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RESUMO

O acai (Euterpe oleracea) é um fruto amazdnico com elevado teor de compostos fendlicos,
principalmente antocianinas, e alta capacidade antioxidante. O consumo médio didrio de
fenois, polifendis e taninos pode variar de menos de 100 mg a mais de 2 g. Mais de 95%
deste consumo consegue atingir o célon e € fermentado pela microflora intestinal, portanto
apos sua captagdo através da dieta, grande parte desses compostos sofre transformacdes pelas
bactérias intestinais. Para avaliar a a¢do bioquimica “in vitro” foram testados 11 (onze)
padrdes de compostos fendlicos presentes e ndo presentes no acai mais o dcido ascérbico
como antioxidante de referéncia, além do extrato purificado de polifendis do acai (Amazon
Dreams Ltda) contendo 16.000 mg/100g de antocianinas e 47.478 mg de equivalentes de
acido gélico/100g de fendlicos totais. Na andlise de potencial redox por voltametria ciclica e
capacidade antioxidante ORAC ndo foi encontrada relacdo dos valores mais altos com os
compostos que apresentaram efeito inibitério nos testes em microplacas com bactérias
enteropatogénicas, os quais foram os dcidos fendlicos (cafeico e galico) e dcido ascorbico.
Porém a delfinidina que teve os maiores valores de MIC encontrados coincidiu também com
um alto valor ORAC. Os compostos e extrato estudados ndo tiveram influéncia negativa no
crescimento dos micro-organismos probidticos (Bifidobacterium animalis subsp. Lactis
BbI2®. e Lactobacillus rhamnosus ). A fim de verificar a influéncia do extrato de acai em
parametros bioldgicos e de prevencdo do céincer colorretal, foi utilizado modelo de ratos
wistar com cancer de colén induzido por DMH (80 mg/Kg) e tratamento combinado com
diferentes concentragdes do extrato purificado de agai (30 mg; 50 mg e 180 mg/Kg de peso
animal) por 28 dias. Dentre os pardmetros hematoldgicos e eletrdlitos (Na, Ca e K) ndo
houve alteragdes importantes. As enzimas hepaticas ALT e GGT apresentaram valores mais
baixos nos grupos que consumiram o extrato, mesmo com o uso da droga, em comparagdo
com o controle positivo mostrando que o extrato é bem tolerado e ndo toxico. Nao foi
observado aumento de genotoxicidade através do ensaio cometa (normal e com enzimas
Endo III e FPG), em linfécitos e células do colén nos animais tratados e nédo tratados com o
extrato. Houve menor formacdo de Focos de Criptas Aberrantes no célon dos grupos que

consumiram as doses baixa e intermedidria do extrato. Porém a dosagem de 180 mg/kg pode
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ter tido acdo sinergistica com a droga aumentando o nimero de lesdes. Houve significancia
estatistica no aumento da produgdo dos AGCC (acético, propidnico e caprdico)
quantificados por GC-FID, em todos os grupos que se alimentaram com o extrato de agai (p
<0.001). A produgdo de isobutirico foi detectada apenas nesses grupos. Isto demonstra que o
consumo de extrato de acai favoreceu a producdo de AGCC, até mesmo nos grupos que

utilizaram o DMH.

Palavras-Chave: Euterpe oleracea, antioxidantes, célon, 4cidos graxos de cadeia curta,

ensaio cometa.
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ABSTRACT

Acai ( Euterpe oleracea ) is an Amazonian fruit with a high content of phenolic compounds ,
especially anthocyanins , and high antioxidant capacity . The average daily consumption of
phenols, polyphenols and tannins can range from less than 100 mg to more than 2 g .Over
95% of this consumption can reach the colon and is fermented by the intestinal microflora,
therefore, after its capture by diet , most of these compounds undergoes transformations by
intestinal bacteria. To assess the biochemical action "in vitro" were tested eleven standards
of phenolic compounds present and not present in acai more the ascorbic acid standard as
antioxidant reference , in addition to the purified extract of acai polyphenols ( Amazon
Dreams Inc. ) containing 16,000 mg / 100g of anthocyanins and 47,478 mg equivalents of
gallic acid/100g of total phenolic . In the analysis of redox potential by cyclic voltammetry
and ORAC antioxidant capacity was not found ratio of higher values of compounds and with
the inhibitory effect under test in microplate with enteropathogenic bacteria, which was the
phenolic acids ( gallic acid and caffeic ) and ascorbic acid. But the delphinidin had the
highest MIC values found also coincided with a high ORAC value . The compounds studied
had no negative influence on the growth of probiotic micro-organisms (Bifidobacterium
animalis subsp. Lactis Bb12®. and Lactobacillus rhamnosus ) . In order to verify the
influence of acai extract in biology and prevention of colorectal cancer , we used Wistar rat
model with colon cancer induced by DMH ( 80 mg / kg ) and combined treatment with
different concentrations of purified extract of acai (30 mg, 50 mg and 180 mg / kg body
weight) for 28 days. Among the hematological parameters and electrolytes (Na, Ca and K )
showed no significant changes . The liver enzymes ALT and GGT exhibited lower values in
the groups that consumed the extract, even with the use of the drug , compared with the
positive control showed that the extract is well tolerated and not toxic. No increase in
genotoxicity was observed by comet assay (normal, Endo III and FPG enzymes ) in
lymphocytes and colon cells in the animals treated and not treated with the extract . There
was less formation of Aberrant Crypt Foci in the colon of the groups that consumed the low
and intermediate doses of the extract. However the dose of 180 mg / kg may have been

synergistic action with drugs increasing the number of lesions. There was statistical
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significance in the increased production of SCFA (acetic,propionic and caproic ) quantified
by GC- FID in all groups were fed the extract of acai ( p < 0.001 ) . The production of
isobutyric acid was detected only in those groups. This demonstrates that consuming agai

extract favored the production of SCFA, even in groups that used the DMH .

Keywords: Euterpe oleracea, antioxidants, colon, short chain fatty acids, comet assay.
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1 INTRODUCAO GERAL

As antocianinas sdo os flavonoides mais abundantes constituintes de frutas e
vegetais. O acai (Euterpe oleracea) é um fruto encontrado na regido amazénica e
que vem ganhando destaque, principalmente por apresentar capacidade
antioxidante elevada devido ao seu indice consideravel de antocianinas e tocoferdis
(Bichara e Rogez, 2011).0 mesmo tem recebido atencdo nos ultimos anos como
alimento funcional ou ingrediente alimentar (Kang et al., 2010) (Kang et al., 2011).

Os efeitos de fendlicos sobre a microflora € um campo emergente e é
possivel que uma mudanca flavanol induzida na rica populacao bacteriana do célon
pode ter uma influéncia sobre a saude geral do individuo, o conceito chamado de
prebidticos. H4 também uma necessidade de avaliar o papel da microflora colénica
na biodisponibilidade global e potencial bioatividade dos flavondides da dieta.
(Spencer, 2003).

Existe uma relacdo, mais estabelecida in vitro a partir de amostras e de
parametros biolégicos (ex. utilizacdo de m.o isolados de fezes humanas), da
influéncia dos compostos fendlicos no crescimento bacteriano e na converséo
desses compostos através do metabolismo bacteriano levando a formagédo de
novas moléculas (China et al., 2012) (Ankolekar et al., 2011) (Kutschera et al.,
2011) (Jaganath et al., 2011).

A estrutura de polifendis tem um impacto importante na absor¢ao intestinal.
Os parémetros estruturais mais debatidos sdo o peso molecular, glicosilacdo e
esterificacdo. As propriedades biol6gicas dos metabdlitos microbianos de polifendis
tém sido raramente exploradas. Devido a sua natureza fendlica, eles devem

contribuir para a protecao contra o estresse oxidativo. (Scalbert, 2002)



O cancer colorretal (CRC) € uma das principais causas de mortalidade
relacionada ao cancer em homens e mulheres, na maioria dos paises
desenvolvidos e esta entre os cinco mais frequentes na populagéo brasileira, como
apontam dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2012).

Na génese do cancer de colon células inflamatoérias contribuem para a colite
por gerar citocinas e diversas espécies reativas de oxigénio. O estresse oxidativo
tem o papel potencial de afetar uma grande variedade de vias cancerigenas,
porque seus alvos incluem o DNA, RNA, além de lipideos e proteinas, moléculas
envolvidas na transformacdo em malignidade e proliferagdo de células de iniciacao
(Pan et al., 2011).

Durante a progressao do tumor de célon, processos moleculares especificos
tem sido alvo de intervencdo quimiopreventiva, incluindo a inflamacao crénica, a
proliferacdao e diferenciacdo, sinalizacdo, apoptose, receptores do fator de
crescimento da superficie celular, angiogénese e metastases. Apesar do
entendimento do processo e mecanismo de carcinogénese do cdélon, terapias
atuais, incluindo cirurgia, quimioterapia, radioterapia, e terapia de alvo molecular
ainda sao limitadas para tumores avangados. Assim, uma quantidade crescente de
informacado cientifica tem se focado em investigar o potencial de substancias
dietéticas para prevengdo e controle de cancer de coélon através de estratégias
quimiopreventivas (Mathew et al., 2004).

Estudos epidemiolégicos e laboratoriais sugerem que o consumo de frutas e
vegetais esta correlacionado com a diminui¢do do risco de cancer de colon (Michels
et al., 2006) (Kune et al., 2006).

Muitos compostos alimentares naturais em frutas e vegetais foram isolados
e a suas propriedades de promoc¢édo a saude foram demonstradas. Esses estudos
sdo fundamentais para que novos alimentos tenha acdo quimioprotetora
comprovada, principalmente contra doengcas como o0 céncer, para que aja

valorizacdo dos mesmos e aumento do seu consumo pela populagao.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Compostos fendlicos

2.1.1 Introducao

Os polifendis constituem o maior e mais distribuido grupo de metabdlitos do
reino vegetal e faz parte da alimentacdo humana e animal (Teissedre et al., 1996).

Os polifendis constituem um grupo muito complexo de moléculas presentes
na maioria das plantas. Milhares de moléculas tém sido identificadas em varias
espécies vegetais, com varias fungbes importantes: inibem o desenvolvimento de
micro-organismos patogénicos, além de oferecer protecédo contra a radiagcdo UV e
estresse oxidativo (Scalbert, 1991) (Parr e Bowell, 2000).

Dentre as milhares de estruturas fenélicas atualmente conhecidas, que vao
desde simples moléculas a moléculas altamente polimerizadas, destacam-se os
flavondides e os 4cidos fendlicos, que sao os antioxidantes fendlicos naturais mais
comuns (Madhavi et al., 1995)( Scalbert e Williamson, 2000).

Flavonoides sao difenilpropanos que consistem em dois anéis fendlicos A e
B, ligados por uma unidade de trés carbonos, que junto com um atomo de oxigénio,
forma o anel C heterociclico. Os flavonoides séo sistematicamente classificados em
subgrupos, incluindo flavonas, isoflavonas, flavondis e flavononas, que sao
caracterizadas por diferencas na sua estrutura do anel C. Diferencas dentro destes
subgrupos flavondides sdo caracterizadas por substituicdes de metila, hidroxila
metoxilagdo, e grupos glicosidicos nos anéis A, B e C (Harborne, 1986).

Os polifendis de alto peso molecular por possuirem alto grau de
polimerizacdo, sdo o0s taninos condensados (proantocianidinas) e os taninos
hidrolisaveis, que estdo presentes em graos, legumes, frutas, ervas e bebidas
derivadas de plantas (Hagerman et al., 1998).



Os polifenéis com dois grupos hidroxila vicinais em um residuo aromatico séo
melhores varredores de radicais livres do que os polifenéis com um Unico grupo

hidroxila por residuo aromatico (Rice-Evans, 1996).

Todos os polifendis sdo agentes redutores. Como tal, eles podem sequestrar
os radicais livres, participar na regeneracao de outros antioxidantes como vitamina
E e proteger os componentes celulares contra danos oxidativos. Suas estruturas
quimicas influenciam seu potencial redox, e diferentes testes in vitro tém sido
desenvolvidos para comparar a sua capacidade antioxidante. Todo micro-
organismo tem um potencial redox 6timo de crescimento, sendo que os polifenois

presentes no trato intestinal podem alterar o potencial redox desse meio.

Os compostos fendlicos sdo aqueles que apresentam em sua estrutura pelo
menos um anel benzénico com uma ou mais hidroxilas e, em geral, possuem

propriedade antioxidante (Mello e Guerra, 2002).

A importancia que apresenta o estudo de substancias fendlicas é
consideravel no que se refere as dareas da saude e agro-alimentar. Essas
substancias intervém nas reacGes de escurecimento, possuem propriedades
antioxidantes e desempenham papel importante no crescimento e no metabolismo
das plantas (Robards et al., 1999).

2.1.2 Estrutura e classificacao

Os compostos fendlicos se caracterizam pela enorme diversidade de formas
encontradas nas suas estruturas, tanto no nivel dos esqueletos carbdnicos quanto
dos grupos funcionais. Estes critérios tém logicamente sido a base de uma
subdivisdo dos compostos fendlicos em varios subgrupos, os quais englobam
conjuntos de moléculas semelhantes (Silva, 2002).

Dentre as milhares de estruturas fendlicas atualmente conhecidas, que vao
desde moléculas simples a moléculas altamente polimerizadas, destacam-se os

flavondides e os acidos fendlicos, que sao os antioxidantes fendlicos naturais mais
4



comuns (Madhavi, Singhai e Kulkarni, 1995) (Scalbert e Williamson, 2000). Os
polifendis de alto peso molecular, por possuirem alto grau de polimerizacao, sédo os
taninos condensados (proantocianidinas) e os taninos hidrolisaveis, que estao
presentes em graos, legumes, frutas, ervas e bebidas derivadas de plantas
(Hagerman et al., 1998).

2.1.2.1 Os acidos fenolicos

Os acidos fendlicos podem ser subdivididos em dois grupos: os derivados do
acido cindmico e derivados do acido benzdico (Heller, 1986).

Os &cidos benzoicos apresentam uma estrutura Ce-C+. Eles sdo amplamente
distribuidos na natureza, possivelmente por sua simplicidade estrutural quimica e

por estarem no inicio da sintese dos compostos fendlicos (Robards et al., 1999).

Os &cidos cinamicos apresentam estrutura quimica Ce-Cs. Assim como 0s
acidos benzdicos, eles sao largamente distribuidos (Robards et al., 1999), sendo o

acido caféico e o ferrulico, os mais encontrados (Yang et al., 2001).

O Quadro 1 apresenta as estruturas basicas, os principais exemplos e

algumas fontes alimentares dos acidos fendlicos.



QUADRO 1.
fendlicos.

Estrutura e

principais exemplos e fontes alimentares dos acidos

Estrutura

Exemplos

Fontes alimentares

Derivados do acido benzdico

Acido galico Ry= R.= Rs=OH

Acido Protocatectico Ri= H, Ry=Rs=

R‘]
o OH Chocolate,  vinho,
R ) .
? o Acido Vanilico Ry= H, Ro= OH, Re= | 5912
OCHa,
Rs
Derivados do acido cinamico | 4 i, caféico Ry= Ry=H, R,=Rs=OH | Tomate, espinafre,
Ry ) aspargos milho
Acido ferrulico Ri=R,=H, R;=OH, pargos, ’
R.= OCHj arroz, vinho branco,
Rs 0
\ . . maca, azeitona,
Acido p-cumarico Ri=R.=R4=H, ]
Ra Ry OH Ry=OH café.

FONTE: PENNINGTON, 2002; RICE-EVANS; MILLER E PAGANGA, 1997.

2.1.2.2 Os flavonoides

Os flavonoides representam um vasto grupo de substancias fendlicas de

baixo peso molecular com estruturas quimicas e caracteristicas diversas (Heim,

Tagliaferro e Bobilya, 2002). A estrutura dos flavondides é a Cg-C3-Ce que consiste

em dois anéis benzénicos, A e B e um anel C com um &tomo de oxigénio

substituindo o carbono, como se pode visualizar na Figura 1.

FIGURA 1. Estrutura geral dos flavondides.



Essa estrutura permite diversas substituicdes nos anéis A, B e C, resultando
numa grande série de compostos. Os flavondides séo divididos em classes de
acordo com seu nivel de oxidacado no anel C: antocianidinas, flavanéis, flavanonas,
flavondis, entre outros, conforme mostra a Figura 2 (MADHAVI; SINGHAI e

KULKARNI, 1995).
R
OH
HO (o) O
L,
ZSon
OH

flavonois antocianidinas
R
OH HO (0]
HO Ol . O 3
i R OH |
0O OH
I R
OH O
flavanonas isoflavonas
R
éIOH
.~“\\ R

flavanois
(flavan-3-ol)

flavonas

FIGURA 2. Principais classes de flavonoides.
Os flavondides estao presentes em um grande numero de alimentos de
origem vegetal tais como legumes, frutas, cereais, além de bebidas como vinho,
cerveja e cha verde (Martin e Andriantsitohaina, 2002).

O principal flavanol é a catequina, o qual é abundante em folhas, cha verde,

vinho tinto, chocolate, maca. A quercetina é o principal flavonol da dieta humana e



esta presente em varios legumes, particularmente em cebolas, verduras e frutas
(Quadro 2) (Ross e Kassum, 2002) (Yang et al., 2001).

QUADRO 2. Principais grupos de flavondides, componentes individuais e fonte

alimenticia.
Grupo Exemplo de composto Fonte
Apigenina Casca de macé, aipo
Flavonas Luteolina Morango, pimenta
Tricetina Brocolis
Campferol Aipo, maca, péssego, péra, ameixa
Miricetina Cascas de frutas, vinho tinto
Flavondis Rutina Uvas, cebola
Quercetina Alface, azeitor\as,. cebolg, maca, salsa,
brocolis, ameixa
Flavanonas Hesperidina Frutos citricos
Narigina Casca de citricos
Epicatequina Vinho tinto, macga
Flavanéis Catequina Cha verde, vinho, maca, chocolate
Galocatequina Cha verde
Cianidina Amora, acai
Delfinidina Cerejas
Malvidina Uvas
Antocianinas Perlagonoidina Framboesa
Peonidina Vinho tinto
Petunidina Morango, cascas :Sec eruc;[:s com pigmentos

FONTE: NIJVELDT ET AL., 2001; PENNINGTON, 2002; RICE-EVANS; MILLER E PAGANGA, 1997.



2.1.3 O Acai (Euterpe Oleracea)

A Amazobnia, com sua biodiversidade enorme, tem um grande potencial a ser
explorado de maneira sustentavel como fornecedora de biocompostos com alta
atividade antioxidante, em particular de compostos fendlicos.

Tem-se, por exemplo, 0 agai (Euterpe oleracea), um fruto nativo da floresta
que vem ganhando destaque nacional e internacional, principalmente por
apresentar capacidade antioxidante elevada devido ao seu indice consideravel de
antocianinas e tocoferdis (Rogez, 2000). A Tabela 1 apresenta a composicado em
compostos fendlicos do acai, bem como a concentracdo dos mesmos, segundo

Pacheco-Palencia, Hawken e Talcott (2007).

TABELA 1. Composicao e concentracao dos compostos fenélicos da polpa fresca do acai.

Composto fendlico Concentracao (mg/L de polpa fresca)
Acido protocatechuico 1,06 £ 0,108
Acido p-hidroxi benzéico 1,510,112
(+)-catequina 9,70 £ 0,579
Acido vanilico 2,97 + 0,840
(-)-epicatequina 3,14 + 0,761
Procianidina-1 6,42 + 0,804
Acido p-coumérico 1,62 +0,157
Procianidina-2 55,7 £ 2,25
Acido ferrulico 2,13+0,139
Polimero procianidina-1 9,98 + 0,901
Polimero procianidina-2 6,63+ 1,19
Cianidina-3-rutinosideo 202,3 £ 5,77
Cianidina-3-glicosideo 75,1 £4,76




Pode-se afirmar que a cianidina-3-rutinosideo é o composto encontrado em
maior concentragcao, sendo ele pertencente ao grupo das antocianinas. A cianidina-
3-glicosideo € o segundo composto em maior quantidade. Dentre os flavandis, a
(+)-catequina aparece em quantidade aproximadamente trés vezes superior a (-)-
epicatequina, resultado confirmado por outros diversos autores (Gallori et al., 2004;
Pacheco-Palencia et al., 2009).

Pompeu et al., (2009) mostraram que os extratos a base de solvente de
compostos fendlicos e antocianinas podem atingir 4300 mg equivalentes de acido

galico / kg de frutos e de 2500 mg / kg de antocianinas frutos, respectivamente.

A classificacdo brasileira da polpa de agai esta dividida em trés categorias,
pela quantidade de matéria seca presente na bebida final: fino (8% a 11% de MS),
médio (11% a 14% de MS) e grosso (>14% de MS) (Brasil, 2000) .

O epicarpo é uma camada fina, e 0 mesocarpo tem uma espessura de
apenas 1 a 2 mm; o carogo representa cerca de 85-95% do volume do fruto (Figura
3). O suco de agai, ou simplesmente acai, é preparado através da maceracao dos
frutos em agua morna apos trituragéo para esmagar a polpa amolecida e no final a

adicao de agua e filtragem do suco (Pompeu e Rogez, 2009).

FIGURA 3. a) Cacho do acaizeiro b) Seccao transversal do fruto de acai.
Fonte: Pompeu e Rogez, 2009.
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2.2 Trato Gastrointestinal

2.2.1 Consideracoes Gerais

O trato gastrointestinal (Gl) em mamiferos contém uma série de érgaos que sao
responsaveis pela digestdo dos alimentos e absor¢c&o de nutrientes no corpo. As
substancias restantes que nao sao absorvidas sdo entdo processadas e removidas
através das fezes. O sistema Gl é comumente dividido em trato gastrointestinal
superior e inferior. A porcao superior do trato Gl comeca na boca e se prolonga
para além do estdmago para o duodeno do intestino delgado. O trato Gl inferior
consiste em sua maioria pelo intestino delgado, intestino grosso e o anus. O proprio

intestino grosso é constituido por ceco, célon e reto.

Dado o comprimento e diversidade de tecidos do trato gastrointestinal no
interior do corpo humano, nao é de surpreender que as condicdes fisiologicas dos
varios 6rgaos variem grandemente com as condi¢cdes tais como o pH e os niveis de
oxigénio.

O sistema Gl € conhecido por abrigar uma vasta variedade de micro-
organismos, populacdo referida como a microbiota. Junto com as variaveis
condicoes do trato gastrointestinal, h4 uma grande variacdo na concentracado e
identidade de organismos que residem em partes especificas do trato
gastrointestinal.

Verificou-se que alguns organismos podem sobreviver ao baixo pH do
estbmago e, portanto, uma baixa concentracao de células bacterianas é observada
neste meio acido. Mais abaixo do trato Gl a concentracdo de micro-organismos
aumenta, com a maior concentracao localizada no célon. Bactérias anaerdbias sao
encontradas no trato gastrointestinal, devido aos niveis muito baixos de oxigénio

disponiveis nos tecidos organicos (Martin, 2008).

11



2.2.2 Microbiota intestinal

Uma populagdo altamente diversificada de micro-organismos se encontra
especificamente no trato Gl inferior. Um grande nivel de diversidade na microbiota
existe também de humano para humano, com adultos exibindo um elevado grau de
complexidade da microbiota Gl. Um fator que afeta a composicao bacteriana no
trato Gl € a dieta humana (Wollowski, 2001).

A razédo para isto é que o alimento ingestdo fornece nutrientes para o
hospedeiro, mas também para os micro-organismos que residem nele. Nutrientes
de alimentos que ndo séo digeridos podem servir como uma fonte de energia para
0S organismos que vivem no intestino delgado e célon. Uma mudanca na dieta
pode, consequentemente, eliminar a fonte de energia preferida de um organismo
particular, e esses micro-organismos podem nao ser capazes de sobreviver dentro
do trato Gl. Por exemplo, os carboidratos n&o digeridos e proteinas podem entrar
no intestino delgado ou célon e ser parcialmente digeridos por determinados micro-
organismos. O material residual pode, entdo, servir como uma fonte de energia para
um conjunto de micro-organismos diferentes, que podem, em seguida, transformar
0s subprodutos em &acidos graxos de cadeia curta (AGCC). Esses AGCC séao
conhecidos por ter beneficios para a saude do hospedeiro (Pomare, 2005).

O numero de substratos fermentaveis disponiveis para as bactérias no trato
gastrointestinal é a principal razdo para a complexidade da comunidade microbiana
no intestino. Nao apenas os substratos provenientes da dieta ou do hospedeiro,
mas também, o grande numero de intermediarios formados durante a degradacao
bacteriana e os componentes nao digeriveis da dieta contribuem para a grande
variedade de substratos (Blaut et al., 2007).

Estima- se que o complexo ecossistema da microflora intestinal de adultos
chega a abrigar 500 diferentes espécies de bactérias. Algumas destas espécies sao
consideradas potencialmente nocivas devido a sua capacidade de producdo de
toxinas, invasdo da mucosa, ativagdo de carcindgenos e respostas inflamatérias

(Salminen et al., 1998). As cepas com propriedades promotoras de saude incluem,
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principalmente as bifidobactérias e os lactobacilos, os chamados micro-organismos
probiéticos (Isolauri, 2009).

A probiotico-terapia é baseada no conceito de uma microflora saudavel.
Probidticos podem ajudar a estabilizar o ambiente microbiano intestinal e barreira
de permeabilidade do intestino e melhorar a resposta sistémica e mucosa IgA,
promovendo assim a barreira imunolégica da mucosa intestinal. A abordagem de
probidticos, ou seja, consumir terapeuticamente culturas de micro-organismos
benéficos da microflora saudavel de humanos representa uma grande promessa
para a prevencdo e tratamento de condi¢ées clinicas associadas com um
comprometimento das funcdes de barreira da mucosa intestinal e manutencéo de

respostas inflamatérias (Isolauri, 2009).

2.2.3 Beneficios dos acidos graxos de cadeia curta para a saude

Reconhece-se que muitas doencas relacionadas com a saude do Gl séo
causadas por um desequilibrio na microbiota no intestino grosso (Cummings e
Macfarlane,1997). As doencas relacionadas com esse desequilibrio incluem a
doenca de Crohn, a colite, a sindrome do intestino irritavel e o cancer de célon. Tem
sido relatado que o intestino grosso pode conter um volume de até 200 g de
material cecal, dos quais cerca de metade dessa massa pode ser biomassa
microbiana (Tappenden e Deutsch, 2007).

Em individuos saudaveis, esses organismos nao sao patogénicos e
fornecem beneficios a saude positivos (Topping e Clifton, 2001). Nao s6 esses
organismos fornecem a concorréncia inibindo a colonizagdo por micro-organismos
patogénicos, mas também tem como sua principal funcdo a de decomposicao de
materiais ndo digeridos dos alimentos para AGCC.

Isso € benéfico porque os amidos e fibras que eles processam seriam
removidos através das fezes sem deixar nenhum beneficio para o sistema do
hospedeiro. Ao contrario, esses organismos produzem materiais Uteis que o
hospedeiro pode usar. A presenca de AGCC no sistema Gl foi relacionada com
varios beneficios positivos para a saude. A producdo média de AGCC diaria no
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intestino grosso tem sido relatada como 400 mMol (Ratajczak et al., 2007). OS

AGCC mais benéficos acreditam- se serem o butirato e o lactato (Figura 4).

0 |
|l
CH C
C Pl O e
H,c” NOH H,C CH, T~OH
Acetato Butirato
@)
@)
g 4 o o
C 3
\CH/ \ ScH oM
2 OH |
OH
Propionato Lactato

FIGURA 4. Principais AGCC produzidos no trato Gl.

Experiéncias in vivo com células epiteliais e bactérias Gl produtoras de
lactato tém demonstrado uma resposta imune de células T modificadas regulando a
resposta imunitaria alérgica (Blaut, 2007). Os resultados dos estudos forneceram
provas de que o lactato é comumente metabolizado a butirato (Archer, 1998).
Portanto, a producéo de lactato pode ser necessaria para a formacao de butirato.

O butirato foi relacionado com a diminuicdo do risco de cancer de célon em
humanos (Hague, 1996). Uma possivel explicacdo para isto é que o butirato é a
fonte de energia preferida de células epiteliais do célon. Tem sido relatado que
estas células produzem cerca de 70% da sua energia através da oxidacao do
butirato (Cummings e Macfarlane, 1997). O butirato e o lactato sdo usados pelas
células do organismo hospedeiro para gerar a fungéo celular saudavel. Também

tem sido mostrado que o butirato pode induzir apoptose em linhagens celulares de
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tumor de célon humano (Moreau, 2003). A teoria da etiologia da colite ulcerosa é
uma ligacdo com a falha do metabolismo do butirato de metila (Hanada, 2002).

2.2.4 Fontes de producao de AGCC

Existem vérias fontes alimentares que levam a formacdo de AGCC no
intestino grosso. Comumente estas fontes alimentares entram no sistema Gl como
carboidratos indigeriveis, polissacarideos, amidos, fibras e proteinas. Ao entrar no
intestino grosso, os mesmos sao utilizados como fonte de energia para 0os micro-
organismos que residem no trato Gl. Em certos casos, podem ser diretamente
quebrados para produzir AGCC, ou talvez convertidos em um elemento
intermediario, o qual pode entao ser convertido por um outro micro-organismo para

finalmente produzir AGCC.

A Figura 5 mostra como 0s micro-organismos especificos sdo capazes de
produzir o butirato a partir de qualquer uma das variedade de nutrientes.
Curiosamente, apesar da diversidade das fontes de nutrientes utilizadas para
formar o butirato, todas as vias bioquimicas contém crotonil-CoA como um
intermediario comum. O Acetil-CoA, os polifendis e os aminoacidos lisina e
glutamato sédo capazes de formar diretamente este composto.

Os carboidratos e proteinas tém que primeiro produzir succinato, que passa
através do ciclo de Krebs para originar o crotonil-CoA. Esta via conduz finalmente,
através da acédo de varias enzimas,a producdo de butirato e um equivalente do
acetil-CoA. O acetil-CoA depois reentra na via e conduz a formagédo de mais acido
butirico. Uma vez que a via se inicia em um ciclo alternativo que certos micro-
organismos possuem. Para estes micro-organismos, as enzimas catalisam a reacao
da acetil -CoA com o fosfato para formar butiril-fosfato , que entra para originar o
butirato. (Harrison, 2010)
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FIGURA 5. Vias Bioquimicas da producédo de butirato associada a varias fontes,
nutrientes e micro-organismos.

Fonte: Harrison, 2010.

2.2.5 Metabolismo dos flavonoides no trato gastrointestinal

A dieta humana contém uma grande variedade de substancias nao nutritivas

derivadas de plantas, incluindo lignanas e flavonodides, que pertencem ao grande

grupo de polifendis. Apds a sua captacao através da dieta, esses compostos podem

ser absorvidos em certa quantidade, mas também podem sofrer transformacgao

pelas bactérias intestinais. As propriedades biolégicas dos produtos resultantes de
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transformacdo podem ser consideravelmente diferentes daqueles do composto
original (Blaut et al., 2007).

Portanto o célon deve ser considerado como um local de grande atividade
metabdlica e ndo como uma simples via de excregdo e maior atencdo deve ser
dada pela comunidade cientifica. As bactérias intestinais afetam a maturagéo e a
manutencdo do sistema imunolégico, influenciam a proliferacdo celular, e
contribuem para a producéo de energia. Além disso, a microbiota intestinal tem um
grande potencial catalisador, o que pode levar a formacdo de metabdlitos com
efeitos benéficos ou adversos (Blaut et al., 2007).

O consumo médio diario de fendis, polifendis e taninos pode variar de menos
de 100mg a mais de 2 g. Mais de 95% deste consumo consegue atingir o célon e é
fermentado pela microflora intestinal (Clifford, 2004). Pode-se estimar um intervalo
aproximado de concentracdo de polifendis no célon de 5-10 mg / ml, dependendo
da ingestédo alimentar. (Parkar et al., 2008).

Isso é consistente com a evidéncia epidemiol6gica que sugere que dietas ricas
em frutas e vegetais sdo associadas com diminuicao dos riscos de cancér de célon,
gastrico e retal. O que e reforcado pela associacdo da ingestao dietética de
fendlicos em individuos saudaveis com um aumento da capacidade antioxidante

nas fezes (Garsetti et al, 2000).

E agora claro que o seu potencial antioxidante final, e até mesmo a sua
bioatividade que resulta em seu potencial in vivo, depende da absorgao,
metabolismo, distribuicdo e excrecao destes compostos no organismo apés a
ingestao e as propriedades de reducdo dos metabdlitos resultantes (Spencer et al.,
2003).

A transformacédo bacteriana de um composto bioativo pode resultar na
formacdo de um composto inativo. Alternativamente, a atividade pode ser
melhorada, como resultado da transformacdo bacteriana, e compostos
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originalmente inativos podem ser ativados através da converséo bacteriana. (Blaut,
2007).

O célon contém + 10'?micro-organismos/cm®, os quais tém um enorme
potencial catalitico e hidrolitico, e esta degradac¢ao enzimatica de flavondides pela
microflora coldnica resulta em uma enorme variedade de novos metabdlitos
(Spencer, 2003).

Por exemplo, as enzimas bacterianas podem catalisar muitas reacgdes,
incluindo a hidrélise, desidroxilacdo, demetilacdo, clivagem do anel e

descarboxilagdo, bem como uma rapida desconjugacéao (Scheline, 1999).

No estudo de Kim et al, (1998) nao foi encotrada relacdo evidente entre
estrutura e atividade, além de glicosilacdo correlacionando com baixa atividade.
Essa correlacdo é provavelmente de importancia limitada in vivo, porque a
microbiota intestinal humana tem capacidade suficiente para deglicosilar

flavondides glicosidicos, ativando-os.

Os compostos fendlicos também s&o antimicrobianos e pode interagir com a
microbiota intestinal, produzindo a modulagdo da populagdo microbiana do trato
gastrointestinal (Gl). Isso tem efeitos sobre a saude do trato Gl e também no
metabolismo dos compostos fendlicos da dieta (Lee et al, 2006).

O estado redox (reducdo e oxidacao) do intestino depende do equilibrio entre
agentes oxidantes (radicais livres e ERQO), e mecanismos antioxidantes (enzimas
glutationa S-transferase e glutationa peroxidase, GSH-Px). Este estado redox afeta
muitas vias de transducdo de sinal, como a sinalizacdo do NF-kxB (Schroeder et al.,
2011).

Apesar de flavondides e de seus glicosideos poderem ser absorvidos através
do trato gastrointestinal (Manach e Donovan, 2004) (Scalbert e Williamson, 2000)
(Scalbert et al.,, 2002), a sua absorcdo é incompleta e os niveis circulantes séo
baixos (Halliwell et al., 2005) (Manach e Donovan, 2004) (Rechner et al., 2002 (a)),
(Rechner et al., 2002 (b)) (Scalbert et al., 2002). Consequentemente, 0s niveis de
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compostos fendlicos ndo absorvidos que permanecem no intestino sao
consideraveis, de forma que eles e seus metabdlitos podem desempenhar um papel
fundamental na manutencao da saude intestinal (Halliwell et al., 2005).

Avancos ocorreram na compreensdo das mudangas estruturais que ocorrem
na absorcao de flavondides, os fatores que influenciam a absorcéo de flavonéides
em todo o intestino delgado, e na medida em que sdo metabolizados no trato

gastrointestinal e que sofrem conjugacéo no figado pds-absorcao (Rechner, 2004).

O metabolismo do &cido clorogénico, naringina e rutina, polifendis na dieta
(membros representantes de trés familias comuns de polifendis, os
hidroxicinamatos,flavanonas e flavonéis a) foi estudada por Rechner (2004) em um

modelo de cultura in vitro da microflora colénica humana.

Os produtos de degradacéao fendlicos podem ser classificados como n&o-
especificos, ou seja, os hidroxilados de acido 3 - fenilpropibnico e especificos, o0s
acidos fenilacéticos hidroxilados, para os flavondides glicosilados, devido as suas
propriedades estruturais especificas. A estrutura dos produtos de degradacéo néo €
dependente de moléculas de agucar ou &cidos organicos naturalmente ligados a
maioria dos polifendis, mas sim das caracteristicas estruturais dos polifendis. A
consequéncia é que um numero relativamente pequeno de produtos de degradacao
fendlicos é formado no célon do diversificado grupo de polifendis naturais (Rechner,
2004).

2.2.6 Interacao flavonoéides- microbiota

A relagdo entre estrutura quimica e as taxas de degradagdo microbiana
intestinal de diferentes flavonoides foi investigada por Simons et al. (2005) através
de fermentagcdo anaerodbica, utilizando amostras de fezes de individuos. Esse
estudo demontrou que os flavonoides genisteina, apigenina, kaempferol, e
naringenina foram os mais rapidamente degradados em comparagdo a todos o0s
outros flavondides analisados. Todos eles tém uma estrutura comum que sao
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grupos hidroxila nas posigbes 5, 7, e 4’. Esta observagédo sugere que estas trés
hidroxilas foram importantes para a degradacao ideal dos flavonéides.

O uso de (2)-epicatequina (150 mg/L) em estudo in vitro (Tzounis, 2008)
promoveu um aumento significativo no crescimento do grupo de bactérias
benéficas, C. coccoides - Eubacterium rectale, grupo que tem sido associado a
efeitos benéficos em nivel celular e sistémico, devido a sua capacidade de gerar
AGCC (acidos graxos de cadeia curta) pelo metabolismo sacarolitico, como
revelado pelo aumento do numero deste grupo de bactérias nos recipientes que
contenham (2)-epicatequina, em comparagao com o numero encontrado em frascos
de controle, no mesmo tempo de estudo. Além disso, houve aumento em ambos

Lactobacillus spp. eBifidobacterium spp.

O aumento flavanol induzido deste grupo de bactérias visto nesse estudo
pode resultar em um aumento potencial do metabolismo sacarolitico no intestino
grosso, um evento que se acredita ser benéfico principalmente devido a produgéo
de AGC: acetato, propionato e butirato. A producéao de AGCC no intestino grosso é
considerada positiva para a saude do intestino por ter sido associada a uma inibigcao
d proliferagdes pré-neoplésicas e uma aceleragdo da conversdo de colesterol em
acidos biliares (Wilson, 2005).

Estudos tém sugerido que a extensdo da absorgao de polifendis da dieta no
intestino delgado é relativamente pequena (10-20%) (Spencer et al., 1999; Kuhle et
al, 2000 (a) ; Kuhle et al, 2000 (b) ). As implicacbes desta baixa absor¢cao no
intestino delgado é que a maioria dos polifendis ingeridos, incluindo aqueles
absorvidos e conjugados nos enterécitos e / ou o figado antes do transporte, voltam
para a luz, quer diretamente quer por via biliar e chegam ao intestino grosso, onde
encontram a microflora do célon (Crespy et al., 1999).

No estudo de Lee et al. (2006) com compostos fendlicos do cha, Clostridium
sp. patogénicos foram em geral inibidos, enquanto Clostridium sp. comensais
tiveram crescimento reforgcado. A diminuicdo dos niveis de Bacteroides e
Clostridium que sao conhecidos marcadores de maior risco para cancer de célon
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(Duffy et al., 2002), sugere que o consumo de compostos fendlicos podem diminuir

o risco desse cancer.

Em estudo de Molan et al., (2009) descobriu-se que a agua preparada a
partir de extratos de cha verde que contém altas concentragdes de selénio organico
sdo mais eficazes na promocgao do crescimento de culturas puras de Lactobacillus.
rhamnosus e Bifidobacterium breve do que o cha verde contendo niveis normais de

selénio.

Embora o mecanismo pelo qual o cha dos extratos vegetais aumentou o
crescimento de L. rhamnosus e B. breve neste estudo ndo foi encontrado, uma
possivel explicagdo parcial para este efeito é o refor¢co da capacidade dos polifendis
do cha verde de atuar como agentes antioxidantes e anti-radicalares e de modular o
estresse oxidativo gerados pelas atividades metabdlicas no meio e,
consequentemente, proporcionar um melhor ambiente para o crescimento e
multiplicagdo dessas bactérias. Os resultados mostraram alta atividade antioxidante
para ambos os extratos o cha verde chinés (CGT “China green tea”) e o com
selénio (SGT “ selenium containing green tea”), mas o SGT apresentour potencial

antioxidante significativamente superior (Molan et al., 2009).

O aumento de probi6ticos como bifidobactérias e lactobacilos levama uma
diminuicao na formacao de aménia, escatol e aminas procarcinogénicas no intestino
grosso, a reducao na producao de acidos que elevam o pH fecal (Yamamoto et al.,
1997), sendo que outros estudos com cha verde também demonstraram esse efeito
de crescimento seletivo (Goto et al., 1998 e Goto et al., 1999).

No estudo de Goto et al. (1998) o qual foi mais aprofundado, foi
administrado 300 mg de catequina por dia em 15 individuos durante um periodo de
3 semanas. Eles descobriram niveis significativamente aumentados nas fezes de
lactobacilos e bifidobactérias, enquanto o0s niveis de Enterobacteriaceas,

Bacteroidaceas e Eubactérias diminuiram significativamente.

No estudo de Ishihara et al. (2001) foram avaliadas racdes suplementadas

com extratos de dois chas verdes (0 GTE-1 com > de 60% de Polifendis Totais e
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GTE-2 com com > de 80% )para verificar os seus efeitos na microbiota intestinal.
Com o uso da ragao suplementada ocorreu diminuigdo da presenca de Clostridium
perfringens e melhora do equilibrio da microflora intestinal em bezerros, mantendo
nas fezes altas contagens das espécies de Bifidobacterium e Lactobacillus.Essa
melhora no balanco da microflora levou a diminuicao da frequéncia de diarreia nos

aninais transportados

Hara (1997) conduziu um teste em seres humanos mostrando que a
administracdao de 100 mg de catequinas do cha, trés vezes por dia juntamente com
as refeigdes por trés semanas diminuiu a producédo de produtos de putrefagdo e
aumentou a de acidos organicos, diminuindo o pH. Foi relatado que, embora as
catequinas tivessem sido bactericidas, ndo houve efeito sobre as bactérias lacticas.

Bazzocco et al. (2008) estudaram a habilidade da microbiota humana em
fermentar PAs (proantocianidinas) de maca. As PAs de cadeia longa foram capazes
de inibir in vitro o metabolismo microbiano de PAs mostrado como maxima de baixa
em momentos iniciais. A presencga de PAs isoladas também suprimiua formacéo de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e de hidratos de carbono em comparacao
com a parede celular da macga ou suspenséo fecal, sem substratos. Os resultados
sugeriram que ha uma competicdo entre o efeito inibitério das PAs na atividade
microbiana, bem como a capacidade de converter PAs em acidos fendlicos pela
microbiota. O tamanho da cadeia é um fator importante que afeta a conversao
microbiana de PAs. PAs de cadeia longa foram capazes de suprimir tanto acidos
fendlicos e formacdo de AGCC in vitro pela microbiota fecal, sugerindo efeitos

inibitérios sobre enzimas do IUmen.

No estudo de Su et al. (2008), também com cha verde nao houve
interferéncia no crescimento das cepas probioticas L. acidophilus L10, B. animalis
B94 ou L. casei L26 pela presenca do extrato de cha verde ou pela presenca de
Staphilococcus. aureus e Streptococcus pyogenes. Em contraste com as cepas
probidticas, o extrato de cha verde levou a uma diminuicao significativa de UFC de
ambos os S. Aureus e S. pyogenes e isto foi observado em uma fase inicial (4 h).
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Dado que a adicao do extrato de cha verde ao meio de cultura ndo afetou o
crescimento de cepas probidticas L. acidophilus L10, B. animalis B94 ou L. casei
L26, foi levantada a possibilidade de que essas cepas de probidticos podem ser
utilizadas em combinacdo com o extrato do cha verde como um terapéutico para
reduzir o crescimento de patégenos microbianos em infecgbes humanas. (Su et al.,
2008).

A importancia das bactérias intestinais para o metabolismo de polifendis é
realcada pelo fato de que animais estéreis ou tratados com antibiéticos nao formam
esses metabolitos de &cidos fendlicos (Schneider et al., 1999) (Schneider et al.,
2000). No entanto, apenas algumas espécies de bactérias intestinais responsaveis
pelo metabolismo dos fendlicos foram identificadas e ha pouco conhecimento dos
mecanismos envolvidos (Schneider et al., 1999; Braune et al., 2001; Shoefer et al.,
2002; Shoefer et al., 2003; Simons et al., 2005 ), porém muitos trabalhos realizados
ja indicam descobertas em relagdo a biodisponibilidade p6s conversao microbiana
desses compostos fendlicos ingeridos (Kutschera et al., 2011) (Pianpumepong et
al.,, 2012).

2.2.7 Cancer de Colon

2.2.7.1 Incidéncia e desenvolvimento do cancer de colén

Em termos de incidéncia, a neoplasia de colon e de reto € a terceira causa
mais comum de cancer no mundo em ambos 0S sexos e a segunda causa em
paises desenvolvidos (INCA, 2012). Possui indice de sobrevida de 5 anos em 63%
dos casos, reduzindo a 10% naqueles com diagnéstico de metastases (Goldberg,
2005). Esse tipo de neoplasia abrange tumores que atingem o célon e o reto.

De acordo com o INCA (Instituto Nacional de Cancer), tanto homens como
mulheres sao igualmente afetados, sendo doenca tratavel e frequentemente
curavel, quando apenas localizada no intestino. O ndmero de casos novos de

cancer de coélon e reto estimado para o Brasil no ano de 2012 foi de 14.180 casos
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em homens e de 15.960 em mulheres. Estes valores correspondem a um risco
aumentado de 13 casos novos a cada 100 mil homens e 15 para cada 100 mil
mulheres (INCA, 2012).

O fator de risco mais importante para este tipo de neoplasia € a historia
familiar de cancer de célon e reto e predisposi¢cao genética ao desenvolvimento de
doengas crbnicas do intestino (como as poliposes adenomatosas), além de dieta
com base em gorduras animais, baixa ingestao de frutas, vegetais e cereais, assim
como consumo excessivo de alcool e tabagismo. A idade também é considerada
fator de risco, uma vez que tanto a incidéncia como a mortalidade é maior com o
aumento da idade. A pratica de atividade fisica regular esta associada a baixo risco
de desenvolvimento do cancer de célon e reto (INCA, 2012).

O desenvolvimento do cancer de colon é um processo de multiplos passos
que envolvem uma série de alteragdes patoldgicas que variam desde lesdes
microscépicas das mucosas e FCA aos tumores malignos (Takayama et al. , 1998).
Os FCA séao especificamente induzidos por cancerigenos que predominantemente
provocam tumores do célon, e sdo consideradas lesdes precursoras de cancer do

célon (Wargovich et al. , 1995).

Multiplicidade de ACF aumenta com o tempo e parece ser um bom
indicadorde resultado de tumor. Assim, o modelo de cancer de célon DMH -
induzido em ratos é uma boa ferramenta para investigar a relacdo entre FCA e
cancer de célon, e também para avaliar agentes com potenciais propriedades
quimiopreventivas antes de estudos pré-clinicos (Wargovich et al. , 1995).

2.2.7.2 Compostos Fenolicos X Cancer de Colon

Para o cancer colorretal, a segundo principal causa de morte por cancer no
mundo, existe evidéncia estabelecida para a prevencao por uma dieta rica em frutas
e legumes. Isto poderia ser devido ao potencial quimiopreventivo de produtos
vegetais secundarios, como os flavondides e hidroxicinamatos. S6 uma quantidade

limitada de compostos polifendlicos ingeridos sdo absorvidos no intestino delgado e
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submetidos a especificos metabolismos da fase Il, ou seja, metilagdo e conjugacao
com sulfato e glucuronideos (Scalbert, 2000).

Mais de 95% dos polifendis totais ingeridos passa para o célon (Clifford, 2004).
No entanto, estudos com pacientes ileostomizados tém apontado que, depois de
ingestao de suco de maga, 0-33% da dose administrada de polifendis atingiu o fim
do intestino delgado alcangcando também o colén (Kahle, 2005). Depois de entrar no
colon,os polifendis sofrem metabolismo extenso pelas enzimas da microbiota
intestinal humana (Blaut, 2003) (Janner, 2005).

Alguns mecanismos explicam como as bactérias contribuem para sua
patogenicidade, sendo um deles a presencga de alteracées na microflora intestinal
que facilitam o desenvolvimento de processos inflamatérios (Guarner e Malagelada,
2003). Outro fator contribuinte é a promocdo da ativagdo de componentes
carcinogénicos e a producao de compostos mutagénicos, como os radicais livres
(Huycke, 2004).

2.2.7.3 Carcinégeno 1,2-dimetilhidrazina (DMH)

O DMH é um agente alquilante que é metabolizado no figado, com a formagéao
de intermediarios ativos os azoximetanos (AOM) e metilazoximetanol (MAM), que
séo, consequentemente, transportados para o célon por via biliar (Oraevec et al.,
1986) que € conhecido por provocar o estresse oxidativo, a alquilacdo de DNA
eassim, danos ao DNA e mutagdes (Fiala, 1977) (Rogers e Pegg, 1977) os quais

consequentemente prosseguem na inducao da carcinogénese do colon.

Esta substancia cancerigena genotdxica é frequentemente usado para
induzir a carcinogénese de coélon experimental em roedores. O DMH é um agente
alquilante que tem como alvo o DNA, e induz a formacéao de aductos metilados com
as bases de DNA, mutagcdes pontuais, micronucleos e trocas de cromatides irmas
(Choudhary e Hansen , 1998), obtendo-se , assim, as neoplasias visiveis
macroscopicamente de forma dose-dependente ( Sequeira et al. , 2000). O DMH
induz tumores colorretais em animais experimentais e foi escolhido como indutor

por ser um poluente ambiental tdéxico (Chugunov et al, 2000) e um pro-
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cancerigeno bem estabelecido, com seletividade para o célon (Halline, 1989; Ohno
et al., 2001).

O céancer de célon é também é conhecido por ser uma consequéncia
patolégica do estresse oxidativo persistente resultando em danos ao DNA e
mutagdes em cancer associados aos genes em que a superproducao celular de
espécies reativas de oxigénio (ROS) tém sido implicados (Newell e Heddle, 2004)
(Kinjo et al., 2006). ROS sao pequenas, altamente reativas; moléculas contendo
oxigénio, que sédo geradas em quantidade elevada durante o metabolismo. O DMH
pode reagir com moléculas de gorduras, proteinas e DNA em varias células
incluindo as células sanguineas (Arutiunian et al., 1997).

No cancer colorretal, a fase de iniciagdo pode ser reconhecida pela
formacao de lesbes no intestino chamado focos de criptas aberrantes (FCA), que
podem se desenvolver em tecido canceroso (Bird e Good, 2000). Estas lesdes tém
sido frequentemente utilizadas como biomarcadores para a fase inicial do cancer
colorretal em ratos induzidos com 1,2 -dimetilhidrazina (DMH) (Demarzo e Garcia,
2004).

Dessa forma, o modelo que utiliza o carcinbgeno DMH induz mudancas
histol6gicas e moleculares na mucosa intestinal de roedores que se assemelham a
sequencia adenoma-adenocarcinoma encontrada em humanos (Gustin e Brenner,
2002), onde a primeira, menor e mais precoce evidéncia histopatoldgica
reconhecida em ambos 0s casos € a presenca de FCAs.

2.3 Propriedades antioxidantes

Hoje em dia, os antioxidantes tém um papel importante na saude humana
sendo levados em conta nas recomendagdes alimentares, no desenvolvimento de
alimentos funcionais e na extragdo de novos compostos potencialmente
terapéuticos de plantas medicinais. Frutas, vegetais, cereais e certas bebidas sao
ricos em flavondides, compostos da familia polifendlica de fotoquimicos

antioxidantes.
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A capacidade dos flavonoides de atuarem como antioxidantes em sistemas
biolégicos ja foi ha muito tempo reconhecida. Os flavondides exibem atividades
bioldgicas, incluindo agbes anti-alérgicas, anti-virais, anti-inflamatérias e
vasodilatadoras nos vegetais e em animais quando s&o ingeridos (Middleton e
Kandaswami, 1996) ( Evers et al., 2005) (Conners e Grisham., 1996) (Padilla et al.,
2005).

Os flavondéides possuem estrutura ideal para a reducdo da formacgédo de
radicais livres sendo antioxidantes mais eficazes que as vitaminas C e E. Na
oxidacao ocorre a transferéncia de elétrons de um atomo para outro e representa
uma parte essencial da vida aerdbia e do metabolismo humano. A respiragdo € um
processo oxidativo importante na vida, onde a glicose e os acidos graxos sao
transformados em energia. Esta transformagdo ocorre no interior da célula, na
mitocondria, onde é produzido ATP. Durante a respiragdo é consumido oxigénio e
gerado ATP, ficando como residuos didxido de carbono e agua. Neste processo séo

também produzidas espécies reativas de oxigénio denominadas radicais livres.

O potencial dos compostos fendlicos para atuarem como antioxidantes é
determinado pelas suas atividades quimicas em termos das suas propriedades
redutoras como agentes doadores de H ou de elétrons e de exercerem acgao
antioxidante (como dador de H ou elétrons, ou como receptor de radicais livres).

Em estudos in vitro, muitos compostos fendlicos naturais sdo melhores
antioxidantes que as vitaminas E ou C. A sua capacidade de quelar metais,
especialmente cobre e ferro, faz com que atuem indiretamente como antioxidantes
ja que inibem a acdo catalisadora dos metais na formacdo de radicais livres
(Conner e Grisham, 1996).

A atividade antioxidante dos flavonoides depende da sua estrutura e pode ser
determinada por alguns fatores, tais como (Pietta, 2000):

> Reatividade como agente doador de H e elétrons;
> Estabilidade do radical flavanoil formado;

> Reatividade frente a outros antioxidantes;
27



» Capacidade de quelar metais de transicao;
> Solubilidade e interacdo com as membranas.

De um modo geral, quanto maior o numero de hidroxilas, maior a atividade
como agente doador de H e elétrons. Flavondides monohidroxilados apresentam
atividade muito baixa. Dentre os flavonéides dihidroxilados, destacam-se aqueles
que possuem o grupo catecol (3',4’- dihidroxi) no anel B que confere maior

estabilidade a forma radical e participa na deslocalizagdo dos elétrons.

Os flavondides com multiplas hidroxilas como a quercetina, miricetina e
luteolina possuem forte atividade antioxidante quando comparados ao a-tocoferol,
acido ascorbico e B-caroteno. O comportamento eletroquimico dos flavonoéides foi
estudado por varios autores (Hodnick et al.,1986) (Kilmartin, 2001) (Blasco et al.,
2004) (Blasco et al., 2005).

Os flavondides podem ser eletroquimicamente oxidados e a maioria mostra
reacdes de oxidacdo. O mecanismo de agao predominante € provavelmente através
da doacao de um elétron a um radical cation resultando na formacao de uma semi-

quinona que pode doar mais elétrons para formar a quinona, (Figura 6).

OH 0. (o]
OH o. o
-e”, -H e -H-
e”,-H
catecol semiquinona quinona

FIGURA 6. Mecanismo de oxidagao do anel B dos flavonoéides.
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Tendo em conta a informacao encontrada na literatura sobre a relacao entre
o potencial de oxidagcao e o poder antioxidante dos flavondides, quanto mais baixo
for o potencial de oxidagdo maior € 0 seu poder antioxidante, verificou-se que os
flavondides exibem diferentes potenciais de oxidacdo e consequentemente,
dependendo da subclasse a que pertencem e dos grupos substituintes que
possuem, apresentam diferente poder antioxidante.

2.3.1 Métodos de avaliacao da capacidade antioxidante

2.3.1.1 Voltametria ciclica

Os métodos eletroquimicos sao muito importantes na caracterizagdo destes
antioxidantes. A capacidade dos antioxidantes para serem oxidados em elétrodos
inertes permite a sua monitorizagdo usando técnicas eletroquimicas em conjunto

com as técnicas de separacao por cromatografia.

Os diversos métodos envolvendo radicais propostos para testar as
propriedades antioxidantes ndo informam quantitativamente a facilidade relativa de
oxidacao, um fator importante na atividade antioxidante (Kilmartin et al., 2001).

Os compostos sao antioxidantes em virtude de sua habilidade de se
comportar como redutores em solucao, tendendo serem oxidados na presenca de
eletrodos inertes (Kilmartin et al., 2001).

Técnicas eletroanaliticas sdo vantajosas na analise de compostos fendlicos.
Propriedades antioxidantes dos compostos fendlicos estao relacionadas com a sua
capacidade de doar elétrons. Portanto, a deteccdo de polifenbis baseada na
oxidagao eletroquimica € realizada a baixos potenciais (Arribas et al, 2012)
(Medvidovic-Kosanovic et al., 2011) (Chevion, Roberts e Chevion, 2000).

A voltametria ciclica € um método eletroanalitico usado extensamente para
determinar as propriedades redox de moléculas em solucdo e vem sendo utilizado
para avaliar a capacidade antioxidante de amostras biolégicas em alimentos. As
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informacdes geradas por este método indicam quantitativamente a habilidade do
composto em doar elétrons (Chevion; Roberts e Chevion, 2000).

A capacidade antioxidante total da amostra € uma funcao da combinagao de
dois parametros analiticos, o primeiro é o potencial de oxidagdo (anddico Ea e
catédico Ec), que reflete especificamente o poder redutor do composto. O segundo
€ a intensidade da corrente gerada (/), refletindo a concentragdo do(s)
componente(s) (Chevion; Roberts e Chevion, 2000).

Experimentalmente, inicia-se a aplicagao do potencial de um valor no qual
nenhuma reducao ocorre. Com o aumento do potencial para regidées mais negativas
(catddica) ocorre a redugao do composto em solugéo, gerando um pico de corrente
proporcional a concentragdo deste composto. Quando o potencial ja tiver atingido
um valor no qual nenhuma reacdo de reducado ocorre, 0 potencial é varrido no
sentido inverso, até o valor inicial, e no caso de uma reacao reversivel, os produtos
que tiverem sido gerados no sentido direto (e se localizam ainda proximos a
superficie do eletrodo) serdo oxidados, gerando um pico simétrico ao pico da
reducao (Chevion; Roberts e Chevion, 2000).

Em reacgbes eletroquimicas reversiveis as espécies sao estaveis e trocam
elétrons rapidamente com o eletrodo de trabalho. Neste caso, o potencial redox
padrdo (E%) é a média entre o potencial anddico e catédico, como mostra a

Equacéo 1 (Chevion, Roberts e Chevion, 2000).

E0 = (Ea + Ec) (1)
2

A voltametria ciclica utilizando elétrodo de carbono parece ser uma
ferramenta adequada em ensaios antioxidante, devido a sua simplicidade |,
rapidez,e auséncia de necessidade de pré-tratamento de amostras (Diopan et al.,
2008) Infelizmente a VC n&o permite identificar os antioxidantes presentes na
amostra. A técnica proporciona a soma do total de antioxidantes na amostra e,

desta forma, uma interpretacdo mais simples dos dados experimentais. Os
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compostos que sdo oxidados mais facilmente parecem estar em maior quantidade

ja que sua capacidade antioxidante é mais extensa (Hrbac e Kohen, 2000).

O uso da voltametria ciclica para deteccao de compostos fendlicos em
amostras de alimentos ja foi realizada principalmente em cha verde (Roginsky e
Barsukova, 2003), suco de laranja (Sousa et al., 2004) e vinhos branco e tinto
(Kilmartin et al., 2002) (Makhotkina e Kilmartin, 2002).

2.3.1.2 ORAC

A andlise ORAC tem sido frequentemente utilizada para avaliar a atividade
antioxidante relativa de diferentes amostras biolégicas e de alimentos. Baseia-se na
medida da diminuicdo da concentracdo de um substrato oxidavel durante o tempo,
por fluorescéncia e o seu mecanismo de reagédo consiste na transferéncia de um
atomo de hidrogénio. Diferengas na velocidade de decaimento relativo da
fluorescéncia em relagdo aos controles sao indicativos de atividades anti ou pré-
oxidantes do material testado (Cao e Prior, 1999) (Caldwell, 2003) (Prior et al.,
2003).

A fluorescéncia do substrato diminui na presenca de radicais peroxil
produzidos pela decomposicdo térmica do 2,2-azinobis (-amidinopropano)
dihidrocloreto (AAPH) em fase aquosa. O periodo de protecao do substrato contra o
AAPH é diretamente ligado a concentragdo de antioxidante. Mais recentemente, a
fluoresceina (FL), um substrato nao protéico, substituiu progressivamente a -
ficoeritrina (Cao e Prior, 1999; Caldwell, 2003; Prior et al., 2003).

O método utiliza uma técnica de medida da area sob a curva (Area Under the
Curve-AUC) para a quantificacdo, o que permite combinar ao mesmo tempo a
percentagem de inibicdo e a medida do tempo de inibigdo da ag&o dos radicais
livres pelos antioxidantes, em s6 um valor (Figura 7). Esse é um dos fatores que
torna este um método de referéncia (Cao et al., 1995; Prior; Wu e Schaich, 2005).
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FIGURA 7. Grafico da Area Sob a Curva.

Enfim, o método ORAC permite estudar a atividade antioxidante em
condi¢oes particulares de temperatura (37°C), pH (7,4), substrato oxidavel e na

presenca de uma substancia que provoque a oxidacao (AAPH).

A formacao dos radicais a partir do AAPH e o mecanismo reacional podem

ser observados segundo esquema a seguir:
O2
R-N=N-R— aN2 + 2ROO*
ROQ*+ Fluoresceina— ROOH+ Fluoresceina oxidada (perda de fluorescéncia)
ROO’+ AH— ROOH+ A*

ROO’+ A*—» ROOA

2.4 Ensaio Cometa
2.4.1 Caracteristicas Gerais

O nome mais comum para o ensaio € “Eletroforese em gel de uma unica

célula”, e embora seja verdade que cada cometa individual é contabilizado para dar
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uma medida de danos no DNA , é muitas vezes necessario reunir os resultados de
100 cometas para se obter o nivel global de danos de uma populacédo de células.
Em suma, uma suspenséo de células é misturada com agarose para formar uma
fina camada de gel sobre uma lamina de microscopio. As células sao lisadas com
detergente (Triton X-100, as vezes com sarcosinato de sédio, embora esta adicao
nao é necessaria) para remover membranas celulares e nucleares, ou seja, a
liberagcdo de todos os componentes celulares sollveis. A solugdo de NaCl> 2 M
esta também presente na solugéo de lise para remover as histonas do DNA.

Os corpos imersos no gel assemelham-se a ndcleos em tamanho e forma e
sdo conhecidos como nucleoides. A organizacdo nucleossomal do DNA ¢é
interrompida pela extracdao das histonas, mas o superespiralamento negativo do
DNA (imposta pelas voltas superhelicoidais do DNA em torno do nucleo de histona)
sobrevive enquanto o DNA esteja intacto (Azqueta e Collins, 2013).

O modelo da estrutura do nucledide desenvolvido por Cook e colaboradores
(Cook et al. 1976) supde que cada molécula de DNA é ligada em intervalos a matriz
nuclear ou armacgédo, de modo que ele pode ser visto como uma série de ciclos,
cada um como uma unidade estrutural. Se esse superenrolamento é relaxado em
um circuito, por uma quebra da cadeia de DNA entdo, quando € imposto um campo
de eletroforese, este circuito é capaz de prolongar-se para o anodo. Quanto mais
quebras estdo presentes, mais circuitos de DNA estdo relaxados, € mais DNA
aparece na cauda do cometa. Apds a coloragdo com o corante apropriado, a
intensidade relativa da fluorescéncia do DNA da cauda € medida como um indice
de frequéncia da quebra do DNA.

O primeiro relato de um ensaio cometa (embora nao referido por esse termo)
foi por dois pesquisadores suecos, Ostling e Johanson, em 1984 (Ostling e
Johanson, 1984) e a lise foi realizada empregando a eletroforese a pH 9.5. Eles
estavam bem cientes da formacédo dos nucleoides e descreveram a migracao do
DNA para o anodo como resultante do relaxamento do superespiralamento quando

as células foram vy - irradiadas. Alguns anos mais tarde, o método foi modificado
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através do aumento do pH de eletroforese para acima de 13 (com NaOH 0.3 M), e
este € 0 ensaio cometa mais amplamente utilizado hoje em dia ( Singh et al. 1988).

2.4.2 Aplicacoes e versatilidade do ensaio do cometa

O ensaio cometa foi aplicado a células em cultura, sangue, células retiradas
de animais ou de seres humanos, células de hemolinfa de moluscos e insetos,
espermatozoides, tecidos animais desagregados, levedura, nucleos liberado de
tecidos vegetais, na verdade, qualquer tipo de célula eucariética que pode ser
obtido na forma de uma unica célula ou suspensao nuclear parecem ser passiveis
de analise através do ensaio cometa. E ainda possivel produzir cometas a partir de
cromossomos isolados (Cortés - Gutiérrez et al. 2011). Assim como quebras de
DNA como medida, foram feitas modificacbes no método para detectar bases
danificadas, digerindo o DNA apoés a lise com um enzima de lesdo especifica que
produz uma quebra de DNA no local do dano. Bases oxidadas e alquiladas foram
estudadas neste modo, bem como dimeros de pirimidinae ciclobutanos induzidos
por irradiagéo UV.

Muito rapidamente se percebeu que o teste do cometa poderia ser utilizados
para monitorar a reparacdo do DNA, bem como danos no DNA; de fato , tanto
Ostling e Johanson (1984 ) e Singh et al. (1988 ) seguira a recombinacao de
quebras de DNA induzida por radiacdo ionizante. Outra aplicacdo comum é avaliar
a capacidade antioxidante das células, devido a sua resisténcia as danos causados
por espécies reativas de oxigénio (por exemplo, H202).

Existem quatro principais areas de investigagdo em que o ensaio cometa tem sido
adotado. Ele € usado em testes de genotoxicidade, para examinar novos
medicamentos, cosméticos ou outros quimicos com potenciais propriedades
carcinogénicas; Os testes pode ser reaizados in vivo (com andlise de varios tecidos
do animal experimental) ou in vitro utilizando adequada cultura de linhagens
celulares. Igualmente popular é a aplicagdo da biomonitorizagdo humana: para
examinar os efeitos no nivel de exposicdo ocupacional ou ambiental a agentes
nocivos, para estudar o efeito dos fatores que contribuem para a doenca, para
investigar as variagoes individuais, por exemplo, a capacidade de reparacdo ou
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resisténcia antioxidante do DNA, ou para monitorar as mudancas trazidas pela

intervencao dietética como, por exemplo, micronutrientes antioxidantes.

A Ecogenotoxicologia € a terceira area de aplicacdo usando uma variedade
de organismos (mexilhdes, vermes, caracois, plantas e etc.) como indicadores de
dano genético por poluentes, quer seja na natureza como em laboratério. Por fim, o
ensaio cometa é uma ferramenta valiosa na pesquisa basica em mecanismos de

dano e reparo do DNA.

2.4.3 As enzimas usadas para detectar os danos da oxidacao do DNA

As informagdes sobre os danos do DNA determinada pelo ensaio cometa
refletem o numero de quebras de cadeias simples ou duplas formadas no DNA
celular, antes ou durante o processo de eletroforese. Combinar o teste cometa com
enzimas de reparo bacterianas para reconhecer o dano especifico do DNA, é um
passo necessario para permitir a deteccao de lesdes que nao sao realmente
quebras.

A utilizagdo de enzimas aumenta tanto a sensibilidade do ensaio (em termos
de capacidade de detectar uma gama mais ampla de danos no total), e mais
importante a sua especificidade. A enzima FPG atua na base 8-oxoGua, e também
em anel aberto de purina e derivados, ou formamidopirimidinas, tais como 2,6-
diamino -4- hidroxi -5- formamidopirimidina e 4,6- diamino -5- formamidopirimidina.
Pirimidinas oxidadas, incluindo timina glicol e uracil glicol, sdo reconhecidas com a
enzima Endo Il

As glicosilases tém um papel associado na atividade de AP liases ou na de
AP endonucleases, ou seja, clivar o DNA nos locais - apurinicos/apirimidinicos- (AP)
ou as bases deglicosiladas deixadas como reparo de excisdo de bases
intermediarias apds a remocao da base danificada. Mas outros sitios AP, sem
relacdo com danos da oxidacdo, poderdo estar presentes no DNA, e estes,
também, sdo detectados e clivados por FPG ou Endo lll. Assim, a especificidade da
enzima nao € absoluta. Sitios AP - sdo sitios alcali-labeis, por isso, em principio,

espera-se que apareca entre as quebras de cadeias, sendo detectados no ensaio
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padrao de cometa (alcalino). Mas nao foi convincentemente demonstrado que todos
os sitios AP sao convertidos sob estas condigbes (Azqueta et al., 2009).

Recentemente, o andlogo de mamifero de FPG, OGG1, foi aplicado no
ensaio cometa. A especificidade de substrato das trés enzimas foi comparada por
Smith et al. (2006) . As células humanas foram tratadas com metanossulfonato de
metila (MMS) ou etilnitrosoureia (ENU), para induzir o dano por alquilagdo no DNA.
Apos incubagdo com MMS, a FPG revelou sitios de enzimas sensiveis no DNA
destas células, enquanto que a Endo lll produziu cerca de um quarto do nimero de
quebras vistos com a FPG, e a OGG1 foi ineficaz.

Tratar as células com ENU resultou num aumento similar nas quebras de
cadeias com ambos FPG e Endo lll, mas nenhum aumento em locais de ruptura
reconhecidos com a OGG1. Assim OGG1 tem uma especificidade de lesdo maior
do que qualquer FPG ou Endo lll, e é preciso ter cuidado na interpretacdo dos
resultados obtidos com as ultimas enzimas. OGG1 pode ser mais especifico e pode
dar estimativas mais confiaveis de danos da oxidacdo, mas uma comparacao
sistematica de OGG1 e FPG aplicada na avaliacdo dos danos basais causados
em, por exemplo, amostras de linfécitos de um ensaio de biomonitora¢ao, ainda tem

de ser realizada (Azqueta et al., 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

> Avaliar a eficiéncia do extrato purificado de fendlicos do agai (Euterpe

oleracea) como agente quimiopreventivo do cancer de célon.

3.2 Objetivos Especificos

» Avaliar a capacidade antioxidante dos padrbes fendlicos e do extrato de
antocianinas do agai atraves dos métodos de ORAC e potencial redox por
voltametria ciclica em pH do coldn.

» Estudar in vitro a influéncia de padrées de polifenbis sobre bactérias
enteropatogénicas e probi6ticas em teste de micro-diluicdo com posterior
calculo das concentragcdes minimas de inibicao (MIC).

» Atividade biologica in vivo de diferentes doses do extrato purificado de
fendlicos do acai (Euterpe oleracea) em ratos Wistar com carcinogénese de
cblon induzida com o uso de 1,2-dimetilhidrazina (DMH), através das

seguintes avaliacgdes:

v Avaliagdo bioquimica através das analises de Fosfatase alcalina, Bilirrubina,
Colesterol, Creatinina, Gama GT, Transaminase Glutamino-oxalacética
(TGO), Transaminase Glutamino-pirdvica (TGP), Triglicérides, HDL-
Colesterol, Ureia, Acido Urico e Amilase Pancreatica e dos eletrélitos: sédio,
potassio e calcio em plasma.

v Avaliacdo dos parametros hematoldgicos tais como: hemacias, hemoglobina,
plaquetas e linfocitos.

v Avaliacao histolégica do colén: Criptas foci aberrantes (ACF).
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v' Avaliagdo de genotoxicidade pelo uso do ensaio cometa em linfécitos
isolados e células do colén, sem tratamento e com o uso de enzimas FPG e
Endo IlI.

v Funcionalidade da microbiota a partir de analises dos AGCC produzidos no
conteudo cecal por CG-FID.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao do extrato de acai (Euterpe oleracea)

4.1.1 Identificacao e coleta das matrizes

O extrato purificado de Euterpe oleracea foi gentilmente cedido pela empresa
Amazon Dreams S.A., localizada em Belém —PA, incubada na UFPA.

Frutos de palmeiras adultas de Euterpe oleracea foram colhidos em
Abaetetuba (Para, Brasil) e identificados de acordo com sua exsicata por um
profissional qualificado do Museu Emilio Golgi, fiel depositor para estes vegetais.

4.1.2 Obtencao do extrato e purificacao parcial

O processo tecnolégico de obtencédo do extrato de agai como um todo, foi
patenteado em regime de co-titularidade pela UFPA e Amazon Dreams sob 0 nome
“Processo de extracdo, fracionamento e purificacdo parcial de compostos bioativos
hidrofilicos e lipofilicos de frutos de palmeiras do género Euterpe.” (P10906328-7 de
10/09/2009) e nédo pode, por motivos Obvios de propriedade intelectual, ser
detalhado além daquilo que foi repassado.

ApGs serem transportados até a empresa, os frutos foram selecionados
(eliminando aquelas que eram verdes ou que apresentavam qualquer forma de
praga), lavados trés vezes com agua corrente para remogao de poeira e material
estranho, sendo a segunda lavagem na presenca de 50 ppm de cloro. Os frutos
foram entdo submetidos a um processo de extracdo hidraulica das camadas mais
externas dos frutos utilizando maquinas convencionais para despolpamento do fruto
(Rogez et al., 2011).

Em seguida, ocorreu uma etapa de filtracdo e outra de microfiltragcdo, onde
foi separada a borra e minimizados alguns compostos indesejaveis como fibras,

lipidios e proteinas. O filtrado foi encaminhado para um processo de purificacdo
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parcial empregando resinas macroporosas sintéticas do tipo SDVB (Estireno Di-Vinil
Benzeno) (Silva et al, 2007) e adsorvendo o extrato aquoso em condi¢des
especificas de vazao a temperatura ambiente, e desorvendo o extrato com

bioetanol e concentrando o dessorbato sob vacuo em concentrador industrial.

O extrato aquoso purificado foi finalmente congelado a -40 °C por uma noite
e liofilizado por 48 horas em liofilizador semi-industrial até secagem quase completa
(<2% de umidade residual) e acondicionamento em saco plastico sob vacuo. A
liofilizacao foi feita para minimizar a degradacao dos compostos fendlicos até seu

uso nas instalagcdes da Universidade Estadual de Campinas/UNICAMP.

4.2 Definicao de padroes

Para que pudesse ser feito um quadro comparativo entre os compostos,
foram definidos padrdes de fendlicos, presentes e ndo presentes no acai. Foram
utilizados 12 (doze) padrées de compostos (11 (onze) fendlicos mais o acido
ascérbico como antioxidante de referéncia), conforme demonstra o Quadro 3, além

do extrato purificado de fendlicos do acai (Amazon Dreams Ltda).

QUADRO 3. Descricao dos padroes de compostos fendlicos utilizados

Massa molar Fabricante
Composto Estrutura Classe
(g/mol)
Ho X _-COOH
Acido caféico Acido cinamico 180,16 Sigma-Aldrich
HO
OH
. . HO. 0. O i .
Naringina O Flavanonas 580,53 Sigma-Aldrich
OH O

Continuacgao
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Acido galico

Catequina

Quercetina

Rutina

Crisina

Acido
Protocatecuico

Campferol

Delfinidina

HO

COOH

OH
o M
|
OH
o)

Acido benzoéico

Flavanois

Flavonois

Flavonois

Flavona

Acido
hidroxibenzoico

Flavonol

Antocianidina
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170,10

290,28

338,2

664,60

254,24

182,17

286,24

338,7

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Extrasynthese

Continuacgao



Cianidina Antocianidina 322,7 Extrasynthese

Acidascérbico HO=_o__o Vitamina C 176,12 Merck

Fonte: Sigma-Adrich Company, disponivel em www.sigma-aldrich.com.

4.3 Meétodos de avaliacao da atividade antioxidante
4.3.1 Método ORAC

O procedimento de ORAC hidrofilico realizado teve como referéncia o
protocolo otimizado por Davalos e Gémez (2004).
As seguintes solugdes foram preparadas:
» Tampao Fosfato de Potassio: pH 7,4;
Fluoresceina: A concentragao estoque de 3,87 mg/mL;

>

» AAPH: A concentracdo mae do radical foi de 108 mg/mL;

» Trolox:. Ele foi lido nas concentracdes finais de: 0.5, 1.0, 10, 25, 50, 80 e 100
uM a partir do Trolox mais concentrado (1000uM).

Apés a adicao de todos reagentes na placa, fez-se a leitura da fluorescéncia
a cada 1 minuto, durante 80 minutos. Foram utilizados os seguintes filtros: emissao

520nm e excitacao 485 nm. A temperatura no equipamento era de 37°C.

As leituras da fluorescéncia a cada minuto foram utilizadas no calculo da

AUC, que é a area abaixo da curva, formada no grafico, onde x corresponde ao
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tempo e y ao decaimento da fluorescéncia. A féormula utilizada para o calculo da
AUC foi a seguinte:

AUC =1+ fg/f1 + f3/f1 + f4/f1 + fn/f1

Onde:
f1 = leitura da fluorescéncia no tempo 1 minuto
f, = leitura da fluorescéncia no tempo 2 minutos
fn = leitura da fluorescéncia no tempo 80 minutos
Foi calculado o AUC para todas as amostras, diferentes concentracoes do
Trolox e para o Branco. Foi subtraido do AUC do padrédo e das amostras, o AUC do
branco.
Fez-se um gréafico do padréo Trolox onde o eixo X refere-se ao AUC e o eixo
Y a concentracao (uM) do padrao na placa. Pela equacéao da reta, utilizou-se a AUC
de cada amostra para que fosse encontrada a concentracao de Trolox. O resultado

final foi expresso mmol eqTrolox/mg do padréo.

4.3.2 Voltametria Ciclica

A técnica eletroquimica utilizada neste trabalho foi a voltametria ciclica, que
fornece importantes informagdes tanto qualitativas como quantitativas sobre as
velocidades e o0s mecanismos de processos de oxidacao/reducdo. Os
voltamogramas obtidos foram diretamente medidos através das curvas da corrente

obtida () versus potencial (E).

O protocolo utilizado por Kilmartin et al. (2001) foi utilizado para avaliar o
potencial redox por voltametria ciclica. Esta andlise foi realizada com as solugées
de padrées dos compostos fendlicos (concentracdo de 1mM) diluidos em dois
diferentes meios: tampao fosfato de potassio pH 7,4 e tampao pH 5,5 (concentracao
de 75 mM). Essa faixa foi escolhida, pois o célon permite essa variagdo de pH
(Nugent et al, 2001). Os sais utilizados para o preparo dos tampdes

43



desempenharam o papel de eletrélitos ndo sendo necessaria adicdo de outra

solucéo.

As solucdes dos padrées de: campferol, cianidina, delfinidina, naringina e

crisina precisaram ser diluidas em 10% de metanol.

Os eletrodos utilizados foram: carbono vitreo (disco de 3 mm) como eletrodo
de trabalho sendo polido com alumina 0,3um antes de cada leitura; Ag/AgCl como
eletrodo de referéncia e de platina como eletrodo auxiliar. Foi usado o ferrocianeto
de potassio e ferricianeto de potassio (Ferri-ferroso) antes do inicio da leitura para
observar se o eletrodo estava ativo.

Para verificar se o eletrodo estava ativo foi usada a solucdo de
ferricianeto/ferricianato de potassio (5mM) com o calculo do E° (0,7) antes do inicio
das leituras.

Os voltamogramas ciclicos foram obtidos através de um
Potenciostato/Galvanostato PGSTAT 128 (Metrohm Autolab, Holanda) a uma taxa
de varredura de 100 mV/s e a varredura foi feita de -100 mV a 1200 mV e repetida
10 vezes em sequéncia, sendo escolhidas 3 varreduras (“scans”) para ilustrar os

graficos.

O software utilizado foi o GPES manager 4.9. Posteriormente os valores de
potenciais obtidos foram tratados no software Origin 9.1 32 bits, a fim de obter os
graficos.

4.4 Teste de atividade antimicrobiana em microplacas

Os compostos fendlicos foram testados in vitro contra as cepas bacterianas
de referéncia para avaliar a sua atividade inibitoria, utilizando-se o método de caldo
de micro-diluicdo adaptado de Gabrielson et al. (2002). Essa metodologia em
microplacas permite que grandes quantidades de dados sejam gerados

rapidamente em um Unico procedimento de ensaio.
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Foi calculada a concentracdo inibitéria minima (“Minimum inhibitory
concentration” - MIC) onde a mesma foi definida como a menor concentracao que
inibe o crescimento das bactérias por N 90% que € comprovado visualmente com a
utilizacdo do corante. Foi utilizado o DMSO (dimetilsulféxido) na diluicao dos
padrbes de compostos fendlicos, pois se sabe que o mesmo nao afeta o
crescimento ou a viabilidade dos organismos testados na concentragdo que foi
utilizado (2,5%) (Parkar et al., 2008).

A concentracao maxima utilizada foi de 1000 pg/ml. A concentragédo de 50 a
1000 pg/ml é a aproximada que se encontra no célon (Parkar et al., 2008) e 0 meio
escolhido para diluicdo foi o préprio meio de cultura, o caldo Mueller- Hinton
(Ox0id®), mais o DMSO na seguinte proporcao: 48,75ml de + 1,25 ml (2,5%)
DMSO (CLSI, 2005).

Os micro-organismos testados foram os Enteropatdgenos: Escherichia coli
(11775ATTCC); Staphilococcus aureus (6538 ATTCC); Salmonella tiphimurium
(14028 ATTCC); Pseudomonas aeruginosa (13388 ATTCC)e Enterococcus faecium
(CCT 5079) e os probidticos: Lactobacillus rhamnosus (ATCC 7469) e
Bifidobacterium animalis subsp. Lactis Bb12®.

Os meios de cultura utilizados foram para o L. Rhamonosus: MRS (24h/
37°C) pois 0 mesmo cresce em ambiente de aerobiose. Para a bifidobactéria BB12
: MRS + 0,3% L-cisteina (48h/37°C) em sistema de anaerobiose e para as outras
cepas 0 meio utilizado foi o caldo de Mueller Hinton (24h/ 37°C) em aerobiose

A leitura foi realizada a 625 nm UV- visivel absorbancia entre 0,08-0,1para

108UFC/ml e a diluicao na placa foi de 10 5 UFC/ml. O corante utilizado foi o
cloreto 2,3,5 trifenil-tetrazélio (Merck).
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4.5 Modelo de carcinogénese de célon induzida por DMH em ratos

4.5.1 Animais e tratamento

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar SPF, provenientes do
Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biologica (CEMIB/UNICAMP), aclimatados
as condicbes do biotério por pelo menos sete dias antes da manipulagéao
experimental. Os animais pesavam em média 340g + 33g e tinham 12 semanas.
Os ratos foram mantidos em gaiolas de policarbonato, sendo fornecida racao
comercial (Nuvilab) e agua ad libitum, temperatura controlada de 22 + 2 -C,
umidade de 55 £ 10 e ciclos claro/ escuro (12 h/ 12h) controlados. Os animais foram
pesados e distribuidos aleatoriamente em 8 grupos de 6 animais cada e
posteriormente pesados a cada semana. O experimento teve duragdo de 4
semanas (28 dias).

Ao fim do experimento os animais foram anestesiados com injecao
intraperitoneal de cloridrato de ketamina (0,1 mg/g) e de xilazina (0,1 mg/g) e o
sangue colhido através de puncéao cardiaca, exceto para o hemograma que colheu-
se por punc¢ao orbital a fim de diminuir o risco de coagulagao.

A manipulagdo dos animais ocorreu em conformidade com as normas do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e os procedimentos
experimentais adotados neste trabalho foram aprovados pela Comiss&o de Etica no
uso de animais (CEUA) do Instituto de Biologia da UNICAMP, sob o numero de
protocolo 2655-1.

4.5.2 Calculo da dosagem do extrato

Foi utilizado o extrato de acai (Euterpe oleracea) purificado, cedido pela
Amazon Dreams® contendo 16.413 mg de antocianinas/100g de extrato e a
quantidade de polifendis totais foi de 47.473 mg Eq. acido galico/100g (48% MS)
(laudo analitico em anexo). Segundo Clifford (2004) a ingestdao de compostos
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fendlicos pelo homem de acordo com os diferentes tipos de dieta pode variar de
0,1-2g/dia.

Levando-se em consideracdo que um homem médio possui 70Kg, as
concentragbes utilizadas foram de 30 e 50 mg/kg, valores dentro da ingestao
média (1g e 1,5g de polifendis /dia que equivaleria também a cerca de 300 ml e 500
ml de acai médio) e ainda extrapolando essa concentracdo na intengdo de um
possivel uso nutracéutico desse extrato (6g de polifendis/dia), usou-se a
concentragcao de 180 mg/kg e de peso.

4.5.3 Planejamento experimental

Foi administrado diariamente o extrato de acai sob gavagem nas diferentes
concentracdes de estudo e administrada apenas solucao fisioldégica (Nacl 0,9%) nos
grupos controle a fim de promover 0 mesmo estresse ao qual os animais foram
submetidos ao longo de todo o experimento.

Também foi realizada administracdo subcutdnea do agente indutor de
carcinogénese de colén 1,2-Dimetilhidrazina (DMH)  (Sigma-Aldrich® na
concentracdo de 20mg/Kg, totalizando 80 mg/Kg em 4 doses (2 vezes/semana). Foi
utilizado 1mM de EDTA como veiculo e ajustado o pH a 7.4 antes da administracao
(Sengotuvelan et al., 2010).

A distribuicdo dos grupos experimentais foi realizada de acordo com o
Quadro 4.
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QUADRQO 4. Distribuicdo dos Grupos experimentais

Tratamento aplicado
Oral (gavagem) | Subcutaneo
Grupo 1 Solucgéo fisioldgica EDTA
Controle Negativo
Grupo 2 Solucao fisiologica DMH/EDTA
Controle Positivo
Grupo 3 Extrato 30mg/Kg EDTA
Grupo 4 Extrato 50 mg/Kg EDTA
Grupo 5 Extrato 180 mg/Kg EDTA
Grupo 6 Extrato 30mg/Kg DMH/EDTA
Grupo 7 Extrato 50 mg/Kg DMH/EDTA
Grupo 8 Extrato 180 mg/Kg DMH/EDTA

4.5.4 Analises Histologicas

4.5.4.1 Preparacao das amostras de tecido do colén

Foi feita no momento da necropsia a retirada do intestino grosso e
posteriormente corte longitudinal contrario aos ligamentos mesentéricos (Figura 8) e
lavagem com solucéo fisioldgica para retirada dos residuos fecais. Cortou-se um

segmento de cerca de 2 cm (por¢do média) para avaliacao de criptas foci.
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FIGURA 8. Fotografia do corte longitudinal da porcdo média do coldén para
realizacdo de andlise de focos de criptas aberrantes.

4.5.4.2 Andlise de Focos de Criptas Aberrantes

A identificacdo das criptas aberrantes seguiu o método proposto por Bird
(1987), que consiste da analise microscopica (40x) da mucosa do cdlon de rato,
corada com azul de metileno. A observacdo foi feita diretamente no tecido
distendido sobre uma lamina de vidro, do segmento que foi retirado e fixado com
formol a 10% durante 24 horas, ndo havendo necessidade de processamento do
material e inclusdo em parafina. A coloracao foi feita com 0,5% Azul de Metileno
diluido em PBS por 1 min.

As criptas aberrantes foram identificadas por seu tamanho aumentado,
aspecto mais escuro, abertura luminal variando desde circular até alongada ou
tortuosa, e pela camada de células epiteliais mais espessas em relacao as normais
circunvizinhas (Fenoglio-Preiser e Noffsinger, 1999).

4.5.5 Ensaio Cometa

4.5.5.1 Separacao Linfocitos para o Ensaio Cometa

Utilizou-se o sangue colhido em tubo com o He-Li (cerca de 2ml).depois
passou-se para o tubo Falcon ja contendo 2ml da solucdo Histopaque® - 1083.
Adicionou- se osangue heparinizado (1:1) e centrifugou-se por 30 min (400g/20 C)
1700 rpm. Apds Retirou-se a camada de linfocitos e passou-se para outro tubo
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Falcon e adicionou-se a solucdo de HBSS (1X). Posteriormente efetuou-se outra
centrifugagdo afim de retirar o residuo do Ficoll (Histopaque®) 400g/ 15min.
Descartou-se o0 sobrenadante e depois transferiu-se o pellet de linfécitos para um
tubo do tipo eppendorf®.

4.5.5.2 Separacao de Células do Colon para o Ensaio Cometa

As amostras de colén foram coletadas no momento da necropsia no final do
experimento. Uma parte do colon mediano cerca de 2cm, foi retirada e submetida a
lavagem com solucéo fisioldgica para retirada dos residuos fecais. Posteriormente
foi adicionada em uma solucdo gelada para separacdo de células utilizando um
bisturi cirdrgico. Esta solucdo era composta de: 20mM de EDTA em HBSS ( livres
de Ca+2 e Mg+2) pH 7.5, 10% de DMSO (adicionada imediatamente antes do uso)
para que formasse uma camada de suspensdo celular. Os tecidos foram
processados 0 mais rapido possivel ap6s o inicio da necrépsia para nao prejudicar
a viabilidade celular (Cammerer et al., 2011).

4.5.5.3 Teste de viabilidade celular com tripan blue

A suspensao de células (0,9 ml) foi acrescido azul tripan (0,1 ml a 0,2%). Em
seguida, uma gota da suspensao foi colocada entre lamina e laminula e realizada a
contagem percentual na leitura foram consideradas mortas (inviaveis) as células
que incorporavam o corante e, vivas as que excluiram o azul tripan. Foram

utilizadas apenas suspensdes com viabilidade celular superior a 80%.

4.5.5.4 Avaliacao dos danos ao DNA
Para visualizacdo dos danos ao DNA, as laminas foram observadas em
microscopio de fluorescéncia (filtro de 516-560nm, barreira de filtro 590nm e

aumento total de 400x). As células (nucledides) foram classificadas de acordo com
o tamanho da cauda em cinco classes (Figura 9):
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classe 2

FIGURA 9. Classificagdo das classes de danos ao DNA pelo ensaio cometa in vivo,
onde: classe 0: sem dano; classe 1: dano pequeno; classe 2: dano médio; classe 3:
dano significativo; classe 4: dano maximo.

FONTE: COLINS et al., 1994

Cometas sem cabecas foram excluidos da avaliacao, pela probabilidade de
representarem células apoptéticas, ou seja, células mortas (Hartmann e Speit,
1997). Apos a leitura, realizou-se o escore de cada tratamento multiplicando-se o
numero de nucleos observados em cada classe pelo valor da classe (0, 1, 2, 3 ou
4), somando-se os resultados e obtendo-se o escore total de cada tratamento (Speit
e Hartmann, 1999).

O escore foi calculado de acordo com a seguinte equacao (Collins et al.,
1996) (Miyamae et al., 1998).

Escore total do cometa“Total Comet Score (TCS)”:
(% células na classe 0) x 0 +(% células na classe 1) x 1+(% células na
classe 2) x 2+(% células na classe 3) x 3 + (%células na classe 4) x 4

51



Depositar sobre

Misturar laminas previamente solucio
LMP :
agarose cobertas com agarose de lise
Coletar normal

figado - %Tigl_*\éﬁ\ ) m

E.

molho em
tampao
alcalino

analise em microscopio
de fluorescéncia ' —
corar com brometo neutralizacao

de etidio

FIGURA 10. Representacdo esquematica das etapas experimentais do ensaio

cometa da coleta de material até a leitura ao microscoépio de fluorescéncia.

4.5.6 Analise de AGCC por cromatografia gasosa

4.5.6.1 A preparacao das amostras

A metodologia utilizada foi adaptada de Campbell, Fahey e Wolf (1997). Para
a andlise de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) foi retirado 0,4 grama de
conteudo cecal imediatamente ap6s o sacrificio do animal. Essa amostra foi
acidificada com 0,8 ml de solugao de acido m- fosférico a 40% (Sigma- Aldrich®) e
2,8 ml de agua destilada. Esta mistura foi centrifugada a 3.500 rpm, durante 20
minutos e depois 0 sobrenadante foi retirado e congelado a -80 °C. Em seguida, as
amostras foram descongeladas, brevemente centrifugada e filtradas ( 0,2 um). O
sobrenadante foi utilizado na analise por GC / FID.
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4.5.6.2 Condicoes do GC/ FID

O composto volatil foi analisada utilizando um GC Agilent ( modelo 7890A )
equipado com um detector de ionizagao de chama (FID ) e Nukol ™ coluna capilar
GC (30m x 0,25 mm id , x 0.25um de espessura de filme ). A injecgao foi realizada
no modo split (1:50 ) a 220 ° C. A temperatura do forno foi programada para se
manter a 100 ° C durante 5 min, em seguida aumentar para 200 ° C a taxa de 8 °
C.min -1, e mantida durante 4 minutos a temperatura final (tempo total de corrida de
19,5 minutos). O gas Hélio foi utilizado como gas transportador com a velocidade de
30 mL.min -1. Injetor e do detector foram mantidos a 220 °C.

Uma mistura de acidos graxos livres (Supelco, EUA) foi injetada sob o as
codicbes de programacao acima de temperatura, e foi calculado o indice de
retencao (l) dos AGCC.

4.5.7 Analises Bioquimicas e Hemograma

Foram realizadas as analises bioquimicas de Fosfatase alcalina, Bilirrubina,
Colesterol, Creatinina, Gama GT, Transaminase Glutamino-oxalacética (TGO),
Transaminase Glutdmino-piruvica (TGP), Triglicérides, HDL- Colesterol, Ureia,
Acido Urico e Amilase Pancreatica. Em analisador quimico Reflotron Plus (Roche)

em soro ou plasma de acordo com as instrugdes do fabricante.

Além disso, foram analisados os eletrélitos sodio, potassio e calcio no soro
em o analisador de eletrélitos Electrolyte Analyzer (Roche) utilizando kits de ensaio.

Finalmente o sangue total heparinizado foi submetido a analise de

hemograma completo em analisador hematolégico PocH-100iV Diff.
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4.6 Analises Estatisticas

Para descrever o perfil da amostra segundo as variaveis em estudo foram
realizadas andlises estatisticas descritivas das variaveis continuas (peso,
bioguimica, cromatografia, cometa e hemograma), com valores de média, desvio

padrdo, valores minimo e maximo, mediana e quartis.

Para comparar as variaveis continuas entre os 8 grupos foi utilizada a anélise
de variancia simples (One Way ANOVA), seguida do teste post-hoc de Tukey de
comparag6es multiplas, com as variaveis transformadas em postos (ranks) devido a

auséncia de distribuicao Normal das variaveis.

Para comparagcdo das variaveis numéricas entre os 8 grupos, entre os 2
locais (sangue e colon) e entre os 3 tratamentos, foi utilizada a analise de variancia
para medidas repetidas (ANOVA for repeated measures), seguida do teste de
comparacao multipla de Tukey para comparar os grupos em cada local e
tratamento, e do teste de perfil por contrastes para comparar os parametros entre
os locais e tratamentos, em cada grupo. Devido a auséncia de distribuicdo Normal,
as variaveis foram transformadas em postos (ranks). A mesma andlise foi utilizada

para a avaliagdo dos pesos longitudinais.

O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5%, ou
seja, p<0.05.

Para a realizacdo das analises foi utilizado o programa computacional The
SAS System for Windows (Statistical Analysis System), verséo 9.2.

54



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Capacidade antioxidante ORAC

A Tabela 2 mostra que o acido galico obteve o menor valor de capacidade
antioxidante pelo método ORAC (2,54+0,34 mmol eq.Trolox/mg) em geral os
flavondides tém predominancia no topo da classificacao, indicando que essa classe
tem maior potencial antioxidante que os acidos fendlicos. Esse fato € explicado pela
estrutura quimica dos flavondides, nos quais: 1) a presenca de mais grupos
hidroxilas leva a uma maior possibilidade de doar atomos de hidrogénio, e 2) o
maior numero de ligacdes duplas, € responsavel por um maior deslocamento de

elétrons (Rice-Evans; Miller e Paganga, 1996).

TABELA 2. Resultados de capacidade antioxidante pelo método ORAC dos
padrées de compostos fendlicos e extrato purificado de acai.

ORAC mmol eqTrolox/mg
Delfinidina 168,0215,40
Cianidina 98,04+2,52
Campferol 83,8416,22

Ac. Ascorbico 56,63+0,56

Ac. Cafeico 45 6442 45
Catequina 43,3310,62
Quercetina 39,35+2,71
Rutina 23,72+1,34

Ac. Protocatectico 10,19+0,55
Crisina 8,14+0,03

Extrato Purificado de acai 8,35%1,34
Naringina 4,87+0,02

Ac. Galico 2,54+0,34
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As antocianidinas encontram-se no topo da tabela, pois as antocianinas
possuem uma estrutura quimica adequada para a acao antioxidante, sendo capaz
de doar elétrons ou atomos de hidrogénio para radicais livres (Prior, 2003), essa
6tima atividade antioxidante esta relacionada com a presenca de grupos hidroxilas
na posicao 3 e 4 do anel B, os quais conferem uma elevada estabilidade ao radical
formado. Os grupos hidroxilas livres na posicao 3 do anel C e 5 do anel A, junto
com o grupo carbonila na posicdo 4 sdo doadores de elétrons. Além disso, a
presenca de agucares na molécula reduz a atividade oxidante, por isso o valor mais
alto das moléculas nao-gicosiladas (Kuskoski et al, 2004). Isso € observado
quando se faz a comparacao da cianidina com o extrato purificado de acai que é
rico em antocianinas.

O extrato purificado de acgai obteve valor de aproximadamente onze vezes
menor que o do composto padrao de cianidina, sendo que as cianidinas 3 e 5
glicosideos sao as antocianinas majoritarias encontradas no acai (Rogez, 2000) e

20 vezes menor que o padrao de definidina.

O método ORAC apresentou uma larga gama de variagcao entre compostos,

devido as variedades estruturais entre os compostos fendlicos e pequenos desvios.

5.2 Voltametria Ciclica

Como ja dito anteriormente constata-se que, no geral, os flavondides tém
predominancia nos valores de classificacdo, indicando que essa classe tem maior
potencial antioxidante que os &cidos fendlicos. Os processos de oxidacdo sao
complexos e dependentes do pH devido a forte influéncia do meio reacional da
técnica analitica na reatividade dos compostos.

A fim de esclarecer os mecanismos de oxidacao foi realizada analise de
voltametria ciclica e como se pode observar na tabela 2 os valores dos potenciais
anddicos (oxidacao) sdo sempre maiores em pH 5,5 do que em pH 7,4.
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A relacdo entre o potencial de oxidacdo e o poder antioxidante dos
flavonoides é de quanto mais baixo for o potencial de oxidagdo maior € o seu poder
antioxidante, ou seja. Quanto menor o valor de Ep de uma amostra, maior é sua
capacidade de doar elétrons (sofrer oxidacao). No meio basico, todos os acidos
fendlicos apresentaram as maiores atividades antioxidantes, que é o pH mais

comumente encontrado no intestino grosso.

Dessa forma, Galato et al. (2001) determinaram a capacidade antioxidante
de compostos fendlicos e outros compostos relacionados, em comparagdo com a
espectroscopia e potenciometria. Os autores observaram que quanto maior o
numero de hidroxilas ligadas ao anel aromatico dos compostos analisados, maior
era sua atividade antioxidante.

O acido galico ainda obteve um segundo pico de oxidagédo (adicional) no
valor de 845 mV, este pico correspondendo a oxidacdo do grupo 3’ hidroxilo do

anel.

A estrutura quimica dos compostos fendlicos é especialmente adequada
para que ocorra com facilidade a oxidagao dos compostos fendlicos (doacao de e)
que é de grande importancia para a sua eficiéncia como antioxidante dai o estudo
dos seus potenciais redox.
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TABELA 3. Resultados obtidos na analise de voltametria ciclica de compostos
fendlicos e do extrato purificado de polifendis do acai em Tampao fosfato de
potassio pH 7,4 e tampéao pH 5,5 (75mM). ET- Carbono vitreo; EA- platina e ER-
Ag/AgCl . Taxa de varredura de 100 mV/s.

COMPOSTO pH Tipo de Ep1 | Epa+Epc/2 AEp
Pico | (mV) | (uA) (mV) (E':(’z;\';fc)
Acido ascorbico pH5 | Pa 366 0,010
Pc
pH7,4 | Pa 367 0,010
Pc
Ac. Cafeico pH5 Pa 458 0,027 306 304
Pc 154 -0,017
pH7,4 | Pa 374 0,013
Pc
Ac Galico pH5 | Pa 461 0,015 403 117
Pc 344 -0,001
pH7,4 | Pa
Pc
Acido pH5 | Pa 545 0,025 344 403
Protocatecuico Pc 143 -0,017
pH7,4 | Pa 500 0,016 270 460
Pc 40 -0,016
Campferol pH5 | Pa 379 0,001 354 50
Pc 329 -0,001
pH7,4 | Pa 262 0,001 221 81
Pc 181 -0,001
Catequina pH5 | Pa 443 0,002 292 302
Pc 141 -0,003
pH7,4 | Pa 265 0,001 157 217
Pc 49 -0,002
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Delfinidina pH5 | Pa ND
Pc
pH7,4 | Pa 555 0,002 555
Pc
Quercetina pH5 | Pa 312 0,002 312
Pc
pH7,4 | Pa 206 0,003 206
Pc
Cianidina pH5 | Pa 421 0,002 342 158
Pc 263 -0,001
pH7,4 | Pa 309 0,003 209 200
Pc 109 -0,001
Rutina pHS5 | Pa 414 0,002 379 70
Pc 344 -0,001
pH7,4 | Pa 292 0,002 263 57
Pc 235 -0,001
Crisina ND
Naringina ND
Extrato purificado de | pH5 | Pa 568 0,002 455 228
fendlicos do acai Pc 340 -0,002
pH7,4 | Pa 479 0,002 392 176
Pc 303 -0,002

Legenda: ND: Nao detectado; Pa: Pico anddico; Pc: Pico catédico; Ep1 (V)
Potencial Oxidacao do pico 1; | (Y/0.001) (uA) intensidade da corrente; Epa+Epc/2
potencial de meia-onda; AEp - Diferenca de Potencial,

O grau de

reversibilidade evidenciado por

cada uma das curvas

apresentadas na Figura 11, selecionadas de entre as obtidas para cada composto,

pode ser avaliado pelaos picos catédico e anddico, AEp. Quanto menor & este

valor, mais reversivel € o processo. No caso em que ocorre a transferéncia de

apenas um eléctron o valor de Delta é de: AEp = Epa - Epc = 59 mV, sendo o mais

préoximo desse valor o encontrado para a Rutina que foi de 57 mV.
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Pode ver-se que o acido ascérbico reagiu mais cedo do que o grupo de
compostos fendlicos. Estes acidos fendlicos e flavonodides contém grupo orto -
difenol facilmente oxidavel, e incluem o acido caféico , o acido gélico , catequina e
epicatequina , com a rutina aparecendo em cerca de 414 mV. Os valores indicados
na Tabela 1 s&o consistentes com estudos anteriores da literatura, tendo em conta
os esperados 59 mV de mudanca nos potenciais por unidade de pH diminuida
(Kilmartin et al., 2001)

Existe uma dificuldade em medir a transferéncia quimica de elétrons em
alimentos, que tem em geral composi¢do complexa. Os produtos vegetais em geral
possuem valores de potenciais redox positivos (+ 300mV a + 400mV ) (Bernadete e
Landgraf, 1996) valores esses proximos da faixa encontrada para os padroes
fendlicos dentro dos parametros estudados que foi de 157 a 455 mV (Tabela 3) .

Devido a alta tensao de oxigénio e mais a presenca de diversos compostos
encontramos no colébn um ambiente com oxigénio restrito (ndo totalmente
anaerdbico) e nesse ambiente que crescem muitas classes de bactérias. As
bactérias microaerofilas necessitam de um meio ligeiramente reduzido, temos como
exemplo de classe desses micro-organismos os Lactobacilos e ja para as
anaerdbias facultativas como as do género enterobacteriaceae o ambiente € mais
abrangente, podendo ser tanto reduzido como também oxidado. Ocorre uma grande
competicdo nesse ambiente entre as bactérias benéficas, os probiodticos, e os
enteropatégenos (Bernadete e Landgraf, 1996).

Nesse sentido que os compostos fendlicos podem atuar na mudanca de
potencial redox, coma a doagao de elétrons, reduzindo o meio intestinal e portanto
favorecendo o crescimento de micro- organismos probidticos como os lactobacilos e

bifidobactérias que em sua maioria sdo organismos microaerofilos.
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FIGURA 11. Voltamogramas obtidos através de voltametria ciclica em Tampao
fosfato de potassio pH 7,4 e tampao pH 5,5 (75mM). ET- Carbono vitreo, EA-
platina e ER-Ag/AgCl . Taxa de varredura de 100 mV/s.
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5.3 Concentracao Inibitéria Minima

Foi observado efeito inibitério para as cepas de E. colie S. aureus. No
entanto paraas cepas de Escherichia coli, Salmonella tiphimurium,
Pseudomonasaeruginosa e Enterococcus faecium, nao houve MIC dentro da faixa
estudada para todos os compostos. Se expressa esse resultado como > 1000
pg/ml, ou seja, se ha algum efeito no crescimento o mesmo esta acima dos valores
estudadose néo € considerado como substancia com atividade inibitéria.

Para as cepas probidticas BB12 e L. rhamnosus foi observado crescimento
através concentracao de biomassa no fundo do poco em todas as concentracoes
testadas, ndo observado através da cor, pois o corante utilizado n&o era especifico
para essas cepas. Nao houve MIC dentro da faixa estudada. Efeito esse positivo,
pois ndo é interessante o consumo de compostos que inibam o crescimento das
bactérias benéficas, chamadas probibticos, ja& que as mesmas atuam competindo e

evitando a ades&o e invasao intestinal por micro-organismos patogénicos.

Houve célculo de valores de MIC apenas para os acidos fendlicos (galico e
cafeico), acido ascérbico, possivel interferéncia no pH do meio e também para a

delfinidina como pode ser observado na Tabela 4.

O enteropatégeno gram-positivo S. aureus foi 0 mais sensivel aos polifendis
seguido do patégeno e também comensal Gram-negativo E. coli, resultado esse
que esta de acordo com Parkar et al. (2008). Uma tendéncia semelhante também
foi observada num estudo anterior em que as diferentes espécies de
Staphylococcus foram testadas e foram 8-16 vezes mais sensiveis para
epigalocatequinagalato (EGCG), a maior catequina constituinte do cha, do que
bacilos Gram-negativos, tais como E. coli e Salmonella typhi (Yoda et al., 2004).
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TABELA 4. Resultados da Analise de efeito inibitério de crescimento bacteriano
por microdilui¢ao.

Compostos E. coli | S. Aureus
ug/mi

Série Faixa Série Faixa
Acido ascérbico 1000 >1000 >1000 >1000
Acido Galico 125 a 250 125 * (feito até 500) 125 a 250 75 (feito até

500)

Acido Cafeico 1000 >1000 1000 >1000
Delfinidina 125 ND 125 125

ND: Nao determinado
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5.4 Experimento Animal

5.4.1 Peso dos animais, intestino e conteudo cecal.

Nao houve diferenga significativa entre os pesos dos animais durante o
periodo de estudo. Apenas no tempo 0, mostrando que houve a tentativa de
distribuicdo homogénea entre os grupos, porém a mesma nao ocorreu. Entretanto
no decorrer do experimento houve uniformizacdo dos pesos e essa diferenca nao
mais se apresentou significativa. Nao afetando, portanto, a interpretacdo dos

demais resultados em funcéo da distribuicdo dos animais (Tabela 4).

Nao foi observado estatisticamente influéncia da ingestdo do extrato com
compostos fendlicos no metabolismo lipidico. Diversos estudos ja relacionaram o
consumo de antocianinas com a prevengao da obesidade tais como os de Wu et
al.(2013); Prior et al.(2010) e Prior et al. (2009).

Dentre as teorias descritas para esse mecanismo € de que as antocianinas
podem suprimir o acumulo de lipidios nos adipécitos devido a ampla inibicao de
fatores de transcricdo que regulam a lipogénese. Isto pode explicar em parte o
mecanismo pelo qual as antocianinas podem exerce o efeito anti-obesidade (Lee et
al., 2014).

Os demais parametros de pesos (intestino grosso e conteudo cecal) nao
tiveram diferencga significativa (Tabela 5).
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TABELA 5. Valores médios em gramas dos pesos do intestino grosso e do

conteudo cecal de ratos Wistar tratados com extrato purificado de fendlicos do acai

e DMH.
Pesos
0 dias 8 dias 18 dias 28 dias Intestino Conteudo
grosso cecal
Grupo controle | 369 #+25,7 | 418%+28,5 | 4332 +40,9 | 4452 +459 | 12,5%+2,1 3,3%+1,1
Grupo controle | 4012°+21,8 | 4362 +27,3 | 4242 +283 | 4602 +32,4 | 13,5°+1,6 4,1%+1 1
+
Extrato 1 3992°+343 |4202+34,0 | 4182 +39,4 | 4322 +41,4 | 11,8%+3,7 3,9%+1,2
30 mg/Kg
Extrato 2 421°+28 .8 | 440° +34,6 | 4482 +40,8 | 4522 £39,5 | 13,3%*+1,9 5,12+0,8
30 mg/Kg
Extrato 3 418°+23,7 | 4142 +40,8 | 4302 +44,7 | 4362 +46,1 | 12,7°+3,9 4,1%+1,3
30 mg/Kg
Extrato 1 + 3552°+15.3 [ 4082 +28,0 | 4022 +36,0 | 4332 +39,6 | 13,3%+2,1 3,6%+1,4
DMH
Extrato 2 + 376%°+33,3 [3912+17,7 (3902 +22,6 | 4142 +23,3 | 11,2%+2,0 4,0%+0,6
DMH
Extrato 3 + 3852°+33,6 |4372+33,4 | 4222 +30,0 | 4432 +34,3 | 13,6%+4,1 4,0%+1 .4
DMH

Legenda: Controle — (negativo) - administragdo apenas de solucao fisiologica;

Controle + (positivo) - uso apenas da droga DMH (80 mg/kg).

5.4.2 Analise de Parametros Hematolégicos (hemograma)

Foram analisados diversos parametros hematoldgicos relacionados as
hemécias (RBC, HGB, HCT, VCM, MCH-H, MCHC); leucécitos (WBC, W-SCR W-

LCR W-SCC W-LCC, RDW-SD RDW-CV) e plaguetas (PDW , MPV P-LCR).

Na Tabela 6A pode-se perceber que os indices de MCH (Concentracao

média de hemoglobina) e MCHC (Concentracdo de hemoglobina corpuscular

média) apresentaram diferencas significativas (p<0.05) entre os grupos que

consumiram apenas o0 extrato (grupos 3 e 5), porém esse aumento nao foi

significativo quando comparado ao controle negativo. Essa diferenca pode ser
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melhor observada no grafico de dispersao (Figura 12). O valor médio encontrado
esta de acordo com o esperado para a espécie que é de 18,2 £ 0,57 para o MCH
(Melo et al., 2012). Os valores de MCHC encontrados em todos 0s grupos sao
ligeiramente maiores que a meédia de 32,8 + 1,09 apresentada pelos mesmos
autores.

Os demais parametros apresentados na tabela ndo sofreram variacdo em

fungédo do consumo do extrato de agai associado ou ndo a droga (DMH).
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TABELA 6A. Parametros hematoldgicos em plasma de ratos Wistar tratados com extrato purificado de

fendlicos do agai e DMH.

WBC RBC HGB HCT MCV MCH MCHC PLT
(x10%/uL | (x 10%uL) |  (g/dL) (%) (fL) (p9) (g/dL) (x 10%/uL)
)
Grupo | 8,1%3,0 |[9,1°0,7 16,5%+1,5 | 48,0°+4,1 | 52,82 +1,0 | 18,1°#0,5 | 34,3%+0,7 | 852,72+201,3
controle +
Grupo | 9,0%+1,2 [9,4%+0,3 [17,0°+0,6 | 49,1%+1,9 [ 52,5°0,7 | 18,2% 40,2 | 34,7%+0,3 | 822,7% 76,7
controle -
Extrato 1 | 7,3%+3,3 | 8,8°+1,3 | 15,6°+2,4 | 46,3%+6,4 | 52,62 +1,3 | 17,7°°+0,5 | 33,8°°+0,7 | 720,5°+374,3
30 mg/ Kg
Extrato 2 | 9,12+2,8 | 9,52+0,4 | 17,0%+0,5 | 49,12+1,7 | 51,72+0,8 | 17,9°°+0,4 | 34,6°+0,4 | 752,02+351,8
50 mg/ Kg
Extrato 3 | 9,12+3,0 | 9,2°+0,5 | 17,0°+0,7 | 48,3%+2,2 | 52,82 +0,7 | 18,6° +0,3 | 35,1"+0,2 | 911,5%+81,4
180 mg/
Kg

Extrato 1 + | 8,5°+1,8 | 9,5°#0,7 | 17,3°#1,4 | 49,7°+3,7 |5252+05 | 18,3%+0,3 | 34,9%+0,4 | 739,72+291,3
DMH
Extrato 2 + | 10,1 9,0°+0,2 |16,5%+0,5 | 47,9%+15 | 53,3°+0,8 | 18,42+0,3 | 34,5%+0,4 | 736,02+244 2
DMH 41,1
Extrato 3 + | 8,7°+1,4 | 9,1%+0,3 | 16,5°+0,4 | 47,7°+1,2 | 52,82+0,8 | 18,32 40,2 | 34,7%+0,5 | 947,0°+144.4
DMH

Legenda: Controle — (negativo) - administracdo apenas de solucéo fisiolégica; Controle +

(positivo) - uso apenas da droga DMH (80 mg/kg); WBC- contagem de leucdcitos; RBC-
contagem de eritrécitos; HGB- concentracdo de hemoglobina; HCT- hematécrito; MCV-
volume corpuscular médio; MCH- Hemoglobina corpuscular média; MCHC- concentragao
da hemoglobina corpuscular média; PLT- Contagem de plaquetas. DL- decilitro; fL-

fentolitro, Valores apresentando letras minusculas diferentes numa mesma coluna sao

significativamente diferentes entre si (teste de tukey, P<0.05).
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Na Tabela 6B observa-se que o indice RDW-SD, que é o indice de
anisocitose, o0 qual representa a alteracdo do tamanho das hemacias, apresentou
diminuigdo significativa no grupo 4, quando comparado ao controle negativo, mas
o valor médio esta dentro do encontrado na literatura que é de 28,75 + 2,56 (Melo et
al., 2012) e de 30,85 £+ 2,24 (Devi e Rajukmar, 2012).

O indice RDW % acompanhou a tendéncia (Figura 1), de diminuicdo de
valores dos grupos que consumiram o extrato em relacdo ao controle negativo
(exceto os grupos 3 e 8). Estas sdo analises complementares de avaliagcdo da
diferenga de tamanho entre hemacias. Os valores encontrados, inclusive dos
grupos controles, se apresentaram menores que a variacao encontrada na literatura
que é de 15,9 £ 1,72 (Melo et al., 2012) e 16,1 £ 0,83 (Devi e Rajukmar, 2012).

O grupo que utilizou o extrato 3 + DMH (grupo 8) apresentou o menor valor
de P-LCR % (“platelet large cell ratio’) que € o indice de macrotrombdcitos
(percentual de macroplaquetas), esse valor foi estatisticamente diferente (p< 0,05)
dos outros grupos, 0 mesmo ocorreu com o valor de VPM que é o volume
plaguetario (Tabela 2B). No grafico de dispersao (Figura 12) observa-se bem a
diferenga do grupo comparado com 0s controles.

Esta é uma variavel biol6gica que esta relacionada com a funcdo e a
atividade plaquetaria, portanto os aumentos e diminuicées do VPM passam a ser
importantes porque podem estar relacionados com determinadas patologias
(Greisenegger et al., 2004) (Abidi et al., 2007), porém o valor encontrado no grupo
8 que foi de 7,8 £ 0,3, apesar de menor nao esta fora do parametro esperado para
a espécie que é de 7,52 + 0,35 de acordo com Melo et al.(2012).

A microcitose plaquetaria quando observada, pode estar relacionada com
etiologias como deficiéncia de folato, anemia ferropriva, trombocitose reativa e na
Sindrome de Wiskatt-Aldrich (Zago et al., 2004). Porém n&o foram encontrados
valores menores de hemoglobina e hematécrito para este grupo, nao
caracterizando quadro de anemia (Tabela 6A).

71



TABELA 6B. Parametros hematoldgicos em plasma de ratos Wistar tratados com

extrato purificado de agai e DMH.

W-SCR | W-LCR | RDW-SD RDW-CV PDW VPM P-LCR
% % fLL % flL flL %
Grupo 74.8%+4 1 | 252%+4 1 | 29,3°+1,5 | 14,8%°+0,8 | 9,5%+0,7 | 8,43+0,3 | 12,72+3,3
controle -
Grupo 76,3%+3,6 | 23,72+3,6 | 28,1*°+0,9 | 14,12°°+0,5 | 9,3%+0,3 | 8,3%+0,2 | 10,6*"+1,5
controle +
Extrato 1 | 78,9%+4,0 | 21,12+4,0 | 28,22°+1,0 | 14,6*°°+0,7 | 9,22+0,9 | 8,3°+0,4 | 11,8%°+4 2
30 mg/ Kg
Extrato 2 | 76,5%+8,3 | 21,5%+3,6 | 26,7°+0,6 | 13,6°t0,2 | 9,1%+0,6 | 8,3%+0,2 | 12,23+2 2
50 mg/ Kg
Extrato 3 | 77,8%+3,0 | 22,22+3,0 | 27,8*°+0,9 | 13,6°+0,7 | 9,12+0,3 | 8,1%+0,2 | 9,92 +1,7
180 mg/ Kg
Extrato 1 + | 78,9%+2,3 | 21,1%+2,3 | 27,22°+09 | 13,6°°+0,5 | 9,4%+0,3 | 8,3%+0,3 | 11,13"+2 1
DMH
Extrato 2 + | 78,5°+4,3 | 21,5°+43 | 27,6®°+09 | 13,3°+0,4 | 8,9%+0,6 | 8,1a+0,4 | 9,42°+1,7
DMH
Extrato 3 + | 81,1%+1,9 | 19,0%+1,9 | 28,3°+1.1 | 14,1*°°+0,8 | 8,62+0,5 | 7,8°+0,3 | 8,1°+1,9
DMH

Legenda: Controle — (negativo) - administragédo apenas de solucéo fisiolégica; Controle +
(positivo) - uso apenas da droga DMH (80 mg/kg); W-SCR- indice de leucdcitos pequenos;
W-LCR- indice de Leucécitos grandes; RDW-SD- largura da curva de distribuicdo de
eritrocitos desvio-padrdao; RDW-CV- largura da curva de distribuicdo de eritrécitos

coeficiente de variacao;

PDW - largura da curva de distribuicdo de plaquetas; VPM-

volume plaquetario médio; P-LCR- indice de macrotrombdcitos; fL- Fentolitro. Valores
apresentando letras minusculas diferentes numa mesma coluna sao significativamente
diferentes entre si (teste de tukey, p <0.05).
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FIGURA 12. Graficos de distribuicdo dos parametros hematoldgicos com diferenca

significativa no teste de Tukey (p<0.05).

5.4.3 Parametros Bioquimicos

Ocorreu uma tendéncia no aumento dos triglicerideos nos grupos que
consumiram apenas o0 extrato, porém nao significativa quando comparada ao grupo
controle (Tabela 7A).

Os valores mais baixos de HDL-C puderam ser observados nos grupos 5 € 8
que consumiram a dosagem mais alta do extrato (180mg/Kg) (Figura 13), e ocorreu
diminuicao significativa (P=0,009) no grupo 8 em relagao ao controle positivo (grupo
2) (Tabela 7A). Relacdo essa nao favoravel a saude, pois o HDL é o colesterol
chamado “bom”, dentre as propriedades funcionais mais importantes conhecidas, e
experimentalmente verificadas, da lipoproteina HDL sao: transporte reverso do
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colesterol, inibicdo da oxidacao do LDL-C, acéo anti-inflamatéria na parede vascular
e acao no endotélio (Libby, 2002).

Existem diversos estudos que relacionam o consumo de compostos fendlicos
e modificagbes no perfil lipidico e na oxidabilidade das lipoproteinas e esses
estudos divergem bastante nos resultados.

Um ensaio clinico controlado randomizado de 3 meses, em pacientes
dislipidémicos mostrou que a ingestdo de antocianina melhorou o perfil de
lipoproteinas, resultando num aumento dos niveis de colesterol HDL-C e um
decréscimo no de baixa densidade (LDL-C), esses efeitos podem ser mediados por
meio de transferéncia de éster de colesterol e inibicdo da proteina (Qin et al.,
2009).

Os valores de colesterol total ndo sofreram mudancgas significativas assim
como no estudo de Erlund et al. (2008) o onde consumo de quantidades
moderadas de “berries”, frutos ricos em antocianinas, resultou em mudancas
favoraveis na funcédo das plaquetas, o colesterol HDL e na Presséo arterial. Os
resultados indicaram que o consumo regular de berries pode desempenhar um
papel na prevencao de doencas cardiovasculares.

Em recente publicagcdo do NHS Il (“Nurse health study”), que € um estudo de
coorte com cerca de 94 mil mulheres acompanhadas, conclui-se que o0 consumo de
antocianinas mais que de outros flavonoides, esta relacionado com diminuicdo do
risco de Infarto do miocardio (Cassidy et al., 2013).

As enzimas hepéticas amilase pancreatica, creatinina e bilirrubina nao
apresentaram alteracdes significativas durante o experimento (Tabela 7A).
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TABELA 7A. Parametros Bioquimicos em plasma de ratos Wistar tratados com

extrato purificado de fendlicos do agai e DMH.

P-AM Bilirrubina Colesterol Creatinina TG HDL-C
(U/L) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Grupo controle | 1288%+235,5 | 0,5%+0,0 98,32+0,8 0,52+ 0,0 70,1%+1.8 25,8%P+1 8
Grupo controle | 984 #+150,6 1,6%+2 2 98,52+0,8 0,52+ 0,0 86,02+28.9 31,72+3,9
+
Extrato 1 1004 28+252,7 | 0,52+0,0 98,52+ 0,8 0,52+0,0 | 104,0%+43,7 | 25,32°+0,9
30 mg/ Kg
Extrato 2 10792+160,0 | 1,0%+1,3 98,52+0,8 0,52+0,0 103,4%+68,6 | 26,02P+5,0
50 mg/ Kg
Extrato 3 8622+372,3 0,6 %+0,2 98,52+0,8 0,52+0,0 | 107,6+37,8 | 23,8°+3,2
180 mg/ Kg
Extrato 1 + 1007 #+128,1 0,52+0,0 98,32+0,8 0,5%+0,0 82,18+22 2 29,4 3P45 1
DMH
Extrato 2 + 1004 2+190,7 | 0,52+0,0 98,32+0,8 0,52+0,0 90,1%+43,2 25,82°+3 3
DMH
Extrato 3 + 1097 2+76,3 0,52+0,0 98,32+0,8 0,52+0,0 78,6%+11,6 25,0°+4,8
DMH

Legenda: Controle — (negativo) - administragdo apenas de solucéo fisiolégica; Controle +

(positivo) -

uso apenas da droga DMH (80 mg/kg); P-AM- Amilase pancreatica; TG-

Triglicerideos; HDL-C- Colesterol Lipoproteina de alta densidade. Valores apresentando
letras minusculas diferentes numa mesma coluna sao significativamente diferentes entre si

(teste de tukey p<0.05).
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TABELA 7B. Avaliacdo dos Parametros Bioquimicos em plasma de ratos Wistar

tratados com extrato purificado de agai e DMH

ALP GGT TGO TGP Acido Urico Uréia
(U/L) (U/L) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL)
Grupo controle - | 136,5+44,5 | 4,9°+0,1 | 147,4°+47,7 | 25,92+3,00 | 2,52+ 1,1 | 41,6°+11,5
Grupo controle + | 141,5°+48,9 | 5,8°+2,0 | 132,7°+33,2 | 34,9%+ 8,6 1,92+0,0 47,32+ 3.6
Extrato 1 76,6+12,5 4,9°+0,0 | 109,7°+12,3 | 22,3%+11,0 | 2,12+0,4 | 49,5%+12,0
30 mg/ Kg
Extrato 2 93,9433,3 4,9°+0,0 | 108,5%+21,9 | 31,0%+6,4 1,9%+0,0 | 46,5%+3,7
50 mg/ Kg
Extrato 3 89,1+18,2 4,9°+0,0 | 114,02436,1 | 29,0%+5,2 1,9%+0,0 | 442%+74
180 mg/ Kg
Extrato 1 + DMH 99,619,5 4,9°+0,0 | 126,72+18,0| 34,5%+54 | 2,02+0,2 | 50,8*+5,6
Extrato 2 + DMH | 87,5°+39,0 | 4,9°+0,0 | 130,6%t41,2| 33,12+6,8 | 1,92+0,0 | 47,1%+1,3
Extrato 3 + DMH | 84,0°+20,5 | 4,9°+0,0 | 129,12+58,8 | 30,32 +8,5 2,02+0,2 44 9%+35

Legenda: Controle — (negativo) - administracdo apenas de solucéo fisiolégica; Controle +
(positivo) - uso apenas da droga DMH (80 mg/kg); ALP- Fosfatase alcalina; GGT- Gama
Glutamil Transferase; TGO-Transaminase glutdmico-oxalacética; TGP- Transaminase
glutdmico-piruvica. Valores apresentando letras mindsculas diferentes numa mesma coluna
sao significativamente diferentes entre si (teste de tukey, P<0.05).
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FIGURA 13. Grafico de distribuicdo da analise de HDL-C em plasma ratos Wistar

tratados com extrato purificado de acai e DMH.
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Como pode - se observar na Tabela 6B acima a enzima hepatica ALP
(Fosfatase Alcalina) apresentou diminuig¢ao significativa (p<0,005) nos grupos 7 € 8
em relagé@o ao controle positivo e de maneira geral ocorreu diminuicdo nos valores
desta enzima nos grupos que consumiram o extirato em relacdo aos controles,
enzima esta que pode estar em niveis muito elevados no cancer de colén ( Saif;
Alexander e Wicox, 2009).

E sugerido atualmente que ha uma associagdo entre a fosfatase alcalina e
sistemas de transporte, como o transporte intestinal de lipidios, renal de fosfato,
além da modulacgao da atividade de glicoproteinas (Negrao et al., 2013).

Em relagdo a enzima GGT (Gama Glutamil Transferase) ocorreu aumento
significativo apenas no grupo controle positivo (p<0,001), valor este normalizado
nos grupos de tratamento combinado (Extrato + droga) comparado aos grupos que
consumiram apenas o extrato, influéncia positiva na producdo dessa enzima.
Ambas as enzimas avaliam a capacidade de excrecdo do figado e associam-se a
alteracdes hepatobiliares (Figura 14) (Tabela 7B).

O efeito protetor de antocianinas em dano induzido pelo estresse oxidativo
€ promissor como mostrado usando modelos in vivo. Em um estudo com ratos
utilizando lesao de isquemia-reperfusdo hepatica, como um modelo de estresse
oxidativo, a Cianidina-3-glucosideo, se mostrou eficiente atenuando mudancas de

biomarcadores em lesdo hepatica (Tsuda; Horio e Osawa., 2000).

A ndo alteragdo em todas as enzimas hepaticas analisadas através do
consumo do extrato evidencia a ndo toxicidade do produto, mesmo nos grupos que
sofreram tratamento combinado com o carcinégeno DMH que possui metabolismo
hepatico.
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FIGURA 14. Graficos de distribuicao das enzimas hepaticas ALP e GGT.

No que se refere aos eletrolitos verificados (NA*, Ca*™ e K*), apesar de ter
havido alteragdes significativas nos parametros de Ca* e K*, como se observa na
Tabela 7C, as mesmas sdao muito discretas e em pequeno intervalo (Figura 15) e
nao tendo também relacdo dose-resposta,

Portanto significa que o consumo do extrato ndo interfere no balanco
eletrolitico e nas concentragdes séricas de Na*, Ca* e K".

78



TABELA 7C. Andlise de eletrélitos em plasma de ratos Wistar tratados com extrato

purificado de acai e DMH.

Saodio Potassio * Célcio **
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
Grupo controle-
137,02 41,7 | 4,7240,2 1,3°+0,06
Grupo controle+
127,4%+12 | 4,122 +0,3 | 1,2%°+0,05
Extrato 1
30 mg/ Kg 137,23+12 | 4,8%+0,3 | 1,32°+0,03
Extrato 2
50 mg/ Kg 137,2%40,8 | 4,5*+0.4 1,230 +0 02
Extrato 3
180 mg/ Kg 137,3%+1 2 4,9%+0,4 1,320 +0,03
Extrato 1 + DMH 137,0%242,0 | 4,9%°+0,3 1,42+0,08
Extrato 2 + DMH 138,0%+3,8 3,7°40,6 1,3°+0,14
Extrato 3 + DMH 138,2%+1,3 4,8%+0,5 1,42 +0,02

Legenda: Controle — (negativo) - administracdo apenas de solucéo fisiolégica; Controle +
(positivo) - uso apenas da droga DMH (80 mg/kg). Valores apresentando letras mindsculas

diferentes numa mesma coluna sao significativamente diferentes entre si (teste de tukey,
p<0.001 e ** p=0.002).

*
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FIGURA 15. Grafico de distribuicdo dos eletrdlitos plasmaticos Potassio e Célcio.
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5.4.4 Analise de Acidos Graxos de Cadeia Curta

De acordo com a Tabela 8 pode-se observar que houveram diferengas
significativas (P < 0,001 e P=0,003) na producao de AGCC dentre os diferentes
tratamentos realizados. De maneira geral ocorreu aumento na produgao desses
acidos entre todos 0s grupos que consumiram o extrato, independente da utilizacao
da droga (DMH).

Destaque para o &cido isobutirico que s6 foi detectado nos grupos que
consumiram o extrato de acai. Além dos acidos butirico, acético e propiénico que

tiveram uma dose-resposta muito interessante como fica evidenciado na Figura 16.

Esse aumento na produgédo se deve provavelmente a um maior crescimento
bacteriano, muito provavel pela influéncia dos compostos fendlicos presentes no
extrato de acai na mudanca de potencial redox do meio intestinal, e
consequentemente favorecendo o crescimento de micro-organismos probiodticos

que em sua maioria sdo microaerofilos.

Além disso, os compostos fendlicos podem atuar no fornecimento de
substratos utilizados no metabolismo bacteriano, como o crotonil-CoA (Harrison,
2010). Muitos trabalhos mostram a influéncia do consumo de alimentos ricos em
compostos fendlicos e influéncia positiva com as bactérias chamadas probidticas
responsaveis pela producdo desses compostos (AGCC) (Molan et al, 2009)
(Ankolekar et al., 2011) (Hakansson et al., 2012) (China et al., 2012).
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TABELA 8. Quantificacdo de AGCC por CG-FID no conteudo cecal de ratos Wistar

tratados com extrato purificado de agai e DMH.

Acético* Propiénico* | Isobutirico** Butirico* Caproico*
Grupo controle - [ 3,10°+0,95 | 1,25°+0,41 ND 1,91°+0,86 0,94°+0,28
Grupo controle + |3,48”°+1,51 | 1,50°°+0,46 |ND 2,52°+1,53 1,88°+0,50
Extrato 1 3,40°+1,04 1,70°°+0,67 |0,97°+0,39 |2,14°+0,77 3,57%°+2 25
30 mg/Kg
Extrato 2 6,03%°+1,48 |2,15**¢+0,54 0,98 °+0,32 |4,10*" +1,33 4,542 +1 69
50 mg/Kg
Extrato 3 7,632+330 |3,47%+1,37 1,10*° 0 8,33%+5,34 5,28%+0,41
180 mg/Kg
Extrato 1 + DMH | 5,522P¢+1 33 | 2,10*"€ +0,85 | 1,37%°+0,21 | 3,28%" +1,01 4,98%+0,99
Extrato 2 + DMH | 5,422°+1,14 |2,62%°+0,92 |1,65*°+0,20 | 3,12%*" +0,89 4,48%+0,59
Extrato 3 + DMH | 8,272+3,60 3,80%+1,38 2,302+0,78 |5,172° +4,04 5,45%+1,79

Legenda: mMol/ g conteudo cecal. Controle — (negativo) - administragdo apenas de solugéao

fisiolégica; Controle + (positivo) -

uso apenas da droga DMH (80 mg/kg). Valores

apresentando letras minusculas diferentes numa mesma coluna séo significativamente
diferentes entre si (teste de tukey * p<0.001; * * p=0.003); ND n&o detectado.
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FIGURA 16. Graficos de dispersao da andlise de AGCC no conteudo cecal de

ratos Wistar tratados com extrato purificado de fenélicos do acai e DMH.
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5.4.5 Analise histologica de Focos de Criptas Aberrantes

Na leitura dessa andlise pode-se observar a formagéo de Conglomerado de
glandulas anormais os chamados focos de criptas aberrantes (FCA), que sao
formagbes que podem levar ao cancer, em todos os grupos que utilizaram o
carcinbgeno DMH, porém também foram encontrados esses focos no grupo que
consumiu apenas dosagem mais elevada do extrato (180 mg/kg) (Tabela 9) .

Os grupos que consumiram as doses baixa e intermediaria do extrato

apresentaram menor numero de FCA em comparagao ao controle positivo.

Essa atuacdo pode ser devido a capacidade antioxidante dos flavondides
presentes no extrato, as quais capturam diretamente as espécies reativas de
oxigénio, promovendo o aumento da capacidade de absorcdo de radicais de
oxigénio das células, a reducao das células proliferativas pela modulacao de vias de
transducao de sinal, a apoptose e angiogénese (Nema et al., 2012). Os polifendis
podem inibir a carcinogénese, afetando os eventos moleculares na iniciagéo,

promocao e estagios de evolucao (Yang, 2001).

Estudos realizados com acgai demonstraram que os polifendis presentes no
fruto reduziram a proliferacdo de célula leucémica HL-60 e colon HT-29 (Pozo-
Insfran, Percival e Talcott, 2006) (Pacheco-Palencia et al., 2008).

Esse resultado pode demonstrar possivel efeito mutagénico ou ainda
sinergistico dessa dosagem (180mg/Kg) com droga. A carcinogénese do cancer de
colén retal requer a ocorréncia de multiplas alteragdes genéticas. Os FCA parecem
ter um papel importante na transicdo adenoma-carcinoma (Gustin e Brenner, 2002).

Em doses elevadas pode-se observar efeito pro-oxidante dos compostos
fendlicos, portanto o consumo de grandes quantidades de compostos fendlicos, sob
a forma de suplementos concentrados nao pode ser considerado seguro até seu
potencial in vivo para o estresse oxidativo ser avaliada (Kyselova, 2011).
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TABELA 9. Numero de Focos de Criptas aberrantes (FCA) em amostra de

corte histolégico da por¢cao medial de coldén de ratos Wistar tratados com extrato

de acai e DMH.
Grupos Total de FCA Total de Multiplicidade das
criptas Criptas
1 2 =3 AC/FCA
Grupo controle- 0 0 0 0 0
Grupo controle+ 0 1 3 16 4
Extrato 1 0 0 0 0 0
30mg/Kg
Extrato 0 0 0 0 0
50 mg/Kg
Extrato 3 4 1 2 15 3
180 mg
Extrato 1 + DMH 0 0 1 3 3
Extrato 2 + DMH 0 2 0 4 2
Extrato 3 + DMH 0 10 4 44 3,1

Legenda: Controle — (negativo) - administragcao apenas de solugao fisioldgica;

Controle + (positivo) - uso apenas da droga DMH (80 mg/kg); FCA- Focos de

Criptas Aberrante.

5.4.6 Resultado do Ensaio Cometa ( TCS) no sangue e colon sem tratamento e
com tratamento com ENDO lll e FPG.

No ensaio cometa realizado nos linfocitos isolados do sangue, nao foram

84

principalmente das antocianinas, é pequeno (He e Giusti, 2010).

observadas diferencas significativas no nimero de quebras tanto nas laminas sem
tratamento enzimatico, quanto nas que foram tratadas com as enzimas ENDO Il e
FPG (Tabela 10), o que indica possivelmente que ndao houve efeito genotdxico
nessas células, mas também nao houve uma melhora no sistema de reparos do

DNA. Sabe-se que os valores plasmaticos encontrados de compostos fendlicos e




Ja que grande parte das antocianinas alcanca o colén e la sdo produzidos pelas
bactérias intestinais diversos metabdlitos intermediarios com agéo biolégica (Halliwell
et al., 2005), foi nesse local que se pode observar um maior efeito celular do extrato
purificado de acai quando comparado aos linfécitos. No teste feito com as células
isolados do colon intestinal houve tendéncia de diminuigdo de quebras no DNA
observado nos grupos que consumiram o extrato de acai (Tabela 9). A diferenca

local X tratamento é mostrada na andlise ANOVA (Tabela 11).

Essa tendéncia € mais evidente nas laminas do col6n tratadas com ENDO |IlI
(Figura 17), que evidencia a oxidagdo que ocorreu nas bases pirimidicas do DNA.
Nao apresentando o extrato alteracdo genotdxica significativa, apresentando
tendéncia de melhora no sistema de reparos do DNA com o consumo apenas do
extrato, porém nao interferindo na agéo da droga DMH.

Esse possivel efeito de ndo genotoxicidade foi encontrado no estudo realizado
com polpa de acai (Ribeiro et al,, 2010) em camundongos utilizando tratamento

agudo e sub-agudo juntamente com o farmaco doxorubicina.

O grupo controle negativo apresentou alteragcbes no DNA mais elevadas que os
demais grupos, incluindo o controle positivo que consumiu apenas a droga DMH.
Isso ocorreu tanto nas células do célon quanto nos linfécitos, esse resultado

inviabilizou a confirmacao de efeito antigenotéxico (Figura 17).
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colén sem tratamento e com tratamento com ENDO Il e FPG.

TABELA 10. Resultado do escore total do Ensaio Cometa (TCS) no sangue e

Linfocitos Colén
Sem ENDO I FPG Sem ENDO III* FPG**
tratamento Tratamento™
Grupo controle- | 227 *+68.4 | 252°%+36.5 | 244%+61.0 330*°+20.9 268*°+20.5 | 269%+50.5
Grupo controle+ | 1682+10.4 | 1772+64.4 | 205°%+43.3 2522+43.2 180°+69.5 | 248 2°+20.4
Extrato 1 1632+11.5 | 1862+26.2 | 185%+14.2 165°+20.0 202°+6.8 180°+11.6
30 mg/ Kg
Extrato 2 273%+71.9 | 219%+74.8 | 2232+71.3 251°+23.2 173°+38.5 | 210 2P+23.8
50 mg/ Kg
Extrato 3 1912+42.3 | 186°%+59.8 | 188°2+39.2 216°+96.2 184°+37.4 | 2462P+31.3
180 mg/ Kg
Extrato 1 + 1952+27.8 1882+8.2 2172+35.9 230°+40.8 236 2P°+36.2 | 2262P+55.7
DMH
Extrato 2 + 1662+22.5 | 1692+21.3 | 166°3+29.1 223°+32.9 249 2°+44 1 | 254%+19.3
DMH
Extrato 3 + 216°%+85.2 | 232°%+68.9 | 2172+69.5 230°+64.3 275°+46.8 2622+58.3
DMH

Legenda: Controle — (negativo) - administracdo apenas de solucao fisiolégica; Controle +

(positivo) -

uso apenas da droga DMH (80 mg/kg). Valores apresentando letras minusculas

diferentes numa mesma coluna sao significativamente diferentes entre si (* p<0.001; *

*significa p=0.003); ND- ndo detectado.
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TABELA 11. Resultados das ANOVAs para medidas repetidas para comparacao do
TCS entre grupos, locais e tratamentos.

Efeitos Estatistica F Valor-P
Comparagéo entre Grupos (8 F(7.40)=5.56 P<0.001
grupos)
Comparagéao ent’re Locais F(1,40)=15.23 P<0.001
(sangue e cdlon)
Comparacao entre Tratamentos _ B
(Shtrat, Endo, FPG) F(2,80)=2.27 P=0.110
Interacdo Grupos vs Locais F(7,40)=1.72 P=0.133
Interacdo Grupos vs Tratamentos F(14,80)=3.93 P<0.001 ?
Interacao Locais vs Tratamentos F(2,80)=1.02 P=0.365
Interacao Grupos vs Locais vs F(14,80)=1.53 P-0.120

Tratamentos

* Variavel transformada em postos (ranks) devido a auséncia de distribuicao
Normal.
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FIGURA 17. Graficos de distribuicdo dos resultados do ensaio cometa em células

do colén.
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6 CONCLUSOES

Nos testes realizados in vitro ndo foi encontrada uma relagdo com os maiores
valores encontrados nas analises de ORAC e de redox por voltametria ciclica, com
os compostos que tiveram efeito nos testes em microplacas com bactérias
patogénicas, acidos fendlicos (cafeico e galico).

O 4&acido ascoérbico que tem um alto potencial de oxidagdo apresentou
atividade antimicrobiana talvez essa caracteristica seja responsavel pelo efeito
encontrado. A delfinidina que teve os maiores valores de MIC encontrados
apresentou também com um alto valor de atividade antioxidante ORAC, porém com
baixo potencial de oxidacao pela voltametria.

Os compostos estudados ndo apresentaram atividade antimicrobiana com as
bactérias probioticas.

Com base nos resultados da influéncia de diferentes concentracdes polifendis
do extrato purificado de compostos fendlicos do acai (Euterpe oleracea) em
tratamento combinado com a droga que induz a carcinogénese do colon DMH em
ratos Wistar sobre diferentes parametros biolégicos, pode-se concluir que houve
influéncia na microbiota intestinal quanto a producdo dos AGCC (butirico,
isobutirico, caproico, propiénico e acético), a qual foi favorecida em todos os grupos
que consumiram o extrato de acai.

Destaque para o &cido isobutirico que s6 foi detectado nos grupos que
consumiram o extrato e os acidos butirico, acético e propiénico que apresentaram
dose-resposta.

Os resultados mostraram poucas alteragdes nos animais nos parametros
hematolégicos e nos eletrélitos séricos Na*, Ca* e K'. Dentre os parametros
bioquimicos merecem destaque as enzimas hepéticas ALT e GGT que tiveram
valores mais baixos nos grupos que consumiram o extrato, mesmo com o uso da
droga em comparagdo com o controle positivo mostrando que o extrato € bem
tolerado e néo téxico, podendo até ter revertido a toxicidade da droga.

Os resultados do ensaio cometa que avalia possivel efeito antigenotoéxico,

nao foram conclusivos em funcéo do controle negativo ter apresentado alteracdes
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no DNA mais elevadas que os demais grupos, em ambos os tipos de células
estudadas (cdlon e linfocitos).

Em relacdo a formagdo de focos de criptas aberrantes, os grupos que
consumiram as doses de 30 e 50mg/Kg do extrato apresentaram menor numero de
FCA em comparacao ao controle positivo. Porém a dosagem de 180mg/kg pode ter
tido acdo sinergistica com a droga aumentando o nimero de lesdes.

Os resultados apresentados justificam a realizacdo de mais trabalhos com a
utilizacdo do extrato purificado de fendlicos do acai em modelos in vivo, inclusive
em humanos e in vitro para que 0s micro-organismos influenciados possam ser
identificados, além de elucidados os compostos intermediarios que sado formados ,

para que se tenha maior compreensao dos mecanismos envolvidos.
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CERTIFICADO,

Certificamos que o projeto "Influéncia dos compostos fendlicos de

frutas no desenvolvimento de probidticos e de outros biomarcadores do

cancér de coldn em ratos Wistar" (protocolo n° 2655-1), sob a responsabilidade

de Profa. Dra. Glaucia Maria Pastore / Patricia Brito Sampaio, esta de acordo

com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pela Sociedade

Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e com a legislagdo
vigente, LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15
DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da

Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 26 de marco de
2012.

Campinas, 26 de margo de 2012.
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AMAZONDREAMS

www. amazondreams.com.br

AMAZON DREAMS IND. E
COM. LTDA
Antioxidant Technology

Rua Augusto Corréa, 01, UFPA,
PIEBT, sala 11

Guama, Belém, Para, Brazil. 66075-
990

Phone: +55 91 3269 1001

Skype: amazon_dreams

E-mail:

contato @amazondreams.com.br

PRODUCT
SPECIFICATION
SHEET
PURIFIED ACAI

Organic fruits of
Euterpe oleracea
palm

Number of Pages:
1

Creation Date:
December 10,
2010

Revision Date:
February 15, 2011

Code: Purified
Acai

OBTENTION MODE:

Purified acai is obtained from fruits of Euterpe oleracea through of the processes of aqueous

mechanical extraction, concentration onto synthetic resins and freeze-drying.

PRODUCT CHARACTERISTICS

Botanical Name Euterpe oleracea Moisture (%) <4
Plant Part Whole fruit Standard Plate Count <100/g
Origin Brazilian Amazon Yeast and Mould <50/g
Flavour Characteristic Coliforms <10/¢g
Colour Dark purple colour  E. Coli Negative
Appearance Powder Salmonella Negative
Preservatives None

Storage Temperature room temperature

Availability July — December
TECHNICAL INFORMATION

PPO (urn <0.01

Anthocyanins (mg/100g) > 16,000

Total Phenolics  (mg Eq. gallic acid/100g) > 45,000

ORAC;, (umol Eqg. trolox/100g) > 360,000

PACKAGING

Plastic buckets with inner bags 5-20 kg.

SHELF-LIFE
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24 months from shipping date.

APPLICATIONS

Preparation of milk drinks, teas, fruit drinks, energy, nectars, ice cream, dairy desserts, natural dyes,
cosmetics, etc.

Recommended in nutrition of diabetics.
Organic product registered by IBD.

Technical Lead: QUARESMA DA SILVA Ivonete
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