV 2014). Portanto a adicdo da polpa de bocaiuva liofilizada a dieta HF
agiu protengendo de forma significativa contra a expansdo do tecido adiposo

branco, tal diferenca pode ser notada na figura 11.
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A, W Py M,‘}' HFP4%
Figura 11 - Morfologia do tecido adiposo epididimal dos grupos experimentais. Imagens

selecionadas da andlise histolégica, corado com hematoxilina-eosina. Aumento de 20x e
escala da barra: 100 pm.
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6. CONCLUSAO

As analises da composicao centesimal, determinacéo das fibras e o perfil
lipidico da polpa de bocaiuva liofilizada corroborou com os resultados ja
relatados na literatura sobre composi¢cédo da polpa de bocaiuva em base Umida,
seca e farinha, e agregou mais uma forma de tratamento da polpa do fruto que

€ a secagem por liofilizacdo.

Como forma de iniciar seguramente 0s experimentos com a dieta
contendo polpa de bocaiuva liofilizada, o teste de toxicidade aguda realizado no
modelo animal, ndo apresentou henhuma alteracéo neurolégica, comportamental
ou mortalidade, portanto, verifica-se que a polpa de bocaiuva ndo é tdxica

guando consumida.

Com base nos resultados apresentados conclui-se que o efeito da polpa
liofiizada de bocaiuva concomitante a uma dieta hiperlipidica com adicdo de
colesterol, para os testes de tolerancia oral a glicose nos 3 tempos do
experimento (tempo 0, 45 e 90 dias), parametros bioquimicos no soro (colesterol
total, colesterol ndo HDL), analises de histologia do figado e pancreas e de
composicao corporal, ndo demonstrou de forma clara o efeito das dietas com
polpa de bocaiuva quando comparadas aos grupos SHAM e HF, inferindo que as
concentracbes 1%, 2% e 4% nas dietas ndo estabeleceram uma ordem de

resultados de acordo com a proporcéo da adicao de polpa no tratamento.

Contudo evidenciou um aumento significativo nos parametros bioquimicos
de colesterol HDL no soro de todos os grupos tratados com polpa de bocaiuva
liofilizada (HFP1%, HFP2% e HFP4%); na histologia do tecido epididimal a area
dos adipdcitos foi menor em todos 0s grupos tratados comparado ao grupo que
recebeu HF, sugerindo acéo protetora da bocaiuva na expanséo de depdsitos de
gordura epidimal; foi ainda verificado valores reduzidos de glicose no soro dos
animais do grupo HFP4% quando comparado aos grupos tratados HFP1% e
HFP2%; e também apresentou menor teor de lipideo hepatico do grupo HFP4%

comparado aos grupos HF, HFP1% e HFP2%

Desta forma novas pesquisas ainda devem ser feitas, explorando novas

quantidades de suplementacao do fruto e seus efeitos protetores na saude.
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9. ANEXO B — TESTE HIPOCRATICO: TOXICIDADE DE DROGAS POR
ANALISE COMPORTAMENTAL

Exemplo

Droga: Polpa Dose: 356 mg volume da gavagem: 1 mL Hora da gavagem: 9:00h
Data:25/11/2016 Caixa: 01 Animal:1 Peso: 225.g Data de nascimento: 18/09/2016
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10. ANEXO C- RESULTADOS DO TESTE DE TOXICIDADE AGUDA

Gréficos — Teste de toxicidade aguda
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Animal models of obesity characterized by Non-
alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD)
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Abstract: obesity is one of the major risk factors for the Nonalcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD)
development, as the leading cause of chronic liver disease. NAFLD is intrinsically related to obesity disorders,
especially insulin resistance and dyslipidemia. Interaction between NAFLD and obesity still needs further
clarification, and it is necessary to dertemine the mechanisms of these disorders in animal models of disease.
Such models are usually the result of genetic and/or nutritional modifications, considering metabolic and
histological changes commonly seen in humans. Obesity induced in rodents occur mainly through HFD, HCD,
FFD or genetic alterations like in Lep, Acox, KKy models. These models are analogous to NAFLD
development, since the increasing visceral fat is highly associated with the accumulation of fat in the form of
triglycerides in the liver. Inflammatory markers such as TNF-alpha and IR are active in the predisposition of
lipolysis. Hepatic inflammation during NAFLD can also be unleashed by oxidative stress. However, the
mechanisms involved in the progression from NAFLD to NASH are not yet elucidated, as some models have
shown unexpected outcomes such as severe malnutrition or obesity markers absence and IR after the use of
Minimal-change disease (MCD) therapies and drugs, respectively. Thus, it is important to evaluate different
animal models of obesity able to induce the profile of NAFLD and NASH disease in humans, assessing their
mechanisms of action. The aim of this chapter is to have a comparative analysis of animal models commongly

used in the pathophysiology of obesity that present NAFLD/NASH.

Keywords: animal models - obesity - NAFLD - NASH - fatty liver
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