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RESUMO

A bacaba € uma fruta nativa da Amazonia brasileira pouco explorada, rica em compostos
fendlicos e com alta capacidade antioxidante. Sua exploracdo representa uma alternativa
promissora de alto valor nutricional para aplicagdes alimenticias e farmacéuticas. No entanto,
estudos que avaliaram o potencial terapéutico da fruta ainda sao escassos. Paralelamente, a
obesidade representa um fator de risco para o desenvolvimento de diversas doengas, entre as
quais estdo os transtornos neurocognitivos: um conjunto de doengas neurodegenerativas que
progridem com declinio cognitivo, comprometimento da memoria e da aprendizagem. Um dos
mecanismos desencadeados pela obesidade e que gera comprometimento cognitivo € a
resisténcia a insulina. Considerando o perfil nutricional da bacaba, seus compostos bioativos e
suas propriedades funcionais, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do consumo da
bacaba sobre o desempenho cognitivo e a resisténcia a insulina de camundongos tratados com
dieta hiperlipidica. Para tanto, foi determinada a composicao centesimal da bacaba, seu teor de
compostos fendlicos e de antocianinas totais; e foi investigado se a suplementacio de uma dieta
hiperlipidica com 5% de bacaba liofilizada seria capaz de promover melhor desempenho de
camundongos submetidos a testes cognitivos. Sessenta camundongos Swiss machos foram
distribuidos em quatro grupos experimentais, com 15 animais cada, que receberam: 1) dieta
padrao normolipidica (grupo N); 2) dieta padrdo normolipidica acrescida de 5% de bacaba
(grupo NB); 3) dieta hiperlipidica (60% das calorias advindas dos lipidios) (grupo H); e 4) dieta
hiperlipidica acrescida de 5% de bacaba (grupo HB), ao longo de 14 semanas. Para avaliar o
desempenho cognitivo dos animais, os testes do labirinto em Y, de reconhecimento de novo
objeto e de esquiva passiva foram aplicados. Teste de tolerincia a glicose e a insulina foram
realizados para verificar alteracdes no metabolismo da glicose. Como resultados, a bacaba
apresentou teor de fendlicos totais de 2281,43 + 32,73 mg AGE/100g, e de antocianinas totais
de 54,41 + 3,13 mg C3G/100g. A suplementagdo com bacaba ndo preveniu o ganho de peso
dos animais que receberam dieta hiperlipidica, nem apresentou melhora no perfil glicémico. Os
animais que receberam a dieta hiperlipidica acrescida de bacaba tiveram melhor desempenho
cognitivo nos testes de reconhecimento de novo objeto e da esquiva passiva, quando
comparados com os animais alimentados com a dieta hiperlipidica sem bacaba. Estes resultados
sugerem que o consumo da bacaba melhorou o desempenho cognitivo de animais alimentados

com dieta hiperlipidica.



ABSTRACT

Bacaba is a poorly explored native fruit from the Brazilian Amazon, rich in phenolic
compounds and showing high antioxidant capacity. Its exploration represents a promising
alternative of high nutritional value for food and pharmaceutical applications. However, studies
evaluating the therapeutic potential of this fruit are still lacking. In parallel, obesity represents
arisk factor for the development of several diseases, among which are neurocognitive disorders:
a set of neurodegenerative diseases that progress with cognitive decline, impaired memory and
learning. One of the mechanisms triggered by obesity that generates cognitive impairment is
insulin resistance. Considering the nutritional profile of bacaba, its bioactive compounds and
functional properties, this study aimed to evaluate the effects of bacaba consumption on
cognitive performance and insulin resistance in mice treated with a high-fat diet. To do so, the
centesimal composition of bacaba, its content of phenolic compounds and total anthocyanins
were determined, and it was investigated if the supplementation of a high-fat diet with 5% of
freeze-dried bacaba could promote better performance of mice submitted to cognitive tests.
Sixty male Swiss mice were distributed into four experimental groups, with 15 animals each,
which received: 1) standard normolipid diet (group N); 2) standard normolipid diet plus 5%
bacaba (group NB); 3) high-fat diet (60% of calories from lipids) (group H); and 4) high-fat
diet plus 5% bacaba (group HB), during 14 weeks. To evaluate the cognitive performance of
the animals, the Y maze, novel object recognition, and passive avoidance tests were applied.
Glucose and insulin tolerance tests were performed to verify changes in glucose metabolism.
The results showed that bacaba had total phenolic content of 2281.43 + 32.73 mg GAE/100g,
and total anthocyanins of 54.41 £ 3.13 mg C3G/100g. Bacaba supplementation did not prevent
weight gain in the animals that received the hyperlipidic diet, nor did it improve the glycemic
profile. The animals that received the hyperlipidic diet with bacaba had better cognitive
performance in the tests of novel object recognition and passive avoidance, when compared
with the animals fed the non-bacaba high-fat diet. These results suggest that bacaba

consumption improved the cognitive performance of animals fed the high-fat diet.
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I. INTRODUCAO

A obesidade é uma doeng¢a multifatorial cuja incidéncia tem aumentado de maneira
alarmante nas dltimas décadas. Estima-se que um ter¢o da popula¢do mundial esteja acima do
peso (CHOOI; DING; MAGKOS, 2019). No Brasil, a obesidade tem se tornado uma grande
preocupacio no campo da satide publica. Dados da Pesquisa Nacional de Satdde (PNS) de 2019
realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) apontam que 60,3% da
populacdo adulta brasileira estd com excesso de peso. Esta porcentagem representa cerca de 96
milhdes de pessoas. A PNS 2019 revelou que a condi¢do de sobrepeso e obesidade tem
aumentado ao longo dos ultimos anos, ao acompanhar os dados das Pesquisas de Or¢amento
Familiar (POF) realizadas em 2002-2003, 2008-2009 e PNS 2013 (BRASIL, 2020).

O crescimento da obesidade se torna uma preocupacdo devido as suas
comorbidades e doengas associadas como hipertensao arterial, infarto do miocéardio, acidente
vascular cerebral, diabetes mellitus tipo 2, esteatose hepatica, transtornos neurocognitivos e
varios tipos de cancer (BLUHER, 2019). Segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS), a
doenca cardiaca isquémica representa a principal causa de morte no Brasil, e se manteve nessa
posicdo entre 2009 e 2019. Diabetes passou da sétima causa de morte em 2009 para a sexta
causa em 2019; enquanto que a Doenga de Alzheimer ocupava a nona posi¢ao em 2009 e passou
a ocupar a sétima posi¢ao em 2019 (VOS et al., 2020).

Diversos mecanismos ja foram propostos relacionando a obesidade com os
transtornos neurocognitivos decorrentes da neurodegeneracao, tais como inflamacao sisté€mica,
neuroinflamacgdo, disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo, dislipidemia, hiperglicemia,
resisténcia insulinica, entre outros (CALABRO et al.,2021; MACIEJICZYK; ZEBROWSKA;
CHABOWSKI, 2019).

O termo  “transtornos  neurocognitivos”  engloba  diversas doencas
neurodegenerativas que resultam em declinio cognitivo, reducdo de memoria, linguagem e
capacidade de resolucao de problemas, sendo a Doenga de Alzheimer (DA) o tipo mais comum
representando de 60 a 80% dos casos de deméncia (“2023 Alzheimer’s disease facts and
figures”, 2023). Em 2006, a prevaléncia da DA no mundo era de 26,6 milhdes de pessoas. A
previsdo para 2050 é que este nimero chegue a 107 milhdes, indicando que 1 a cada 85 pessoas
viverdo com a doenca. Estima-se que, se intervengdes forem capazes de atrasar o inicio e a
progressao da DA em apenas um ano, haveria uma redug@o de 9,2 milhdes de pessoas com a

doenca em 2050 (BROOKMEYER et al., 2007).
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A adocdo de hébitos de vida sauddveis, como alimentacdo adequada, prética de
atividade fisica e manejo do estresse, € essencial para a prevenc¢do tanto da obesidade como das
doengas neurodegenerativas. A inclus@o de alimentos e produtos naturais fontes de compostos
antioxidantes e fitoquimicos representa uma importante ferramenta para prevengao dos danos
causados pela obesidade (REHMAN et al., 2019).

A bacaba (Oenocarpus bacaba Mart., Arecaceae) é uma fruta oriunda de uma
palmeira nativa da floresta amazonica, bastante consumida na regio e a composi¢@o nutricional
dos seus frutos apresenta elevados niveis de carboidratos, fibras e excelente fonte de dcidos
graxos insaturados (ABADIO FINCO et al., 2012; ESCRICHE et al., 1999). Sua bioatividade
estd relacionada aos seus compostos fendlicos, ao teor de antocianinas e a sua alta capacidade
antioxidante, sendo uma alternativa promissora de alto valor nutricional para aplicacdes
alimenticias e farmacéuticas (MORAIS et al., 2022; SILVA; SEVALHO; MIRANDA, 2021).
No entanto, estudos sobre o potencial terapéutico da fruta ainda sdo escassos.

Neste trabalho, foram investigados os efeitos do consumo da bacaba sobre o

desempenho cognitivo e a resisténcia a insulina de animais alimentados com dieta hiperlipidica.
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II. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Avaliar os efeitos do consumo da bacaba (Oenocarpus bacaba Mart.) sobre o

desempenho cognitivo e a resisténcia a insulina de animais tratados com dietas hiperlipidicas.

2.2. Objetivos especificos

1. Determinar a composicdo centesimal, o teor de compostos fendlicos e
antocianinas, e a capacidade antioxidante da bacaba liofilizada.

2. Analisar os efeitos da suplementa¢do com bacaba liofilizada no ganho de peso e
no perfil glicémico dos animais alimentados com dieta hiperlipidica.

3. Avaliar os efeitos da bacaba em parimetros comportamentais de memoria e

aprendizagem em animais alimentados com dieta hiperlipidica.
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III. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. A Bacaba

O bioma da Amazonia brasileira ¢ um dos mais ricos do mundo, com plantas ainda
pouco exploradas. Seu solo e clima propiciam o desenvolvimento de palmeiras oleaginosas
como tucuma (Astrocaryum vulgare), buriti (Mauritia flexuosa), palma (Elaeis guineensis,
Jacq) e acai (Euterpe oleracea), muitas delas cultivadas para fins comerciais (DA COSTA et
al., 2017).

A bacaba (Oenocarpus bacaba Mart., Arecaceae) € uma palmeira amazonica que
produz frutos com casca roxa escura (Figura 1) e polpa marrom esbranquicada, com pele
indissocidvel da polpa (ABADIO FINCO et al., 2012). Seu mesocarpo € consumido cozido ou
na forma de bebida por comunidades indigenas locais, ou ainda na forma de geleia ou sorvete,
e constitui uma fonte considerdvel de gorduras e carboidratos da dieta (ESCRICHE et al.,
1999). A polpa apresenta sabor agradavel, e a fruta € colhida de janeiro a julho, normalmente
na entressafra do acai (NASCIMENTO et al., 2019), e juntamente com ele € considerada uma

nova “super fruta” (DA COSTA et al., 2017; LEBA et al., 2016).

Figura 1. Frutos maduros de bacabeira (Oenocarpus bacaba Mart.) Imagem: o autor.

Apesar da caréncia de estudos e investigagdes sobre suas propriedades nutricionais
e funcionais (ABADIO FINCO et al., 2012), a exploracdo da bacaba pode trazer alto valor
agroindustrial para a regido, representar uma forma de preservar a flora nativa amazonica e de
gerar renda para comunidades tradicionais (ESCRICHE et al., 1999; NASCIMENTO et al.,
2019).
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Até 2013, havia poucos estudos cientificos publicados com a bacaba, assim como
poucas patentes registradas (PEREIRA et al., 2013). Apds o levantamento bibliografico para
elaboracdo deste trabalho, verificou-se que ainda ha poucas investigacdes utilizando o fruto

atualmente.

3.1.1. Composicao centesimal da bacaba

Escriche e colaboradores (1999) foram os primeiros pesquisadores a avaliar a
composi¢ao nutricional da bacaba, utilizando frutos colhidos na Amazonia colombiana na
divisa com o Brasil. Estudos posteriores avaliaram diferentes fracdes dos frutos de bacaba,
oriunda de diferentes regides do Norte do Brasil (DE COL et al., 2021; MINELI et al., 2021;
SEIXAS et al., 2016). Os resultados destes estudos estio resumidos na Tabela 01.

Tabela 01 - Composicio nutricional da Bacaba.

Fracdo| Mesocarpo Améndoa Polpa Polpa Residuo
Nutriente (ESCRICHE et al., (ESCRICHE et al., (SEIXAS etal., |(DE COL et al., 2021).| (MINELI et al., 2021).
1999). 1999). 2016).

Proteinas 4.6+0.2 47+0.2 4,61 £0,43 8,08 £0,1 1,14 £ 0,13
Lipidios 302+1.9 4.1+03 21,02 £ 0,06 35,6 £0,2 12,70 £ 0,14
Carboidratos 393+19 70.1+£1.3 - 4,87 23,6
Cinzas 1.2+0.2 1.2 +0.1 1,53 1,91 +0,1 1,24 + 0,096
Fibras dietéticas 189+ 1.7 142+1.3 - 49,6 £ 0,4 1,31 £ 0,29

Escriche e colaboradores (1999) avaliaram também a composi¢ao de dcidos graxos
do ¢leo do mesocarpo da bacaba extraido no laboratério da Universidade del Valle (Cali,
Colombia) e do Oleo extraido a mao de forma tradicional por uma indigena nativa da

comunidade Pefia Roja. Os dados obtidos sao mostrados na Tabela 02.

Tabela 02 - Teor de acidos graxos (mg/g) dos 6leos obtidos de Qenocarpus bacaba.

Origem do dleo Acidos graxos insaturados  Palmitoleico Oleico Linoleico Linolénico
16:1 18:1 18:2 18:3

Mesocarpo 82.3 0.3 +£0.04 79.4+£25 22+04 0.4+£0.1

Mesocarpo 78.4 0.3+0.02 76.1+1.8 1.7+£0.2 0.3+0.1

extraido & mao*

Acidos graxos saturados Laurico Miristico Palmitico Estearico

12:0 14:0 16:0 18:0

Mesocarpo 185+1.9 ND ND 16.8 £ 1.1 1.7+04

Mesocarpo 169+1.2 ND ND 15.6 £0.8 1.3+0.3

extraido & mao*
Escriche ef al. (1999). / *Oleo extraido 2 mio por indios nativos da Amazonia.

Bacaba proveniente de Pimenta Bueno/RO apresentou composi¢cdo centesimal

semelhante aquela colhida na Colombia. O acido graxo mais abundante encontrado foi o acido
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oleico, seguido pelo palmitico e estedrico (SEIXAS et al., 2016). A bacaba obtida no municipio
de Abaetetuba/PA apresentou perfil lipidico semelhante, com predominéncia do dcido oleico
entre os dcidos graxos insaturados, e do dcido palmitico entre os dcidos graxos saturados
(PINTO et al., 2018). Frutos da bacaba adquiridos em Palmas/TO apresentaram teores mais
elevados de lipidios, proteinas e fibras do que os reportados anteriormente, conforme dados
mostrados na Tabela 01 (DE COL et al., 2021).

O residuo do beneficiamento da bacaba também teve sua composicao nutricional
avaliada, com objetivo de promover o aproveitamento integral do fruto na elaboragdo de geleia
e novos produtos, além de gerar fonte de renda para as comunidades produtoras de bacaba.
Apo6s a extragdo do suco, o residuo composto predominantemente por bagaco e casca foi

caracterizado, cujos resultados constam na Tabela 01 (MINELI ez al., 2021).

3.1.2. Compostos fenélicos da bacaba

A bacaba € uma fruta rica em compostos fendlicos. Andlises para quantificacdo
destes compostos revelaram um contetdo de fenodlicos totais de até 1759,27 mg de equivalente
de 4cido galico, conteudo de flavonoides de até 1134,32 mg de equivalente de catequina
(ABADIO FINCO et al., 2012), e de antocianinas de até 81 mg de cianidina-3-glucosideo (DOS
SANTOS et al., 2015) por 100 g da fruta. A Tabela 3 apresenta dados de estudos que

analisaram os teores destes compostos na bacaba.

Tabela 03 - Teores de fendlicos, flavonoides e antocianinas na bacaba

Fenolicos totais Flavonoides Antocianinas Referéncia
(mg AGE/100g)" (mg CTEqg/100g)? (mg C3G/100g)?
1759.27 +1.01 1134.32 +0.03 34.69 +0.00 ABADIO FINCO et al. (2012).
1795,48 + 3,52 - 39,03 +£0,52 SOUSA et al. (2016).
941 +23 362 81 %1 DOS SANTOS et al. (2015).
953 - - DE COL et al. (2021).

'Acido gélico equivalente. 2Catequina equivalente. 3Cianidina-3-glicosideo.

Abadio Finco et al. (2012) compararam a bacaba com outras frutas nativas
brasileiras como bacuri, buriti € tucuma (ambas da familia Arecaceae), e berries como mirtilo,
framboesa e amora. A bacaba apresentou o maior teor de flavonoides entre as frutas analisadas.

Os achados desse estudo constam na Tabela 04.
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Tabela 04. Compostos fenolicos de frutas nativas brasileiras e algumas berries

Fruta Fenolicos totais Flavonoides Antocianinas
(mg AGE/100g)" (mg CTE/100g)? (mg C3G/100g)*

Bacaba (Oenocarpus bacaba) 1759,27 £ 1,01 1134,32 + 0,03 34,69 + 0,00

Bacuri (Platonia insignis) 266,80 + 3,3 103,8 +£0,3 -

Buriti (Mauritia vinifera) 108,1 + 6,8 71,3 +3,6 -

Pequi (Caryocar villosum) 46234 +102,4 741,2 £ 36,6 -

Framboesa (Rubus idaeus) 2062,3 +4,1 41,1 +0,9 24,3 +0,3

Mirtilo (Vaccinium myrtillus) 670,9 190,3 -

Amora (extrato aquoso) (Rubus 24459 + 14,8 42,8 +0,3 87,1+1,0

fruticosus)

Tucuma (Astrocaryum 456,8 £5,2 4332 +10,4 -

acualeatum)

Abadio Finco et al. (2012) / 'Acido galico equivalente. Catequina equivalente. *Cianidina-3-glicosideo.

Dos Santos e colaboradores (2015) também compararam a bacaba com outras frutas
de palmeiras amazonicas (familia Arecaceae) como buriti, inajd, pupunha e tucuma. A fruta
apresentou os seguintes teores: 941 + 23 mg AGE/100g de fendlicos totais; 81 + 1 mg/100g de
antocianinas; 36 + 2 mg/100g de flavonoides amarelos; e 30 + 2 mg/100g de vitamina C. Todos
estes valores foram superiores aos das demais frutas analisadas, confirmando a bacaba como
excelente fonte de polifendis (DOS SANTOS et al., 2015). Corroborando com esses achados,
uma anélise mais recente mensurou 953 mg AGE/100g de fendlicos totais na polpa da bacaba
(DE COL et al., 2021).

Dentre os compostos fendlicos da bacaba, foram identificados: vicenina-2, orientina
ou isoorientina, apigenina-8-C-glucosideo, isorhamnetina dihexosideo ou rhamnetina
dihexosideo, quercetina-3-O-hexosideo, rutina; e entre as antocianinas, cianidina 3-O-

glucosideo e cianidina-3-O-rutindsido foram majoritarias (ABADIO FINCO et al., 2012).

3.1.3. Capacidade antioxidante da bacaba

A bacaba possui alta capacidade antioxidante, conforme mostrado na Tabela 05 em
comparacao com outras berries, como mirtilo e cranberry.

Em ensaios de atividade antioxidante celular (CAA), a bacaba apresentou o maior
valor de CAA (305,2 £ 90,8 mg / mL) quando comparada com amora preta (154 £ 6,8 mg /
mL), mirtilo (74,1 £ 12,5 mg / mL), cranberry (33,6 = 2,0 mg / mL) e morango (42,4 + 3,3 mg
/ mL), possivelmente devido ao seu contetdo de fendlicos totais, flavonoides e antocianinas

(ABADIO FINCO et al., 2012).
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Tabela 05. Atividade antioxidante da bacaba e outras berries

Fruta ORAC! TEAC? FRAP?
(umol TE/100g) (umol TE/100g) (mmol TE/100g)

Bacaba (Oenocarpus bacaba) 10.750,71 + 1496,51 3.294,55 + 301,55 13,44 + 0,20

Acai (Euterpe oleracea) 63.000 - -

Mirtilo (Vaccinium myrtillus) 6.184 £ 775 - -

Amora (Rubus fruticosus) - - 17,7

Cranberry (Vaccinium L.) 9.256 + 138 - -

Framboesa (Rubus idaeus) 4765 +718 - 12,7

Cereja azeda (Prunus cerasus) 1.145-1.916 2.000 — 2.600 -

Adaptado de ABADIO FINCO et al. (2012). / 'Oxygen radical absorbance capacity: capacidade de absor¢do de
radical de oxigénio. “Trolox equivalent antioxidant capacity: capacidade antioxidante equivalente de Trolox.
SFerric-reducing ability of plasma: capacidade redutora de ferro do plasma.

A capacidade antioxidante da bacaba também foi avaliada pelo método do B-
caroteno / dcido linoleico, que analisa a capacidade da fruta em prevenir a oxidagdo do -
caroteno diante dos radicais livres gerados durante a peroxidacdo do 4cido linoleico. A bacaba
apresentou alta capacidade antioxidante, atingindo 92% no nivel de inibi¢do de oxidagdo (OI)
em andlises que compararam diferentes frutas de palmeiras nativas da Amazonia. Entre as frutas
comparadas, tucuma e inaja também apresentaram alta capacidade antioxidante (92% e 80%
Ol, respectivamente), enquanto que buriti e pupunha apresentaram capacidade antioxidante em
nivel intermediario (65% e 62% OI, respectivamente) (DOS SANTOS et al., 2015).

Tanto pelo método DPPH quanto pelo ORAC, a bacaba apresentou a maior
capacidade antioxidante entre as mesmas frutas citadas anteriormente (DOS SANTOS et al.,
2015). Resultados semelhantes foram encontrados por Abadio Finco e colaboradores (2012) ao
comparar a bacaba com outras berries. Pelo método ORAC, a bacaba exibiu capacidade
antioxidante menor do que o acai apenas. Ao comparar diferentes frutas, os autores
relacionaram a alta capacidade antioxidante com os maiores teores de polifendis (ABADIO
FINCO et al., 2012).

Um estudo avaliou p6és de bacaba obtidos por dois diferentes métodos de secagem
(convectivo e liofilizacao) para determinar o teor de compostos fendlicos e a capacidade
antioxidante (SANTOS et al., 2022). Os dados, mostrados na Tabela 06, sugerem que a
secagem convectiva a 60° C afeta negativamente os compostos bioativos da bacaba, e que a
liofilizag@o seria o método mais indicado para manté-los, apesar de os autores nao discutirem
sobre a diferenca estatistica considerdvel dos teores de polifendis totais entre os dois métodos

utilizados.
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Tabela 06 - Compostos bioativos e atividade antioxidante de po6 de bacaba obtido por dois
métodos de secagem

Composto bioativo Liofilizacio Secagem convectiva
Polifenéis totais (mg AGE / 100g)! 290,93 + 7,35 1118,11 £5,35
Flavonoides (mg / 100g) 54,25 +1,18 43,35 + 3,47
Antocianinas (mg C3G / 100g)? 21,32 £ 1,50 17,15 +4,23
Carotenoides (mg / 100g) 1068,30 = 10,50 908,17 £5,75
ABTS (umol Trolox / g) 75,50 = 5,50 63,45 £ 4,35
DPPH (g/g) 1550,10 + 15,50 1757,30 £ 10,35

Santos et al. (2022). / 'Acido gilico equivalente. *Cianidina-3-glicosideo.

De acordo com o mesmo estudo, a andlise morfoldgica dos granulos indicou que a
bacaba liofilizada apresentou estruturas mais conservadas e integras. Os autores destacam que
a manuten¢do da estrutura é de especial importancia para utilizacdo do p6é em nivel tecnolégico
no segmento de panificacdo e massas alimenticias, além de outros segmentos industriais que

podem se beneficiar da acao nutricional e funcional da bacaba (SANTOS et al., 2022).

3.1.4. Efeitos da bacaba na satide

Andlises da qualidade funcional do 6leo da bacaba revelaram uma propor¢do de
acidos graxos poli-insaturados / saturados de 0,43. Segundo os autores, esta propor¢ao expressa
a funcionalidade e a potencialidade do 6leo por estar relacionada ao desenvolvimento de células
nervosas, neurdnios e células da glia, com efeitos observados em diferentes processos
fisiolégicos, na prevencdo e no tratamento de doengas. O 6leo apresentou ainda um indice de
aterogenicidade (IA) de 0,30; indice de trombogenicidade (TI) de 0,67; e relacdo
hipocolesterolémica / hipercolesterolémica (H/H) de 3,32. Quanto menor o valor de IA e TI
maior o potencial preventivo para doencas cardiovasculares; ao contrario, um alto valor da
relacdo H/H indica um 6leo mais adequado para consumo. Estes indicadores sugerem que o
6leo de bacaba pode ter acdo cardioprotetora, e poderia ser utilizado como 6leo de mesa, em
substitui¢cdo ao azeite de oliva (PINTO et al., 2018).

Um extrato de bacaba demonstrou maior atividade antiproliferativa quando
comparado com o extrato de jenipapo (ABADIO FINCO; BOSER; GRAEVE, 2013); e também
inibiu a proliferacdo celular por induc¢ao da apoptose em linhagem celular de cancer de mama
MCF-7, sugerindo possivel papel na prevencdo do cancer (ABADIO FINCO; KLOSS;
GRAEVE, 2016). Em culturas de pré-adipdcitos 3T3-L1, o extrato fendlico da bacaba em trés
diferentes concentracdes (6, 12 e 24 ug AGE / ml) reduziu a adipogénese e a expressao de

fatores de transcricdo adipogénicos (PPARy e C/EBPa), receptor de insulina IR-B e
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adiponectina de maneira dose dependente, inibindo a diferenciacdo de pré-adipdcitos e o
acumulo de lipidios (LAUV Al et al., 2017).

Apesar das propriedades nutricionais e funcionais da bacaba, e seus promissores
efeitos na saide, poucos estudos tem avaliado o potencial do fruto no combate a doengas. Até
0 momento, parece nao haver estudos utilizando a bacaba para avaliar seus efeitos na obesidade
e comorbidades associadas, assim como na neurodegeneracdo consequente da resisténcia
insulinica. Novos produtos naturais, que sejam fontes de compostos bioativos, podem
representar uma opg¢ao de intervengdo para prevenir ou retardar os danos causados pela
obesidade. A exploracdo da bacaba para este objetivo poderd trazer beneficios a regido de

cultivo, como a preservacgao da flora e a geracdo de renda.

3.2. Compostos bioativos na prevenciao dos transtornos neurocognitivos

As causas dos transtornos neurocognitivos sao multifatoriais e envolvem diversos
mecanismos distintos, que serdo apresentados na proxima secdo desta revisdo. As formas de
prevencdo e tratamento desses transtornos devem ser amplas e levar em consideracdo a
interacdo das diferentes vias envolvidas na fisiopatologia. Os tratamentos convencionais ainda
sdo0 pouco eficazes para tratar ou prevenir as doengas, e nao apresentam um efeito significativo
(CALABRO et al., 2021; ERATNE et al., 2018).

Tendo em vista o crescimento na incidéncia da obesidade e do declinio cognitivo
associado a ela, a busca por produtos naturais que possam prevenir déficits cognitivos e/ou
restaurar a memoria € de grande interesse. Os mecanismos de acdo desses produtos se devem
aos seus compostos bioativos, que modulam diferentes vias de sinalizacdo, como aquelas
relacionadas ao dobramento de proteinas, neuroinflamacao, estresse oxidativo e degradacdo de
amiloide B. Entre os compostos bioativos que possuem estes efeitos estdo: flavonoides em geral,
acido gdlico, 4cido eldgico, taninos, vitamina C, vitamina E, carotenoides, resveratrol,
cinamaldeido, eugenol, bromelaina, 4cido cafeoilquinico, entre outros (REHMAN et al., 2019;
SAIRAZI; SIRAJUDEEN, 2020; WILLIAMS; SPENCER, 2012).

Estudos semelhantes ao proposto neste trabalho mostraram que a suplementacao
com frutas ricas em fibras e compostos bioativos (sobretudo compostos fendlicos) preveniram
danos cognitivos em camundongos suicos alimentados com dieta hiperlipidica (60% das
calorias totais vindas de gordura) para indugdo de obesidade e resisténcia insulinica (BATISTA

etal., 2017, 2020; DOS SANTOS et al., 2023).
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A dieta suplementada com casca de jabuticaba (Myrciaria jaboticaba) foi capaz
de evitar o ganho de gordura, melhorar as defesas antioxidantes no cérebro, reduzir citocinas
inflamatérias TNF-a e IFN-y, reduzir a resisténcia insulinica e a fosforilagdo da proteina Tau,
e os animais suplementados apresentaram melhores desempenhos no teste cognitivo do
labirinto aquatico de Morris. Os animais receberam a dieta hiperlipidica por 10 semanas, e
foram comparados com o grupo controle sem a suplementacio com casca de jabuticaba
(BATISTA et al., 2017).

Nas mesmas condi¢des do estudo acima, a suplementacdo com jambo-vermelho
(Syzygium malaccense) rico em antocianinas melhorou a sensibilidade periférica a insulina, a
defesa antioxidante no cérebro, minimizou a fosforilagdo da proteina Tau no hipocampo, com
consequente melhoria de desempenho no teste do labirinto aquético de Morris (BATISTA et
al., 2020).

A suplementacdo com polpa de acai (Euterpe oleracea) em dieta hiperlipidica
promoveu melhor sensibilidade a insulina, reduziu glicemia de jejum, e os animais
suplementados apresentaram maior concentracdo da citocina anti-inflamatodria adiponectina.
Também houve melhora nas defesas antioxidantes no hipocampo, maior fosforilacdo e
inativacdo da GSK3-f no grupo suplementado, assim como menor fosforilacdo da proteina Tau.
A suplementagdo com agai também melhorou o desempenho dos animais no teste cognitivo de
reconhecimento de novo objeto, sugerindo melhoria na memoéria (DOS SANTOS et al., 2023).

Estudos que suplementaram uma dieta hiperlipidica com naringina (WANG et al.,
2015), naringenina (ZHOU et al., 2020), luteolina (LIU et al., 2014) e pigmento extraido da
batata doce roxa rico em antocianinas (LI; SHI; MI, 2018) também apresentaram desfechos
positivos relacionados a preservacao da memoria dos animais submetidos aos testes cognitivos.

O mecanismo pelo qual os compostos fendlicos exercem papel neuroprotetivo
incluem vias diretas e indiretas (ANDRADE et al., 2016; WILLIAMS; SPENCER, 2012). As
antocianinas, por exemplo, sdo capazes de atravessar a barreira hematoencefélica e agir no
cortex e no hipocampo. Uma recente revisdo sobre o papel das antocianinas na neuroprotecao
e melhora cognitiva verificou que diversos estudos in vitro e in vivo tiveram como desfecho
aumento das defesas antioxidantes, diminui¢do de espécies reativas de oxigénio, menor
ativacdo da GSK3-B e fosforilagdo da proteina Tau, reducao na formagao de placas senis e
emaranhados neurofibrilares, menores niveis de marcadores inflamatérios, regulacdo da
plasticidade sindptica, depuracdo de proteinas téxicas no cérebro, e melhor desempenho em

testes de aprendizagem e memoria (DOS SANTOS et al., 2019). Portanto, ha indicativos de
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que os compostos fendlicos podem representar um produto natural para prevenir ou retardar os
danos neurodegenerativos.

A flora brasileira possui riquissima variedade de espécies de plantas e frutas ainda
pouco exploradas, como a bacaba, e que podem representar uma importante fonte de produtos
naturais e ingredientes para novos suplementos e alimentos funcionais. A exploracdo dessas
frutas para fins terapéuticos € de interesse da industria alimenticia e farmacéutica, assim como
do consumidor que busca cada vez mais por produtos sustentdveis e que sejam eficazes devido
aos seus compostos bioativos (DOS SANTOS et al., 2015; MORAIS et al., 2022; NERI-
NUMA et al., 2018).

3.3. A obesidade como indutora de transtornos neurocognitivos

A obesidade pode contribuir para o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas como Doenca de Parkinson (DP), Doenca de Huntington (DH) e Doenca
de Alzheimer (DA). Tais doengas tém como caracteristicas a perda da estrutura, da funcgdo, e
consequente morte dos neurdnios, levando aos transtornos neurocognitivos, até ha pouco tempo
chamados de deméncias (SPIELMAN; LITTLE; KLEGERIS, 2014).

O termo “proteinopatias” tem sido utilizado para designar as doencas
neurodegenerativas associadas ao depdsito e agregacao de proteinas mal dobradas, como ocorre
na Doenca de Alzheimer (ALLEGRI, 2020). Em nivel celular, a DA € caracterizada pelo
acuimulo de placas de peptideo beta amiloide (AP) no espago extracelular, e por emaranhados
neurofibrilares (NFT) no interior das células (SPIELMAN; LITTLE; KLEGERIS, 2014).

As placas de AP sdo formadas a partir de uma producao excessiva de peptideos beta
amiloide nao eliminados (SPIELMAN; LITTLE; KLEGERIS, 2014). Estes peptideos derivam-
se da proteina precursora de amiloide (APP). Fisiologicamente, a APP ¢ clivada pela enzima a-
secretase, e em seguida pela enzima y-secretase. Essa sequéncia de clivagens impede a
formagdo de APB. No entanto, na DA a APP ¢ clivada inicialmente pela enzima B-secretase
seguida pela y-secretase, resultando na produg¢do de [-amiloides, que se agregam em
oligdmeros neurotéxicos e formam as placas senis (CALABRO et al., 2021; ERATNE et al.,
2018).

Os emaranhados neurofibrilares sdo formados por agregados de proteina Tau
hiperfosforilada. A proteina Tau encontra-se ligada aos microtibulos dos axonios, garantindo
a estabilizacdo destes, a integridade estrutural dos neurdnios e a fun¢do sindptica. Quando

hiperfosforilada, a proteina Tau se desprende dos microtibulos e se agrega em filamentos
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helicoidais, que entdo formam os emaranhados neurofibrilares; enquanto que os neurdnios se
contraem em massas celulares, e, portanto, perdem a capacidade de realizar sinapses. A
principal enzima responsavel pela fosforilacdo da proteina Tau € a glicogénio sintase quinase 3
beta (GSK3p). Nos estagios iniciais da DA, os NFT se formam no cértex transentorrinal € no
hipocampo, estruturas responsaveis pela aprendizagem e meméria (CALABRO er al., 2021;
SPIELMAN; LITTLE; KLEGERIS, 2014).

Diversos mecanismos ja foram propostos relacionando a obesidade com a
neurodegeneracgdo, tais como inflamagdo sistémica, neuroinflamacao, disfun¢do mitocondrial,
estresse oxidativo, dislipidemia, hiperglicemia, resisténcia insulinica, entre outros. Estes
mecanismos agem de forma sinérgica, tanto na periferia como no SNC, potencializando o dano
neuronal (CALABRO et al., 2021; MACIEJCZYK; ZEBROWSKA; CHABOWSKI, 2019;
SILVA et al., 2019).

A seguir, serdo discutidos brevemente os mecanismos do processo inflamatério, da
resisténcia insulinica e do estresse oxidativo, pelos quais a obesidade pode gerar os transtornos

neurocognitivos.

3.3.1. Processo Inflamatorio

A obesidade é considerada como um estado de inflamagao subclinica. O tecido
adiposo, além de armazenar energia, produz e secreta citocinas pré-inflamatérias, como
interleucina 1B (IL-1pB), interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral o (TNF-a)) (BLUHER,
2019; SPIELMAN; LITTLE; KLEGERIS, 2014). Os adipdcitos também produzem a citocina
anti-inflamatéria adiponectina, de maneira inversamente proporcional a adiposidade. Dessa
forma, na obesidade hd maior producdo das citocinas pré-inflamatdrias juntamente com
diminui¢do da citocina anti-inflamatoria adiponectina, o que potencializa a inflamacdo, uma
vez que a adiponectina inibiria a producdo de TNFa e IL-6 (SPIELMAN; LITTLE;
KLEGERIS, 2014).

As citocinas pré-inflamatérias agem tanto localmente como sistemicamente,
criando um ambiente inflamatério cronico de baixo grau, como também sdo capazes de
atravessar a barreira hematoencefélica (BHE) favorecendo a neuroinflamacgdo (KINNEY ez al.,
2018; SPIELMAN; LITTLE; KLEGERIS, 2014).

A neuroinflamacao ocorre pela ativagao das células da glia, um conjunto de células
que oferecem suporte e protecao aos neurdnios, atuando na regulagcdo de diversos processos no
cérebro, como manuten¢do da barreira hematoencefdlica, modulagdo da neurotransmissao,

homeostase e neuroinflamacao (CALABRO et al., 2021; SPIELMAN; LITTLE; KLEGERIS,
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2014). Estas células, sobretudo a micréglia, também produzem citocinas pré-inflamatdrias, e
podem ser ativadas em resposta a diversas substancias, como ceramidas e dcidos graxos livres
advindos do tecido adiposo, peptideos AP, emaranhados neurofibrilares de proteina Tau, e
fragmentos celulares necréticos decorrentes da neurodegeneracio (TRAGER; TABRIZI,
2013).

As células da glia, em condig¢des fisioldgicas, fagocitam os peptideos AP e evitam
seu acimulo. No entanto, na ocorréncia de neuroinflamacgao, as citocinas pré-inflamatérias
podem inibir esse processo (CALABRO et al., 2021). As citocinas parecem ser capazes de
alterar o complexo receptor de superficie celular responsdvel pela ligacdo e fagocitose dos
peptideos de AP pela microglia, reduzindo a eficiéncia desta ligacdo. Elas também podem inibir
a organizagdo do citoesqueleto necessaria para a fagocitose, alterar a morfologia celular da
micréglia, e diminuir a atividade da enzima que degrada a AP (KINNEY et al., 2018;
KOENIGSKNECHT-TALBOO; LANDRETH, 2005).

3.3.2. Resisténcia insulinica no sistema nervoso central

A obesidade leva a resisténcia periférica e central a insulina. No sistema nervoso
central, a insulina atua garantindo a sobrevivéncia neuronal, a plasticidade sindptica, e
regulando vias relacionadas a memodria, cognicdo, aprendizagem e atenc¢do. Na resisténcia
insulinica, ha comprometimento da ligacdo da insulina ao seu receptor, assim como regulacao
negativa desse receptor e de seus substratos, com consequente diminui¢do ou auséncia da
resposta a insulina (MACIEJCZYK; ZEBROWSKA; CHABOWSKI, 2019; SILVA et al.,
2019). A resisténcia insulinica pode causar neuroinflama¢do e neurodegeneracio
principalmente pelo aumento da concentracao de AP e pela hiperfosforilagdao da proteina Tau
(BIESSELS; DESPA, 2018; CALABRO et al., 2021).

O principal mecanismo que une a resisténcia insulinica a0 aumento de AP e
hiperfosforilacdo da proteina Tau € a inativacdo da via PI3K / Akt / GSK3p, que ¢ essencial
para garantir a sobrevivéncia neuronal (SPIELMAN; LITTLE; KLEGERIS, 2014). Em
condigdes fisioldgicas, a via de sinalizacao da insulina tem inicio com a fosforilagcao em tirosina
do substrato 1 do receptor da insulina (IRS-1), e segue com a fosforilacdo de outras proteinas
quinases. A via dependente do fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e da proteina quinase B (Akt)
tem especial importancia no entendimento da neurodegeneracdo associada a resisténcia
insulinica e a obesidade. O IRS-1 fosforilado em tirosina ativa a PI3K, que por sua vez ativa a
Akt. Esta fosforila a glicogénio sintase quinase 3 beta (GSK3), inativando-a (KITAGISHI et
al., 2012; MACIEJCZYK; ZEBROWSKA; CHABOWSKI, 2019).
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Na condi¢do de resisténcia a insulina, essa cascata de sinalizacdo € prejudicada,
impedindo a fosforilacdo e consequente inativagdo da GSK3fB. A GSK3p ativa promove a
fosforilagdo da proteina tau ligada aos microtibulos dos neur6nios, ocasionando na formagao
de placas AP e NTF (MACIEJCZYK; ZEBROWSKA; CHABOWSKI, 2019; SPIELMAN;
LITTLE; KLEGERIS, 2014). Dessa forma, a inibicdo da GSK-3f ¢ importante para garantir a
sobrevivéncia neuronal (CALABRO et al., 2021). Peptideos A também podem competir com
a insulina pela ligacdo ao seu receptor e reduzir a afinidade de ligacdo entre eles (BIESSELS;
DESPA, 2018).

O processo inflamatério decorrente da obesidade também pode potencializar a
resisténcia a insulina. O aumento de citocinas pré-inflamatdrias € capaz de inibir a atividade da
tirosina quinase do receptor de insulina, prejudicando a sinaliza¢ido da insulina e mecanismos
decorrentes especificados (KINNEY et al., 2018). As citocinas pré-inflamatdrias IL-1p3, IL-6 e
TNF-a ativam serina quinases como a c-Jun N-terminal quinase (JNK), que fosforila os
residuos de serina do IRS-1, bloqueando a via PI3K / Akt / GSK3p da sinalizagao da insulina
(MACIEJCZYK; ZEBROWSKA; CHABOWSKI, 2019; SRIPETCHWANDEE;
CHATTIPAKORN; CHATTIPAKORN, 2018). Além disso, a resisténcia insulinica no cérebro
também pode aumentar a expressdo das citocinas pré-inflamatérias IL-1B, IL-6, TNFa no
hipotdlamo, cortex cerebral, cerebelo, amigdala e hipocampo, potencializando a
neuroinflamacdo (MACIEJCZYK; ZEBROWSKA; CHABOWSKI, 2019).

Estudos com modelos animais que investigam os efeitos da resisténcia insulinica
sobre a fun¢do cognitiva utilizam-se de testes metabodlicos para avaliar o metabolismo da
glicose (BOWE et al., 2014; LIU et al., 2014; WANG et al., 2015). Os principais testes
utilizados sdo o teste de tolerancia a glicose (GTT, do inglés glucose tolerance test) que avalia
a homeostase da glicose influenciada pela taxa de secre¢do de insulina pelas células beta
pancredticas apos a administragdo de uma dose de glicose; e o teste de tolerancia a insulina
(ITT, do inglés insulin tolerance test), que avalia a sensibilidade dos tecidos-alvo a insulina

ap6s a administracdao de uma dose do hormoénio (DRAGANO; MILBANK, 2022).

3.3.3. Estresse oxidativo

Além da resisténcia insulinica e inflamagdo cronica, outro mecanismo associado a
neurodegeneragdo e ao declinio cognitivo é a disfungdo mitocondrial e o estresse oxidativo
(CHERBUIN et al., 2019).

O cérebro € um orgdo bastante sensivel ao estresse oxidativo devido ao seu alto

contetido de dcidos graxos poli-insaturados nas membranas celulares e seu elevado consumo de
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oxigénio, associados a baixa concentracdo de enzimas antioxidantes (JHA et al., 2017;
MACIEJCZYK; ZEBROWSKA; CHABOWSKI, 2019).

O aumento de 4cidos graxos livres liberados pelo tecido adiposo pode reduzir a
atividade das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase (GPX), superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), diminuir a sintese de glutationa (GSH) e gerar estresse oxidativo
(SRIPETCHWANDEE; CHATTIPAKORN; CHATTIPAKORN, 2018).

Também o acimulo de peptideos AP gera estresse oxidativo e espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (ERO e ERN), que por sua vez promovem a fosforilacdo da proteina Tau,
intensificando o dano neuronal (CALABRO er al., 2021). O estresse oxidativo também pode
alterar o metabolismo celular, a sinalizac¢io da insulina, e aumentar a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, promovendo ainda mais a neurodegeneracdo. As células da glia ativadas durante
a neuroinflamacdo também produzem ERO e ERN, contribuindo com o processo de estresse
oxidativo (ANGELOVA, 2021).

Todos os mecanismos apresentados acima contribuem sinergicamente para a
instalacdo e a progressao do declinio cognitivo associado a obesidade. Os estudos e as pesquisas
focados em investigar as causas e as intervencOes capazes de prevenir os transtornos
neurocognitivos decorrentes da obesidade e da resisténcia a insulina utilizam-se de modelos
animais e de testes comportamentais para avaliar o comprometimento da memoria e da
aprendizagem (HOLTER et al., 2015; WEBSTER et al., 2014). A seguir, serdo apresentados

trés dos testes comportamentais mais utilizados para avaliar a fun¢do cognitiva em animais.

3.4. Avaliacao da funcio cognitiva em modelos animais

A funcdo cognitiva pode ser definida como a capacidade de prestar atencdo, se
concentrar, aprender coisas novas, lembrar fatos e acontecimentos, e tomar decisdes (HOLTER
et al.,2015). O declinio da fun¢do cognitiva em camundongos apresenta progressao semelhante
aquela observado em humanos, conforme ilustrado na Figura 2. Em animais, os primeiros
comprometimentos envolvem a memoria de trabalho espacial, que pode ser avaliada por meio
de testes em labirinto aqudtico. Deficiéncias na aprendizagem associativa € na memoria de
referéncia podem ser observadas sem seguida, e sdo avaliadas por testes de alternancia em
labirinto em T ou Y, ou testes de condicionamento de medo, como o teste de esquiva passiva.
Posteriormente, se manifestam os déficits na memoria de reconhecimento, que podem ser

avaliados pelo teste de reconhecimento de novo objeto (WEBSTER et al., 2014).
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Comprometimento da memdria episédica.

Déficits de memaéria semantica.

Deficiéncias no funcionamento executivo e na atengao.

Declinio na memdria visuoespacial.

Déficits na recordagéo verbal.

@ . Deficiéncias na cognig&o geral.
Progressao do declinio cognitivo
em humanos
Comprometimento Doenca de
Cognitivo Leve Alzheimer
Moderadamente Severamente
Prejudicada Prejudicada
b) N
Progressao do declinio cognitivo o » )
em modelos animais Déficits na memdria de reconhecimento.

Deficiéncias memoria de referéncia.

Deficiéncias na aprendizagem associativa.

Comprometimento da memdria de trabalho espacial.

Figura 2. Progressdo do declinio cognitivo em humanos e em modelos animais. (a) A progressdo do
declinio cognitivo em humanos, associado a Doencga de Alzheimer, inicia-se com comprometimento da
memoria episddica ainda na fase pré-clinica da doencga, progredindo para déficits de memoria seméantica,
deficiéncias no funcionamento executivo, na atencdo e na memoria visuoespacial, no inicio do
Comprometimento Cognitivo Leve (CCL). Com o avango do CCL, sdo observados déficits na
recordacgdo verbal e, por fim defici€ncias na cognicdo geral, quando o paciente evolui para a DA com
comprometimento de todos os dominios cognitivos. (b) Em modelos animais, as primeiras defici€ncias
sdo observadas na memoria de trabalho espacial, seguidas por deficiéncias na aprendizagem associativa
e na memoria de referéncia. Por fim, déficits na memoria de reconhecimento se apresentam como
comprometimento cognitivo. Imagem adaptada de Webster et al. (2014).

Diferentes testes comportamentais para avaliar a cogni¢do em camundongos estao
disponiveis e sdo utilizados em pesquisas cientificas, cada qual capaz de avaliar diferentes
aspectos da memoria e da aprendizagem. A utilizacdo de dois ou mais testes em conjunto
permite uma avaliagdo mais abrangente das habilidades cognitivas, uma vez que os resultados
obtidos se complementam, ndo sendo recomendével a utilizacdo de um tnico teste para esse

fim (HOLTER et al., 2015).
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Neste estudo, foram empregados os testes: 1) teste do labirinto em Y, para avaliar
a memoria operacional espacial de curto prazo; 2) teste de reconhecimento de novo objeto, para
avaliar a aquisi¢do e a consolida¢do da aprendizagem e da memodria; e 3) teste da esquiva
passiva, utilizado para avaliar as memorias de curto e de longo prazo associadas a um estimulo

aversivo.

3.4.1. Teste do Labirinto em Y

O teste do labirinto em Y € utilizado para avaliar a memoéria de trabalho e de
referéncia, e tem sido utilizado em estudos que relacionam altera¢cdes comportamentais com o
consumo de uma dieta hiperlipidica, e modelos de doencas neurodegenerativas (ALMEIDA -
SUHETT et al., 2017, 2019; WEBSTER et al., 2014; YOSHIZAKI; ASAL; HARA, 2020). O
teste pode ser empregado de duas maneiras distintas utilizando o mesmo aparato, e seus
resultados refletem a fungdo cognitiva da memoria de curto prazo (KRAEUTER; GUEST;
SARNYALIL 2019). O aparato constitui-se de um labirinto em forma de Y, com trés bragos
equidistantes em angulos de 120 graus entre si, que pode ser utilizado para o teste de alternancia

espontanea ou para o teste de memoria de referéncia espacial (Figura 3).

(a)

tf (b)

Figura 3. Teste de alternancia espontanea no labirinto em Y. (a) Alta porcentagem de alternancia entre
os trés bragos do labirinto, indicando memdria de trabalho preservada. (b) Baixa porcentagem de
alternincia entre os trés bragos, indicativa de memoria de trabalho prejudicada. Imagem: Kraeuter et al.
(2019).

De acordo com o protocolo proposto por Kraeuter et al. (2019), no teste de
alternincia espontdnea € permitido ao animal explorar livremente o labirinto por um
determinado periodo, ao término do qual o nimero de entradas em cada brago do labirinto é
contabilizado, assim como o nimero de alternancias completas ou perfeitas. A entrada completa

em determinado brago € considerada quando as quatro patas do animal se encontram dentro do
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brago. Uma alternancia perfeita ocorre quando o animal entrou nos trés bracos distintos
consecutivamente. O resultado final do teste é expresso em porcentagem de alterndncia, que é
calculada pela férmula: % alternancias = (nimero de alternancias / nimero total de entradas -
2) x 100. Quanto mais alto o valor da porcentagem de alternancia, melhor indicativo de
preservacdo da memoria de trabalho. O teste avalia o comportamento do animal motivado por
sua curiosidade inata em explorar dreas desconhecidas; sendo que um animal com boa memoria
ird se lembrar de quais bragos j4 visitou, e ird demostrar uma tendéncia em explorar um brago
menos visitado. Este comportamento depende da interacdo de diferentes regides do cérebro,
principalmente do cértex pré-frontal e do hipocampo (KRAEUTER; GUEST; SARNYAI,
2019; WEBSTER et al., 2014).

O aparato do labirinto em Y também permite a realizacdo de teste para avaliar a
memoria de referéncia espacial. Diferentemente do teste anterior, o teste de memoria de
referéncia espacial requer um treinamento inicial onde o animal explora apenas dois bracos do
labirinto (o terceiro braco encontra-se bloqueado), e apés um tempo determinado (4 horas para
memoria de curto prazo, ou 24 horas para memoria de longo prazo, por exemplo) ele pode
explorar o labirinto com os trés bracos desbloqueados. Espera-se que um animal com memoria
preservada ird despender mais tempo explorando o brago que anteriormente estava fechado.
Caso o animal ndo demonstre preferéncia por nenhum dos bragos, pode-se interpretar o
resultado como prejuizo na fungdo do hipocampo (KRAEUTER; GUEST; SARNYALI 2019).

Um aspecto que também pode ser levado em consideracio ao avaliar o
comportamento no teste do labirinto em Y diz respeito a ansiedade gerada no animal ao ser
colocado no aparato. O tempo que o animal leva para sair do braco em que foi colocado no
labirinto para explorar os outros bracos pode indicar o estado de ansiedade gerada pela
novidade, ou ainda sinalizar se ha retardo no processo de tomada de decisao (HOLTER et al.,

2015; LALONDE, 2002).

3.4.2. Teste de reconhecimento de novo objeto

O teste de reconhecimento de novo objeto (NOR da sigla em inglés Novel Object
Recognition) tem como objetivo avaliar a aquisicao e a consolida¢do da aprendizagem e a
memoria de reconhecimento. Ele baseia-se no instinto natural do animal de explorar novidades,
e ¢ comumente utilizado para investigar aspectos da memoria e da aprendizagem em diferentes
contextos (ENNACEUR, 2010; LUEPTOW, 2017), incluindo estudos que utilizam dietas
hiperlipidica e seus efeitos na cognicao (DOS SANTOS et al., 2023; WANG et al., 2015).
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O aparato utilizado no teste NOR consiste de uma arena, idealmente uma caixa em
formato quadrangular. A aplicacdo do teste, conforme protocolos propostos por Leger et al.
(2013) e Lueptow (2017), compreende duas ou trés sessodes, sendo o ideal a realiza¢do em trés
sessoes: 1) Sessao de habituacao: o animal explora a arena vazia por um tempo determinado, a
fim de se habituar com a caixa e reduzir possivel estresse e ansiedade causados pela novidade,
que podem influenciar as demais sessoes. 2) Sessdo de familiariza¢ao ou treinamento (T1): apos
a sessdo de habituacdo, dois objetos idénticos sdo colocados na arena, em quadrantes opostos
diagonalmente, e o animal pode exploré-los livremente por um determinado tempo. 3) Sessdao
de teste (T2): dltima sessdo, realizada apds a sessdo anterior em um periodo determinado pelo
experimentador. Nesta sessdo, um dos dois objetos idénticos utilizados anteriormente ¢é
substituido por um objeto novo desconhecido, e o animal € deixado livre para explord-los por
igual periodo de tempo utilizado na sessdo de treinamento (LEGER et al., 2013; LUEPTOW,
2017). A Figura 4 apresenta a configuracdao experimental para o teste NOR aplicado em trés

sessoes.

Dia 1 Dia 2 Dia3

@— O

Habituacao mneinamento Teste

Figura 4. Teste de reconhecimento de novo objeto, realizado em trés sessdes. Na Sessdo de Habituacdo
(Dia 1), o animal explora a arena vazia. Na Sessdo de Treinamento (Dia 2), o animal explora dois objetos
idénticos dispostos diagonalmente. Na Sessdo de Teste (Dia 3), um dos objetos € substituido por um
novo objeto desconhecido, e avalia-se o tempo gasto explorando o novo objeto em relagdo ao tempo
total explorando ambos os objetos. Um animal com memdria de reconhecimento preservada mostrara
preferéncia em explorar o novo objeto desconhecido. Imagem: Lueptow (2017).

Alguns cuidados devem ser tomados na realizacdo do teste NOR para que os
resultados sejam confidveis: a escolha do objeto utilizado, seu tamanho, material utilizado,
forma, textura, posi¢ao do objeto na arena, além de que o objeto ndo deve ter significado natural
para o animal. Os objetos utilizados precisam ser de material ndo téxico, inodoro, lavavel, que

ndo estimulem o comportamento de roer, devem possuir o mesmo padrdo de cor e brilho. Além
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destes cuidados, a posicdo do novo objeto na arena deve ser contrabalanceada entre os animais
e os grupos experimentais, para eliminar qualquer efeito posicional que influencie na

preferéncia do animal (HOLTER et al., 2015; LEGER et al., 2013; LUEPTOW, 2017).

3.4.3. Teste de esquiva passiva

O teste de esquiva passiva, ou esquiva inibitéria, avalia a memoria a partir de um
condicionamento aversivo/emocional em que o animal associou um determinado contexto a
ocorréncia de um evento aversivo inescapavel. Por exemplo: a entrada num determinado
compartimento causou-lhe dor (OGREN; STIEDL, 2010). Frequentemente, o estimulo aversivo
utilizado é um choque elétrico de baixa intensidade aplicado nas patas. Este teste € bastante
utilizado para avaliar mecanismos de aprendizagem e memoria, sobretudo as memorias de curto
e de longo prazo, assim como os efeitos de compostos ou drogas que atuem sobre a cogni¢ao
(LL; SHI; MI, 2018; LIU et al., 2014; MISANE; OGREN, 2000).

Duas variacdes do teste podem ser aplicadas: 1) o teste de esquiva passiva step-
through (evasao inibitdria) e 2) o teste de esquiva passiva regressiva. Para o teste de esquiva
passiva inibitoria (aplicado nesta pesquisa), utiliza-se uma caixa com dois compartimentos,
sendo um claro e um escuro, ambos conectados por uma porta deslizante. O animal € colocado
inicialmente no compartimento claro, onde é permitida a livre explora¢ao por determinado
tempo. Em seguida, a porta que separa os dois compartimentos € aberta, e espera-se que o
animal entre no compartimento escuro naturalmente. Caso ele ndo entre apds esgotado o tempo
determinado pelo experimentador (normalmente 300 segundos), o animal poderd ser
gentilmente guiado para o compartimento escuro. Uma vez no compartimento escuro, a porta
deslizante € fechada e o animal recebe um estimulo aversivo (choque nas patas de intensidade
entre 0,2 a 0,8 mA), que devera gerar uma associacao entre 0 compartimento escuro € o evento
aversivo inescapavel. Apds esta sessdo para treinamento, pode-se realizar uma ou mais sessoes
de teste de retengdo para avaliar memoria de curto, longo ou muito longo prazo. Para avaliar a
memoria de curto prazo, a sessao de teste pode ser realizada poucas horas apds o treinamento;
para a memoria de longo prazo, a sessdo de teste é realizada apds vinte e quatro horas. Na sessdao
de teste, o animal € colocado no compartimento claro e poucos segundos depois a porta
deslizante é aberta. O animal, entdo, terd a op¢do de entrar no compartimento escuro ou
permanecer no compartimento claro. Nas sessdes de teste, nenhum estimulo aversivo €
empregado, e a apds a abertura da porta, esta permanece aberta durante toda a duragdo do teste,
permitindo o livre deslocamento do animal entre os compartimentos. O principal critério para

avaliacdo do desempenho do animal é o periodo de laténcia antes da primeira entrada no
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compartimento escuro, se ela ocorrer (OGREN; STIEDL, 2010). AF igura 5 ilustra a realizacdo

do teste de esquiva passiva inibitdria.

(a) Treinamento (b)Teste de Retengéo

Figura 5. Teste de esquiva passiva inibitéria. (a) Na Sessdo de Treinamento, o animal é colocado no
compartimento claro e, apdés o tempo determinado pelo experimentador, ele tem acesso ao
compartimento escuro, onde recebe o estimulo aversivo inescapavel. (b) Na Sessdo de Teste de
Retencdo, o animal € novamente colocado no compartimento claro e, apds alguns segundos, tem acesso
ao compartimento escuro. O desempenho do animal € avaliado pelo periodo de laténcia em que ele
permanece no compartimento claro. Imagem: Sweatt (2010).

O bom desempenho no teste de esquiva passiva depende da capacidade do animal
de aprender a suprimir uma resposta motora instintiva (preferir o compartimento escuro frente
ao compartimento claro e iluminado) para evitar a exposicao ao evento aversivo, criando uma
situacdo de conflito da qual dependerd a capacidade de tomar decisdes. O hipocampo € a
amigdala sdo as principais estruturas cerebrais envolvidas nesse processo (MISANE; OGREN,

2000; OGREN; STIEDL, 2010; WEBSTER et al., 2014).
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IV. MATERIAL E METODOS

4.1. Preparo e caracterizacao quimica da fruta

O acesso ao Patrimonio Genético Brasileiro foi registrado no Ministério do Meio
Ambiente via SISGEN, sob protocolo n. AB24DBF (Anexo I).

Frutos maduros de bacaba (Oenocarpus bacaba) foram adquiridos em mercado
local no municipio de Belém/PA. Eles foram manualmente selecionados, lavados em dgua
corrente e congelados. Os frutos, entdo, foram liofilizados (Liobras Liotop LP1010, Sao
Carlos/SP) no Laboratério de Tecnologia Supercritica (LABTECS) da Universidade Federal do
Pard (UFPA), armazenados a -18° C em embalagem selada a viacuo e transportados até o
municipio de Campinas/SP para as andlises que se seguiram no Laboratério de Nutri¢do e
Metabolismo (LANUM) da Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA) da Universidade

Estadual de Campinas (UNICAMP), onde foram moidos inteiros em micro moinho (Marconi

MA345, Piracicaba/SP). O p6 obtido foi armazenado a -18° C até sua utilizagao.

4.1.1. Composicao centesimal

As andlises para determinagdo da composi¢do centesimal para proteinas, umidade
e cinzas foram realizadas conforme metodologias oficiais da Association of Official Analytical
Chemists (AOAC, 2012). O teor de lipidios totais foi determinado conforme metodologia de
Bligh & Dyer (BLIGH; DYER, 1959). O teor de fibra bruta foi determinado pelo método de
Scharrer-Kurschner (ANGELUCCI, 1987). A quantidade de carboidratos foi calculada pela
diferenga entre os demais constituintes. As andlises foram realizadas em triplicata, e os

resultados estdo expressos em média + desvio padrao.

4.1.2. Compostos bioativos e capacidade antioxidante

Os frutos liofilizados e moidos foram utilizados para obtencdo de um extrato
hidroetanélico para as andlises de compostos bioativos e capacidade antioxidante. O extrato foi
obtido de forma exaustiva conforme metodologia utilizada por Souza et al. (2016; 2017), cujos
trabalhos também utilizaram a bacaba. Resumidamente, 1g de bacaba liofilizada e moida foi
homogeneizada em 10 mL de uma solucdo etanol/dgua (60:40 v/v) em agitador tipo vortex
durante 30 segundos. Em seguida, a solucao foi mantida em banho de ultrassom (Unique USC-
1800A, 40kHz, 132W, Indaiatuba/SP) a temperatura ambiente por 10 minutos, e entdo
centrifugada (Fanem Excelsa II 206 MP, Sdo Paulo/SP) por 10 minutos a 3000 rpm. Apds a

centrifugacdo, o sobrenadante foi filtrado e reservado em baldo volumétrico de S0mL, e o
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precipitado foi novamente submetido ao processo de extracdo por mais quatro vezes até o
volume final de 50mL. O extrato foi obtido em triplicata, e armazenado em frasco ambar a -18°
C para utilizacao nas andlises.

Para andlises de compostos bioativos da bacaba, os extratos obtidos foram
utilizados para determinacdo do teor de fendlicos totais pelo método de Folin-Ciocalteu
(SINGLETON; ROSSI, 1965) e de antocianinas monoméricas pelo método
espectrofotométrico de pH diferencial (GIUSTI; WROLSTAD, 2001).

Para determinar a capacidade antioxidante da bacaba, os extratos obtidos foram
utilizados nos ensaios antioxidantes ORAC (oxygen radical absorbance capacity) e FRAP
(ferric-reducing ability of plasma). Para o ensaio ORAC (DAVALOS; GOMEZ-CORDOVES;
BARTOLOME, 2004), foram adicionados 25 pL do extrato etandlico diluido ou solugdo padrao
de Trolox ((£)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-dcido carboxilico), 150 pL de
fluoresceina diluida em tampao fosfato (pH 7,4) e 25 uL de AAPH (2,2-azobis (2-
metilpropionamidina) dicloridrato) em microplacas pretas. A leitura foi realizada em leitor de
microplacas (Biotek Synergy HT, Winooski, USA) com comprimento de onda de excitacdo e
de onda de emissdo de 485 nm e 520 nm, respectivamente; e a fluorescéncia foi lida a cada 1
minuto, durante 80 minutos. Os dados foram analisados pelo software Gen5™ e os valores
foram expressos em pmol de Trolox equivalente (umol TE) por grama de bacaba utilizando as
curvas padrao de cada ensaio.

Para o ensaio FRAP (RUFINO et al, 2006), o reagente FRAP foi preparado
utilizando tampao acetato 0,3 M (pH 3,6), TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) 10 mM em
uma solu¢do de HCI 40 mM, e cloreto férrico (FeCI*®) 20 mM, na propor¢do de 10:1:1
respectivamente. O extrato etandlico da bacaba diluido ou a solucdo padrdao de Trolox foram
adicionados, em microplacas, com agua ultrapura (Milli-Q Millipore) e com o reagente FRAP,
e incubados em estufa a 37° C por 30 minutos. A leitura foi realizada em comprimento de onda
de 595 nm em leitor de microplacas (Biotek Synergy HT, Winooski, USA). Os dados foram
analisados pelo software Gen5™ e os valores foram expressos em pmol de Trolox equivalente
(umol TE) por grama de bacaba utilizando as curvas padrdo de cada ensaio.

Todas as andlises foram realizadas em triplicata, e os resultados estdo expressos em

média + desvio padrao.
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4.2. Ensaio animal e dietas

Todos os experimentos in vivo foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de
Animais da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, sob protocolo n. 5975-
1/2022 (Anexo II).

Sessenta camundongos Swiss (Mus musculus) machos com 4 semanas de idade
foram adquiridos do Centro Multidisciplinar para Investigacio Bioldgica na Area da Ciéncia
em Animais de Laboratério (CEMIB - UNICAMP). Os animais foram alocados
individualmente em caixas de polipropileno com cama de maravalha e enriquecimento
ambiental (cano de PVC em formato de T para utilizacdo como abrigo). A alocagdo foi feita
individualmente para controle da ingestao hidrica e alimentar. Os animais tiveram livre acesso
a dgua e ragdo; a umidade relativa (55 a 65%) e a temperatura (22° + 2° C) foram controladas,
e o ciclo claro/escuro 12/12h invertido (ciclo escuro das 7h as 19h).

Os animais receberam dieta de crescimento conforme recomendacdes do American
Institute of Nutrition (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993) através da ragdo comercial
Nuvilab® CR-1, até atingirem 10 semanas de idade. Apds este periodo, os animais foram
distribuidos aleatoriamente em quatro grupos experimentais (n = 15), com o cuidado para que
todos os grupos contivessem animais com a mesma média de peso (aproximadamente 38g),
evitando possivel viés causado pela diferenca de peso inicial. Apés a distribuicdo nos grupos,
0s animais passaram a receber as seguintes dietas experimentais durante quatorze semanas:

1) Grupo dieta normolipidica (N): dieta de manutengdo (AIN-93M);

2) Grupo dieta normolipidica + bacaba (NB): dieta de manutencdo (AIN-93M)
suplementada com 5% de bacaba;

3) Grupo dieta hiperlipidica (H): dieta hiperlipidica (AIN-93M com 35% de
lipideos);

4) Grupo dieta hiperlipidica + bacaba (HB): dieta hiperlipidica suplementada com
5% de bacaba.

A dieta do grupo N seguiu a formulacao de dieta padrdo para manutengdo proposta
pela AIN-93M (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993). A dieta do grupo NB seguiu a mesma
formulacdo, com as adaptacdes necessdrias para acrescentar 50g de bacaba por quilograma de
dieta. A dieta do grupo H seguiu a formulacdo proposta pela AIN-93M adaptada para o
acréscimo de 310g de banha de porco por quilograma de dieta, com o objetivo de induzir a
obesidade nos animais, conforme trabalhos semelhantes (BATISTA et al., 2017, 2020; DOS
SANTOS et al., 2023). A dieta do grupo HB seguiu a mesma formulagao da dieta do grupo H,

com as adaptagcdes necessarias para acrescentar 50g de bacaba por quilograma de dieta. Todas
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as formulacdes das dietas dos quatro grupos experimentais constam na Tabela 07. A
suplementacgdo das dietas com 5% de bacaba levou em consideragdo a dose de fendlicos totais
encontrados na fruta, conforme sera apresentado na secao Resultados.

A ingestdo alimentar dos animais foi monitorada a cada dois dias, no momento em

que ocorria a substituicdo das racdes. O ganho de peso dos animais foi registrado semanalmente.

Tabela 07 - Formulacio das dietas experimentais

Ingrediente Quantidade (g/kg dieta)
Normolipidica Normolipidica Hiperlipidica Hiperlipidica
+ bacaba + bacaba
Amido de milho 465,692 447,853 265,353 247,514*
Caseina (85,47%) 140,000 140,000 140,000 140,000
Maltodextrina 155,000 149,063* 88,319¢ 82,382
Sacarose 100,000 96,169* 56,980* 53,150*
Oleo de soja 40,000 31,577° 40,000 31,577°
Banha de porco - - 310,000 310,000
Fibra 50,000 36,027¢ 50,000 36,027¢
Mix mineral (AIN-93M-MX) 35,000 35,000 35,000 35,000
Mix vitaminico (AIN-93- 10,000 10,000 10,000 10,000
VX)
L-Cistina 1,800 1,800 1,800 1,800
Bitartarato de colina 2,500 2,500 2,500 2,500
Tert-butil-hidroquinona 0,008 0,008 0,008 0,008
Bacaba - 50,000 - 50,000
Calorias (kcal)? 3712,07 3704,99 5304,24 544358

*A quantidade dos ingredientes fontes de carboidratos foi modificada conforme a adi¢do da bacaba e/ou da banha
de porco. PA quantidade de 6leo de soja foi descontada considerando o teor de lipidios da bacaba adicionada as
dietas. °A quantidade de celulose foi descontada considerando o teor de fibras da bacaba adicionada as dietas.
4Valor calérico calculado considerando o fator de conversdo de Atwater.

4.3. Testes de desempenho cognitivo

Os testes de desempenho cognitivo foram realizados durante o ciclo escuro (7h as
19h), em sala com iluminagdo baixa e difusa em tom vermelho, e com temperatura e umidade
semelhantes a sala de alojamento. Antes da realiza¢io de cada sessao de teste, os animais foram
aclimatados na sala de teste por, no minimo, uma hora. Antes do primeiro animal, entre um
animal e o préximo, e apos o ultimo animal testado, as paredes e o chdo dos aparatos utilizados,
assim como o0s objetos no teste NOR, eram limpos com élcool 70% para remover odores e
residuos ou sujidades que poderiam causar possiveis vieses e influenciar o comportamento dos
animais. Todas as sessOes de teste foram gravadas por uma camera posicionada acima da
bancada onde estavam os aparatos utilizados, cuja imagem era projetada em um
microcomputador localizado em sala adjacente. Posteriormente, as gravagdes foram avaliadas

por dois observadores cegos em relagdo aos grupos de animais testados.
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4.3.1. Teste do labirinto em Y

Na décima semana do experimento apds a introdugdo das dietas experimentais, 0s
animais (n = 11 por grupo) foram submetidos ao teste do labirinto em Y (Y maze) conforme
protocolo proposto por Kraeuter et al. (2019). O teste do labirinto em Y teve como objetivo
avaliar a memoria de curto prazo e a memoria operacional espacial, por meio da alternancia
espontanea baseada na curiosidade inata do animal em explorar dreas ainda ndo visitadas.

De forma resumida, o animal foi gentilmente introduzido em um labirinto de
acrilico preto em forma de Y com trés bracos (nomeados A, B e C, respectivamente, e
equidistantes em 120°) pela parte distal do bragco A, com a face voltada para o centro do
labirinto. O animal ficou livre para explorar livremente o labirinto durante oito minutos. Ao
término do tempo estipulado, o animal foi retirado do labirinto e devolvido a sua gaiola.

Posteriormente, as gravacOes das sessdes do teste foram analisadas, sendo
contabilizado o ndmero de entradas em cada braco e de alternancias entre eles. Foi considerada
entrada em cada braco do labirinto quando ambas as patas dianteiras e traseiras se encontravam
dentro do brago a ser explorado. Para identificar uma alternincia espontanea, foi utilizada a
técnica de sobreposi¢do, de maneira que um padrio A—-C-B—C—A (por exemplo) consiste de
duas alternincias.

A porcentagem de alternincia entre os bracos foi calculada pela féormula: %
alternancias = (nimero de alternincias / nimero total de entradas - 2) x 100. Uma alta
porcentagem de alternincia pode ser interpretada como um indicativo de boa memoria de

trabalho, ao considerar que o camundongo se lembrou de quais bracos ja visitou.

4.3.2. Teste de reconhecimento de novo objeto

Na décima primeira semana, os animais (n = 7 por grupo) foram submetidos ao
teste de reconhecimento de novo objeto (NOR da sigla em inglés Novel Object Recognition)
conforme protocolo proposto por Leger ef al. (2013) e Lueptow (2017). O teste teve como
objetivo avaliar a aquisi¢do e a consolidacdo da aprendizagem e da memdria, e baseia-se no
instinto natural do animal de explorar novidades.

Resumidamente, o teste foi executado em trés etapas. 1) Sess@o de habituacdo: o
animal foi gentilmente alocado num campo aberto (caixa medindo 30cm x 30cm x 40cm) vazio,
com a face virada para a parede mais proxima do experimentador, e ficou livre para explorar o
ambiente por cinco minutos. Apds esse tempo, o animal foi removido e transferido de volta a
sua gaiola individual. 2) Sessdao de familiarizacdo ou treinamento (T1): vinte e quatro horas

apés a etapa anterior, dois objetos idénticos foram colocados no campo aberto a 5 cm das
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paredes, em quadrantes opostos diagonalmente. O animal foi colocado no campo aberto com a
face virada para a parede mais préxima do experimentador, e pode explorar liviemente o campo
e os objetos por um periodo de 5 minuto, ao término do qual o animal foi removido e transferido
de volta a sua gaiola. 3) Sessao de teste (T2): vinte e quatro horas apds a etapa anterior, um dos
dois objetos idénticos utilizados anteriormente foi substituido por um objeto novo
desconhecido. O animal foi colocado no campo aberto com a face virada para a parede mais
préoxima do experimentador, e pode explorar livremente o campo e os objetos por um periodo
de 5 minutos, ao término do qual o animal foi removido e transferido de volta a sua gaiola.

Os objetos utilizados e seu posicionamento no campo aberto variaram intra e inter
grupos, com o cuidado de na sessdo de teste (T2) utilizar o mesmo objeto familiar e a mesma
disposi¢do diagonal que foi utilizada na sessdo de familiarizagdo (T1).

Posteriormente, as gravacOes das sessOes de teste foram analisadas, sendo
contabilizado o tempo de exploracdo de cada um dos objetos (familiar e novo) até um total de
20 segundos de exploracdo de ambos 0s objetos. O tempo de exploracao foi considerado quando
o focinho do animal e/ou as patas dianteiras eram direcionadas para o objeto, sendo excluido
qualquer tempo em que o animal permaneceu sentado sobre o objeto sem indicacdo de
exploracgdo ativa.

O indice de discriminag@o dos novos objetos foi calculado pela férmula: % ID =

tempo de exploracdo do novo objeto / tempo de exploragdo de ambos os objetos x 100.

4.3.3. Teste de esquiva passiva

Na décima segunda semana, os animais (n = 11 por grupo) foram submetidos ao
teste de esquiva passiva (ou esquiva inibitéria) conforme protocolo proposto por Ogren & Stiedl
(MISANE; OGREN, 2000; OGREN; STIEDL, 2010). O teste de esquiva passiva teve como
objetivo avaliar as memorias de curto e de longo prazo, sendo um dos testes mais utilizados
para avaliar mecanismos de aprendizagem e memdria, assim como a eficicia de compostos que
atuem nos processos cognitivos (OGREN; STIEDL, 2010).

Resumidamente, o teste foi realizado utilizando um aparato composto por uma
caixa com dois compartimentos, sendo um claro e um escuro, separados por uma porta
deslizante e consistiu de trés sessdes: 1) Treinamento; 2) Teste de retencdo apds 1h; e 3) Teste
de retencdo apos 24h.

Na sessdo de treinamento, o animal foi colocado no compartimento claro para livre
exploragdo durante 120 segundos. Apds este tempo, foi liberado o acesso ao compartimento

escuro pela abertura da porta deslizante. Ao entrar no compartimento escuro, a porta foi fechada
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e o animal recebeu um estimulo aversivo através de choque nas patas com intensidade de 0,6
mA. O choque teve duragdo de 5 segundos, e foi repetido por duas vezes com intervalo de 10
segundos entre eles. Apds o terceiro choque, o animal foi deixado no compartimento escuro por
mais 50 segundos, com o objetivo de promover a associa¢do do estimulo aversivo com o
compartimento. O animal foi entdo retirado do compartimento escuro e transferido de volta para
sua gaiola.

Ap6s este treinamento inicial, foram realizados dois testes de retencao para avaliar
as memorias de curto e de longo prazo. O primeiro teste de retengdo foi realizado apds 1 hora
do treinamento, e teve como objetivo avaliar a memoria de curto prazo e a inibi¢ao aprendida.
O animal foi gentilmente colocado no compartimento claro, e apds 15 segundos a porta
deslizante que permite acesso ao compartimento escuro foi aberta. O animal teve a op¢ao de
evitar ou entrar no compartimento escuro, durante um periodo de 285 segundos. O periodo de
laténcia do animal no compartimento claro foi utilizado para avaliar a memdria de curto prazo
e a inibi¢do aprendida.

O segundo teste de retengdo foi realizado apds 24 horas do treinamento, nos
mesmos moldes do teste apds 1 hora. O periodo de laténcia no compartimento claro foi utilizado

para avaliar a memoria de longo prazo.

4.4. Avaliacao da tolerancia a glicose e a insulina

Na décima terceira semana, os animais (n = 7 por grupo) foram submetidos ao teste
de tolerancia a glicose (GTT da sigla glucose tolerance test) (DRAGANO; MILBANK, 2022).
Apo6s um periodo de jejum de 6 horas, uma solucdo de d-glicose (2g / kg) foi injetada via
intraperitoneal nos animais. A glicemia foi mensurada em jejum (antes da injecdo de glicose) e
30, 60, 90 e 120 minutos apds a injecao, utilizando glicosimetro e tiras para teste (G-Tech Free
Lite). O sangue foi coletado pela veia da cauda.

Na décima quarta semana, os animais (n = 7 por grupo) foram submetidos ao teste
de tolerancia a insulina (ITT da sigla insulin tolerance test) (DRAGANO; MILBANK, 2022).
Ap6s jejum de 4 horas, uma solugdo salina a 0,9% contendo 0,75 unidades / kg de insulina
(Novolin R — Novo Nordisk®) foi injetada via intraperitoneal nos animais. A glicemia foi
mensurada em jejum (antes da inje¢do de insulina) e 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 45 minutos apds a

injecdo, utilizando glicosimetro e tiras para teste. O sangue foi coletado pela veia da cauda.
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Na décima quinta semana, os animais foram anestesiados com aplicacdo
intraperitoneal de cloridrato de cetamina (300 mg/kg) e cloridrato de xilazina (30 mg/kg). Apds

inconsciéncia do animal, a eutandsia foi realizada por exsanguinagdo via pung¢do cardiaca.

4.5. Analise estatistica

O ganho de peso semanal, a alternincia no teste do labirinto em Y, o indice de
discriminacao do novo objeto no teste NOR, o periodo de laténcia no compartimento claro no
teste de esquiva passiva, e os dados do GTT e do ITT foram analisados usando two-way
ANOVA, seguida pelo teste de Bonferroni (p <0,05), utilizando o software GraphPad Prism

7.00 (GraphPad Software, Inc.). Os resultados estdo expressos em média + desvio padrao.
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V. RESULTADOS

5.1. Caracterizaciao quimica da bacaba
Os resultados da composi¢do centesimal, fendlicos totais, antocianinas totais e

capacidade antioxidante da bacaba liofilizada sdo apresentados na Tabela 08.

Tabela 08 - Composicao centesimal, compostos bioativos e capacidade antioxidante da bacaba
liofilizada

Compostos Valores
Umidade (g/100g) 7,47 £0,23
Cinzas (g/100g) 0,94 £ 0,07
Proteinas (g/100g) 5,92 +0,03
Lipidios (g/100g) 16,85 +£0,21
Fibra bruta (g/100g) 27,95 £2,86
Carboidratos por diferenca (g/100g) 40,86 + 2,62
Fendlicos totais (mg AGE/100g)" 2281,43 £32,73
Antocianinas totais (mg C3G/100g)? 54,41 £3,13
ORAC (pmol TE/g)3 334,72 £29,73
FRAP (umol TE/g)? 175,83 £ 0,90

Valores expressos como média + DP. 'AGE: 4cido gélico equivalente; 2C3G: cianidina-3-glicosideo; 3TE: Trolox
equivalente.

5.2. Peso corporal e ingestao alimentar
O peso inicial e final dos animais, assim como o ganho de peso ao longo do
experimento, sdo apresentados na Tabela 09, juntamente com o consumo alimentar (em

gramas) e energético (em quilocalorias).

Tabela 09 — Ganho de peso corporal e consumo alimentar dos animais durante as 14 semanas do
experimento (n = 13)

N NB H HB
Peso inicial (g) 38,59 +£5,17 38,07 £3,58 38,25+3,84 38,41 £3,35
Peso final (g) 46,80 + 6,44° 45,66 + 4,87° 55,24 £4,19* 55,16 £ 4,24*
Ganho de peso (g) 8,08 £2,21° 7,77 +3,70° 17,32 £3,73% 16,46 + 4,29*

Ingestao alimentar (g) 556,10 £ 57,56* 543,25 +26,86* 418,92 +33,03" 401,21 +41,81°
Ingestdo caldrica (kcal)  2064,28+213,65° 2012,75+99,52°  2222,07+175,18*  2184,00+227,60°

Valores expressos como média + desvio padrado. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica
(p<0,001).
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O gréfico apresentado na Figura 6 mostra a evolugdo de peso dos animais ao longo

das quatorze semanas de experimento.

Peso semanal

30

012345678 91011121314
Semanas

Figura 6. Acompanhamento do peso corporal dos animais conforme grupo/tratamento (n = 13) ao longo
das quatorze semanas de experimento. Valores expressos em média + desvio padrdo. Asterisco (¥) indica

diferenca estatistica dos grupos normolipidicos (N e NB) vs os grupos hiperlipidicos (H e HB) com
p<0,01.
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5.3. Tolerancia a glicose e a insulina

Para avaliar a tolerancia a glicose e a resisténcia insulinica dos animais, foram

realizados os testes GTT e ITT, cujos resultados sdo apresentados na Figura 7.
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Figura 7. (a) Curva glicémica no GTT; asterisco (*) indica diferenca estatistica entre os grupos
normolipidicos e hiperlipidicos (p<0,0001); (b) Area sob a curva (AUC) do GTT; letras diferentes
indicam diferenca estatistica (<0,0001); (¢) Curva glicémica no ITT; asterisco (*) indica diferenca

estatistica entre os grupos normolipidicos e hiperlipidicos (p<0,05); (d) Area sob a curva (AUC) do ITT;
letras diferentes indicam diferenca estatistica (<0,0001); n="7.
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5.4. Testes de desempenho cognitivo

5.4.1. Teste do labirinto em Y

O teste do labirinto em Y foi aplicado com o objetivo de avaliar a memdria

operacional espacial. Os resultados do teste sdo mostrados na Figura 8.

Y Maze

% Alternancia

Grupos

Figura 8. Alternincia entre os trés bracos no teste do labirinto em Y (n = 11). Asterisco (*) indica
diferenca estatistica entre os grupos N vs HB (p<0,05).

5.4.2. Teste de reconhecimento de novo objeto
O teste de reconhecimento de novo objeto (NOR) teve como objetivo avaliar a
aquisicdo e a consolida¢@o da aprendizagem e da memoria. A Figura 9 apresenta os resultados

dos animais neste teste.
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Figura 9. Indice de discriminagio do novo objeto no teste NOR (n = 7). Letras diferentes nas colunas
indicam diferenca estatistica entre os grupos experimentais (p<0,05).
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5.4.3. Teste de esquiva passiva

O teste da esquiva passiva teve como objetivo avaliar as memorias de curto e de
longo prazos, baseado no periodo de laténcia no compartimento claro apds a sessdo inicial de
treinamento. Os resultados de ambos os testes de retengdo (apds 1h e apds 24h do treinamento)

sdo apresentados na Figura 10.

(a) Esquiva Passiva - 1h (b) Esquiva Passiva - 24h
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Figura 10. Periodo de laténcia no compartimento claro no teste da esquiva passiva: (a) apds lh do
treinamento; (b) apds 24h do treinamento (n = 11). Letras diferentes nas colunas indicam diferenca
estatistica entre os grupos experimentais (p<0,01).



46

VL. DISCUSSAO

As andlises para determinag¢do da composi¢ao centesimal da bacaba revelaram que
o teor proteico da bacaba liofilizada se apresentou ligeiramente superior em relacdo aos valores
encontrados por Escriche et al. (1999) e Seixas et al. (2016). Ambos os estudos reportaram 4,6
g de proteina em suas andlises; e 30,2 g e 21,02 g de lipidios em 100 g da polpa,
respectivamente. De Cdl et al. (2021) reportaram 8,08 g de proteina e 35,6 g de lipidios em 100
g da polpa da bacaba. Nossas andlises resultaram em 16,85 g de lipidios em 100 g de bacaba
liofilizada. A quantidade menor de lipidios encontrada em nossa fruta possivelmente se deu por
termos utilizado a fruta inteira (casca, mesocarpo e caro¢o) nas andlises. No interior do caroco
da bacaba encontra-se uma pequena améndoa de coloracdo branca que representa 0 maior peso
da fruta, e cujo teor de lipidios € de somente 4,1g/100g conforme trabalho de Escriche er al.
(1999). A quantidade de fibra bruta encontrada em nossa fruta também diferiu dos valores
apresentados por Escriche et al. (1999), que foi de 18,9g/100g de mesocarpo. A quantidade de
carboidratos na fruta inteira, calculada por diferenca entre os demais constituintes, foi
semelhante aos valores encontrados no mesocarpo (ESCRICHE et al., 1999). Além das
diferencas entre utilizar frutos inteiros ou somente fracdes (mesocarpo ou polpa) nas andlises
de composicdo centesimal, fatores como regido de cultivo, periodo de colheita e grau de
maturacdo podem ter influenciado os resultados.

A quantidade de fendlicos totais, expressa em equivalente de acido galico,
encontrada em nossos frutos foi superior aos teores relatados na literatura, cujos valores variam
de 941mg AGE/100g (DOS SANTOS et al., 2015) a 1795,48 mg AGE/100g (SOUSA et al.,
2016). O teor de antocianinas também foi ligeiramente superior aos valores reportados por
Abadio Finco et al. (2012) e Sousa et al. (2016), que foram de 34,69 e 39,03 mg C3G/100g,
respectivamente.

Em relagdo a capacidade antioxidante pelo ensaio ORAC, nossos resultados
apresentaram maiores valores do que aqueles reportados por Abadio Finco et al. (2012) e Dos
Santos et al. (2015): 107,51 e 195 pmol TE/g, respectivamente.

Apesar de nossas anélises revelarem teor de compostos fendlicos, de antocianinas,
e capacidade antioxidante superior aqueles reportados na literatura para a bacaba (ABADIO
FINCO et al., 2012; DOS SANTOS et al., 2015; SOUSA et al., 2016; DE COL et al., 2021),
quando comparada com outras frutas utilizadas por nosso grupo de pesquisa em estudos com
metodologia e objetivos semelhantes aos deste trabalho, a bacaba apresentou valores inferiores.

A polpa de agai apresentou teor de compostos fendlicos totais e de antocianinas de 3906,87 +
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180,16 mg AGE/100g e 1573,45 + 28,29 mg C3G/100g, respectivamente (DOS SANTOS et
al., 2023); e a casca da jabuticaba teve valores de 3216,92 + 124,24 mg AGE/100g e 541,49 +
7,42 mg C3G/100g, para fendlicos e antocianinas, respectivamente (BATISTA et al., 2017). Os
resultados do ensaio antioxidante ORAC destas duas frutas também indicam maior capacidade
antioxidante delas em relagdo a bacaba, o que é condizente com os teores de compostos
fendlicos.

O modelo experimental de declinio cognitivo induzido pela obesidade adotado
neste estudo tem sido utilizado e foi validado por nosso grupo de pesquisa em trabalhos
anteriores (BATISTA et al., 2017, 2020; DOS SANTOS et al., 2023). Neste modelo, a
obesidade € induzida por meio de uma dieta hiperlipidica em que 60% do valor caldrico total
advém de lipidios. A fruta ou composto utilizado € adicionado a dieta em dose predeterminada
que forneca uma quantidade desejavel de compostos bioativos. Batista et al. (2017) propuseram
avaliar o efeito da casca de jabuticaba na prevencdo do declinio cognitivo induzido pela
obesidade em camundongos, suplementando as dietas experimentais com 4% da casca da fruta.
Nesta dose, as dietas suplementadas forneciam 1.286,77 mg de compostos fendlicos totais e
216,60 mg de antocianinas por quilograma de dieta. A dose de 5% de bacaba foi estipulada para
fornecer 1140,72 mg de compostos fendlicos, valor semelhante ao utilizado no estudo com a
casca da jabuticaba. Apesar da quantidade de antocianinas na bacaba estar abaixo daquela
utilizada por Batista et al. (2017), suplementar as dietas com uma quantidade maior de bacaba
poderia causar efeitos ndo desejaveis relacionados a possiveis fatores antinutricionais presentes
na bacaba e a palatabilidade das dietas.

Em relacdo ao consumo alimentar dos animais, aqueles tratados com as dietas
hiperlipidicas apresentaram ingestdo energética (kcal) total significativamente maior quando
comparados com os animais alimentados com as dietas normolipidicas (p<0,001), conforme
dados apresentados na Tabela 09. Entretanto, a quantidade de dieta consumida (em gramas) ao
longo do experimento foi menor nos grupos de dieta hiperlipidica, com diferenca estatistica
significativa quando comparados com os animais N e NB (p<0,0001). Este dado possivelmente
estd atrelado a diferenca entre a densidade energética das dietas normolipidicas N e NB
(3712,07 e 3704,99 kcal/kg de dieta, respectivamente) com as dietas hiperlipidicas H e HB
(5304,24 e 5443,58 kcal/kg de dieta, respectivamente), e o efeito sacietdégeno promovido pela
quantidade de lipidios. Apesar de a bacaba possuir um alto contetdo de lipidios e fibras, que
poderiam influenciar no consumo e no ganho de peso dos animais, estes nutrientes foram

corrigidos na formulagdo das dietas NB e HB com base na AIN-93M, para que se investigasse
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os efeitos dos fendlicos da bacaba na sadde. Dessa forma, todas as dietas mantiveram teores de
lipidios e fibras equivalentes entre si.

Condizente com a ingestdo energética, as dietas hiperlipidicas promoveram um
maior ganho de peso nos animais, quando comparadas com as dietas normolipidicas. Ao
término das quatorze semanas de experimento, o ganho de peso observado nos animais dos
grupos H e HB foi mais que o dobro daquele observado nos animais dos grupos N e NB
(p<0,0001). A presenca da bacaba nas dietas NB e HB ndo preveniu o ganho de peso, nem
reduziu a ingestdo alimentar dos animais. A partir da quarta semana recebendo as dietas
experimentais, os animais dos grupos H e HB apresentaram diferenca estatistica significativa
no peso corporal (p<0,01) em comparacdo com os grupos N e NB, que se manteve até o final
do experimento. Independentemente do grupo, todos os animais continuaram ganhando peso
ao longo do experimento, com discreta tendéncia a manter o peso nas duas ultimas semanas
(dados ndo mostrados), supostamente decorrente do possivel estresse causado pelos testes
cognitivos e pelos testes de tolerancia a glicose e a insulina.

Em relacdo a tolerincia a glicose e a resisténcia insulinica, a presenca da bacaba
nas dietas hiperlipidicas nao mostrou efeito positivo, conforme verificado na curva glicémica e
na érea sob a curva dos testes de GTT e ITT.

A curva glicémica obtida no teste de tolerancia a glicose (Figura 7a) mostrou
diferenca estatistica significativa quando os grupos de dieta normolipidica (N e NB) foram
comparados com os grupos que receberam dieta hiperlipidica (H e HB) (p<0,0001). Este
resultado sugere que a dieta hiperlipidica consumida pelos animais ao longo de quatorze
semanas foi capaz de prejudicar a resposta insulinica frente a injecao de d-glicose. No entanto,
a suplementacdo da dieta hiperlipidica com bacaba ndo demonstrou efeito para o controle da
glicemia dos animais pertences ao grupo HB, uma vez que a resposta glicémica foi semelhante
entre os grupos H e HB, sem diferenca estatistica entre eles. O grafico da area sob a curva
glicémica confirma este resultado (Figura 7b).

De maneira semelhante, no teste de tolerancia a insulina, a curva glicEmica mostrou
diferenca estatistica significativa quando os grupos N e NB foram comparados com os grupos
H e HB (p<0,05), confirmando que as dietas hiperlipidicas foram capazes de causar resisténcia
insulinica nos animais. A suplementacdo da dieta hiperlipidica com bacaba também nao
mostrou efeito sobre a glicemia no ITT, conforme os graficos apresentados na Figura 7c e 7d.

O consumo da casca de jabuticaba e do jambo vermelho, ambos por 10 semanas,
preveniu a resisténcia insulinica dos animais alimentados com dieta hiperlipidica nos estudos

de Batista ef al. (2017, 2020), tanto no teste de GTT quanto no ITT. Por outro lado, a polpa do
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acai consumida por igual periodo teve efeito positivo somente no controle glicEmico durante o
teste do ITT (DOS SANTOS et al., 2023).

Estudos realizados por periodos mais prolongados apresentaram resultados
diferentes dos nossos. A suplementagdo com naringina por 20 semanas preveniu a intolerancia
a glicose, avaliada pelo GTT, em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica (WANG
et al., 2015); e a suplementacdo com luteolina também por 20 semanas preveniu a intolerancia
a glicose e a resisténcia insulinica nos testes de GTT e ITT de camundongos alimentados com
dieta hiperlipidica (LIU et al., 2014), embora esses desfechos possam ser atribuidos aos
compostos bioativos que foram utilizados (naringina e luteolina), € ndo somente ao periodo de
duracdo da intervengao.

Conforme os resultados desta pesquisa, verificou-se que as dietas hiperlipidicas,
independentemente da suplementacdo ou ndo com bacaba, promoveram o ganho de peso e a
resisténcia insulinica nos animais, fatores chave para o desenvolvimento do declinio cognitivo.

No teste cognitivo do labirinto em Y, conforme o gréfico apresentado na Figura 8,
nao houve diferenca de desempenho entre os animais dos quatro grupos, exceto quando o grupo
N foi comparado com o grupo HB (p<0,05). Estes dados sugerem que, independentemente da
presenca ou ndo da bacaba, a dieta hiperlipidica nao foi capaz de gerar o prejuizo cognitivo
avaliado neste teste, uma vez que nao houve diferenca entre os grupos normolipidicos e
hiperlipidicos. Alguns fatores podem influenciar o comportamento dos animais no teste do
labirinto em Y, tais como ansiedade, medo, estresse e/ou agitacdo do animal (HOLTER et al.,
2015; KRAEUTER; GUEST; SARNYALIL 2019). Em nosso planejamento experimental, o teste
do labirinto em Y foi o primeiro teste a ser realizado com os animais. Apesar de todos os
cuidados tomados para minimizar possiveis interferéncias, como descritos anteriormente na
secdo Material e Métodos, fatores como a transferéncia dos animais até a sala de teste, a
novidade em relagdo ao ambiente (sala diferente), a iluminagdo e ao aparato utilizado podem
ter influenciado os resultados. Este teste também foi o Gnico em que ndo ocorreu uma sessiao
de familiarizacdo/habituacdo ao aparato. O protocolo seguido (KRAEUTER; GUEST;
SARNYALI 2019) apresenta duas op¢des de teste: 1) alternincia espontanea, utilizado neste
estudo, e 2) memoria de referéncia espacial, em que hd uma sessdo de treinamento prévio a
sessdo de teste. No entanto, esta variacdo do teste demanda mais tempo para ser executado,
tanto referente a duracdo das sessdes, como no intervalo entre elas.

Um estudo conduzido com camundongos C57BL/6J machos que receberam dieta
hiperlipidica (60% gordura) por 7 semanas utilizou o teste do labirinto em Y para avaliar a

memoria de trabalho e a atividade exploratéria dos animais (YOSHIZAKI; ASAI; HARA,



50

2020). A dieta hiperlipidica promoveu maior ganho de peso nos animais. Porém,
semelhantemente aos nossos resultados, os autores verificaram que nao houve diferenca
significativa entre os animais tratados com dieta normolipidica daqueles que receberam a dieta
hiperlipidica, em relacdo a alternancia espontanea no teste do labirinto em Y. Os autores nao
associaram o ganho de peso com alteracdes comportamentais dos animais, € concluiram que a
obesidade induzida por dieta hiperlipidica ndo gerou danos cognitivos no modelo animal
estudado.

No entanto, estudos que utilizaram um tempo de intervencdo mais prolongado
apresentaram resultados diferentes. Almeida-Suhett et al. (2017, 2019) utilizaram
camundongos C57BL/6] machos em seus trabalhos, em que os animais receberam dieta padrao
ou hiperlipidica (60% de lipidios) por 18 semanas, sem nenhuma outra interven¢ao ou composto
a ser estudado, apenas o efeito da dieta hiperlipidica. Na décima sexta semana, o teste do
labirinto em Y foi empregado para avaliar a memoria de trabalho dependente do hipocampo.
Em ambos os trabalhos, os autores verificaram que os animais alimentados com dieta
hiperlipidica apresentaram menor porcentagem de alternincia espontinea em comparagdo com
os animais que receberam a dieta normolipidica (ALMEIDA-SUHETT et al., 2017, 2019).

A diferenca estatistica observada quando o grupo HB foi comparado com o grupo
N (p<0,05) possivelmente indica o papel da bacaba em melhorar o desempenho cognitivo,
apesar de ainda nao haver diferenca entre os grupos H e HB na décima semana de tratamento.
Um periodo de intervencdo maior antes da realizacdo do teste talvez pudesse ter resultado em
desfechos diferentes dos encontrados.

Por outro lado, a suplementacio com bacaba promoveu melhor desempenho
cognitivos dos animais submetidos aos testes de reconhecimento de novo objeto e da esquiva
passiva, sugerindo que houve preservacdo das memorias de curto e de longo prazo, e da
aprendizagem.

Os resultados do teste NOR, apresentados na Figura 9 como indice de
discriminacao do novo objeto, revelaram que houve diferenca estatistica quando o grupo H foi
comparado com o grupo HB (p<0,05), sugerindo possivel papel benéfico do consumo da bacaba
frente a dieta hiperlipidica. Também houve diferenca significativa quando os grupos NB e H
(p<0,05) e N e HB (p<0,005) foram comparados. Estes dados indicam que os animais que
receberam a suplementagdo com bacaba por 11 semanas (momento de realiza¢do do teste NOR)
demonstraram maior preferéncia pelo novo objeto, em detrimento ao objeto familiar, vinte e
quatro horas ap6s a sessdo de treinamento (p<0,05). O teste NOR se baseia na preferéncia inata

do animal em explorar novidades, € um maior tempo gasto explorando o objeto desconhecido



51

indica preservagdo da memoria (LUEPTOW, 2017). Estes achados vdo de encontro aos
reportados por Santos et al. (2023), que suplementaram a dieta hiperlipidica (60% de lipidios)
com 2% de polpa de acai e submeteram camundongos Swiss machos ao teste de reconhecimento
de novo objeto apds 8 semanas do inicio dos tratamentos. Os animais que receberam a dieta
hiperlipidica com polpa de acai apresentaram maior indice de reconhecimento do novo objeto
quando comparados com os animais nao suplementados.

O teste de reconhecimento de novo objeto parece ser sensivel para avaliar a
aprendizagem e a memoria de curto prazo, tanto quando aplicado em periodos curtos de
intervencdo quanto em periodos mais longos. Wang et al. (2015) aplicaram o NOR para avaliar
a preservacao da memoria de camundongos C57BL/6 machos que receberam dieta hiperlipidica
durante 20 semanas. As dietas foram suplementadas ou ndo com naringina, flavonoide presente
principalmente nas frutas citricas, na dose de 100 mg/kg/dia. Os pesquisadores verificaram que
a suplementag¢do com naringina preservou a memoria dos animais, que apresentaram indice de
reconhecimento do novo objeto superior aos animais que receberam somente dieta
hiperlipidica.

A suplementagdo com bacaba, independentemente da presenca ou ndo da gordura
adicionada a dieta, pareceu promover um melhor desempenho dos animais na identificagdo do
novo objeto apds 24h da sessao de treinamento. No entanto, assim como observado no teste do
labirinto em Y, ndo houve diferenca no desempenho cognitivo quando os animais dos grupos
N e H foram comparados entre si.

De maneira semelhante aos resultados encontrados no teste NOR, o teste da esquiva
passiva também indicou o efeito protetor do consumo da bacaba no desempenho cognitivo dos
animais. Os resultados apresentados na Figura 10 revelam que em ambos os testes de retengcao
(ap6s 1h e apds 24h do treinamento), o grupo HB apresentou melhor desempenho cognitivo
quando comparado com os demais grupos. Este achado sugere o efeito positivo da
suplementacdo com bacaba na preservacdo das memorias de curto e longo prazos. Tal efeito
parece ter sido mais evidente na memoria de curto prazo (p<0,0005) do que na memoria de
longo prazo (p<0,05) quando os animais dos grupos H e HB foram comparados entre si. Assim
como nos testes anteriores, ndo houve diferencga estatistica entre os grupos N e H.

De acordo com o protocolo utilizado (MISANE; OGREN, 2000; OGREN;
STIEDL, 2010), o teste de esquiva passiva poderia ainda ser repetido em um novo teste de
retencao apOs quatro ou sete dias do treinamento inicial para avaliar a manuten¢do da memoria

a mais longo prazo.
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O teste da esquiva passiva € amplamente utilizado em estudos para avaliar o
comprometimento da memoria e aprendizagem, e a eficicia de compostos nos processos
cognitivos (OGREN; STIEDL, 2010). Um estudo utilizou esse teste para avaliar se a
suplementagdo com luteolina, um flavonoide encontrado em vegetais como aipo e cenoura,
seria capaz de prevenir o déficit cognitivo induzido por dieta hiperlipidica. Camundongos
C57BL/6J machos receberam dieta padrao ou hiperlipidica (42% de lipidios), suplementadas
ou nao com luteolina na dose de 10 mg/kg. Apds 19 semanas recebendo esses tratamentos, 0s
animais foram submetidos ao teste da esquiva passiva, e os autores verificaram que a
suplementagdo com luteolina promoveu maior periodo de laténcia no compartimento claro, 24
horas apds o treinamento, para os animais que receberam a dieta hiperlipidica, em comparagao
com aqueles que ndo foram suplementados (LIU et al., 2014). O teste também foi utilizado em
um estudo que avaliou o papel de um pigmento rico em antocianinas extraido da batata doce
roxa na prevengdo do declinio cognitivo associado a obesidade. Camundongos C57BL/6
machos receberam dieta padrao ou hiperlipidica (60% de lipidios) suplementadas ou ndo com
o pigmento, por 20 semanas. Os animais suplementados apresentaram maior periodo de laténcia
no compartimento claro quando comparados com os animais que ndo receberam o pigmento
rico em antocianinas (LI; SHI; MI, 2018).

De forma geral, os resultados obtidos sugerem que a dieta hiperlipidica consumida
por quatorze semanas foi capaz de comprometer a resposta a glicose e a sensibilidade a insulina,
conforme dados obtidos nos testes GTT e ITT. Apesar de, por meio dos testes cognitivos, ndo
ter sido possivel observar diferenca de desempenho entre os animais dos grupos N e H, a
suplementacdo com bacaba melhorou o desempenho cognitivo dos animais que consumiram a
dieta hiperlipidica, conforme observado nos resultados obtidos pelos animais do grupo HB nos
testes de reconhecimento de novo objeto e de esquiva passiva.

Os transtornos neurocognitivos se caracterizam pelo actimulo indevido de proteinas
em regides especificas do cérebro como o coértex pré-frontal e o hipocampo, ambos responsdveis
pela memoria, aprendizado e tomada de decisdes (SPIELMAN; LITTLE; KLEGERIS, 2014).
As proteinopatias em humanos possuem progressao lenta, que se iniciam com o actimulo dessas
proteinas sem qualquer manifestacao clinica. Os primeiros sintomas de prejuizo cognitivo leve
podem levar anos para aparecerem, até evoluirem para os transtornos neurocognitivos ja
instalados, como a Doenga de Alzheimer (ALLEGRI, 2020; ERATNE et al., 2018).

Andlises mais refinadas que explorem marcadores biolégicos relacionados a fungdo
cognitiva (como o fator neurotréfico derivado do cérebro [BDNF], que atua na neurogénese), e

aresisténcia a insulina no cérebro (como a fosforilagao da proteina tau e das enzimas envolvidas
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na via de sinalizacdo da insulina no hipocampo, como fosfatidilinositol-3-quinase [PI3K],
proteina quinase B [Akt] e glicogénio sintase quinase 3 beta [GSK3f]), podem ser tteis para
verificar possiveis danos a nivel celular induzidos pela dieta hiperlipidica, se o consumo da
bacaba foi capaz de preveni-los, e para elucidar a melhora do desempenho cognitivo observada
nesta pesquisa (ALLEGRI, 2020).

Além disso, andlises para verificar se houve dano decorrente de estresse oxidativo
no coértex pré-frontal e no hipocampo, utilizando indicadores como substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS), glutationa reduzida (GSH), glutationa peroxidase (GPx), glutationa
redutase (GRd), superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), seriam uteis para avaliar se o
consumo da bacaba resultou em efeito positivo na defesa antioxidante cerebral.

Pesquisas futuras poderiam utilizar diferentes fragdes da fruta como o mesocarpo
ou a polpa da bacaba, ao invés da fruta inteira, para comprovar seus efeitos. O consumo habitual
da bacaba na forma de suco utiliza somente a polpa da fruta. Os estudos existentes que
avaliaram sua atividade bioldgica também utilizaram somente a parte comestivel do fruto
(casca, mesocarpo e polpa). Além disso, andlises para determinacido de compostos bioativos em
fracOes isoladas da fruta (somente no caro¢o ou na améndoa, por exemplo) poderdo fornecer
informacdes uteis que esclarecam o papel da bacaba na melhora do desempenho cognitivo apds
0 seu consumo, e guiar decisdes em pesquisas futuras com a fruta.

Dentre os motivos que justificam nossa escolha em utilizar a bacaba inteira nesta
pesquisa, destacamos que, primeiramente, inexistem estudos que a utilizaram dessa forma,
portanto nossos resultados poderiam encorajar ou nao a exploracdo do fruto inteiro. Outro fator
decisivo considerou que o processamento da bacaba gera grande volume de residuo (carogo e
bagaco), e seu aproveitamento integral poderia gerar desenvolvimento econdmico e industrial
para as regides de cultivo. Por ultimo, esta pesquisa integrou um projeto maior de estudos sobre
a potencial aplicagdo da bacaba e seus derivados na prevencdo dos efeitos deletérios da
obesidade e da sindrome metabdlica, de forma que os resultados iniciais deste trabalho podem
guiar as tomadas de decisdes futuras.

Por fim, os resultados deste estudo indicam que a suplementacdo com bacaba
promoveu um melhor desempenho cognitivo em camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica, conforme observado nos testes de reconhecimento de novo objeto e da esquiva
passiva. A capacidade de aquisicdo da aprendizagem e sua consolida¢do, assim como a
memoria de reconhecimento, foram potencializadas nos animais que receberam a
suplementac¢do, conforme revelaram os resultados do teste de reconhecimento de novo objeto.

Este efeito promotor esteve presente independentemente da presenca ou niao da dieta
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hiperlipidica, e reflete na preservacdo da memoria de longo prazo, uma vez que a sessdo de
teste ocorreu 24 horas ap0s a sessdo de treinamento. Semelhantemente, a capacidade de tomar
decisao frente a uma situacdo de conflito foi potencializada com a suplementacdo de bacaba,
conforme revelaram os resultados do teste de esquiva passiva. Em ambas as sessdes do teste de
retencdo (1 e 24 horas apds o treinamento), os animais que receberam a dieta hiperlipidica
suplementada com bacaba demonstraram melhor resposta frente ao estimulo aversivo. Dessa
forma, o consumo da bacaba protegeu, ou ainda promoveu, a fun¢do cognitiva dependente de
estruturas cerebrais como o hipocampo, o cortex pré-frontal e a amigdala, frente a dieta

hiperlipidica e a resisténcia insulinica.
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VI. CONCLUSAO

A bacaba inteira liofilizada apresentou elevado teor de carboidratos, lipidios, fibras
e compostos fenolicos. Estes ultimos refletiram na sua capacidade antioxidante, conforme as
andlises realizadas neste estudo. O consumo da fruta ndo impediu o ganho de peso nem preveniu
a resisténcia a insulina em camundongos que receberam uma dieta hiperlipidica por catorze
semanas, de acordo com os dados obtidos nos testes de tolerancia a glicose e a insulina.

No entanto, a suplementacdo de uma dieta hiperlipidica com 5% de bacaba inteira
liofilizada melhorou o desempenho de animais submetidos aos testes cognitivos de
reconhecimento de novo objeto e de esquiva passiva. Os resultados obtidos indicam que a
memoria de reconhecimento, a aquisicdo e a consolidacdo da aprendizagem, tanto no curto
quanto no longo prazo, foram potencializadas com o consumo da fruta.

A partir destes dados, a bacaba pode representar uma alternativa em potencial para
utilizagdo como estratégia de prevencdo de diferentes condi¢des clinicas e promocgao de sadde,
incluindo a funcdo cognitiva, e para o desenvolvimento de novos alimentos ou suplementos
pelas industrias alimenticia e farmacéutica.

O emprego de uma fruta nativa brasileira como estratégia de manutenc¢do ou
promocdao da saide mental e cognitiva, como nossos resultados sugerem, encorajam

investimentos em pesquisas que valorizem a biodiversidade brasileira.
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Efeitos do consumo de bacaba (Oenocarpus bacaba) na
prevencgéo do declinio cognitivo associado a obesidade e a
resisténcia insulinica induzidas por dieta hiperlipidica

Nas tltimas décadas, a incidéncia de obesidade tem aumentado
em todo o mundo, juntamente com as doengas e comorbidades
associadas, como doengas cardiovasculares, hipertensao
arterial, diabetes mellitus, diversos tipos de cancer e deméncias.
As deméncias sdo um conjunto de doengas neurodegenerativas
que progridem com declinio cognitivo cada vez mais acentuado,
comprometimento da memédria e aprendizagem. De todas as
deméncias, a Doenca de Alzheimer é a mais comum, cujas
caracteristicas principais a nivel celular sao a presenga de placas
beta amiléide e emaranhados neurofibrilares. A obesidade
contribui para a formagéao destas placas por diversos

mecanismos, entre os quais a inflamagao cronica de baixo grau, a

neuroinflamacdo, a resisténcia a insulina e o estresse oxidativo.
Diversas frutas e seus compostos bioativos tém se mostrado
eficazes em prevenir o declinio cognitivo associado a obesidade,
sobretudo compostos fendlicos e antocianinas, atuando sobre
mecanismos relacionados a inflamacao sistémica, a
neuroinflamagao, a resisténcia insulinica e ao estresse oxidativo.
A bacaba (Oenocarpus bacaba) é uma fruta nativa da Amazénia
brasileira ainda pouco explorada, porém com grande potencial
para ser utilizada na prevengao dos efeitos deletérios do
consumo de uma dieta rica em gordura. Sua composigdo
apresenta acidos graxos poliinsaturados, fibras, compostos
fendlicos como flavonéides e antocianinas, e tem demonstrado
potente efeito antioxidante. Este projeto de pesquisa tem como

63



Resumo nao sigiloso da Atividade em
Inglés

Palavra(s)-chave:

Palavra(s)-chave em inglés:

objetivo avaliar os efeitos do consumo da bacaba na prevengao
de declinio cognitivo relacionado a resisténcia insulinica e a
obesidade induzidas por dieta hiperlipidica em modelo animal.
Espera-se que a fruta seja capaz de prevenir ou atenuar os
danos causados pela dieta rica em gordura em indicadores
inflamatoérios, na resisténcia insulinica, na defesa antioxidante e
no desempenho dos animais em testes de cognigao.

Bacaba obesidade cognicdo neurodegeneraciao
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64



Data do Cadastro: 19/05/2022 21:29:22
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ANEXO IT

CERTIFICADO CEUA n® 92/2022
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CERTIFICADO
Certificamos que a proposta intitulada Efeitos da bacaba (Oenocarpus bacaba) sobre parametros

metabdlicos e na prevencao do declinio cognitivo em camundongos com obesidade induzida por

dieta hiperlipidica., registrada com o n° 5975-1/2022, sob a responsabilidade de Prof. Dr. Mario
Roberto Marostica Junior e Luciana Mancio Gomes, Levi Nascimento Bellinazzi, que envolve a

producao, manutencdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N°®
11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, do
DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em reunido de 21/03/2022.

Finalidade: () Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia do projeto: 03/05/2022 a 31/10/2022

Vigéncia da autorizacdo para 21/03/2022 a 31/10/2022

manipulacado animal:

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo heterogénico / Unib:SW (Swiss)

No. de animais: 15

Idade/Peso: 8.00 Semanas / 30.00 Gramas

Sexo: 15 Machos

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo heterogénico / Unib:SW (Swiss)

No. de animais: 15

Idade/Peso: 8.00 Semanas / 30.00 Gramas

Sexo: 15 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo heterogénico / Unib:SW (Swiss)

No. de animais: 15

Idade/Peso: 8.00 Semanas / 30.00 Gramas

Sexo: 15 Machos

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo heterogénico / Unib:SW (Swiss)

No. de animais: 15

Idade/Peso: 8.00 Semanas / 30.00 Gramas

Sexo: 15 Machos

Origem: Biotério - Centro Multidisciplinar para Investigagéo Biologica na Area
da Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB - UNICAMP)

Biotério onde serdo mantidos | Biotério do Laboratorio de Ensaios Biolégicos, FEA/UNICAMP

os animais:

A aprovacgao pela CEUA/UNICAMP nao dispensa autorizacao a junto ao IBAMA,SISBIO ou ClBio e
é restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratorios da Universidade Estadual de
Campinas.

Campinas, 28 de abril de 2022.

Prof. Dr. Wagner José Favaro Rosangela dos Santos

Presidente Secretaria Executiva

IMPORTANTE: Pedimos atencio ao prazo paraenvio do relatério final de atividades referente a este protocolo: até 30 dias ap6s o ence rramento de sua vigéncia. O formulirio encontra-se

disponivel na pigina da CEUA/UNICAMP area do avel. Ando api 0 de relatorio no p pedira que novos pr
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