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Resumo

O excesso de lipidios do ambiente uterino pode desencadear o desenvolvimento e a
progressdo da doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA). Compostos bioativos
presentes em plantas sdo uma abordagem terapéutica interessante por desempenhar diferentes
efeitos sobre o metabolismo. Um fruto com alto teor de compostos fendlicos e com possivel
efeito benéfico € o acai, porém pouco se sabe sobre seu efeito na dieta materna hiperlipidica.
Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da suplementacéo de polpa de acai (Euterpe
oleracea M.) durante a gestacdo e lactacdo, na prole de ratas Fischer alimentadas com uma
dieta hiperlipidica. Vinte e oito ratas foram divididas em quatro grupos: dieta controle (C),
dieta hiperlipidica (HF), dieta controle mais 2% de polpa de acai (CA) e dieta hiperlipidica
mais polpa de acai (HFA), duas semanas antes do acasalamento e durante todo o periodo
gestacional e lactacional. O metabolismo lipidico e oxidativo das ratas foi avaliado e o0s
filhotes machos foram estudados em dois momentos: apds o nascimento (P1) e desmame
(P21). Nossos resultados mostram que o grupo de ratas HFA apresentou aumento na massa
corpérea e reducdo no peso relativo do figado, gordura e contetdo hepético de colesterol.
Também houve uma reducdo na esteatose hepéatica no grupo de ratas HFA, entretanto,
observamos aumento no colesterol sérico e da expressdo de Srebpfl e Fasn. Em relacdo ao
estado redox, foram encontrados aumento nos niveis hepaticos de malondialdeido (MDA) e
proteina carbonilada no grupo HF. A suplementacdo com polpa de acai foi capaz de prevenir
aumento no estresse oxidativo, reducdo dos niveis hepaticos de MDA e de proteinas
carboniladas e da atividade das enzimas SOD, CAT e GPx no grupo HFA. Em relacdo a
prole, encontramos um menor valor no peso absoluto do figado nos animais HFA P1 e P21.
HFA-P21 apresentou reducdo no colesterol sérico quando comparados com HF-P21.
Também foi verificado reducdo na esteatose hepatica de HFA-P21. Houve reducdo na
expressao de Srebpfl em HFA-P1, enquanto a expressao de Sirtl, Srebpfl e Fasn aumentou
no grupo HFA-P21. Néao foram observadas diferencas significativas na expressdo proteica de
SIRT1 e SREBP1. Em relagdo ao estado oxidativo, ndo foram encontradas diferencas
significativas nas enzimas antioxidantes e nos biomarcadores. Pode-se concluir que a
introducdo do acai na dieta materna HF preveniu o acumulo de gordura hepética e
restabeleceu a homeostase do estado redox das ratas. Os efeitos observados na prole sugerem
que a introducdo de alimentos ricos em compostos bioativos, como o0 acai, podem retardar o
dano hepatico o causado pela dieta materna HF.

Palavras-chaves: Acai; Euterpe oleracea Martius; dieta materna hiperlipidica; doenca

hepéatica gordurosa ndo alcodlica; metabolismo lipidico; metabolismo  redox.



Abstract

Excess lipids in the uterine environment may trigger the development and progression of
non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). Bioactive compounds present in plants are an
interesting therapeutic approach to perform different effects on metabolism. A fruit with high
content of phenolic compounds and with possible beneficial effect is the acai (Euterpe
oleracea Martius), but little is known about its effect on maternal high-fat diet. This study
aims to evaluate the effect of acai pulp supplementation during pregnancy and lactation, in
the offspring of Fischer rats fed on a high-fat diet. Twenty-eight rats were divided into four
groups: Control Diet (c), high-fat diet (HF), control diet plus 2% of acai pulp (CA) and high-
fat diet plus 2% of acai pulp (HFA), two weeks before mating and during the whole
gestational and lactational period. The lipid and oxidative metabolism of the rats was
evaluated and the male pups were studied in two moments: after birth (P1) and weaning
(P21). Our results show that the group of HFA dams showed an increase in body mass and a
reduction in the relative liver weight, fat and hepatic content of cholesterol. Also, there was a
reduction in hepatic steatosis in the group of HFA dams, however, we observed increase in
serum cholesterol and the expression of Srebfl and Fasn. In relation to the redox state, an
increase in hepatic levels of malondialdehyde (MDA) and carbonylated protein in the HF
group. The supplementation with acai pulp was able to prevent increase in oxidative stress,
reduction of the hepatic levels of MDA and carbonylated proteins, and the activity of the
enzymes SOD, CAT and GPx in the HFA group. Regarding the offspring, we found a lower
value in the absolute liver weight of the animals HFA P1 and P21. HFA-P21 showed a
reduction in serum cholesterol when compared to HF-P21. A reduction in hepatic steatosis of
HFA-P21was also observed. There was a reduction in the expression of Srebpfl in HFA-P1,
while the expression of Sirtl, Srebpfl and Fasn increased in the HFA-P21. No significant
differences were observed in the protein expression of SIRT1 and SREBPL. In relation to the
oxidative state, no significant differences were found in the antioxidant enzymes and
biomarkers. It can be concluded, that the introduction of acai pulp in the HF maternal diet
prevented the accumulation of liver fat and restored the homeostasis of the redox state of the
dams. The effects observed in the offspring suggest that the introduction of foods rich in
bioactive compounds, such as acai, can slow down liver damage caused by the maternal HF
diet.

Keywords: Acai; Euterpe oleracea Martius; high-fat maternal diet; non-alcoholic fatty liver

disease; lipid metabolism; redox metabolism.
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SIRT1 - Sirtuina 1
SIRT3 - Sirtuina 3
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SREBP - proteina de ligacdo ao elemento regulador do esterol
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A doenca hepatica gordurosa ndo alcoolica (DHGNA) é caracterizada pelo acumulo
de triglicérides nos hepatdcitos. Esta doenca abrange um espectro de condi¢des patologicas
que variam desde esteatose hepética simples a esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA)
caracterizada pela presenca de inflamagdo, que pode progredir para cirrose ou carcinoma
hepatico (BRUNT, 2010).

A alta prevaléncia de DHGNA em criancas e adolescentes na ultima década tem
chamado a atencdo dos pesquisadores, aumentando o nimero de estudos nesta area a fim de
explicar essa ocorréncia (PAPANDREOU, ROUSSO, MAVROMICHALIS, 2007;
MARZUILLO, DEL GIUDICE, SANTORO, 2014). Os estudos epidemioldgicos tém
colocado em evidéncia a ligacdo entre as fases periconceptuais, fetais e infantis, e o
desenvolvimento e progressdo da obesidade, bem como das doencas metabolicas associadas
com o aumento da adiposidade (CHEN et al., 2017; MCGILLICK et al., 2017) . Neste
sentido, a exposicdo do feto durante a gestacdo e lactacdo provenientes da dieta e/ou
obesidade materna poderia justificar o desenvolvimento precoce de DHGNA na populacdo
pediatrica. Este fenbmeno tem sido chamado de programacdo metabdlica, e pode ser definido
como uma modificagdo no metabolismo do feto, devido a condi¢des adversas do Gtero, que

implica em uma resposta permanente apds o nascimento (LUCAS, 1991).

A dieta hiperlipidica tem sido amplamente utilizada na literatura para induzir a
DHGNA em modelos animais experimentais e o consumo dessa dieta reflete o cenario
mundial atual, no qual o consumo excessivo de lipidios pode contribuir para o aumento das
doencas hepéticas na populacdo (SPEAKMAN et al., 2008; WILLIAMS et al., 2014). Na
ltima década, houve um progresso consideravel na compreensao de como 0 excesso de
ingestdo de lipidios via dieta materna altera as vias metabolicas no Utero, predispondo o feto
ao acumulo de gordura no figado e, consequentemente, o desenvolvimento de DHGNA na
vida adulta (HUGHES, OXFORD, 2014).

Diversas vias metabdlicas tém se destacados no desenvolvimento e progressao da
DHGNA, é o caso das sirtuinas, uma familia de proteinas dependentes dos niveis
intracelulares de NAD+, que desempenham um importante papel no metabolismo energético
(SACCONNAY, CARRUPT, NURISSO, 2016). A sirtuina 1 (SIRT1) e a sirtuina 3 (SIRT3)
tém sido extensivamente estudadas devido ao seu envolvimento em VAarios processos

metabolicos relacionados ao metabolismo lipidico e oxidativo. SIRT1 desacetila a proteina de
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ligacdo ao elemento regulador do esterol (SREBPs) promovendo a inibicdo de sua atividade
(PONUGOTI et al., 2010). SREBPs sdo fatores de transcricdo e trés diferentes isoformas,
SREBP-1a, SREBP-1c e SREBP-2, estdo presentes em células de mamiferos Os SREBPs
ativam diretamente a expressao de mais de trinta genes relacionados a sintese e captacdo de
colesterol, acidos graxos, triglicérides e fosfolipidios, além de aumentar a expressao de genes
envolvidos na geracdo do NADPH, um cofator necessario utilizado em reacdes anabdlicas
como metabolismo lipidico (EBERLE et al.,, 2004). Em geral, o SREBP-1 regula a
transcricdo de genes lipogénicos, variando de genes envolvidos na biossintese de &cidos
graxos a sintese de colesterol. Estudos avaliando o efeito da dieta materna tém mostrado que
0 excesso de lipidios pode reduzir a expressao e a atividade da SIRT1 no figado de mées e
filhos, causando alteracdes no metabolismo hepéatico e promovendo o acimulo de gordura
(MCCURDY et al., 2009; SUTER et al., 2012).

SIRT3 se localiza na mitocdndria, e é necessaria para a manutencdo da integridade
mitocondrial sob condi¢des de estresse oxidativo (SACCONNAY, CARRUPT, NURISSO,
2016). Estudos com ratos mostraram que a descontinuagédo da atividade da SIRT3, seja por
modificacdo genética ou por dieta hiperlipidica materna, esta associada ao desenvolvimento
acelerado de disfuncGes metabolicas semelhantes a sindrome metabdlica em humanos (AHN
et al., 2008). Embora a reducdo da expressao e / ou atividade da SIRT3 esteja provavelmente
ligada a reducdo da funcdo mitocondrial e da capacidade oxidativa, 0 aumento das espécies
reativas de oxigénio (ERO), em resposta a oxidacdo prejudicada dos &cidos graxos, pode
alterar a funcdo da SIRT3 (BAO et al., 2010).

Embora as pesquisas com a DHGNA tenham alcancado progresso consideravel, ainda
ndo ha farmacos especificos para o tratamento da DHGNA. A estratégia terapéutica se
concentra em prevenir a cirrose e retardar a progressdo ou reverter o quadro de fibrose.
Normalmente as intervencdes envolvem mudancas no estilo de vida. A maioria dos
profissionais visa o tratamento da DHGNA utilizando dieta e exercicio, incluindo substancias
antioxidantes. Estudos com terapia antioxidante tém despertado entusiasmo sobre a
possibilidade de tratar a doenca. Doencas do figado, especialmente aquelas que envolvem um
processo inflamatdrio, resultam em estresse oxidativo. Receptores de elétrons néo
enzimaticos, substancias antioxidantes como vitaminas E, C e polifendis podem desempenhar
um papel importante na protecdo da membrana celular, inibindo a disseminacdo de danos

causados pelos radicais livres e a progressdo de esteatose simples para esteato-hepatite
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(QUIDEAU et al., 2011). Compreender o papel regulador e os mecanismos pelos quais estes
compostos dietéticos naturais podem modular o metabolismo redox sugere uma abordagem
eficaz para proteger e atenuar disturbios metabolicos precoces desenvolvidos a partir de uma

dieta materna rica em gordura.

O acai (Euterpe oleracea Martius), uma fruta amazénica, com alto teor de compostos
fenolicos, tem sido alvo de pesquisas que buscam avaliar seu potencial efeito benéfico na
salde (SCHAUSS et al., 2006a; YAMAGUCHI et al., 2015). Trabalhos recentes avaliaram o
efeito do acai na patologia da DHGNA, e demonstraram uma agdo hepatoprotetora desse
fruto ao modular a expressdo de genes envolvidos na sinaliza¢éo da adiponectina, lipogénese
e oxidacdo de acidos graxos (GUERRA et al., 2015; PEREIRA et al., 2016). No entanto,
pouco se sabe sobre o efeito do agai nos mecanismos moleculares envolvendo o metabolismo

hepatico e lipidico na DHGNA induzida pela dieta materna hiperlipidica e seu efeito na prole.

Portanto, considerando que a dieta e a obesidade materna tém sido descritas como
uma das formas de aumentar a susceptibilidade de DHGNA na populacéo pediétrica, e que 0s
compostos dietéticos tém sido usados como forma de prevenir o desenvolvimento de
DHGNA, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do consumo de acai sobre a
programacdo metabdlica da DHGNA, induzida por uma dieta hiperlipidica na prole de ratas
Fischer. Nossa hipdtese € que, em virtude da composi¢do nutricional e do alto teor de
polifendis, a suplementacdo de acai na dieta das maes protege as mesmas e sua prole contra a
DHGNA induzida pela dieta hiperlipidica, através de vias relacionadas ao metabolismo

lipidico e/ou oxidativo.
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2.1. Doenca hepética gordurosa ndo-alcéolica (DHGNA)

A DHGNA é definida por um acimulo excessivo de triacilglicerois (TAG) no figado.
Esta doenca abrange um espectro de patologias que vdo desde esteatose hepatica simples até
uma EHNA caracterizada pela presenca de inflamagdo, podendo progredir para cirrose ou
carcinoma hepatico (BRUNT, 2010; COHEN, HORTON, HOBBS, 2011). O diagnostico da
EHNA ¢ feito através de bidpsia com confirmacédo da presenca de mais de 5% de esteatose
hepética e sua identificacdo leva em consideracdo caracteristicas histopatologicas que
combinam esteatose com degeneracao hidropica, corpusculos de Mallory, inflamac&o lobular
e fibrose pericelular (KLEINER et al., 2005).

Esteatose
Figado normal hepética

.
—_!

Normal

Carcinoma
Cirrose hepatocelular

Esteatose

Cirrose

Figura 1: Espectro de patologias da doenga da doenga hepéatica gordurosa ndo alcodlica. (A) Esquema da
progressdo da DHGNA. O acumulo de TAG nos hepatdcitos causa esteatose. A esteatose associada a
inflamag&do, morte celular e fibrose é chamada de EHNA, que pode progredir para cirrose. Individuos com
cirrose tém um risco aumentado de carcinoma hepatocelular. (B) Seccdes histoldgicas ilustrando figado normal,
esteatose hepatica, EHNA e cirrose. As fibras de coldgeno sdo coradas de azul com o tricrdmico de Masson. PT:
triade portal, que consiste na artéria hepética, veia porta e ducto biliar; CV: veia central.

Fonte: Cohen, Horton et al., 2011.
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A prevaléncia de DHGNA tem aumentado exponencialmente em paralelo com o
aumento dramatico da obesidade, e estd rapidamente se tornando a causa mais comum de
doenca hepética em paises ocidentais (BYRNE, TARGHER, 2015). Um recente estudo de
meta-analise mostra que a DHGNA é altamente prevalente em todos os continentes, mas as
maiores taxas sao relatadas na América do Sul (31%) e no Oriente Médio (32%), seguidas
pela Asia (27%), EUA (24%) e Europa (23%), enquanto é menos comum na Africa (14%)
(YOUNOSSI et al., 2016). A taxa de DHGNA na populacdo global esta em aumento
constante (15% em 2005 para 25% em 2010) e, da mesma forma, a incidéncia de EHNA no
mesmo periodo quase dobrou, indo de 33% para 59,1% (YOUNOSSI et al., 2016).

Além dos numeros alarmantes para a populacdo global, a ocorréncia em criangas e
adolescentes nos Gltimos anos tem chamado a atencdo dos pesquisadores. Os trabalhos
epidemioldgicos sugerem que aproximadamente 2,6% das criancas e 9,6% dos adolescentes
sejam afetados pela esteatose hepética; a prevaléncia sobe para 12% podendo variar até 80%
em criancas obesas (ANDERSON et al., 2015). Ademais, a obesidade na infancia esta
associada a desfechos clinicos adversos e maior risco de progressao para EHNA e cirrose
(GOYAL, SCHWIMMER, 2016). Espera-se que, na proxima década, a DHGNA na
populacdo infantil se torne a causa mais prevalente de insuficiéncia hepatica e uma indicacao
para o transplante de figado em criangas e adolescentes no mundo ocidental (TEMPLE et al.,
2016).

2.1.1. Etiopatogenia

Os mecanismos etiopatogénicos responsaveis pelo desenvolvimento da DHGNA
ainda permanecem mal compreendidos. Efeitos dietéticos sobre o metabolismo lipidico e
hormonal, o estresse oxidativo, a ativacdo de vias inflamatérias em decorréncia da obesidade,
e a influéncia de fatores genéticos sdo reportados como alteracbes que contribuem
independentemente ou em conjunto para o surgimento da DHGNA (ZIVKOVIC, GERMAN,
SANYAL, 2007; COHEN, HORTON, HOBBS, 2011; TAKAKI, KAWAI, YAMAMOTO,
2013). A teoria dos dois eventos (“two hits”) proposta por Day e James em 1998 fornece
uma base cientifica para explicar os mecanismos fisiopatologicos envolvidos na DHGNA
(DAY, JAMES, 1998). O primeiro “hit” seria 0 acumulo de TAG no figado em decorréncia
do aumento da sintese ou entrega de &cidos graxos ao figado, diminuicdo da capacidade de
oxidar os acidos graxos e reducdo da exportacdo de TAG. O tecido hepatico entdo se torna

susceptivel a sinais que envolvem o segundo “Ait”, levando a aumento do estresse oxidativo,
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ativacdo de cascatas inflamatorias, que por sua vez levam a esteato-hepatite e fibrose do

tecido.

Entretanto, em vista da complexidade da DHGNA, a teoria mais debatida atualmente
na literatura € o modelo dos multiplos hits, onde todos esses fatores paralelos agem
sinergicamente no desenvolvimento e progressdo da doenca. Neste modelo, a resisténcia
insulinica é a condicéo inicial para o desenvolvimento da DHGNA, favorecendo a lipogénese
e inibindo a lipdlise. Este evento é seguido dos multiplos hits que envolvem o estresse
oxidativo, disfuncdo mitocondrial, estresse do reticulo endoplasmatico, producdo de citocinas
inflamatorias, alteracdo da microbiota intestinal, entre outros fatores (BUZZETTI, PINZANI,
TSOCHATZIS, 2016).

Nesta secdo, 0s potenciais mecanismos implicados na patogénese e progressdo da
DHGNA seréo abordados.

2.1.1.1.  Metabolismo lipidico

Os TAG que sdo depositados nos hepatocitos sdo formados a partir de uma reacéo de
esterificacdo de trés acidos graxos livres (AGL) com o glicerol. Estes &cidos graxos chegam
ao figado a partir de diferentes vias: lipdlise do tecido adiposo, diminuicdo da p-oxidacdo
mitocondrial ou da exportacdo de TAG como particula de VLDL, lipogénese de novo e fontes
alimentares (COHEN, HORTON, HOBBS, 2011; BYRNE, TARGHER, 2015). A deposicao
hepética de gordura parece ser o resultado da alteracdo de todas essas vias lipidicas.

A lipdlise (hidrolise de TAG) nos adipdcitos € controlada por vias hormonais. No
estado alimentado, niveis circulantes mais altos de insulina inibem a lip6lise, enquanto que,
durante o jejum, as catecolaminas favorecem a lipdlise. Além do armazenamento de energia,
a absorcao de AGL circulantes pelo tecido adiposo, também é fundamental para evitar danos
a outros drgdos induzidos pela deposicéo ectopica de acidos graxos - um processo conhecido
como lipotoxicidade (CUSI, 2012). Desta forma, os adip6citos atuam como um "tampédo de
energia", tanto para armazenar energia para uso futuro quanto para prevenir efeitos
prejudiciais de AGL em outras partes do corpo. Todos esses efeitos sdo prejudicados na
condicéo fisiologica conhecida como resisténcia a insulina, e & 0 que torna este evento um
importante fator desencadeante da esteatose hepatica (GEISLER, RENQUIST, 2017,

PARKER, 2018). O descontrole na sinaliza¢do insulinica prejudica toda a amplificacdo do
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sinal, promove o bloqueio da captacdo de glicose e estimula 0 aumento da lipdlise no tecido

adiposo, contribuindo para a entrega de AGL para o figado.

Os AGL que chegam ao figado podem ser absorvidos pela mitocéndria e sofrer beta-
oxidagdo para geracdo de energia e corpos cetonicos (BARTLETT, EATON, 2004). O
processo € iniciado pela entrada facilitada dos acil-Coa para o interior da mitocondria através
da enzima carnitina-palmitoil-transferase-1 (CPT-1). Os acil-CoA graxos séo convertidos em
acil-carnitina pela CPT-1 que promove a translocacéo para o espago mitoncondrial (EATON,
BARTLETT, POURFARZAM, 1996). Longas cadeias de acil-cartinina sofrem beta-oxidacao
e liberam acetil-CoA que sera usado no ciclo do &cido tricarboxilico, liberando nicotinamida
adenina dinucleotideo (NADH) e flavina adenina dinucleotideo (FADH>) para geragdo de
ATPs (EATON, BARTLETT, POURFARZAM, 1996).

Estudos tém mostrado que o excesso de AGL além da capacidade oxidativa da
mitocéndria, pode promover uma disfuncdo mitocondrial e reduzir a sua capacidade oxidativa
(KOHJIMA et al., 2007; BEGRICHE et al., 2013). Quando a capacidade de oxidacdo lipidica
hepética é excedida, os lipidios passam a ser depositados no hepatécito, contribuindo ainda
mais para a esteatose hepatica.

Os AGL ndo direcionados para beta-oxidacdo pela CPT-1 podem ser esterificados
novamente como TAG e embalados e exportados em particulas de VLDL. As VLDL sao
compostas por TAG, ésteres de colesterol, fosfolipidios e apoliproteinas (apo) B-100, C-I, C-
Il e E (NELSON, COX, 2011). ApoB 100 é uma apoB especifica do figado que é critica na
montagem de VLDL, que ocorre inicialmente no reticulo endoplasmatico (ER) (BLASIOLE,
DAVIS, ATTIE, 2007). Parece que as principais funcBes da secre¢do hepéatica de VLDL
envolvem o tamponamento dos niveis de AGL do plasma através da sua conversdo em TAG
e exportacdo via lipoproteina, proporcionando assim uma fonte de combustivel lipidica
alternativa prontamente disponivel. Uma outra funcdo, mas menor, é mobilizar o lipideo
hepatico sintetizado a partir da lipogénese de novo. Os relatos na literatura mostram que em
condicdes de EHNA, a exposicéo prolongada do figado a AGL promoveria estresse de ER e
outros estresses oxidativos no figado, levando a degradacdo de apoB 100, diminuicdo na
secrecdo de VLDL, e piora da esteatose hepética (TACER, ROZMAN, 2011).

O mecanismo da lipogénese (sintese de TAG) pode ser empregado para se referir a

toda e qualquer sintese de lipideos, incluindo a sintese endégena de &cidos graxos a partir dos
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carboidratos e aminoacidos, conhecida como lipogénese de novo (PARRY, HODSON, 2017).
Durante esse processo, 0 piruvato resultante da glicolise entra na mitocondria onde é
convertido em acetil-coenzima A (acetil-CoA) para o metabolismo no ciclo do &cido
tricarboxilico (NELSON, COX, 2011). Quando os estoques de energia estdo em excesso, 0S
intermediarios do ciclo do acido tricarboxilico comecam a se acumular, resultando no
transporte de citrato da mitocondria para o citoplasma, onde é decomposto pela enzima ATP
citrato liase a acetil-CoA e oxaloacetato. O citrato é um ativador alostérico da acetil-CoA
carboxilase (ACC) e catalisa a conversdo do acetil-CoA em malonil-CoA, que é a principal
fonte de carbono para a sintese de &cidos graxos e € considerada a etapa limitante da
velocidade na via da sintese de lipideos (NELSON, COX, 2011). O passo seguinte envolve a
acdo da enzima acido graxo sintase (FAS), que usa o malonil-CoA para alongar a cadeia de
acido graxo. Todo o processo de sintese de acidos graxos, envolve regulacdo em diferentes

niveis, mas uma familia tem destaque especial nesse processo: SREBPs.

SREBPs sdo fatores de transcricdo, e apresentam trés diferentes proteinas codificadas
pelo genoma dos mamiferos: SREBP-1a, SREBP-1c e SREBP-2. As proteinas SREBP-1a e
SREBP-1c sdo derivados de um Unico gene, enquanto que SREBP-2 é codificado em um
local de transcricdo diferente (BROWN, GOLDSTEIN, 1997). Os SREBPs ativam
diretamente a expressdo de mais de trinta genes relacionados a sintese e captacdo de
colesterol, acidos graxos, triglicérides e fosfolipidios, além de aumentar a expressdo de genes
envolvidos na geracdo de NADPH, um cofator necessario utilizado em rea¢des anabdlicas
como metabolismo lipidico (HORTON, GOLDSTEIN, BROWN, 2002; EBERLE et al.,
2004). Em geral, SREBP-1a é um potente ativador de todos 0s genes responsivos ao SREBP,
incluindo aqueles que medeiam a sintese de colesterol, acidos graxos e triglicérides. Os
papéis do SREBP-1c e do SREBP-2 sdo mais restritos que o do SREBP-1a. O SREBP-1c
aumenta preferencialmente a transcri¢do de genes necessarios para a sintese de acidos graxos,
mas nao a sintese do colesterol (BROWN, GOLDSTEIN, 1997).

A DHGNA esté frequentemente associada a perturbagdes metabolicas que envolvem a
superativacdo de SREBP1 e seus genes alvos. No figado normal, a sintese de acidos graxos é
regulada positivamente pelo fator de transcricio SREBP-1c, e na sobrecarga de &cidos
graxos, a sintese de &cidos graxos de novo € suprimida através da regulacdo negativa do
SREBP-1c. Entretanto, na DHGNA, parece ocorrer uma superexpressdo de SREBP-1c, o que
impede o feedback negativo via SREBBP-1c (KOHJIMA et al., 2007). Estes dados s&o
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confirmados em diversos modelos murinos de obesidade induzida por dieta, deficientes em
leptina e em camundongos db/db, onde a superexpressdo de SREBP-1c hepatico leva ao
desenvolvimento de um figado gorduroso devido ao aumento da lipogénese (ARAGNO et al.,
2009; MOON et al., 2012; PERFIELD et al., 2013).

Em virtude disso, os mecanismos de controle e ativacdo dos fatores de transcricdo da
familia SREBP tém sido estudados como possivel tratamento da esteatose hepatica
(AHMED, BYRNE, 2007). As abordagens terapéuticas tém como alvo principalmente as vias
envolvidas com o metabolismo lipidico e energético; dentre elas, a via das sirtuinas ganhou
destaque devido ao seu envolvimento em varios processos metabolicos (DING, BAO, DENG,
2017).

As sirtuinas (SIRT) sdo uma familia de proteinas atualmente classificadas como
histonas desacetilase de classe 111 (HDAC) (SACCONNAY, CARRUPT, NURISSO, 2016).
Em contraste com as HDAC de classe I, Il e IV, as SIRT sdo enzimas dependentes dos niveis
intracelulares de NAD™, desempenhando um importante papel no metabolismo energético
(FINKEL, DENG, MOSTOSLAVSKY, 2009). Existem sete isoformas de sirtuinas descritas
em mamiferos (SIRT1-7) que sdo amplamente expressas em diferentes 6rgaos como figado,
cérebro, coracao, timo, rins, tecido adiposo branco, entre outros (FRYE, 2000). A localizacéo
celular de cada isoforma influencia sua atividade e acdo. SIRT1, SIRT6 e SIRT7 sdo
encontradas principalmente no nucleo, onde podem exercer a sua atividade através da
regulacdo da estabilidade do DNA, expressdo génica, manutengéo da estrutura da cromatina
e/ou progressao do ciclo celular; SIRT2 é encontrado no citoplasma e desempenha funcao
sobre a-tubulina, sugerindo um papel na manutencéo da arquitetura celular e divisdo; SIRT3,
SIRT4 e SIRT5 sdo SIRTs mitocondriais que interagem principalmente com proteinas nao
histonas nas quais exercem a sua atividade catalitica (MICHISHITA et al., 2005).

A sirtuina melhor estudada € a SIRT1 e ela tem sido implicada em uma grande
variedade de processos metabdlicos, em particular na regulacdo do metabolismo dos lipideos
e da glicose (KEMPER, CHOI, KIM, 2013). Estudos sugerem que 0s niveis de expressdo e
atividade desacetilase de SIRT1 sdo constitutivamente diminuidos sob condic¢Ges patologicas
(PONUGOTI et al., 2010; WALKER et al., 2010). A atividade desacetilase de SIRT1
também foi demonstrada como inibida pela diminuicdo dos niveis intracelulares de NAD+
em condicOes de esteatose hepatica em camundongos (YOSHINO et al., 2011). O estresse
metabolico induzido por uma dieta rica em gordura aumenta a interacdo entre SIRT1 e
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DBC1, resultando na diminuicdo da atividade da desacetilase SIRT1 (ESCANDE et al.,
2010). Ao contrario da regulacdo fisioldgica normal desta proteina, a regulacédo transcricional
da SIRT1 em condicBes patoldgicas ainda permanece mal compreendida. Além disso,
permanece em grande parte desconhecido se as modificacBes pds-traducionais SIRT1
regulam negativamente os niveis de expressdao e atividades da SIRT1 sob condicGes
patoldgicas (SCHUG, LI, 2011).

No figado, SIRT1 regula o metabolismo dos lipideos através da desacetilacdo da
familia de fatores de transcricdo SREBPs. Analises protedmicas concomitante a estudos
mecanisticos revelaram que SREBP-1c é acetilada pela histona acetiltransferase p300 e
desacetilada por SIRT1 nos residuos de lisina 289 e 309, e que a desacetilacdo de SREBP-1c
por SIRT1 regula negativamente a atividade transcricional de SREBP-1c promovendo a
ubiquitinacdo e possivelmente, degradacdo pelo proteassoma (PONUGOTI et al., 2010;
WALKER et al.,, 2010). Consistentemente, o tratamento com ativadores de pequenas
moléculas de SIRT1 diminuiu os niveis nucleares de SREBP-1c, enquanto os inibidores de
SIRT1 aumentaram os niveis (WALKER et al., 2010). Além disso, a desacetilacdo por SIRT1
inibiu a ligacdo de SREBP-1c aos seus genes lipogénicos alvo. Notavelmente, enquanto os
niveis de acetilacdo SREBP-1c foram dinamicamente regulados em resposta a jejum e
alimentacdo em condicdes fisioldgicas normais, 0s niveis de acetilacio SREBP-1c foram
constitutivamente elevados em figados gordurosos de ratos obesos (PONUGOTI et al., 2010).
Consistente com o papel da SIRT1 na regulacdo negativa da SREBP-1c, a superexpressao
hepatica mediada por adenovirus da SIRT1 ou o tratamento com resveratrol por 1 semana
diminuiu os niveis de acetilacdo da SREBP-1c nesses camundongos com perfis de expressao

génica compativeis com efeitos metabdlicos benéficos (Ponugoti, et al. 2010).

Além disso, a capacidade de SIRT1 em regular o metabolismo lipidico foi
demonstrada em estudos relacionando a baixa expressdo de SIRT1 com diminuigdo da B-
oxidacdo. A B-oxidacdo de &cidos graxos é uma das principais formas de utilizagdo de TAG
no figado em condi¢bes de energia limitada, e os reguladores transcricionais, receptores
ativados por proliferadores de peroxissoma alfa (PPARa) e 0 co-ativador 1 ‘alfa’ do
receptor ativado por proliferador do peroxissomo (PGC-1a), desempenham papéis-chave
nesse processo (RODGERS et al., 2005; RODGERS et al., 2008; PURUSHOTHAM et al.,
2009). Rodgers e colaboradores (20005) diminuiram o mRNA de SIRT1 através de um
adenovirus e relacionaram a baixa expressao de SIRT1 com reducgédo génica da B-oxidacao e
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de genes alvos. Este achado vai de encontro aos dados da literatura, em que camundongos
knockout para SIRT1 hepatica apresentam sinalizagdo diminuida de PPARa ¢ diminuigdo da
expressdo de genes envolvidos na B-oxidagdo, enquanto a superexpressdo de SIRT1 leva ao
aumento da sinalizacdo transcricional de PPARa. Além disso, os camundongos knockout
foram mais suscetiveis ao ganho de peso induzido por dieta rica em gordura e a esteatose
hepatica (PURUSHOTHAM et al., 2009).

Diversas evidéncias apontam também para um papel fundamental de SIRT3 no
organismo como um emergente regulador do estresse metabdlico, particularmente relevante
para a funcdo das mitocéndrias (LOMBARD et al., 2007; AHN et al., 2008). SIRT3 é a
sirtuina mitocondrial mais estudada, é uma proteina sollivel localizada na matriz
mitocondrial. Estudo realizado em camundongos knockout para SIRT3 no figado, mostra que
65% de todas as proteinas presentes nas mitocondrias tém pelo menos uma lisina acetilada
(HEBERT et al., 2013). Varios alvos de SIRT3 foram identificados, tais como acil-CoA
desidrogenase de cadeia longa (LCAD), uma enzima envolvida na primeira reacdo do
processo de oxidacdo de acidos graxos, a enzima mitocondrial 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA
sintase 2 (HMGCS2, pertencente a familia da HMG-CoA sintase) que estd envolvida na
formacdo de corpos cetdnicos e na enzima mitocondrial acetil-CoA sintase (ACS) que
converte acetato em acetil-CoA (FUJINO et al., 2001; HIRSCHEY et al., 2010; SHIMAZU
et al.,, 2010). A SIRT3 também regula os niveis de acetilacdo do complexo | da cadeia
transportadora de elétrons (ETC) e regula a sintese de ATP (AHN et al., 2008). Além disso, a
succinato desidrogenase (uma das subunidades do complexo II) foi identificada como um
alvo direto da SIRT3, sugerindo um papel da SIRT3 na regulacdo do complexo Il (CIMEN et
al., 2010; FINLEY et al., 2011).

A SIRT3 ¢ regulada durante condi¢Bes de estresse nutricional. Estudos recentes em
camundongos deficientes em SIRT3 demonstraram que 0 jejum reduz a oxidacdo de &cidos
graxos e a producdo de ATP, e isso foi associado ao aumento do contetdo hepético de TG
(HIRSCHEY et al., 2010). Em contrapartida, o excesso calorico também é capaz de reduzir a
atividade da SIRT3 hepatica, prejudicando a funcdo mitocondrial e induzindo a
hiperacetilacdo de vérias proteinas mitocondriais (HIRSCHEY et al., 2011a; HIRSCHEY et
al., 2011b). A alimentacdo crbénica com excesso de gordura suprime a expressdo de SIRT3,
aumenta a acetilacdo da proteina mitocondrial e, em ultima analise, reduz a oxidacdo de

acidos graxos. Os camundongos sem SIRT3 sob dieta hiperlipidica mostram caracteristicas
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aceleradas da sindrome metabdlica, como obesidade, resisténcia a insulina, hiperlipidemia e
EHNA (HIRSCHEY et al., 2011b).

Por ultimo, mas ndo menos importante, a dieta tem um papel fundamental no
desenvolvimento da DHGNA (MCCARTHY, RINELLA, 2012). O balanco energético
positivo tem impactos importantes sobre o controle e progressdo da doenca. Dietas ricas em
acidos graxos saturados induzem um aumento na gordura hepatica e na resisténcia a insulina
em comparacdo com dietas isocaloricas enriquecidas com &cidos graxos monoinsaturados ou
poli-insaturados (MCCARTHY, RINELLA, 2012). Os mecanismos pelos quais a gordura
saturada modula o metabolismo hepatico sdo incompletamente compreendidos. Vale ressaltar
que varios processos inflamatérios/oxidativos e outras vias metabdlicas afetadas pelo excesso
de gordura, tém sido propostas para contribuir com a patogénese da DHGNA (LEAMY,
EGNATCHIK, YOUNG, 2013). Os desencadeantes inflamatorios, incluindo o LPS,
promovem a liberacdo de citocinas induzida por TLR4 pelas células de Kupffer, resultando
em resisténcia a insulina mediada por JNK; os &cidos graxos saturados promovem lesdo da
mucosa intestinal e disturbios da flora bacteriana, resultando no aumento da permeabilidade
do epitélio intestinal induzido por endotoxina e translocacdo bacteriana (ZHANG, YANG,
2016); ademais, o aumento de AGL no figado ocasiona uma sobrecarga na B-oxidagédo
levando também ao aumento de ERO e concomitantemente do estresse oxidativo, que por sua

vez exacerba a lipotoxicidade favorecendo a progressao da esteatose simples para EHNA.
2.1.1.2.  Metabolismo oxidativo

O termo “estresse oxidativo” foi introduzido na biologia ha 30 anos e 0 seu conceito
baseava-se na “perturbagdo do equilibrio pro-oxidante e antioxidante, em favor do primeiro”
(Sies, 1985). A definicdo atual inclui o papel das ERO na sinalizagdo celular e descreve o
estresse oxidativo como “um desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes em favor dos

oxidantes, conduzindo a ruptura da sinaliza¢ao redox e dos mecanismos de controle” (Sies,

2007).

O mecanismo mais bem estudado envolvendo o papel do estresse oxidativo e da
DHGNA talvez seja a disfungdo mitocondrial (BEGRICHE et al., 2013). A sobrecarga de
AGL nas mitocondrias pode levar a um aumento na permeabilidade da membrana
mitocondrial interna. Esta ocorréncia leva a dissipacdo do potencial de membrana e & perda

da capacidade de sintese de ATP, resultando em um comprometimento da funcao
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mitocondrial e uma geracdo de ERO aumentada (BORNIQUEL et al., 2007). O aumento da
oxidacdo de acidos graxos promove um aumento do fluxo de elétrons na ETC, podendo gerar
um “vazamento de elétrons” (devido a redugdo da atividade dos complexos ETC), garantindo
uma reacgdo direta entre elétrons e oxigénio, levando a formacdo de ERO, ao invés da reacéo
normal mediada pela citocromo C oxidase que combina oxigénio e prdtons para formar dgua
(GRATTAGLIANO et al., 2012). A perda do citocromo C pelas mitocondrias produz trés
vezes mais peroxido de hidrogénio (H202) do que as mitocondrias n&do-depletadas
(KUSHNAREVA, MURPHY, ANDREYEV, 2002). A beta-oxida¢do incompleta conduz ao
acumulo de acil-carnitinas de cadeia longa, ceramidas e diacilglicerois, intermediarios
lipotdxicos que podem ativar a cascata de sinalizacdo inflamatéria (PATTERSON et al.,
2016). Parece haver um ciclo vicioso entre a capacidade oxidante mitocondrial e aumento do
estresse oxidativo, sendo pensado como uma das bases para o desenvolvimento da esteato-

hepatite.

Os niveis de ERO sdo controlados por um sistema complexo de defesas que limitam o
acumulo de oxidantes, incluindo enzimas antioxidantes como superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), peroxirredoxinas, tioredoxinas e tiorredoxinas redutases, e as enzimas
envolvidas no controle dos niveis e do estado redox da glutationa (BORNIQUEL et al.,
2007). Dado o papel fundamental desempenhado pelas mitocéndrias na producdo de ERO em
decorréncia da oxidacdo de &cidos graxos, esta organela é provida de proteinas antioxidantes,
incluindo a proteina desacopladora 2 (UCP-2), que previne a geragdo mitocondrial excessiva
de ERO, e enzimas desintoxicantes como Mn superoxido dismutase (MnSOD), glutationa
peroxidase 4 (GPx4), peroxirredoxina 5 (Prx5), tiorredoxina 2 (Trx2) e tioredoxina redutase 2
(TrxR2), e as isoformas mitocondriais de peroxiredoxina 3 (Prx3) e glutationa peroxidase 1
(GPx1), entre outras (BORNIQUEL et al., 2007). Anormalidades mitocondriais alteram o
equilibrio entre os mecanismos pro-oxidantes e antioxidantes, levando a um aumento de
acidos graxos ndo metabolizados no citosol e a consequente inducdo no aumento da producao
de ERO (ROLO, TEODORO, PALMEIRA, 2012). A disfungéo pode ocorrer por multiplos

mecanismos, que vao desde danos ao DNA mitocondrial até desequilibrio sirtuinico.

SIRT1 tem um efeito regulador indireto no estresse oxidativo, ativando proteinas
forkhead (FOXO) e PGCla, envolvidas na transcri¢cdo de genes de enzimas antioxidantes e
na capacidade desintoxicante de ERO (OLMOS et al., 2013; LI et al., 2015). JA SIRT3 tem a
funcdo de regular a capacidade antioxidante da celula através da modulacdo direta das
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principais enzimas antioxidantes que atuam na prevencdo de danos oxidativos (BAUSE,
HAIGIS, 2013). Os efeitos antioxidantes da SIRT3 sdo mediados em parte pela sua interacao
com MnSOD e isocitrato desidrogenase 2 (IDH2) (SOMEYA et al., 2010; TAO et al., 2010).
SIRT3 desacetila diretamente a SOD2 nas mitocondrias e aumenta sua capacidade de
eliminar ERO. Camundongos knockout para SIRT3 exibem diminuicéo da atividade da SOD2

e aumento do estresse oxidativo, sugerindo um papel da SIRT3 na EHNA (BAO et al., 2010).

SIRT1 e 3 usam 0 NAD+ como co-fator e induzem véarias melhorias metabdlicas em
diferentes tecidos (HOUTKOOPER et al., 2010). Sendo assim, é possivel que a deplecao de
NAD+ possa contribuir para a disfuncdo mitocondrial, obstruindo a resposta adaptativa
mediada via SIRT a altos niveis hepaticos de AGL. Em conjunto, esses resultados sugerem
que a regulacdo negativa de SIRT1 e 3 no figado, pode ter um papel na fisiopatologia da
esteatose hepatica associada ao estresse oxidativo.

Outros mecanismos implicados na patogénese da DHGNA incluem estresse do
reticulo endoplasméatico e crescimento bacteriano no intestino com aumento da
permeabilidade intestinal. O estresse do ER pode ser causado por uma variedade de estresses
bioldgicos, incluindo hiperinsulinemia e hiperlipidemia, e pode resultar na ativacao de varias
vias que levam a inflamacéo, apoptose e disfun¢do mitocondrial (ZHANG et al., 2014). O
supercrescimento bacteriano resulta na producdo e liberacdo de lipopolissacarideos, 0s quais
podem ativar a producdo de TNF-a em células de Kupffer e, assim, induzir inflamagdo
hepética (MA, ZHOU, LI, 2017).

Como é claramente explicado pelo mecanismo fisiopatoldgico da propria DHGNA
descrito acima, (a classica teoria dos dois hits ou a atualizada teoria dos mdltiplos hits), o
estresse oxidativo representa um mecanismo central na base do hit que conduz a formacao de
ERO e promove a progressdo da DHGNA. Esse evento ocorre em resposta ao excesso de
acidos graxos nas células hepaticas, de sua deplecdo de energia e consequente disfuncéo
mitocondrial levando ao aumento do estresse oxidativo e, por fim, ao dano celular. Estudos
em modelos animais tém demonstrado esses mecanismos, e ha também confirmagdes em
humanos (SHIMOMURA et al., 2017; BOLAND et al., 2018), dando uma visdo precisa da
importancia do estresse oxidativo na fisiopatologia da DHGNA. Além disso, essas teorias
encontraram uma confirmacao “clinica” dos estudos que evidenciaram a associagdo entre a
sindrome metabolica e também seus componentes (hipertensdo, obesidade e dislipidemia)
individualmente (DIEHL, 2004; GHOLAM et al., 2007; KRISHAN, 2016).
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Em relacdo a populacéo pediatrica, € um desafio compreender as causas que levam ao
surgimento da DHGNA e de que forma ocorre a progressao da doenga ao longo do tempo.
Atualmente, ha evidéncias crescentes que associam o aumento de DHGNA na populagdo
pedidtrica e alta prevaléncia de obesidade materna, sugerindo que outras condi¢des
ambientais estdo contribuindo para o aparecimento precoce dessa doenca. O excesso de
lipideos provenientes de um ambiente uterino obesogénico pode promover esteatose hepatica,
disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo e inflamacdo — alteracfes fundamentais para a
progressdo da DHGNA (STEWART, HEERWAGEN, FRIEDMAN, 2013). Isto sugere que
talvez o hit inicial para o acimulo de gordura no figado, possa estar ocorrendo ainda no Utero

associado a uma dieta materna hiperlipidica e/ou hiperglicidica.
2.2. Programacéo metabolica

No inicio dos anos 1800, a visdo meédica do ocidente envolvia as chamadas
“impressdes maternas” (SHILDRICK, 2000). Acreditava-se que a exposicdo de um
organismo a novas experiéncias, exercia efeitos ao longo do seu desenvolvimento. Contudo,
somente no século XIX a ideia de que o ambiente influéncia no desenvolvimento nos
primeiros anos de vida foi aprimorada e o termo “reprodu¢do” comegou a ser empregado,

fazendo aluséo a hereditariedade (LOPEZ-BELTRAN, 2007).

A Segunda Guerra Mundial foi um evento crucial na elaboracdo da abordagem
envolvendo efeitos da nutricdo materna sobre o desenvolvimento de criangas. Durante 0
famoso Inverno da Fome Holandesa (1944-1945), a escassez de alimentos proporcionou um
estado de subnutricdo nas mulheres gravidas e nascimento de criancas com peso abaixo do
normal (GLUCKMAN, BUKLIJAS, HANSON, 2016). Através de um estudo de coorte anos
mais tarde, foi observado que esses individuos apresentavam padrbes diferenciados de
composicao corporal na vida adulta (RAVELLI, STEIN, SUSSER, 1976).

Seguindo esse raciocinio, a teoria desenvolvimentista da satde e da doenga (DOHaD),
proposta por Barker no inicio dos anos 80, destaca a importancia da relacdo entre as fases
periconceptual, fetal e precoce da vida (BARKER, OSMOND, 1986). Interessantemente, a
hipétese de Barker foi elaborada a partir de estudos geograficos utilizando registros
detalhados dos 6bitos em localidades do Reino Unido. Através destes estudos foi observado
uma forte relacdo entre as areas de alta mortalidade infantil no inicio do século XX e as areas
de alta mortalidade cardiovascular entre 1968 e 1978 (BARKER, OSMOND, 1986). Estas
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observacOes levaram a uma associagdo positiva entre baixo peso ao nascer e desenvolvimento
de doencas metabdlicas na vida adulta. A hipotese para esta explicacdo é a base da teoria da
DOHaD e propGe que o risco para desenvolver doengas é regulado por fatores externos em
periodos criticos do desenvolvimento, especialmente a nutricdo materna deficiente durante a

gestacdo e infancia.

Embora a hipotese de Barker represente uma excelente descoberta, ha uma énfase
excessiva no peso ao nascer, enquanto que na realidade, os eventos iniciais da vida podem
predizer os resultados de doenca na vida adulta através de vérias maneiras, dependendo do
tipo e do momento do insulto. Portanto, o uso do termo “programming” — programacao
metabdlica, explorado e difundido por Alan Lucas no inicio dos anos 90, € mais amplo e leva
em conta acertos e erros metabdlicos ndo identificados fenotipicamente logo ap6s o
nascimento (LUCAS, 1991). O termo programacdo metabdlica abrange a ideia que um 6rgao
ou tecido em periodo de diferenciacdo bem como de crescimento, exposto a um estimulo ou

insulto do ambiente, estdo susceptiveis a lesdes altamente sensiveis (LUCAS, 1991).

Na sociedade atual, a escassez de nutrientes foi substituida por um excesso de
nutrientes, e a obesidade se tornou um problema crescente de saude publica (NG et al., 2014).
O aumento da prevaléncia de obesidade é evidente entre as mulheres gravidas, de modo que
aproximadamente 50% das mulheres em idade fértil estdo acima do peso (DODD, BRILEY,
2017). De acordo com a hipétese da programacao metabdlica, um ambiente uterino rico em
lipideos poderia também exercer efeito na saude e bem-estar da prole, com sequelas tanto a

curto como a longo prazo.

Notavelmente, varios estudos ligam a obesidade materna durante a gravidez com um
risco aumentado de obesidade na vida adulta e o desenvolvimento de desordens metabdlicas
(MCGILLICK et al., 2017). Todavia, estudos epidemioldgicos em seres humanos séo
limitados porque ndo conseguem avaliar a contribuicdo apenas da obesidade materna sem a
influéncia dos efeitos da exposi¢do pré-natal e fatores genéticos (CHEN et al., 2017). Néo se
sabe ao certo até que ponto as alteracfes sdo promovidas pela obesidade materna ou pela
nutricdo materno-fetal por si. O emprego de modelos animais facilita estudos que visam
determinar a importancia relativa da obesidade materna, do excesso de uma nutrigdo materna
e do ambiente pos-natal (LI, SLOBODA, VICKERS, 2011). A utilizagdo de dieta materna

hiperlipidica € um dos reflexos dos habitos alimentares na sociedade ocidental e tem sido
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uma ferramenta importante nos estudos dos mecanismos subjacentes a programacao
metabolica da DHGNA (WILLIAMS et al., 2014).

Diversos modelos em ratos, camundongos e até mesmo primatas ndo humanos,
usando diferentes abordagens dietéticas, fornecem evidencias ligando um ambiente uterino
obesogénico e o desenvolvimento de DHGNA em seus descendentes. Os dados mostram que
uma dieta materna rica em gordura pode levar a um fenotipo de DHGNA nos filhotes
independente da obesidade materna e/ou da prole (BRUCE et al., 2009; MCCURDY et al.,
2009). Adotar uma mudanca no hébito alimentar substituindo uma dieta rica em gordura para
uma dieta de baixo teor de gordura na gravidez, é capaz de melhorar os desfechos
metabolicos na prole, o que enfatiza a importancia da escolha alimentar durante o perito
gestacional (MCCURDY et al., 2009). Achados semelhantes mostram que mesmo a adoc¢ao
de uma dieta padrdo ap6s o desmame, uma dieta hiperlipidica desde o periodo pré-gestacional
até a lactacdo é capaz de programar o figado fetal e induzer esteatose hepatica na prole adulta
(BRUCE et al., 2009).

A luz da constatagio de que a dieta materna pode afetar a “programacio inicial”,
predispondo os filhos a desenvolverem (ou ndo) varios tipos de doengas mais tarde na vida,
intervencdes dietéticas especificas antes, durante e ap0s a gestacdo visam melhorar a
qualidade da dieta (CAPRA et al., 2013). Do ponto de vista da salde publica, a compreensdo
das interacdes entre obesidade/dieta materna e alteracGes no metabolismo da prole é crucial
para a elaboracdo de estratégias destinadas a melhorar a epidemia das desordens metabdlicas

associadas.
2.3. Compostos fenolicos e DHGNA

A DHGNA surgiu como uma doenca associada ao estilo de vida, logo mudancas nos
habitos alimentares e atividade fisica incluem a primeira linha de tratamento para esta
condicdo. Dietas de estilo ocidental, especialmente aquelas que séo ricas em acidos graxos e
acucares simples, sdo poderosos indutores de obesidade e a DHGNA, precisando ser evitados
(ZIVKOVIC, GERMAN, SANYAL, 2007). A adesdo a dieta tradicional mediterranea,
caracterizada pelo consumo de alimentos ricos em antioxidantes em geral, e de polifenodis em
particular, pode ser considerada uma abordagem potencial no tratamento da DHGNA, e até

mesmo uma valioso instrumento de prevencédo deste disturbio.



40

Polifenodis ou compostos fenolicos séo caracterizados por terem um ou mais aneéis
aromaticos ligados a grupos hidroxila e podem ser classificados em diferentes subgrupos:
acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos, cumarinas e taninos (QUIDEAU et al., 2011). Os
flavondides constituem o maior subgrupo de polifendis e mais de 4000 diferentes tipos de
flavonoides foram identificados. A estrutura quimica dos flavondides envolve um nucleo
fundamental composto por quinze atomos de carbono dispostos em trés anéis (C6-C3-C6),
dois anéis fenolicos substituidos (A e B) e um pirano (cadeia C heterociclica) acoplado ao
anel A (Figura 2). Os flavondides podem ser subdivididos em diferentes grupos de acordo
com o rearranjo de sua estrutura quimica: flavonas, flavondis, flavononas, isoflavonas e
antocianinas (PANCHE, DIWAN, CHANDRA, 2016).

Figura 2: Estrutura quimica basica dos compostos fendlicos.

O potencial antioxidante dos flavondides é complexo e envolve diferentes niveis de
acdo (HAN, ZHANG, SKIBSTED, 2012). Estes compostos atuam diretamente através da
eliminacdo de radicais livres; no entanto, o sequestro desses radicais ndo € uma acao
bioquimica Unica. A oxidacdo de lipidios, por exemplo, envolve trés estagios diferentes: 1)
iniciacdo (radicais livres removem um hidrogénio de um acido graxo poliinsaturado para
formar um radical lipidico); 2) propagacdo (radical lipidico e oxigénio molecular formam
radicais peroxidos lipidicos, que se decompdem em mais radicais); 3) terminal (0s novos
radicais reagem uns com 0s outros ou com antioxidantes para eliminar radicais) (QUIDEAU
et al., 2011). Os flavonoides podem atuar em qualquer nivel de uma das trés fases; estes
compostos podem bloquear a iniciacdo, sequestrar radicais primarios, podem reagir com 0S
radicais peroxido para retardar a propagacao e também podem reagir com o0s outros radicais

formados durante a propagacéo, acelerando o processo de terminagao.
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Os flavondides também podem interagir com metais de transicdo, executando um
processo conhecido de quelagdo. Metais como o ferro podem cataliticamente formar radicais
livres reativos, e algumas estruturas de flavondides tém a capacidade quimica de quelar
metais em um estado em que a reatividade é inibida (KASPRZAK, ERXLEBEN, OCHOCKI,
2015). Além disso, os flavonoides também podem atuar inibindo as enzimas pro-oxidantes. O
exemplo mais proeminente € a inibicdo da xantina oxidase, que pode, em certos estados,
produzir radical superoxido (VAN HOORN et al., 2002). Existe outra acdo antioxidante
indireta possivel dos flavondides. Estudos avaliaram os efeitos desses compostos na ativacdo
da via Nrf2-Keapl, permitindo que Nrf2 seja translocado para o nucleo e se ligue a regido
promotora do elemento de resposta antioxidante (ARE) (CARDOZO et al., 2013; BAYELE,
DEBNAM, SRAI, 2016). Este mecanismo permite a transcricdo de genes codificadores das
enzimas antioxidantes desintoxicantes SOD, CAT e GPx.

Recentemente, os efeitos benéficos dos componentes alimentares na prevencdo e
tratamento de esteatose hepatica foram relatados (BAHCECIOGLU et al., 2010;
FRIEDRICH et al., 2012; ALBERDI et al., 2013). Estudos associam os polifendis isolados de
frutas, legumes e verduras comestiveis, com propriedades de promogdo a saide, como efeito
anti-inflamatorio, hipoglicemiante, anti-hiperlipidémico, hepatoprotetivo e antioxidante
(PAN et al., 2014).

Um dos mecanismos relatados pelos compostos bioativos na melhora da esteatose
hepética envolve a ativacdo de SIRT1, sendo o mais estudado, o resveratrol, um composto
polifendlico abundante na casca da uva vermelha (HAOHAO et al., 2015). A inducdo de
SIRT1 via resveratrol contribui para a resposta de fatores de transcricdo e moléculas que
estdo envolvidos no metabolismo de lipideos. Em diversos modelos de esteatose hepatica
induzida por dieta rica em gordura, a ingestdo dietética de resveratrol foi eficientemente
capaz de reduzir o armazenamento hepético de TAG, que por sua vez melhora a acumulacgéo
lipidica no figado. As respostas moleculares obtidas com o uso do resveratrol incluem vias
reguladas por SIRT1 e levaram a diminuicdo da lipogénese, com reducdo da expressao do
fator de transcricdo SREBP-1 e das enzimas FAS, ACC e glicose-6-fosfato desidrogenase, e
aumento da oxidacdo de acidos graxos pela regulagdo positiva da CPT-1 (SHANG et al.,
2008; GOMEZ-ZORITA et al., 2012; ALBERDI et al., 2013).

Outros polifenois tém sido estudados como potenciais agentes para a prevencao e
tratamento da DHGNA (PAN et al., 2014). Alguns destes compostos parecem ser capazes de
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ativar SIRT3 e melhorar a esteatose hepatica através da reducdo do estresse oxidativo e
regulacao de proteinas alvo de SIRT3, como PPARa e MnSOD (YANG et al., 2015; Yl et al.,
2017)

Ademais, ndo se descarta a possibilidade de atuacdo direta dos polifendis sobre o
sequestro de radicais livres, inibindo diversas vias de oxidacdo de macromoléculas. Os
polifendis também estdo relacionados a regulacdo da expressdo de genes, e mais
recentemente tém sido associados a modulagdo do epigenoma de mamiferos (PARK, FRISO,
CHOI, 2012; RUSSO et al., 2017)

O Brasil é um pais caracterizado por uma rica biodiversidade, e o valor cientifico da
flora brasileira é inquestionavel. A variedade de frutas, frutos e outros alimentos nativamente
brasileiros, apresentam um potencial uso na promocao a salde, com capacidade de tornar
alguns alimentos mais acessiveis e com baixo custo a populagdo. Nessa perspectiva, estudar e
entender o papel regulador e os mecanismos pelos quais 0s compostos naturais da flora
podem atuar no organismo, parece ser uma abordagem interessante para proteger e atenuar
desordens metabolicas precoces desenvolvidas ainda no Gtero em decorréncia de uma

alimentacdo materna excessiva ou um ambiente obesogénico.
2.4. Acai

O acai é fruto da palmeira Euterpe oleracea Martius, uma bela palmeira que atinge
cerca de 15 a 30 m altura e 12 a 18 cm de didmetro e produz quatro cachos de frutos pesando
entre 3 e 6 kg (ROGEZ, 2000). O nome acai apresenta raizes na lingua indigena brasileira o
tupi, originalmente ya-cai — e significa fruta que chora, provavelmente relacionada ao fato de
que durante o processamento de extracdo da fruta ocorre a producéo de um liquido viscoso. A
maior ocorréncia é relatada nos estados do Amazonas, Maranhdo, Amapa e Parj,
provavelmente devido as condigfes ambientes preferidas para o desenvolvimento da
palmeira; temperatura e umidade alta, encontrando condic¢des satisfatorias de cultivo nas
faixas climaticas com distribuicdo regular de chuvas e em areas que, mesmo com periodo
seco definido, apresentam solo umido solo, especialmente quando localizado proximo as
varzeas e igarapés (CARVALHO et al., 1998).

O acai é uma fruta redonda com diametro variando de 1 a 2 cm e pesando, em média,
1,5 g (BICHARA, ROGEZ, 2011). O epicarpo, na maturidade, é roxo quase preto. O

mesocarpo, apresenta cerca de 1 mm, ¢é polpudo, envolvendo um endocarpo duro e volumoso
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que segue a forma do fruto e contém em si uma semente. Apenas 17% do agai é comestivel
(polpa com casca), sendo necessarios cerca de 2 kg de frutos para produzir um litro de suco
de acai, o resto representa o nucleo, contendo as sementes oleaginosas (ROGEZ, 2000).
Estima-se que em 2016 o Brasil produziu mais de 220 mil toneladas de acai, das quais mais
de 6 mil toneladas foram exportadas para os Estados Unidos e Japdo, o equivalente a US $
22,6 milhdes (BRASIL, 2016).

Existem varios relatos populares, especialmente nas regides Norte e Nordeste do
Brasil, indicando o efeito positivo do uso medicinal do agai no tratamento de varios
distarbios, como febre, dor, gripe e diarréia (HEINRICH, DHANJI, CASSELMAN, 2011).
Na literatura atual, os efeitos dessa fruta sdo cada vez mais evidentes, o que favorece a

demanda e seu consumo no Brasil e no exterior.

Antes da grande demanda nacional e internacional de acai, o extrativismo foi por
muito tempo quase exclusivamente uma atividade tipica da agricultura familiar. O plantio de
Euterpe oleracea Martius nos igarapés requer méo de obra habil para o plantio e a colheita
dos frutos. No entanto, a alta procura no mercado tem propiciado investimentos em
tecnologia e na producdo de frutas através do manejo de agaizais implantados em solos
solidos. Estima-se que cerca de 80% da producdo de frutas seja oriunda do extrativismo,

enguanto os 20% restantes sdo provenientes de acaizais manejados (ROCHA, 2004).

O cultivo do acai é de grande importancia socioecondmica, devido ao enorme
potencial de plena utilizacdo da matéria-prima (BICHARA, ROGEZ, 2011). Alem da
extracdo das frutas, a palmeira é utilizada na fabricacdo do palmito, suas folhas e ripas de
madeira sdo utilizadas na construcdo e cobertura de casas rusticas. As sementes também sao

usadas no artesanato e na producao de fertilizantes organicos.

A polpa de acai é um alimento amplamente consumido pela populacdo brasileira em
uma variedade de bebidas e prepara¢@es. Nos ultimos anos o consumo de agai tem aumentado
em diversos paises, principalmente devido aos beneficios que estdo sendo rastreadas por
trabalhos cientificos (YAMAGUCHI et al., 2015). Os efeitos benéficos sdo normalmente
imputaveis aos compostos bioativos presentes (DEL POZO-INSFRAN, BRENES,
TALCOTT, 2004). Além da presenca de compostos fendlicos, destaca-se a presenca de fibras
(44,2%) e de lipideos (32,5%), dos quais mais de 70% sdo &cidos graxos insaturados (SCHAUSS
et al., 2006b).
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2.4.1. Nutrientes e compostos bioativos

O acai é considerado um alimento altamente nutritivo e sua composicao fitoquimica e
nutricional o indica como um alimento com potencial efeito funcional (BOBBIO et al., 2000;
MENEZES et al., 2005). Em termos de nutrientes, o acai possui, em 100g de peso seco, 32,5
g de gorduras, das quais 8,5 g sdo acidos graxos saturados (especialmente &cido palmitico) e
24 g sdo representados por &cidos graxos insaturados, especialmente acido oleico (18,3 g) e
acido linoleico (4,1 g). Entre os fitoesterois, destacam-se o B-sitosterol, o campesterol e o
stigmasterol (SCHAUSS et al., 2006b).

A polpa de acai também contém 8,1% de proteinas e 52,2% de carboidratos (dos quais
1,3% sdo acucares e 44,2% sao fibras) (SCHAUSS et al., 2006b). Sanabria & Sangronis
(2007) estudaram a composi¢do quimica da polpa de acai em duas safras do ano de 2005,
mostrando que em ambas as safras (fevereiro/julho) o teor de fibra alimentar era bastante
elevado (SANABRIA, SANGRONIS, 2007). Para fibra soltvel, encontraram 3,6 g e 2,0 g em
100 g de acai seco na primeira e segunda colheita, respectivamente; e para fibra insoltvel,
foram encontrados 27,3 g e 18,0 g em 100g de matéria seca de acai, respectivamente
(BICHARA, ROGEZ, 2011). Este fruto apresenta um potencial significativo como fonte de
fibra alimentar, apresentando valores superiores aos reportados para frutos como morango,
figo e goiaba. Em relacdo aos micronutrientes, o acai contém os minerais célcio e ferro e as
vitaminas A e C, no entanto, os valores desses micronutrientes divergem bastante de acordo
com a fonte bibliografica (BICHARA, ROGEZ, 2011).

A analise da composicdo fitoquimica da polpa do acai mostra que esta fruta é rica em
compostos fendlicos. Segundo estudos avaliando o perfil fitoquimico do acai, os principais
constituintes sdo os polifendis da classe dos flavonoides, entretanto, outros compostos
fendlicos também foram identificados (DEL POZO-INSFRAN, BRENES, TALCOTT, 2004;
SCHAUSS et al., 2006b; CHIN et al., 2008).

Nas proximas secdes, serdo abordados mais detalhes sobre os compostos bioativos e
nutrientes presentes no acai; e logo a seguir, como eles podem agir em diferentes vias

metabolicas do organismo.
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24.1.1. Polifenois

Talvez o principal interesse em estudar o acai seja devido a presenca de flavondides
com capacidade antioxidante. A composicdo fitoquimica do acai é caracterizada pela
presenca de cinco flavondides da classe das antocianinas: cianidina-3-rutinosideo, cianidina-
3-glicosideo, cianidina-3-sambubiosideo, peonidina-3-glicosideo e peonidina-3-rutinosideo
(Figura 3) (SCHAUSS et al., 2006b).
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Figura 3: Antocianinas presentes no acai (Euterpe oleracea Martius). Fonte: PubChem.

Além desses fitoquimicos, outros compostos fendlicos também sdo encontrados em
concentracdes mais baixas, como acido ferdlico, epicatequina, acido p-hidroxibenzéico, acido
galico, &cido protocatecuico, catequina, &cido elagico, acido vanilico, &cido p-cumarico e
lignanas. epicatequina, catequina, homoientina, orientina, isovitexina, taxifolina deoxihexose,
pré-antocianidinas, luteolina, vitexina, quercetina, diidrocanferol; &cidos fendlicos: acido
galico e acido ferulico; resveratrol da classe de estilbeno (concentragdes muito mais baixas);
e lignanas (DEL POZO-INSFRAN, BRENES, TALCOTT, 2004; SCHAUSS et al., 2006b;
CHIN et al., 2008). Embora o acai tenha uma composic¢éo fitoquimica bastante interessante,

ainda néo se sabe como esses compostos sao absorvidos e metabolizados no corpo humano.

Através da quantificagdo e identificagdo dos compostos fenolicos presentes no acai,
varios ensaios in vitro avaliaram o seu potencial efeito antioxidante (SCHAUSS et al., 2006a;
PACHECO-PALENCIA, MERTENS-TALCOTT, TALCOTT, 2008; PACHECO-
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PALENCIA et al., 2008; MACHADO et al., 2016). A maioria dos estudos avaliou a
capacidade do acai em neutralizar espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Alguns estudos
utilizaram testes especificos para avaliar a capacidade do agai em absorver radicais de
oxigénio e nitrogénio. Além disso, estudos que avaliam o efeito antioxidante do agai em
varias linhagens celulares também sdo descritos (WONG et al., 2013; DA SILVA SANTOS
etal., 2014).

2.4.1.2.  Lipideos

Os lipideos representam aproximadamente 90% da caloria do acai, fornecendo 15,5 a
27,5% da ingestdo diaria recomendada (IDR) em uma por¢do de 200 ml de bebida de acai. O
perfil de &cidos graxos do acai apresenta o acido oleico (49,72%), palmitico (25,31%) e
linoleico (13,51%) com as maiores proporcdes (Tabela 1). O teor de acidos graxos 6mega-3 é
pobre (aproximadamente 1%) (SCHAUSS et al., 2006b). A alta proporc¢do de &cidos graxos
insaturados (>70%) presentes na fracdo lipidica do acai, pode afetar positivamente o

metabolismo lipidico no figado.

A importdncia do consumo de &cidos graxos insaturados tem aumentado
significativamente na Ultima década, devido ao nimero de publicacbes que mostram uma
relacdo positiva entre o consumo dessas gorduras e a saide (LUNN, THEOBALD, 2006). Os
acidos graxos presentes na dieta podem alterar o perfil das lipoproteinas plasmaticas e,
consequentemente, o risco de desenvolver doengas metabdlicas. Estudos como Kuopio
Ischaemic Heart Disease Risk Factor e "The Nurses' Health Study” mostram que as dietas
que propdem a substituicdo de gorduras saturadas por &cidos graxos monoinsaturados ou
poliinsaturados proporcionam uma reducdo nos niveis séricos de colesterol e triacilglicerol
(LAAKSONEN et al., 2005).

O mecanismo proposto para explicar o efeito hipocolesterolémico dos acidos graxos
insaturados refere-se a capacidade dessas gorduras promoverem aumento da expressao e
atividade do receptor de LDL no figado (FERNANDEZ, WEST, 2005). Além disso, sabe-se
que as gorduras insaturadas exercem acdes que proporcionam uma supressdo na sintese de
acidos graxos, bem como um aumento na oxidagdo desses acidos (MADSEN, PETERSEN,
KRISTIANSEN, 2005).

Estudos mostram também que os &cidos graxos poliinsaturados podem modular a

expressdo génica, atuando como ativadores potentes na familia de receptores nucleares, 0s
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receptores ativados por PPARs (KLIEWER et al., 1997). Existem trés isotipos de PPARs
(PPARa, PPARy e PPARS) que apresentam distintas fungdes fisioldgicas, distribuico
tecidual e especificidade do ligante. A ativacdo do PPARa leva a uma reducdo nos niveis
séricos de lipidios, uma vez que aumentam a expressao dos genes responsaveis pela oxidacao
dos &cidos graxos, o PPARy promove um aumento na sensibilidade a acdo da insulina e o

PPARG regula os niveis séricos de colesterol e glicose (KLIEWER et al., 1997).

Em relacdo a reducdo dos niveis plasméaticos de TAG pelas gorduras insaturadas, a
literatura mostra que esse efeito é devido a redugdo na producdo ou taxa de secrecdo de
VLDL no figado (BLASIOLE, DAVIS, ATTIE, 2007). Outro mecanismo sugerido para a
reducdo de TAG seria a acdo de acidos graxos insaturados na sintese de triacilglicerois,
levando a uma reducdo na atividade da enzima diacilglicerol aciltransferase (DGAT). Esta
enzima catalisa a converséo de diacilglicerol em triacilglicerol (BLASIOLE, DAVIS, ATTIE,
2007).

Tabela 1: Composicao de &cidos graxos presentes no agai.

Acidos graxos () 100g de matéria seca 200g de suco de acai (1 porc&o)

Palmitico 24,1 5,784
Palmitoléico 4,3 1,032
Esteérico 1,6 0,384
Oléico 56,2 13,488
Linoleico 12,5 3
Linolénico 0,8 0,192
Saturado 26,1 6,264
Insaturado 73,9 17,736
MUFA 60,6 14,544
PUFA 13,3 3,192
06:03 12,5:0,8 4:1

Fonte: Bichara e Rogez (2011)
2.4.1.3. Fibras

Fibras dietéticas sdo a parte comestivel de plantas ou carboidratos analogos, que séo
resistentes a acdo de enzimas do trato gastrointestinal e absor¢do no intestino delgado de

humanos, com fermentagdo completa ou parcial no intestino grosso (CUMMINGS,
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STEPHEN, 2007). De acordo com a sua solubilidade em &gua, a fibra dietética pode ser
classificada como soltvel ou insolivel. As fibras solGveis sdo representadas pela pectina
(frutas), gomas (aveia, cevada) e leguminosas (feijdo, gréo-de-bico, lentilha e ervilha),
enquanto a celulose (trigo), hemicelulose (gréos) e lignina (vegetais) representam fibras

insolUveis.

A concentracdo de fibra dietética presente no acai é alta, com valores entre 20,9 e
21,8% de matérias seca, isto faz com que as fibras sejam o segundo maior constituinte do
acai. A razdo de fibra solavel e insolGvel no agai é 1:3, enquanto a recomendacéo é 1:2. O
acai contribui com 20% da recomendacdo diaria de fibra em apenas uma porcdo. Sendo

assim, o acai pode ser considerado uma boa fonte de fibra dietética.

Fibras alimentares, especialmente as soltveis, podem atuar no nivel intestinal, a fim
de ligar os &cidos biliares durante a formacdo de micelas, causando um aumento na excrecao
fecal desses acidos. Além disso, essas fibras podem atuar como barreiras fisiologicas no
limen intestinal, formando uma matriz viscosa que aumenta a espessura da barreira de
difusdo entre o limen e a borda em escova. Assim, a difusdo e a absorcdo de gorduras e
acidos biliares sao dificeis e, consequentemente, ha maior excrecdo fecal desses componentes
(FUKUSHIMA et al., 2000).

A fibra dietética também tem efeito sobre a regulacdo das funcgdes intestinais,
promovendo uma melhora nas situacdes de constipacdo e episddios de diarréia, além de casos
de colite ulcerativa e alguns tipos de céncer. Em paralelo, as fibras podem atuar como
prebidticos promovendo mudancas na flora bacteriana e no ambiente intestinal. Quando as
fibras solUveis atingem o intestino grosso, elas podem sofrer o processo de fermentacdo pelas
bactérias no c6lon humano. Este processo bioquimico resulta na producdo de acidos graxos
de cadeia curta, como acetato, propionato e butirato. O butirato é geralmente usado como
fonte priméaria de energia pelas células do colon, enquanto o acetato e o propionato sdo
rapidamente absorvidos. A literatura tem mostrado que a producgdo desses &cidos graxos de
cadeia curta e as principais alteracbes na relacdo propionato/acetato podem influenciar o
metabolismo lipidico, inibindo, por exemplo, a lipogénese no figado (KOH et al., 2016).

2.4.1.4. Vitaminas e Minerais

A quantidade total de a-tocoferol encontrada no acai é alta, variando de 37 a 52 mg

100 g/l de matéria seca, o que torna o suco dessa fruta uma excelente fonte dessa forma de
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vitamina E. Cada porcdo de acai fornece mais de 100% do consumo recomendado pela
FAO/OMS (2001) para homens e mulheres adultos.

Outros minerais e vitaminas foram relatados por estarem presentes no acai, entretanto

os estudos ainda divergem muito em relacdo a sua quantidade (Tabela 2).

Tabela 2: Minerais e vitaminas presentes no acai.

Minerais 100g de matéria  200g de suco Recomendacdo  Contribuicao
seca de acai diaria (%) por
(1 porcéo) porgao
Ca(g) 0,309 0,074 1000 7,42
P (9) 0,147 0,035 0,7 5,04
Mg (9) 0,178 0,043 0,280 15,26
K (9) 0,990 0,238 4700 5,06
Na (g) 0,076 0,018 1500 1,22
Zn (9) 1,73 0,415 8-11 4,0-5,2
B (mg) 1,584 0,380 20 19
Fe (mQ) 2,059 0,494 14-29 1,7-3,52
Se (mg) 1,321 0,317 0,055 >100
Mn (mg) 32,300 7,752 1,8-2,3 >100
Cu (mg) 1,376 0,330 0,900 36,69
Ni (mg) 0,203 0,049 0,350 13,92
Cr (mg) 0,531 0,127 0,035 >100
Cd (mg) 0,046 0,011 0,070 15,77
Pb (mg) 0,408 0,098 0,250 39,18
Sr (mg) 4,466 1,072 - -
Vitaminas
Vitamina A 1002
Vitamina C <0,1 - - -
Vitamina E (mg) 45,00 10,8 7,5-10 >1001

Fonte: Bichara e Rogez (2011)
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2.4.2. Efeitos benéficos do acai — Estudos da literatura

O acai, por sua composi¢do nutricional e fitoquimica, apresenta importancia dietética
e possivel efeito na terapia antioxidante. Estudos vém sendo publicados avaliando o potencial
do acai sobre a saude, mostrando que este fruto pode atuar a nivel de sinalizacdo celular,

contribuindo na prevencao e atenuacao de muitas doencas cronicas.
2.4.2.1. Capacidade Antioxidante

As investigacOes sobre os efeitos do acai comecaram com a avaliagdo de sua
capacidade antioxidante. Del Pozo-Insfran e colaboradores em 2004, demonstraram através
de um ensaio in vitro que a polpa de acai apresenta alta capacidade antioxidante (48,6 pumol
equivalentes de trolox/ml), apresentando valores superiores aos relatados para outras frutas
também ricas em polifendis como morangos, framboesas, amoras e suco de uva (DEL POZO-
INSFRAN, BRENES, TALCOTT, 2004). Outros estudos usando diferentes ensaios quimicos
confirmaram a alta atividade antioxidante do acai contra o anion superoxido, o radical peroxil
e atividade moderada para eliminar os radicais peroxinitrito e hidroxila (LICHTENTHALER
et al., 2005; SCHAUSS et al., 2006a; SPADA et al., 2008). A polpa de acai apresenta uma
capacidade de eliminar ERO semelhante as enzimas superdxido dismutase e catalase
(SPADA et al., 2009).

Jensen et al. (2008) investigaram as propriedades antioxidantes in vitro de uma bebida
feita a partir de uma mistura de vérias frutas, mas com o acai como ingrediente principal
(JENSEN et al., 2008). Esta bebida, tem cianidina 3-glicosideo e cianidina 3-rutinosideo
provenientes do acai, como as antocianinas mais predominantes. A bebida foi capaz de
reduzir significativamente a producdo de ERO em células polimorfonucleares incubadas com
H>0,, demonstrando que o0s antioxidantes presentes nessa bebida, especialmente as
antocianinas do acai, podem atravessar a membrana plasmatica e proteger a célula dos danos

oxidativos.

A capacidade antioxidante do acai também foi avaliada em neutréfilos de ratos
alimentados com dieta suplementada com 2% de polpa de acai; foi observada uma reducao na
producdo de ERO em relacdo aos de ratos alimentados com dieta controle (GUERRA et al.,
2011).
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Adicionalmente, o efeito protetor antioxidante do acai foi investigado no dano
tecidual. Tecidos isolados do cortex cerebral, hipocampo e cerebelo de ratos, quando tratados
com polpa de acai (40% p/v), mostram uma reduc¢do do dano oxidativo induzido por H202 em
lipideos e proteinas (SPADA et al., 2009). A administracdo prévia de extratos de acai
melhorou as alteracdes histopatologicas da insuficiéncia renal aguda em ratos, sendo este
resultado associado a melhora do estado oxidativo do animal (UNIS, 2015). Esta melhora no
estado oxidativo também mostrou proteger contra danos pulmonares induzidos pela fumaca
do cigarro em camundongos tratados com extrato de semente de acai (DE MOURA et al.,
2011; MOURA et al., 2012).

O consumo de acai exerce efeito antioxidante sisttmico quando avaliado em
diferentes modelos experimentais. A suplementacdo dietética com polpa de acai a 2%
melhorou o estado oxidativo em ratos hipercolesterolémicos. Apos seis semanas de consumo
da polpa de acai, os animais hipercolesterolémicos apresentaram reducdo na concentracdo de
proteina carbonilada, aumento dos niveis de grupos sulfidrila e aumento da atividade da
enzima paraoxonase (DE SOUZA et al., 2010). A suplementacdo dietética com polpa de agai
a 2% também foi avaliada no balanco redox de ratos diabéticos; a suplementacdo reduziu a
peroxidacdo lipidica e aumentou o conteudo total de glutationa no figado (GUERRA et al.,
2011).

Sun et al. (2010) demonstraram que a suplementacdo dietética com polpa de acai
aumenta a longevidade de moscas alimentadas com dieta hiperlipidica por meio da ativacao
transcricional de genes que codificam proteinas envolvidas na resposta ao estresse oxidativo,
como a glutationa-S transferase (SUN et al., 2010). Além disso, o estudo de Laslo et al.
(2013) encontraram uma reducdo do dano oxidativo em moscas deficientes para a enzima
superoxido dismutase 1, estando isso relacionado ao envelhecimento saudavel dos animais
(LASLO etal., 2013).

Parte dos mecanismos de acdo envolvidos na atividade antioxidante do acai foi
elucidada em um estudo que utilizou Caenorhabditis elegans como modelo experimental. Foi
demonstrado que o acai reduziu o estresse oxidativo por mecanismo direto, reduzindo a
formacéo de espécies reativas de oxigénio e por um mecanismo indireto, devido a ativagdo e
translocacdo nuclear do fator de transcricdo DAF16, envolvido na resposta ao estresse
oxidativo nesse verme (BONOMO et al., 2014). E importante destacar a relagio positiva

entre a capacidade antioxidante do acai e sua composicdo em compostos fendlicos totais,
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sendo a cianidina 3-glicosideo o principal contribuinte para este efeito (DEL POZO-
INSFRAN, BRENES, TALCOTT, 2004).

Estudos do nosso grupo de pesquisa avaliando os efeitos do consumo dietético da
polpa de acai por mulheres saudaveis, encontrou resultados promissores na regulagdo do
metabolismo redox. A ingestdo diaria de 200g de polpa de acai durante quatro semanas,
promoveu aumento da capacidade antioxidante total e da enzima catalase associado a
diminuicdo de ERO em ceélulas porlimofonuclares de mulheres saudaveis. Em adigdo, houve
reducdo dos niveis séricos de proteina carbonilada e aumento dos grupos sulfidrilas,
sugerindo melhora do estado oxidativo (BARBOSA et al., 2016). Além disso, a introducdo de
polpa de acai na dieta foi capaz de diminuir as concentracOes séricas da LDL oxidada e do
dialdeido malénico, ambos produtos do estresse oxidativo. Em contrapartida, houve aumento
sérico na atividade da enzima paraoxonase, na capacidade antioxidante total e na
transferéncia de ésteres de colesterol para HDL, ressaltando além do efeito no metabolismo

redox, acdo do acai sobre o metabolismo de lipideos (PALA et al., 2018).
2.4.2.2.  Efeitos no metabolismo lipidico

A partir dos estudos publicados na comunidade cientifica, 0 acai também é capaz de
exercer efeitos importantes sobre o perfil lipidico, contribuindo para reduzir os fatores de
risco que contribuem para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Niveis séricos
elevados de colesterol total e colesterol ndo-HDL, bem como o indice aterogénico de ratos
hipercolesterolémicos, foram significativamente reduzidos ap6s suplementacdo dietética com
polpa de acai a 2% por seis semanas (DE SOUZA et al., 2010).

A administracdo a longo prazo (12 semanas) de extrato de sementes de acai impediu o
aparecimento de caracteristicas fenotipicas e bioquimicas da sindrome metab6lica em
camundongos C57BL/6J alimentados com uma dieta rica em gordura (DE OLIVEIRA et al.,
2010). Os animais que receberam acai tiveram reducGes significativas nos triglicerideos e
colesterol séricos. Outro estudo realizado por Xie et al. (2011) também mostrou um efeito
protetor do acai no desenvolvimento da aterosclerose (XIE et al., 2011). Camundongos
hiperlipidémicos deficientes em ApoE, quando tratados com suco de acgai, mostraram um
aumento na concentragdo sérica de HDL e uma redugdo na area lesada da aorta. Um efeito

semelhante no perfil lipidico sérico, especificamente no colesterol, também foi observado em
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coelhos alimentados com uma dieta rica em colesterol, em que o acai exerceu um efeito

hipocolesterolémico significativo (FEIO et al., 2012).

Souza et al. (2012) demonstraram que esse efeito hipocolesterolémico do acai parece
ser mediado pelo aumento da expressdo dos transportadores hepaticos ABCG5 e ABCG8
envolvidos na liberacdo de colesterol na bile e por exercer um aumento na excrecdo fecal
desse esterol (DE SOUZA et al., 2012).

2.4.2.3.  Efeitos hepatoprotetores

O acai também tem sido associado a efeitos benéficos em relacdo ao metabolismo

hepatico; no entanto, estudos ainda sdo controversos.

Heyman et al. (2014) avaliaram o efeito de oito espécies de frutos ricos em polifendis
com a capacidade de prevenir a obesidade e disturbios metabdlicos associados a diabetes tipo
2 e esteatose hepatica (HEYMAN et al., 2014). Camundongos C57BL / 6J receberam uma
dieta de 13 semanas rica em gordura ou uma dieta rica em gordura suplementada com 20%
com as seguintes frutas: mirtilo, groselha, framboesa, polpa de acai, ameixa ou amora. Os
grupos de animais que receberam dieta hiperlipidica suplementada com acai apresentaram
maiores niveis de glicose e insulina em jejum do que os grupos que receberam lingoberry,
groselha, framboesa ou mirtilo. Além disso, camundongos que receberam acai apresentaram

niveis plasmaticos mais elevados de colesterol, EGF e PAI-1.

Contrariando esses dados, um estudo mais recente avaliando o efeito do acai na
inducdo da DHGNA demonstrou a acdo hepatoprotetora dessa fruta (GUERRA et al., 2015).
Camundongos alimentados com dieta hiperlipidica e tratados com extrato aquoso de acai (3
g/kg) apresentaram melhora na atividade da ALT e diminuicdo do conteddo de TAG
hepético. Esses achados foram confirmados por andlise histol6gica mostrando atenuacdo da
esteatose hepética, diminuicdo acentuada das goticulas lipidicas e também reducdo do
processo inflamatdrio. Além disso, a administracdo do extrato aquoso de acai foi capaz de
modular a expressdo de genes envolvidos na sinalizacdo da adiponectina, lipogénese e
oxidacgéo de acidos graxos. Animais com alto teor de gordura tratados com acai apresentaram
menores niveis de RNAmM de ACC1l e FAS quando comparados aos animais que nao
receberam suplementagdo. Os pesquisadores também observaram que 0s niveis de expressdo

de mRNA para PPARa e seu gene alvo CPT-1 foram maiores no grupo suplementado com
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acai do que no grupo de dieta somente gordura. Este estudo sugere que o acai tem um efeito
protetor contra a DHGNA.

Um estudo recente envolvendo o consumo de uma dieta rica em gordura (25% de 6leo
de soja e 1% de colesterol) e a administracdo de polpa de acai mostrou que a polpa de acai foi
capaz de prevenir a oxidacdo da LDL e atividade hepatica de PON1 e aumentar a expressao
de PON1 e ApoA-I no figado (PEREIRA et al., 2016). Além disso, o grupo com dieta
hiperlipidica que recebeu tratamento com polpa de acai apresentou atenuagdo das lesdes
hepéticas com reducéo do infiltrado gorduroso e do conteddo de TAG. Esse resultado reforca
0 potencial terapéutico do acai na atenuacdo de lesGes hepaticas causadas por uma dieta

hiperlipidica.

Reconhecendo os efeitos hepatoprotetores do acai, outro estudo em animais também
relacionou o consumo dessa fruta a uma dieta rica em gordura, demonstrou efeito benéfico da
suplementacdo com extrato de semente de acai sobre a adiposidade e esteatose hepética (DE
OLIVEIRA et al., 2010). Os mecanismos subjacentes a esses resultados envolveram a
reducdo da lipogénese hepética pela reducdo da expressdo de SREBP-1c e aumento da
expressdo de AMPK, que modula negativamente a ACC e HMG-CoA redutase.

Um estudo atual que deu continuidade aos efeitos dos polifendis buscou investigar os
mecanismos que permeiam os efeitos dos frutos de mirtilo, mirtilo, groselha preta e acai na
modulagéo do genoma de camundongos C57BL/6J (HEYMAN-LINDEN et al., 2016). Neste
estudo de acompanhamento, o perfil de expressdo do genoma sugere que 0s efeitos protetores
de lingoberry e mirtilo sdo modulados pela expressdo reduzida de varios genes da via
inflamatdria, tais como Saa, Cxcll e Lcn2. Em contraste, animais alimentados com acai
(20%) mostraram um aumento na regulacdo de genes associados a biossintese de lipidios e
colesterol, como Cidea, Cidec e Anxa2. Os resultados encontrados neste estudo, com a adi¢éo

de acai, mostraram uma exacerbacédo do figado gorduroso por esse fruto.
2.4.2.4. Propriedades inflamatdrias, proapoptéticas e antiproliferativas

Além do seu efeito antioxidante, um estudo de Schauss et al. (2006) mostraram que o0
acai pode apresentar propriedades anti-inflamatorias que exercem forte acao inibitoria sobre a

atividade das ciclooxigenases (COX 1 e COX 2) em culturas celulares.
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O potencial anti-inflamatorio do acai foi posteriormente confirmado em outros
estudos, onde foi avaliado o efeito desse fruto sobre as citocinas inflamatorias. Noratto et al.
(2011) demonstraram que o extrato de acgai protege as células endoteliais da veia do corddo
umbilical humano contra a inflamacdo mediada pela glicose, reduzindo a expressao das
interleucinas 6 e 8. A velutina, uma flavona isolada da polpa do acai, reduziu a producdo de
TNF-a e interleucina-6 em macréfagos periféricos de camundongos. Neste mesmo estudo,
velutin mostrou um efeito inibitorio na ativagdo do fator nuclear NF-kB. (NORATTO et al.,
2011) Deve-se enfatizar que as quinases avaliadas participam de importantes vias de

sinalizacdo envolvidas na producéo de TNF-a e IL-6.

O acai também tem potenciais efeitos pro-apoptéticos e antiproliferativos. Del Pozo-
Insfran et al., (2006) estudaram os efeitos dos polifendis presentes na polpa do acai sob
células leucémicas humanas (HL-60), investigando os efeitos antiproliferativos e pro-
apoptoticos (DEL POZO-INSFRAN, PERCIVAL, TALCOTT, 2006). Eles demonstraram
que os polifendis presentes no acai induzem a mortalidade das células HL-60 através de
mecanismos pré-apopto6ticos, como a ativacdo da caspase-3. Os efeitos antiproliferativos dos
extratos obtidos da polpa do acai também foram avaliados na cultura de células de
adenocarcinoma humano HT-29, onde mostraram um efeito inibitério de até 90,7% na
proliferacdo celular (PACHECO-PALENCIA, MERTENS-TALCOTT, TALCOTT, 2008).
Além disso, a atividade antiproliferativa do acai também foi evidenciada in vivo em um
estudo mostrando que o consumo de acai liofilizado pode reduzir o desenvolvimento da

carcinogénese do célon de rato quimicamente induzida (FRAGOSO et al., 2013).

Estudos sobre o acai realizados em humanos reforcam o papel desta fruta na
promocao de beneficios para a satde. O primeiro estudo envolvendo efeitos antioxidantes em
humanos avaliou o efeito de uma mistura de suco contendo agai como ingrediente
predominante. Doze voluntarios (6 mulheres e 6 homens) foram selecionados para participar
em dois momentos diferentes, com um intervalo de uma semana entre os dois encontros
(JENSEN et al., 2008). Os resultados indicaram aumento da capacidade antioxidante e
reducdo da peroxidacéo lipidica sérica ap6s consumo do suco. Esses achados sugerem que a
ingestdo do suco, composto principalmente pelo acai, foi capaz de aumentar a capacidade

antioxidante e proteger as células do dano oxidativo (JENSEN et al., 2008).

No mesmo ano, um estudo utilizando trés diferentes bebidas: 100% de polpa de agai,
100% de polpa de acai clarificada e 100% de suco de maca, avaliou o efeito de 7 ml de
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suco/kg de peso corporal no perfil antioxidante de 11 voluntarios saudaveis (MERTENS-
TALCOTT et al.,, 2008). Os resultados mostraram que houve aumento da capacidade
antioxidante do plasma em até 3 vezes para a polpa de acai e até 2,3 vezes para 0 suco de agai
clarificado. Esses dados demonstram a biodisponibilidade das antocianinas do acai em
voluntarios humanos, confirmada pelo aumento significativo da capacidade antioxidante do
plasma. Um estudo piloto em humanos procurou avaliar o efeito de uma bebida de acai na
dor articular crénica. Quatorze participantes foram monitorados no inicio do estudo e apos 2,
4, 8 e 12 semanas para identificar o curso do tempo de mudancas nos sintomas de dor e
reducdo da amplitude de movimento depois de beber. Os voluntarios foram instruidos a
consumir 120 mL da bebida por dia. Os dados de dor coletados através do questionario
mostraram melhorias estatisticamente significativas apenas apds 12 semanas de consumo,
mas os relatos de melhora foram observados apds 4 semanas. A protegdo celular antioxidante
medida em eritrécitos (CAP-e) também foi quantificada para avaliar a atividade antioxidante
sérica. O consumo de suco a base de acai foi capaz de aumentar os niveis de CAP-e a partir
de 2 semanas, com melhoria continua da dor ao longo do estudo e significancia alta ap6s 12
semanas de consumo. Os dados deste estudo reafirmaram o potencial antioxidante do acai e
apresentaram efeitos positivos do consumo de acai no estado inflamatério em humanos,
observando a inibicdo da via da COX-2 por essa fruta (JENSEN et al., 2011).

Outro estudo piloto foi desenhado para avaliar os efeitos da polpa do agai em
voluntarios com excesso de peso em risco de desenvolver a sindrome metabdlica. Dez
participantes (5 homens e 5 mulheres) foram instruidos a consumir 200g de polpa de acai por
dia por 30 dias (UDANI et al., 2011). Nos parametros analisados, houve reducéo significativa
dos niveis plasmaticos de glicose, insulina e colesterol total, apds 30 dias de ingestdo de
polpa de acai. Além disso, o efeito das capsulas de acai sobre os pardmetros hemodinamicos
e eletrocardiograficos em individuos saudaveis foi avaliado (GALE, KAUR, BAKER, 2014).
Vinte participantes, masculinos e femininos, foram selecionados. De todos 0s parametros
analisados, a pressao arterial sistélica foi significativamente menor apés 6 horas de consumo

da capsula de acai quando comparada ao placebo.

Os resultados controversos acerca dos efeitos do consumo de agai sobre e a falta de
estudos que avaliam a modulagdo epigenética deste fruto na patogénese da DHGNA,
demonstram a necessidade de mais estudos para melhor compreender 0 mecanismo de acao

dos compostos bioativos do acai na prevencdo e no tratamento da DHGNA.



3. Justificativa
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Tendo em vista que 0 excesso de lipideos da dieta materna pode alterar vias do
metabolismo de lipideos, do estresse oxidativo e programar o figado fetal para predispor o
desenvolvimento de DHGNA, a investigacdo de abordagens que possam atenuar ou modular
estes efeitos devem ser enfatizados. A exploracdo do potencial quimiopreventivo dos
produtos naturais ricos em compostos bioativos como os polifenois, € uma estratégia
emergente para a modulacdo dos mecanismos transgeracionais. Nesse sentindo, o estudo de
frutos nacionais com altas concentracbes de polifendis, como o acai e o seu papel na

modulacdo da programacdo da DHGNA, também deve ser investigado.



4. Objetivos
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4.1. Objetivo geral

Estudar o efeito do consumo da polpa de acai (Euterpe oleracea Martius) sobre a
programacdo metabolica e mecanismos moleculares envolvidos na patogénese da DHGNA
induzida pela dieta materna hiperlipidica.

4.2. Objetivos especificos

> Determinar a composi¢cdo quimica, o conteddo de fenodlicos totais e o teor de
antocianinas da polpa de acai utilizada no presente trabalho;

> Avaliar a atividade antioxidante da polpa de acai in vitro;

> Estabelecer em ratas e na prole, modelo de DHGNA induzida por dieta materna

hiperlipidica;

Hipdtese 1: O consumo de polpa de acai associado a uma dieta materna hiperlipidica é capaz
de prevenir ou atenuar o acimulo de gordura no figado, através de altera¢cdes no metabolismo
lipidico. Para investigar essa hipdtese, foi avaliado nos diferentes grupos experimentais de

matrizes e prole:

Peso corporal, peso do figado e ingestdo alimentar;
Niveis séricos de colesterol total e triglicérides;
Conteldo de gordura, colesterol e triglicérides no figado;
Expressdo génica de Sirtl, Srebpfl, Fasn e Ucp2;
Expresséo proteica de SIRT1 e SREBP1.

YV V. V V V

Hipdtese 2: O consumo de polpa de acai associado a uma dieta materna hiperlipidica é capaz
de prevenir ou atenuar o acimulo de gordura no figado, através de alteracbes no metabolismo
redox. Para investigar essa hipdtese, foi avaliado nos diferentes grupos experimentais de

matrizes e prole:

> Atividade de enzimas do sistema de defesa antioxidante (catalase, glutationa
peroxidase e superdxido dismutase);

» Biomarcadores do estado oxidativo: dialdeido maldnico e proteina carbonilada.

» Expresséo génica de Sirt3, GPx1, GPx4, Sod1, Sod2.



5. Metodologia
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5.1. Polpa de acai

Toda a quantidade de polpa de acai necessaria para o desenvolvimento do presente
trabalho foi adquirida em um unico lote (07/2016) do mesmo fornecedor, a fim de garantir a
homogeneidade da polpa para formulagdo das dietas experimentais durante todo o

experimento.
5.1.1. Determinacao da composi¢ao centesimal

A determinacdo da composicdo quimica da polpa de acai foi realizada utilizando
metodologias propostas pelo Método Fisico-quimico para Andlise de Alimentos — IV, do
Instituto Adolf Lutz (2008). Foram quantificados os valores de umidade, cinzas, lipideos
totais, proteinas, fibra sollvel e insoluvel e carboidratos. Além disso, foi determinado o teor

de acidez da polpa para avaliacdo do padrdo de identidade e qualidade.

O teor de umidade foi determinado por diferenca de massa através de secagem da
polpa em estufa a 105° C. A determinacdo dos valores de cinzas foi feita através de
incineracdo em forno mufla. A quantificacdo do contetdo de lipideos totais foi realizada pelo
método de extracdo de Soxhlet. O teor de proteina foi determinado utilizando o método
classico de Kjeldahl. A metodologia para a determinagdo do teor de fibra alimentar soltvel e
insollvel foi determinado através do método enzimatico-gravimétrico. A quantificacdo do
teor de carboidratos foi feita através da diferenca da soma dos teores de umidade, cinzas,
proteinas, lipideos totais e fibras (soltvel e insoltvel). O método para determinacdo da acidez
foi realizado através de titulacdo com indicador. Todas as andlises foram realizadas em

triplicata.

Os resultados encontrados para a composi¢do quimica bem como as caracteristicas
fisicas, foram avaliados com base na normativa do Ministério da Agricultura no 01, de 07 de
janeiro de 2000 que fixa padrdes de identidade e qualidade para a polpa de acai.

5.1.2. Obtencéao do extrato

Primeiramente preparou-se um extrato da polpa para maior obtencdo dos compostos
fitoquimicos presentes. 5g de amostra de polpa de acai foi obtida apds secagem em estufa. O
acai foi adicionado em um beéquer com 40 ml de uma mistura de metanol/acetona (50:50,

v/v). A mistura foi homogeneizada por agitacdo magnetica em temperatura ambiente durante
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1 h. A mistura foi transferida para tubos tipo falcon e centrifugados a 10.000 g por 15 min. O
sobrenadante foi recuperado. Em seguida, 40 ml de uma mistura de acetona/agua (70:30, v/v)
foi adicionado ao residuo presente no tubo e misturado a temperatura ambiente por 1 h como
descrito anteriormente e centrifugado. Os extratos de metanol e acetona foram combinados, e
o volume foi acertado até 100 ml com agua destilada. Os extratos foram aliquotados e usados

para determinacdo do contetdo de polifendis, antocianinas e capacidade antioxidante total.
5.1.3. Determinacdo do conteudo de polifendis

A quantificacdo de polifendis totais da polpa de acai usada na formulacdo das dietas
foi determinada de acordo com a metodologia propostos por George et al. (2005) (GEORGE
et al., 2005). Este método utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu, uma mistura dos acidos
fosfomolibdico (HsPMo012040) e fosfotingstico (HsPW12040), € se baseia na reducdo desses
acidos em solucdo alcalina. Essa reducdo produz uma colora¢do azulada, que é medida

atraves de espectrofotometria com leitura a 760nm.

A curva padrdo para quantificacdo dos polifendis totais foi determinada utilizando
diferentes concentracdes de acido galico (5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35 mg/L). O teor de
polifendis totais foi expresso em mg equivalente de acido Galico (EAG) em 100g de polpa de

acai.
5.1.4. Determinacédo do contetdo de antocianinas

A quantificagdo do teor de antocianinas foi realizada através do método do pH
diferencial (GIUSTI, WROLSTAD, 2001). Esta metodologia permite a quantificacdo das
antocianinas totais e monoméricas em funcdo do comportamento espectral diferenciado das
monomeéricas em relacdo as poliméricas em condic6es de pH distintas (pH=1,0 e pH=4,5). O
extrato foi adicionado ao tampao cloreto de potassio (0,025 M, pH 1,0) e tampéo acetato de
sodio (4,0 M, pH 4,5). Apds incubacdo no escuro durante 30 min a temperatura ambiente, as
absorbancias foram determinadas, simultaneamente, como méximo de absor¢do para o

espectro da luz visivel (510 nm) e a 700 nm.
O teor de antocianinas foi calculado de acordo com a equagé&o:
[(Anvis-max = Ax700nm) pH 1.0— (Avis-max - Axzoonm) pH 4.5] X PM x 1000 x ¢

Onde:



64

A = absorbancia pH=1,0 e pH=4,5;
PM = peso molecular da cianidina 3-O-glicosideo = 449,2 g/mol
& = absortividade molar de cianidina 3-glicosideo = 26.900 M*tcm™;

Os resultados foram expressos como mg de cianidina 3-O-glicosideo/100 g de polpa

de acai.
5.1.5. Determinacao da atividade antioxidante
5.15.1. DPPH

A capacidade antioxidante foi determinada de acordo com o método radical DPPH
previamente descrito por Brand-Williams e cols. (1995) (BRAND-WILLIAMS, CUVELIER,
BERSET, 1995). Este método baseia-se na transferéncia de elétrons de um composto
antioxidante para o radical DPPHe (2,2-difenil-1- picril-hidrazil) em solugdo de metanol.
Quando este radical é misturado com um antioxidante, sua cor muda de purpura para amarelo
do correspondente hidrazina. A habilidade da amostra em reduzir a absorbancia do DPPH é
indicativa de sua capacidade de neutralizar radicais livres. Este € um dos métodos quimicos
mais utilizados para determinar a capacidade antioxidante de um composto por ser

considerado prético, rapido e estavel.

Preparou-se uma solucdo de metanol contendo 0,06 mM de DPPH. Uma aliquota de
100 pl de extrato de polpa foi adicionado a 3,9 ml desta solucdo. A diminuicdo da
absorbancia a 515 nm foi medida em intervalos de 1 minuto nos primeiros 10 minutos e
depois em intervalos de 5 minutos até estabilizacdo (120 minutos). A capacidade antioxidante
foi expressa como ECso (amostra minima concentracdo necessaria para reduzir a
concentragdo inicial do radical DPPH * em 50%) ¢ 0s valores expressos em g de polpa de
acai/g de DPPH.

O calculo da atividade antioxidante foi determinado de acordo com os valores de

absorbancia transformados em % Inibigdo através da formula abaixo:

% Inibicdo = [(Abranco — Aextrato)/Abranco] X 100
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Em seguida, plotou-se um grafico (% de Inibicdo x [ug/ml do extrato]) para realizacéo

do célculo de 1Cso, que corresponde a concentracdo necessaria para inibir a solucdo inicial de
DPPH em 50%.

Posteriormente, com bases nos valores de ICso, calculou-se o indice de atividade
antioxidante (IAA), proposto por Scherer & Godoy (2009) para padronizar a classificacdo da
atividade antioxidante de diversos alimentos e frutas (SCHERER, GODQY, 2009). Sendo
assim, considerou-se 1AA < 0,5 como pobre atividade antioxidante, IAA entre 0,5 e 1 como
moderada atividade antioxidante, IAA entre 1 e 2 como forte atividade antioxidante e IAA >

2 como muito forte atividade antioxidante.
5.1.5.2. ABTS

A capacidade antioxidante da polpa de acai foi determinada pela metodologia de
captura do radical 2,2- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-4cido sulfénico) — ABTS, como
descrito por Rufino et al., 2007. Essa reagéo de captura do ABTS promove uma modificacdo
na cor da reacdo, passando de verde escuro a verde claro. Através dessa metodologia é

possivel medir a atividade antioxidante de compostos hidrofilicos e lipofilicos.

Inicialmente, adicionou-se 5 mL da solugdo aquosa de ABTS (7mM) e 88ul de
persulfato de potéassio (140mM) em tubos de ensaio. A mistura permaneceu em repouso por
16h antes da analise, no escuro, para geracdo do céation radical croméforo ABTS+. Em
seguida, diluiu-se 1 ml desta mistura em etanol até obter uma absorbéncia de 0,70 nm + 0,05
nm a 734 nm. Para determinacdo da atividade antioxidante da polpa de acai, adicionou-se 30
ul de amostra ou série de padrées em 3 mL da solucdo ABTS+, e apds 6 minutos foi realizada
a leitura das absorbancias. O etanol foi utilizado para calibrar o espectrofotometro. O trolox
foi utilizada como padrdo de referéncia para determinacdo da capacidade antioxidante da
polpa, em diferentes concentragdes (10, 25, 50, 100, 150 e 200 g/L). Os resultados foram

expressos em capacidade antioxidante equivalente ao trolox (uM TEAC/g de polpa de agai).
5.2. Delineamento Experimental
5.2.1. Dietas

Os animais foram alimentados com dieta padrdo AIN-93G (REEVES, NIELSEN,
FAHEY, 1993), ou dieta hiperlipidica com 40% de banha de porco e 1% de colesterol,
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suplementadas ou ndo com polpa de acai. A composicao das dietas experimentais se encontra
na Tabela 3. Os valores de banha de porco e colesterol foram definidos a partir de trabalhos
previamente publicados (BURGUENDO et al., 2013; GUERRA et al., 2015). A suplementacao
com 2% de polpa de agai (20g) foi baseada em trabalhos experimentais prévios (DE SOUZA
etal., 2010).

Tabela 3: Composicdo das dietas experimentais utilizadas no trabalho

Nutrientes (g) pletas
C HF CA HFA
Caseina 200 260 200 260
Amido Milho 530,7 170,7 510,7 150,7
Sacarose 100 100 100 100
Oleo de Soja” 70 40 70 40
Colina 2,5 2,5 2,5 2,5
Mist. Minerais* 35 35 35 35
Mist. Vitaminas? 10 10 10 10
Celulose 50 50 50 50
Metionina 1,8 1,8 1,8 1,8
Colesterol 0 10 0 10
Banha de Porco 0 320 0 320
Acai 0 20 0 20
Valor Caldrico (kcal)* 3960 5370 3880 5290
Carboidrato 2522,8 (63,7%) 1082,8 (20,2%) 2442,8 (63%) 1002,8 (19%)
Proteina 807,2 (20,4%) 1047,2 (19,5%) 807,2(20,8%) 1047,2 (19,8%)
Lipideos 630 (15,9%) 3240 (60,3%) 630 (16,2%) 3240 (61,2%)

C, dieta controle baseada na dieta AIN-93G para ratas gestantes; H, dieta hiperlipidica; A, dieta controle
suplementada com 2% (p/p) de polpa de acai; HA, dieta hiperlipidica suplementada com 2% (p/p) de polpa de
acai.

¥ Fatores de conversao: proteinas 4 kcal/g, lipidios 9 kcal/g, aglcares 4 kcal/g.

5.2.2. Animais

Um total de 32 ratas Fischer, albinas, com aproximadamente 90 dias de idade, foram
obtidas do Laboratorio de Nutricdo Experimental do Departamento de Alimentos, Escola de
Nutricdo, Universidade Federal de Ouro Preto e la permaneceram durante todo o

procedimento para geracdo do modelo experimental.
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Os animais foram divididos em quatro grupos de acordo com a dieta recebida:
controle (C), hiperlipidica (HF), controle + acai (CA) e hiperlipidica + acai (HFA). Apds um
periodo de duas semanas para adaptacéo as respectivas dietas, as ratas foram acasaladas a fim
de obter a prole a ser utilizada neste trabalho. No acasalamento duas fémeas e um macho
foram alocados em gaiola plastica por um periodo de cinco dias. Findado este periodo, 0s
machos foram retirados e as fémeas foram transferidas para gaiolas individuais, onde
continuaram a receber agua e as respectivas dietas ad libtum, durante todo o periodo de
gestagdo (~21 dias) e de lactacdo (~21 dias). Ao nascimento, parte da ninhada foi
eutanasiada. O restante dos animais foi mantido em até seis filhotes por méde, com o objetivo

de garantir crescimento homogéneo das ninhadas. Ao desmame, ocorreu a eutanasia das maes

Semana 0 Semana 6 Semana 9
90 dias Semana 2 Nascimento e Desmame
Acasalamento redivisao filhotes
(6/mée)
Dieta Padrao (n=32) Dietas Expe
C(n=7) I Eutandsia Prole (P1) I )
\ B4 HF (n=7) =3 Eutandsia
ArF— A(n=7) X / Ratas
HFA (n=7) _ ,,f:r:}
= Al /'4),-\,
&7/

Eutanasia
Prole (P21)

Figura 4: Delineamento experimental.

e dos filhotes restantes.

Todos os procedimentos contidos nesse projeto foram submetidos a apreciacdo da
Camara de Experimentacdo Animal do Comité de Etica e Pesquisa da UFOP e aprovado
protocolo CEUA 2015/15 (Anexo 1).

5.2.2.1. Fase | — Gestagao e Lactagao

Foram utilizadas 28 ratas fémeas primiparas, espécie Rattus norvegicus, linhagem

Fisher, com 90 dias de idade. Inicialmente as ratas foram divididas aleatoriamente em quatro
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grupos (n=7), de acordo com a dieta recebida. Os animais foram submetidos a um periodo de
adaptacdo a dieta de duas semanas e durante esse tempo foram mantidas em gaiolas
individuais, no biotério do Laboratério de Nutricdo Experimental da UFOP, em ambiente
com controle de fotoperiodo (12h claro/12h escuro) e temperatura a 21° C + 2°. Passado este
periodo as ratas foram submetidas a acasalamento aleatorio poligamico, de duas fémeas para
um macho, em caixa de polipropileno. Os machos foram retirados da caixa apds um periodo

de cinco dias.

Durante o periodo de gestacdo e lactacdo, as ratas continuaram a receber suas
respectivas dietas e agua ad libitum. Logo ap6s o nascimento, uma parte dos filhotes foi
eutanasiada e a outra redistribuida aleatoriamente de modo que foram mantidos até seis

filhotes por matriz para garantir o crescimento homogéneo das ninhadas.

Findado o periodo de lactacdo as matrizes foram anestesiadas via inalacdo de
isoflurano, de acordo com o Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) para coleta de sangue no plexo braquial. A eutanésia das ratas foi feita atraves de

exsanguinacao e o sangue e tecido hepético foi coletado para posteriores analises.
5.2.2.2. Fasell —Prole

Uma parte dos filhotes logo apds o nascimento foi eutanasiada e tiveram o peso
corporal e do figado aferidos. O figado foi coletado e armazenado a -80°C para posteriores

analises. Foram utilizados 14 animais machos da prole pos-natal 1 (P1).

O restante dos animais foi redistribuido de modo a manter até 6 filhotes por rata com
0 objetivo de garantir crescimento homogéneo da ninhada. Os filhotes permaneceram em
gaiolas junto com as ratas durante todo o periodo lactacional. Ao final do periodo de lactacdo
(aproximadamente 21 dias), a prole pés-desmame (P21) foi eutanasiada. Foram utilizados 28
filhotes machos, sendo 7 animais provenientes de cada grupo (C, HF, CA e HFA). No
momento da eutanasia foram aferidos o peso corporal e peso do figado. O sangue e o tecido

hepatico foram armazenados a -80°C para posteriores analises.

A escolha do género macho para o desenvolvimento do trabalho vai de encontro a
artigos analisados na literatura que apontam para maiores prevaléncias de DHGNA em

meninos do que em meninas (PADILHA et al., 2010).
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Todos os animais foram anestesiados via inalacdo de isoflurano, de acordo com o
CONCEA. Dos filhotes P1 foram retirados apenas o figado enquanto da P21 foi realizado a
coleta de sangue no plexo braquial. A eutanasia dos animais P1 foi realizada por decapitacéo
e a P21 foi realizada através de exsanguinacéo.

5.3. Amostra de sangue e figado

A obtencao de amostras sanguineas foi realizada apds 12 horas de jejum, a partir do
rompimento dos vasos do plexo braquial. De cada rata foram retirados 2 ml, enquanto da P21
obteve-se aproxidamente 1 ml. Os microtubos contendo o sangue total foram centrifugados a
temperatura ambiente a 3.500 rpm, durante 15 minutos (Modelo 5810R, Eppendorff). Apds a
centrifugacdo o soro foi recolhido e acondicionado em novos microtubos devidamente

identificados e armazenados a -80° C para posterior analise.

O figado das matrizes e da prole foi coletado logo apds eutanasia. Depois da retirada
do orgao, ele foi lavado em solucdo salina gelada (0,9%), pesado, identificado e armazenado

a -80° C até a realizacdo das analises subsequentes.
5.4. Anélises Morfohistologicas

Apo6s a pesagem do d6rgéo, o menor lobo do figado dos animais foi cortado e fixado
em formol tamponado a 4%. Apo6s a fixacdo, os lobos transversalmente cortados e
processados em concentracdes decrescentes de alcool e selados em parafina. Através de um
micrétomo semi-automatico, as sec¢Bes parafinadas foram laminadas e coradas com

hematoxilina e eosina (H&E) para verificar o acimulo de lipideos.

As fotomicrografias foram obtidas em microscopio acoplado a camera digital. O grau
de esteatose hepatica foi avaliada de acordo com escores definidos em estudos anteriores
(BRUNT, 2016). O grau de esteatose se baseia no percentual de hepatdcitos que apresentam
acumulo de gordura, sendo Grau 1: < 33% dos hepatdcitos afetados; Grau 2: entre 33% e
66% dos hepatdcitos afetados; Grau 3 > 66% dos hepatdcitos afetados. Foram analisados

quinze campos aleatorios por lamina.
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5.5. Dosagens Bioquimicas

A avaliacdo dos niveis sericos de triglicérides e colesterol total dos animais, foram
determinados por métodos enzimaticos utilizando-se kits comerciais (Labtest®, Lagoa Santa,
MG, Brasil).

A funcdo hepética foi avaliada pela determinacdo sérica da atividade das enzimas
alanina aminotransferase (ALT) e da aspartato aminotransferase (AST). As analises foram
realizadas utilizando técnica cinética-enzimatica através de kits comerciais (Labtest®, Lagoa
Santa, MG, Brasil), sendo o procedimento realizado de acordo com as instrugdes do

fabricante.
5.6. Determinacdo de lipideos totais no figado

Os lipideos totais hepéaticos foram extraidos com o uso de solventes organicos de
acordo com o método previamente descrito (FOLCH, LEES, SLOANE STANLEY, 1957).
Aproximadamente 100 mg de figado de cada animal foram pesados e transferidos para tubos
de vidro previamente identificados. Foi adicionado 1,9 ml de solucdo contendo
cloroférmio:metanol (2:1) e o tecido foi triturado usando-se homogeneizador do tipo Potter.
Apb6s homogeneizacdo do tecido, foram adicionados 400 ul de metanol e os tubos foram
centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi coletado e transferido para
novos tubos de vidro com peso conhecido e identificados. Em seguida, foi acrescentado 800
ul de cloroférmio e 640 ul de solucdo de NaCl a 0,73%, as amostras foram novamente
centrifugadas por 10 minutos a 3000 rpm, sendo desprezada a fase superior apds a
centrifugacdo. A parede interior de cada tubo entdo foi lavada trés vezes com 600 pl de
solucdo de Folch (solucdo de 3% de cloroformio, 48% de metanol, 47% de agua destilada e
2% de NaCl a 0,29%). ApOs esse processo, esperou-se a separacdo das fases e entdo foi
descartada a fase superior (aquosa). O solvente foi evaporado overnight em estufa semiaberta
a 60°C. Na manha seguinte, os tubos foram resfriados em dessecador, pesados e a quantidade
de lipideos extraida foi calculada pela diferenca dos tubos antes e depois do processo de

secagem em estufa.

Para a determinacdo do conteudo de colesterol total e triglicerideo hepaticos, as
amostras foram ressuspendidas em 500 ul de isopropanol e homogeneizadas até a completa

solubilizacéo dos lipideos.
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5.7. Enzimas Antioxidantes
5.7.1. Preparo das amostras

A determinacdo da atividade de enzimas antioxidantes foi realizada em sobrenadante
de um homogenato preparado a partir do figado dos animais. O protocolo para o preparo do
homogenato foi baseado em um estudo prévio (RAMOS-VASCONCELOS, HERMES-
LIMA, 2003). De cada animal pesou-se aproximadamente 100 mg de figado e adicionou 1 ml
de tampédo gelado (fosfato de potéssio 50 mM e EDTA 0,5 mM, pH=7,2). Na hora da
homogeneizagdo 10 umol de PMSF (solucdo estoque a 1mM) foi incorporado ao microtubo,
afim de evitar a degradacédo das enzimas. As amostras foram entdo homogeneizadas durante 1
minuto e colocadas no gelo por 30 segundos. Esse procedimento foi repetido trés vezes. Logo
apos esse processo, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 4°C em 10000 RPM. O
sobrenadante foi entdo coletado e armazenado para a dosagem de proteinas totais, atividade
da CAT, GPx e SOD.

5.7.2. Proteinas totais

As proteinas totais do homogenato de figado foram quantificadas segundo o método
de Bradford (1976) (BRADFORD, 1976). Este ensaio tem como base o reagente Coomassie
Blue G-250 e utiliza a albumina bovina sérica como padrdo. A ligacdo das proteinas ao
reagente altera a coloracdo do ensaio, passando de castanho para tons de azul, de acordo com
a concentracdo de proteinas. Primeiramente, foi preparado o reagente Coomassie Blue G-250
(0,01%) em 4,7% de etanol (p/v) e 85% acido ortofosforico (p/v). Apos dissolugdo completa
do corante, foi adicionado quantidade suficiente para 1 L de solugdo com agua destilada. A
solucdo foi filtrada e armazenada em vidro ambar. A albumina bovina sérica (BSA) utilizada
como padrdo, foi preparada inicialmente a 2,0 mg/ml. A partir dessa solucdo, diferentes
diluicbes foram realizadas com concentragfes variando entre 0,2 e 1,4 mg/ml de BSA. As
amostras precisaram ser diluidas em &gua destilada (1:20). Em uma microplaca foram
pipetados 10 pl de amostra diluida ou série de padrdes e 190 ul do reagente Coomassie Blue.
A microplaca foi incubada a 3 min e entdo foi realizado a leitura a 595nm. O branco da

reacao continha apenas Coomassie Blue. Todas o0s ensaios foram realizados em duplicata.

Os valores de proteinas foram determinados a partir da construcdo de uma curva
padrdo utilizando os valores de absorbéncia dos padrdes e as concentracBes de BSA. Os

valores foram expressos em mg/ml.
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5.7.3. Atividade da Catalase

A atividade da enzima CAT foi determinada baseando-se no método proposto por
Aebi (AEBI, 1984). Em resumo, a capacidade antioxidante da enzima é avaliada de maneira
cinética em espectrofotometria, através do monitoramento da decomposi¢do do H-O> durante

2 minutos a 240nm.

Primeiramente, foi preparada uma solugdo de H>0, 300mM em agua destilada. Em
um tubo de ensaio foi adicionado 955 pl do tamp&o e 10 pl da amostra diluida (1:20). Logo
em seguida, adicionou-se 35 pl da solucdo de H.O. 300mM. O contetdo foi transferido
imediatamente para uma cubeta de quartzo e realizou-se a leitura a 240 nm durante 2
minutos, medindo a absorbancia a cada 30 segundos. O delta foi obtido pela média da

subtracdo do valor de absorbéancia inicial pelo final, e o resultado foi obtido através da

formula:
Atividade (U/L) = %27 x —— x - x 1000 x 20
Sendo:

AAbs = Variacao da absorbancia por 1 minuto de cinética enzimatica linear
At =1 minuto

gH,02 (240 nm) = 40 L.mmol*t.cm™

VT = Volume total de reacéo

VA = Volume de amostra

1000 = Conversdo de mmol para pumol (de acordo com a definicdo de atividade

enzimatica)
20 = Fator de diluicdo da amostra no procedimento

Os resultados foram expressos em U de CAT por mg de proteinas totais.
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5.7.4. Atividade da Glutationa Peroxidase

A GPx tem uma ac¢éo nao especifica sobre o perdxido de hidrogénio, atuando também
sobre vérios substratos, como os hidroperoxidos organicos. A GPx catalisa a reacdo de
hidroperdxidos com glutationa reduzida (GSH) para formar glutationa oxidada (GSSG) e o
produto de reducdo do hidroperoxido. Fisiologicamente, a GPx atua acoplada a enzima
glutationa redutase (GR) que, por sua vez, catalisa a reducdo de GSSG, usando NADPH
como coenzima. A atividade da GPx pode ser medida pela taxa de oxidacdo de NADPH na
presenca de GSH e GR. A azida sddica (N3Na) é adicionada para inibir a catalase.

Em tubos de ensaio foi adicionado 82,5 pl de tampéo fosfato 143 mM pH 7,5 EDTA
1mM, 125 pl de NADPH (0,29 mM), 5 pl azida sédica (100 mM), 12,5 pl de GSH (20 mM,
diluida em &cido ortofosfdrico 5%), 2,5 pl de GR (10 U/mL), 2,5 pl de KCN (9 mM) e 12,5
pl de hidroperdxido de tert-butil (10 mM). O contetdo foi homogeneizado e adicionou-se em
seguida, 5 pl de amostra diluida (1:20). A leitura foi realizada rapidamente em
espectrofotdmetro a 340 nm. Os valores de absorbancia inicial e apés 1 minuto, foram
anotados para célculo da atividade de GPx.

A Abs 1

Atividade (U/L) = =2 x 2L x 1000 x 20

eNADPH VA

Sendo:

A Abs = Variacdo DA absorbancia por 1 minuto de cinética enzimatica linear
At = 1 minuto

enaDPH = 6,22 L.mmol?t.cm™

VT = Volume total de reacdo (uL)

VA =Volume de amostra (pL)

10% = Conversdo de mmol para pmol (conforme definico de U.L™Y)

20 = fator de diluicao

Os resultados foram expressos em U de GPx por mg de proteinas totais.
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5.7.5. Atividade da Superoxido Dismutase

O ensaio para determinacdo da atividade da enzima SOD foi realizado a partir do
método proposto por Madesh e Balasubramanian (MADESH, BALASUBRAMANIAN,
1998). A metodologia tem como base a capacidade da enzima em neutralizar o anion
superoxido (O 2e-) produzido pela oxidacdo do pirogalol. O corante MTT [3-(4,5-dimetil-
tiazol-2-il) 2,5-difenil tetrazélio brometo] é reduzido a cristais de formazan em reacgédo
dependente de O2 - produzindo um composto de cor arroxeada medido através de
espectrofotometria. Por meio da quantificagdo em unidades relativas, é possivel determinar a
capacidade de uma unidade de atividade enzimatica (1U) da SOD em inibir a reducdo do
MTT, é igual a 50%.

Em uma microplaca de 96 pocos, foi adicionado 30 pul das amostras diluidas (1:20) e
99 ul do tampdo fosfato de potassio 50 mM e EDTA 0,5 mM (descrito anteriormente). Para
0s pocos contendo o branco e o padrdo, o volume do tampao foi calculado para obtencédo de
um volume final de 150 ul por poco. Por conseguinte, acrescentou-se em todos 0s pocos 6 i
de MTT (1,2 mM diluido no tampéo), seguido de 15ul de pirogalol (15 mM diluido no
tampdo), em todos os pogos, exceto no branco. Apos esses procedimentos, a placa foi
incubada em estufa com temperatura de 37°C durante 5 minutos. Logo em seguida foi
adicionado 150 pl de dimetil sulféxido (DMSO) P.A. em todos 0s pogos para promover a
parada das reacdes e solubilizagdo dos cristais formados. Os valores das absorbancias foram
lidos em espectrofotdmetro de microplacas a 570nm. Os resultados foram expressos em U de

SOD por mg de proteinas totais.
5.8. Marcadores do Estresse oxidativo
5.8.1. Proteina Carbonilada

A oxidagdo de proteina por ERO leva & formagdo de derivados carbonilicos. Estes
podem ser mensurados por métodos sensiveis, particularmente aqueles que utilizam o 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH). O DNPH reage com grupos carbonilicos gerando a hidrazona

correspondente, a qual pode ser analisada espectrofotometricamente.

Para determinar a concentracdo serica dos niveis de proteina carbonilica foi realizado
um ensaio conforme descrito previamente (LEVINE et al., 1990). Resumidamente, 100 pL de

homogenato foram transferidos para um eppendorf e adicionados 600 pL de DNPH



75

(Sigma®). A mistura foi mantida no escuro a temperatura ambiente por um periodo de 60
minutos e a cada 10 minutos eram homogeneizados no vortex. Apés esse tempo, foram
adicionados 600 pL de acido tricloroacético (20%) e novamente homogeneizado no vortex.
Logo apds, a mistura foi centrifugada a 10.000 RPM durante 10 minutos a uma temperatura
de 4°C. Depois de centrifugado, o sobrenadante foi descartado e adicionou-se 800 uL de
etanol-acetato de etila (proporc¢do 1:1) a cada microtubo. O precipitado foi homogeneizado no
vortex até sua dissolu¢do completa e novamente centrifugados a 10.000g a 4°C, durante 10
minutos. Este Gltimo passo foi repetido mais duas vezes. Ao final das repeticdes, o
sobrenadante foi novamente descartado e adicionou-se 900 uL de guanidina. Os microtubos
foram entdo colocados em banho-maria durante 60 minutos a 37° C. Apds esse tempo, 0
sobrenadante foi transferido para uma cubeta de quartzo e a leitura foi realizada em
espectrofotometro (Epoch, Biotek®) a 360 nm. A guanidina foi utilizada para zerar o
aparelho. O conteldo de proteina carbonilada foi calculado usando o coeficiente de absorcao
molar do DNPH 22000 M cm™. A concentragdo de proteina carbonilada foi expressa em

nmoles/mg de proteina.
5.8.2. Dialdeido Malénico

A concentracdo sérica dos niveis de peroxidacdo lipidica foi realizada conforme
procedimento descrito previamente (ESTERBAUER, CHEESEMAN, 1990). Basicamente,
foram adicionados em um tubo tipo Falcon 50 pl de hidroxitolueno butilado (10 mM), 500 pl
de acido tricloroacético (20%), 500 ul de &cido tiobarbitarico (1%), 250 pl do homogenato
sem diluicdo (ou agua para o branco ou série de padrdes). A mistura foi homogeneizada e
incubada a 100 °C durante 60 minutos. Apos esse tempo, a mistura foi resfriada em agua com
gelo e adicionou-se 1,5 ml de butanol. A mistura foi novamente homogeneizada centrifugada
a 1000g durante 5 mim. O sobrenadante foi transferido para uma cubeta de quartzo e a leitura
foi realizada em espectrofotémetro (Epoch, Biotek®) a 532 nm, acertando o zero com o

branco da reacéo.

Como padrdo de MDA foi utilizado o 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMTP) (Sigma®)
previamente diluido em agua deionizada nas concentragdes de 125 uM, 62,5 uM, 31,2 uM,
15,6 uM, 7,8 uM, 3,9 uM e 1,9 puM. Os resultados foram expressos em [nmol de MDA/mg

de proteinas totais].
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5.9. Expresséo génica
5.9.1. Isolamento do RNA total

A extracdo de RNA total foi realizada através de homogeneizacdo de 10-20 mg de
figado congelado com 1ml do reagente TRI® (Invitrogen), uma solugdo que ajuda na lise
celular e no isolamento do RNA. Posteriormente foi adicionado 100uL de mercaptoetanol, os
tubos foram vigorosamente agitados e a mistura incubada durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Findado o tempo, as amostras foram centrifugadas a 4°C durante 15 minutos a
12000RPM e o sobrenadante transferido para novos tubos livre de RNAse. Foi adicionado
500 pl de isopropanol as amostras, e entdo a mistura foi incubadas novamente a temperatura
ambiente por 10 minutos. Logo apds, as amostras foram novamente centrifugadas a 4°C
durante 8 minutos a 12000RPM. O sobrenadante agora foi descartado e um precipitado de
RNA pode ser visto no fundo do tubo. Este precipitado foi lavado com 1 ml de etanol a 75%
e entdo centrifugado a 4°C durante 5 minutos a 7500RPM. Apos essa Ultima centrifugacéo, o
sobrenadante foi cuidadosamente descartado. As amostras contendo o precipitado de RNA
secaram a temperatura ambiente por aproximadamente 20 minutos. Uma vez seco, 0 RNA foi
ressuspenso em 50 ul de dgua DEPC para prevenir possiveis contaminagdes. As amostras

ficaram em O/N a -20°C para quantificacdo de RNA no dia seguinte.

A quantificacdo do RNA foi realizada usando espectrofotdmetro UV/VIS (Thermo

Spectronic, Helios y). A pureza do RNA foi determinada pela razdo A=260/A=280.
5.9.2. Sintese de cDNA

Para a sintese do cDNA, 1 ul do RNA total (100 ng/ul) foi usado como molde e as
reacOes calculadas para um volume final de 15 ul contendo: a) Supertranscriptase kit
(Superscript Reverse transcriptase kit, Invitrogen, UK), b) 10-20 U de RNaOUT (Invitrogen,
UK), ¢) mix de dexosinucleotidos fosfatados (10 mM, dNTPs, Promega, UK), d) 1 mg/ml de
albumina bovina sérica (BSA, BioLabs, UK), €) 500 ng/ul de oligonucleotideos randémicos
(Random Hexamers, Promega, UK), f) &gua DEPC (Fisher Scientific, UK) e g) RNA total. O
cDNA foi retrotranscrito através de um termociclador (iCycler, Biorad) utilizando o seguinte
ciclo: 1) 10 minutos a 25°C, 2) 52 minutos a 42°C e 3) 10 minutos a 72°C.
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5.9.3. PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR)

Os niveis de expressao de mRNA foram avaliados pela técnica de PCR em tempo real
(QRT-PCR). Os cDNAs obtidos por RT-PCR foram usados como moldes nas reacfes de
gRT-PCR, utilizando o kit SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, EUA),
conforme recomendacdes do fabricante. As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores se
encontram na tabela 4 e foram desenhadas com base nas sequéncias disponiveis no banco de
dados do GenBank (National Center for Biotechnology Information). As constru¢6es foram
feitas com o auxilio do programa Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/). Foram avaliadas as expressdes dos genes Fasn, Gpx1, Gpx4, Sod1, Sod2, Sirtl, Sirt3,
Ucp2 e Srebpfl. A expressdo dos genes alvo foi determinada em funcéo da expressdo do gene

de referéncia -2 microglobulina.

Os dados obtidos foram analisados utilizando o método de quantificacdo relativa da
expressdo génica (CT comparativo ou AACT), que permite quantificar diferencas no nivel de

expressao de um gene especifico entre diferentes amostras.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

Tabela 4: Sequéncia dos oligonucleotideos
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Gene Sequéncia Iniciadores Tamanho do|ID
Amplicon
S-2 F- TGACCGTGATCTTTCTGGTG 151 bp
microglobulina R- ATTTGAGGTGGGTGGAACTG
F- CTTGGGTGCCGATTACAACC 163 bp
Fasn R- GCCCTCCCGTACACTCACTC
F - CACCGAAATGAATGATCTGC 370 bp
Gext R - TGTATCTGCGCACTGGAAC
F - ATGCACGAATTCGCAGCC 463 bp
G R - CTAGAGATAGCACGGCAGGTC
F- 105 bp
Sirtl CTGTTTCCTGTGGGATACCTGACT
R- ATCGAACATGGCTTGAGGATCT
) F- GGCACTACAGGCCCAATGTC 100 bp
s R- TCTCTCAAGCCCGTCGATGT
F - GCAGAAGGCAAGCGGTGAAC 447 bp
Sodl R - TAGCAGGACAGCAGATGAGT
F - CTGAGGAGAGCAGCGGTCGT 258 bp
S0d2 R - CTTGGCCAGCGCCTCGTGGT
F- CCCAGGGCAGCTCTGTACTCC 121 bp
Srebpfl R- AAGCTGTCCCGCAGGTA
Uep2 F- GGTAAAGGTCCGCTTCCAGG 230 bp

R- GCAAGGGAGGTCGTCTGTCA

F- Iniciador direto, R- Iniciador reverso

5.10. Western Blot

5.10.1. Extracéo proteica

A extracdo proteica do figado dos animais foi realizada através de homogeneizacéo de

aproximadamente 50 mg de tecido em 500 pl de tampdo de lise celular (40 mM TRIS-HCI,
pH=7,5; 300 mM NaCl; 2 mM NaEDTA; 2 mM EGTA,; 2% Triton; 5 mM pirofosfato de

sodio; 2 mM B-glicerofosfato; 2 mM NazVOs; 2 pg/ml leupeptina, (Cell Signaling, UK)
contendo 1mM de PMSF (Sigma, Aldrich, UK) e coquetel inibidor de proteina (1:100, Sigma
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Aldrich, UK). Ap6s a homogeneizacdo, o conteudo foi centrifugado a 4°C durante 15
minutos a 14000 RPM. O sobrenadante foi coletado em novos tubos e armazenado a -20°C

para posterior utilizagdo.
5.10.2. Proteinas totais

O conteudo de proteinas no homogenato do figado foi determinado utilizando kit
comercial da Bio-Rad (DC™ Protein Assay, Bio-Rad, UK) seguindo recomendacfes do
fabricante. Primeiramente, foi preparada uma curva padrédo com concentragdes conhecidas de
albumina bovina sérica nas primeiras cinco colunas de uma placa de 96 pocos (0 pg/pl; 0,5
po/ul; 1,0 pg/ul; 1,25 pg/ul). Cada amostra foi determinada em duplicata utilizando 5 pl de
amostra diluida em agua (1:25, v/v). Em cada poco foi adicionado 25 pl do reagente A e 200
pl do reagente B. Apds adicdo dos dois reagentes, a placa foi incubada a temperatura
ambiente por 15miutos. A leitura foi realizada através da absorbancia medida em
espectrofotdmetro a 690 nm. O valor correspondente das absorbancias foi extrapolado a partir

de uma curva de concentracdo de proteina (mg/ul)
5.10.3. Expressao proteica de SIRT1 e SREBP1

O volume de amostra correspondente a 30ug de proteina foi diluida com o loading
buffer, as proteinas foram desnaturadas (95°C, 5 min) e o conteudo transferido diferentes
pocos em um gel 12% SDS-Page. As diferentes proteinas foram separadas a 150V durante 60
minutos usando sistema da Bio-Rad. Apds a migracdo completa das amostras, as proteinas
foram transferidas para uma membrana de PVDF, usando uma voltagem constante de 360mA
durante 45 minutos. Finalizado esse processo, as membranas foram lavadas durante 5
minutos com tampdo TBS e imersas em tampdo bloqueador durante 1 hora em temperatura
ambiente. Simultaneamente, o gel foi corado com comassie blue com o objetivo de verificar
se a transferéncia das amostras ocorreu perfeitamente. Uma vez completo o tempo de
incubagdo, as membranas foram lavadas com tampdo TRIS Tween-20 (TBST) durante 15,
com troca da solugéo a cada 5 minutos. Ent&o, as membranas foram incubadas overnight com
0s respectivos anticorpos primarios anti-SIRT1, anti-SREBP e anti-actina, todos obtidos da
Abcam (Cambridge, UK; 1:2000 ou 1:10000, diluido em 5% de albumina bovina sérica em
TBST), a 4°C e misturados continuamente. No outro dia, as membranas foram lavadas
novamente como descrito acima, e logo em seguida incubadas com anticorpo secundario

(1:5000 em tampéo bloqueador) durante 1 hora em temperatura ambiente e misturados
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constantemente. Logo ap0ds esse periodo, as amostras foram lavadas novamente com TBST
como mencionando anteriormente. A deteccao das proteinas foi realizada utilizando ECL Pro
System (Thermo Scientific™), usando o sistema PeqLab (Fusion Fx7, Vilber). A intensidade
das bandas obtidas foi quantificada utilizando o programa Image J e o resultados foram

expressos como unidades arbitrarias relativas a expressao da proteina de referéncia actina.
5.11. Anélises Estatisticas

Todos os dados foram testados seguindo a normalidade usando o teste de Shapiro-
Wilk e apresentaram distribuicdo gaussiana. Os dados dos quatros grupos foram analisados
pelo teste One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey para detectar diferencas entre os
grupos e expresso como média + desvio padrdo (DP). Os dados de dois grupos, usados para
andlises de expressdo génica, foram comparados através do teste t-Student. Os dados de
histologia e expressdo proteica representam analises semi-quantitativas, portanto, foi
utilizado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e os valore estdo apresentados como
mediana e intervalo (valores minimo e maximo). Todas as analises estatisticas foram
realizadas utilizando o GraphPad Prism 6 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA)
e foi considerada estatisticamente significativa para valores de p <0,05.



6. Resultados
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6.1. Polpa de acai
6.1.1. Composicao fisico-quimica
Os resultados para a composicéo fisica da polpa de agai incluem os dados de acidez
titulavel de 0,36 + 0,06 g de acido citrico em 100 g de polpa, e pH de 4,72. A composi¢do
quimica da polpa de acai congelada incluem os macronutrientes, fibra soltvel e insoltvel e

cinzas. Os dados estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Composigao quimica da polpa de acai utilizada no estudo

Polpa de acai (1009)

Umidade (%0) 90,18 £ 0,17
Proteina (Q) 0,89 £ 0,01
Lipideos (g) 3,95+0,28

Carboidrato (g) 2,31
Fibra Solavel (g) 0,37+£0,2
Fibra Insoluvel (g) 1,9+1,03
Cinzas (g) 0,4+0,01

6.1.2. Teor de polifenois e antocianinas

Os resultados do contedo de polifendis totais e antocianinas da polpa congelada de

acai analisada encontra-se apresentado na Tabela 6.

Tabela 6: Teores de polifendis totais e antocianinas na polpa congelada de acai
Polifendis Totais (EAG)  Antocianinas (mg antocianina)

Polpa de Acai (100g) 549,51 + 60,97 6,47 + 1,21

EAG: equivalente de acido galico

6.1.3. Capacidade antioxidante

Os resultados da atividade antioxidante da polpa de acai pelos métodos ABTS <+ e
DPPH- estao apresentados na Tabela 7. Pelo método do ABTS <+ a polpa de acai apresentou
uma atividade antioxidante de 9,4 + 0,05 uM de trolox/g de polpa. A polpa de acai
apresentou uma capacidade de sequestrar o radical DPPHe de 4458,34 + 333,92 g de polpa de
acai/g de DPPHe.

Tabela 7: Atividade antioxidante pelos métodos do radical ABTS™" e DPPH" para polpa congelada de agai.
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ABTS (UM de ECso? (g de ICso indice de
trolox/g) polpa de acai/g Atividade
de DPPH) Antioxidante
0
Polpa de Acai 31,15 + 0,05 0,5 88% 2.4

6.2. Caracterizacdo da DHGNA

Esta secdo dos resultados apresenta a caracterizacdo da DHGNA nas ratas e vista
entender de que forma o excesso de lipideos da dieta materna é capaz de alterar o
metabolismo do figado da prole pds-parto e pos-desmame de forma macroscopica,

microscopica e também através da avaliacdo de marcadores bioguimicos de dano hepatico.

A Tabela 8 inclui os resultados de ingestdo alimentar, peso corporal, peso absoluto e
relativo do figado. Podemos observar que a ingestdo alimentar das ratas que receberam dieta
rica em gordura suplementada ou ndo com polpa de acai, foi menor que 0s grupos
alimentados com dieta C e CA, e a suplementacdo com 2% de polpa de acai ndo afetou a
ingestdo alimentar das ratas. Em relacdo ao peso corporal, 0s grupos experimentais nao
apresentaram diferencas estatisticas no periodo inicial e pré-gestacional. No entanto, ao final
do estudo, as ratas que receberam dieta HFA tiveram peso corporal significativamente maior
(19%) do que o grupo C (p <0,05, Tabela 8). O peso do figado tambem foi medido ao final
do experimento: o grupo HF apresentou aumento significativo no tamanho total do 6rgao
comparado aos grupos C (46%, p <0,005) e CA (73%, p <0,001), enquanto o grupo HFA
apresentou aumento (42%) apenas em relacdo ao grupo CA (p <0,01). No entanto, ao avaliar
0 peso relativo do 6rgao em relacdo do peso corporal, observou-se reducdo estatisticamente

significante (25%) no grupo HFA em comparacdo com HF (p <0,05).

O aumento no peso absoluto do figado pode estar relacionado com a deposicdo de
gordura, caracteristica clinica do modelo proposto. Entretanto, € preciso realizar analises

especificas para definir 0 desenvolvimento da DHGNA.
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Tabela 8: Ingestdo alimentar, peso corporal e peso do figado das ratas

C HF CA HFA

Ingestdo alimentar  13,82+1,36 9,66 +1,15° 1473+1,14 10,91 +0,67"
(g/dia)

Peso corporal inicial (g) 210,1+8,83 210,4+10,48 2054+8,35 218,9+12,84
Peso corporal pré- 2154+11,16 220,7+13,62 212,1+8,49 226,5+ 15,06
gestacional (g)

Peso corporal final (g) 213,1+20,78 230,9+12,61 237,7+27,63 255,6+ 29,68
Peso absoluto do figado 7+1,17 10,23 +2,89" 590 + 0,52 8,39 + 0,99
(9)

Peso relativo do figado 3,33 +0,73 445+ 1,03  253+0,55 3,30 + 0,348
(%)

C: dieta controle baseada na dieta AIN-93G para ratas gestantes; HF: dieta hiperlipidica; CA: dieta controle
suplementada com 2% (p/p) de polpa de agai; HFA: dieta hiperlipidica suplementada com 2% (p/p) de polpa de
acai.Os resultados sdo mostrados como média + DP (n=7 filhotes por grupo). One-way ANOVA seguido pelos
pos teste de Tukey.

#p < 0,05 versus C

*p < 0,05 versus A

§ p < 0,05 versus HF

O efeito de uma dieta hiperlipidica suplementada ou ndo com acai durante a gravidez
na prole foi investigado em filhotes eutanasiados 1 dia ap6s o nascimento (P1). O peso
corporal ndo se alterou entre os grupos (Tabela 9), enquanto que, quando considerado 0 peso
absoluto e relativo do figado, HFA-P1 apresentou uma diminuicdo de 27% no tamanho do
6rgéo e 33% no peso relativo (p <0,05 e p <0,001, respectivamente) em compara¢do com o
grupo HF-P1.

Da mesma forma, o efeito das diferentes dietas durante a gestacdo e lactacdo foi
avaliado em filhotes eutanasiados ao final do periodo de lactacdo (P21). Um aumento no peso
corporal dos filhotes de HF-P21 (40%, p <0,01 versus CA-P21) e HFA-P21 (25%, p <0,05
versus C-P21; 60%, p <0,001 versus CA-P21) foi observado (dados mostrados na Tabela 9).
O peso absoluto do figado também foi determinado ao final do experimento, e o grupo HF-21
mostrou um aumento em comparagdo com o grupo C-P21 (47%, p <0,005) e grupo CA-P21
(59%, p <0,001). Também foi observado um aumento no grupo HFA-P21 (40%, p <0,01
versus C-P21; 51%, p <0,001 versus CA-P21). Ao considerar o peso relativo do figado, a
suplementacdo de polpa de acai a dieta HF das ratas preveniu o aumento do peso do figado

(17%) quando comparado com a HF-P21, enquanto a alimentagdo das ratas durante a
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gestacdo e lactacdo induziu um aumento (35%) no peso relativo do figado em relacéo a prole

proveniente de dieta controle (p <0,005, Tabela 9).

Assim como o encontrado para as ratas, a prole HF-P1 e HF-P21 apresentaram
aumento no peso do figado. Estes dados sugerem que a dieta empregada neste estudo, pode
ser capaz de alterar o metabolismo da prole através do aumento da entrega de nutrientes via
corddo umbilical, refletida no aumento do peso do 6rgdo. Além disso, os estudos em modelos
experimentais mostram que se a prole é desmamada em um ambiente adverso, as desordens
metabdlicas tendem a piorar (WILLIAMS et al., 2014).

Tabela 9: Peso corporal e peso do figado da prole Ple P21.

Prole-P1 Prole-P21

HF-P1 HFA-P1 C-P21 HF-P21 CA-P21 HFA-P21

Peso corporal 543+1,07 593+059 | 3049+3 3367+58 2396+443 38,36+7,46"
(9)

Peso absoluto 0,296 + 0,02 0,217 +0,06° | 1,11+0,14 1,64+0,26" 1,03+0,21 1,56 + 0,23*
do figado (g)
Pesorelativo 565+1,14 3,75+1,28% | 367+054 4,96+0,89 432+0,38  4,1+0,25°
do figado (%)

HF-P1: prole p6s-parto proveniente de dieta materna hiperlipidica; HFA-P21: prole pés-parto proveniente de
dieta materna hiperlipidica suplementada com 2% (p/p) de polpa de acai. C-P21: prole po6s-desmame
proveniente de dieta materna controle; HF-P21: prole p6s-desmame proveniente de dieta materna hiperlipidica;
CA-P21: prole p6s-desmame proveniente de dieta materna controle suplementada com 2% (p/p) de polpa de
acai; HFA-P21: prole pds-desmame proveniente de dieta hiperlipidica suplementada com 2% (p/p) de polpa de
acai. Os resultados sdo mostrados como média + DP (n=7 filhotes por grupo). Letras diferentes indicam
diferenga estatistica significativa. Valor de p <0,05 foi considerado significativo para o teste t-student ou One-
way ANOVA seguido pelos pos teste de Tukey.

#p < 0,05 versus C-P21

*p < 0,05 versus CA-P21

§ p < 0,05 versus HF-P21

O desenvolvimento da DHGNA esta associado ao acumulo intra-hepatico de gordura.
Sendo assim, foram avaliadas as caracteristicas histologicas e definido o grau de esteatose
secOes de figado (Figura 4 e Figura 5). A analise histologica revelou que o grupo HF
apresentou maior grau de esteatose (moderada e acentuada), enquanto o grupo HFA
apresentou atenuacdo da esteatose quando comparado com a HF (Figura 5B e 5D; Figura 6).
Além disso, o acumulo de goticulas lipidicas no figado € acompanhado por presenca de

infiltrado inflamatorio celular.
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Os achados histolégicos, corroboram com o desenvolvimento da DHGNA em
modelos experimentais utilizando dieta materna hiperlipidica (WILLIAMS et al., 2014).

Figura 5: Cortes histolégicos representativos do figado das ratas alimentadas com dieta controle (A),
hiperlipidica (B), acai (C) e hiperlipidica suplementada com acai (D), corados com hematoxilina e eosina. A seta
preta indica macroesteatose e a seta vermelha mostra microestaose. As imagens foram fotografadas com uma
ampliacdo de 400 x. Escala de Barra = 50 um.
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Figura 6: Grau de esteatose hepatica das ratas. C: dieta controle baseada na dieta AIN-93G para ratas gestantes;
HF: dieta hiperlipidica; CA: dieta controle suplementada com 2% (p/p) de polpa de agai; HFA: dieta
hiperlipidica suplementada com 2% (p/p) de polpa de agai. (n = 7 ratas por grupo). Valor de p <0,05 foi
considerado estatisticamente significativo para o teste de Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Dunn. **
<0,01, *** <0,005.

Objetivando investigar o efeito da dieta materna sobre o figado da prole, foram
realizadas fotografias de tecido previamente tratado e corado. As fotos representativas de
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cada grupo experimental se encontram na Figura 7 e analise o grau de esteatose pode ser
observado na Figura 8.

Atraveés da histologia e do grau de esteatose dos figados P21 (Figura 7A), foi possivel
observar que os filhotes HF-P21 tinham mais goticulas lipidicas em comparagdo com 0s
filhotes do grupo CA-P21 e HFA-P21. A prole HF-P21 apresentaram um grau de esteatose
(leve a moderado, Figura 7B) mais pronunciado que o grupo CA-P21 e HFA-P21 (ausente a
leve). O grupo HFA-P21 apresentou menor grau de esteatose (Figura 8), sugerindo um efeito
protetor do agai em relagdo ao acumulo de lipidios hepaticos.

Figura 7: Cortes histoldgicos representativos do figado da prole P21 proveniente de dieta materna controle (A),
dieta materna hiperlipidica (B), dieta materna controle suplementada com 2% (p/p) de polpa de acai (C) e dieta
materna hiperlipidica suplementada com 2% (p/p) de polpa de acai (D), corados com hematoxilina e eosina. A
seta preta indica macroesteatose. As imagens foram fotografadas com uma ampliacdo de 400 x. Escala de Barra
=50 um.
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Figura 8: Grau de esteatose hepatica da prole P21. C-P21: prole p6s-desmame proveniente de dieta materna
controle; HF-P21: prole pds-desmame proveniente de dieta materna hiperlipidica; CA-P21: prole p6s-desmame
proveniente de dieta materna controle suplementada com 2% (p/p) de polpa de acai; HFA-P21: prole pds-
desmame proveniente de dieta hiperlipidica suplementada com 2% (p/p) de polpa de acai. (n = 7 filhotes por
grupo). Valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo para o Kruskal-Wallis. * <0,05, ***
<0,005

As atividades de AST e ALT foram determinadas no soro como biomarcadores da
extensdo do dano hepatico (Figura 9). As ratas do grupo HF e HFA apresentaram um
aumento significativo (48% e 51%, respectivamente) na AST quando comparado ao grupo C
(p <0,01 para ambos), enquanto a atividade da ALT foi significativamente aumentada no
grupo HF (168% versus o grupo C; 152%, versus grupo CA) e grupo HFA (161%, versus
grupo C; 146%, versus grupo CA).
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Figura 9: Niveis séricos de AST (A) e ALT (B) das ratas. ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato
aminotransferase; C: dieta controle baseada na dieta AIN-93G para ratas gestantes; HF: dieta hiperlipidica; CA:
dieta controle suplementada com 2% (p/p) de polpa de agai; HFA: dieta hiperlipidica suplementada com 2%
(p/p) de polpa de agai. Os resultados sdo mostrados como média = DP (n=7 ratas por grupo). Letras diferentes
indicam diferenca estatistica. Valor de p <0,05 foi considerado significativo para o teste One-way ANOVA
seguido pelos pos teste de Tukey.

Com o objetivo de avaliar o dano hepatico de uma dieta materna rica em gordura

sobre a prole, as atividades das enzimas ALT e AST também foram determinadas no soro dos
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filhotes pos-desmame, entretanto os valores de ALT e AST néo apresentaram diferenca entre

o0s grupos (Figura 10).
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Figura 10: Niveis séricos de AST (A) e ALT (B) da P21. ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato
aminotransferase; C-P21: prole pds-desmame proveniente de dieta materna controle; HF-P21: prole pds-
desmame proveniente de dieta materna hiperlipidica; CA-P21: prole p6s-desmame proveniente de dieta materna
controle suplementada com 2% (p/p) de polpa de acai; HFA-P21: prole pds-desmame proveniente de dieta
hiperlipidica suplementada com 2% (p/p) de polpa de acai. Os resultados s&o mostrados como média + DP (n=7
filhotes por grupo). Valor de p <0,05 foi considerado significativo para o teste One-way ANOVA seguido pelos

pos teste de Tukey.
6.3. Metabolismo lipidico

O processo de desenvolvimento de DHGNA esta associado com perturbacdo do
metabolismo de lipideos e consequente esteatose hepatica, caracterizada pelo acumulo de
gordura intra-hepatica, principalmente TAG. Portanto, foi avaliado nas ratas e na prole, o
perfil lipidico sérico. Primeiramente, foi verificado os niveis séricos de colesterol total,
triglicérides, colesterol HDL e colesterol ndo-HDL. Os dados podem ser observados na

Figura 11.

Ratas alimentadas com dieta HFA apresentaram aumento significativo no colesterol
total quando comparado a C (86%, p <0,01), HF (53%, p <0,05) e CA (147%, p < 0,005)
(Figura 11A), enquanto que nenhuma alteragdo foi observada nos niveis séricos de
triglicerideos (Figura 11B). Os valores de colesterol HDL apresentaram aumento no grupo
HFA (43%, p< 0,01) (Figura 11C) em relacdo ao grupo HF, indicando que o aumento do
colesterol total pode estar relacionado com o aumento das moléculas de HDL no soro. Os
niveis séricos de colesterol ndo HDL, que incluem as fragdes LDL, VLDL e IDL, foram
maiores no grupo HFA comparado ao grupo C (117%, p<0,05) e CA (206%, p<0,01).
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Embora o aumento do colesterol ndo HDL represente um risco aterogénico, acredita-se que
este aumento seja uma forma de aumentar a retirada de &cidos graxos do figado, através da
liberacdo de TAG via lipoproteinas. Entretanto sdo necessarios mais estudos para avaliar qual
o direcionamento dessas TAG. Com base no aumento do peso dos animais do grupo HFA em

relacdo ao grupo C e CA, é provavel que esteja ocorrendo um crosstalk entre o tecido adiposo
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Figura 11: Niveis séricos de colesterol total (A), triglicérides (B), colesterol HDL (C) e colesterol ndo-HDL (D)
das ratas. C: dieta controle baseada na dieta AIN-93G para ratas gestantes; HF: dieta hiperlipidica; CA: dieta
controle suplementada com 2% (p/p) de polpa de acai; HFA: dieta hiperlipidica suplementada com 2% (p/p) de
polpa de acai. Os resultados sdo mostrados como média + DP (n=7 ratas por grupo). Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa. Valor de p <0,05 foi considerado significativo para o teste One-way ANOVA
seguido pelos pos teste de Tukey.

Para avaliar o metabolismo de lipideo e se a dieta materna HF é capaz de promover
alteracBes precoces na dindmica do figado, nds avaliamos o perfil lipidico sérico da prole
P21. Os dados se encontram na Figura 12. A prole HF-P21 apresentou um aumento
significativo no colesterol sérico em relacdo ao grupo C-P21 (58%, p <0,005) e CA-P21
(48%, p <0,01), enquanto a suplementacdo com polpa de acai no grupo HF preveniu aumento
nos niveis de colesterol (57%, p<0,001) quando comparado ao grupo HF-P21. Ndo foram
observadas diferengas nas concentracdes de triglicérides e colesterol HDL entre os grupos.

Entretanto, observa-se um aumento nas concentracdes séricas da fracdo de colesterol nédo
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HDL em relacdo ao grupo C-P21 (72%, p<0,005), CA-P21 (58%, p<0,01) e HFA-P21 (91%,
p<0,001).

AlteracGes no metabolismo de lipideos s@o conhecidos por desencadear mudancgas na
dindmica do figado. Uma vez que a alimentacdo fetal é diretamente via corddo umbilical, o
influxo de lipideos a partir da placenta é intrinsicamente ligado a alteracbes metabdlicas
envolvidas na programacdo da DHGNA. Estes dados suportam a ideia que a suplementacéo
com polpa de acai é capaz de proteger o figado fetal contra insultos causados pelo excesso de

lipideos.
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Figura 12: Niveis séricos de colesterol total (A), triglicérides (B), colesterol HDL (C) e colesterol ndo-HDL (D)
da P21. C-P21: prole pés-desmame proveniente de dieta materna controle; HF-P21: prole p6s-desmame
proveniente de dieta materna hiperlipidica; CA-P21: prole pds-desmame proveniente de dieta materna controle
suplementada com 2% (p/p) de polpa de acai; HFA-P21: prole pds-desmame proveniente de dieta hiperlipidica
suplementada com 2% (p/p) de polpa de agai. Os resultados sdo mostrados como média + DP (n=7 filhotes por
grupo). Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa. Valor de p <0,05 foi considerado
significativo para o teste One-way ANOVA seguido pelos pos teste de Tukey.

O contetido de gordura total, colesterol e triglicérides no figado foram verificados
para avaliar a extensdo da DHGNA,; os resultados estdo apresentados na Figura 13.
Observou-se um aumento significativo no contetdo total de gordura no grupo HF em relacéo
ao C (117%, p <0,005), CA (278%, p <0,001) e HFA (82%, p <0,01) (Figura 13A). Os niveis
de colesterol hepatico foram maiores nas ratas alimentadas com dieta HF (654%, p <0,001
versus C; 742%, p <0,001 versus CA) e HFA (358%, p <0,001 versus C; 412%, p <0,001
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versus CA), mas o grupo HFA apresentou valores mais baixos (36%) em relacéo ao grupo HF
(p <0,005). O contetdo de triglicérides hepaticos no grupo HF também foi significativamente
maior do que o observado no grupo CA (61%, p <0,05). Além disso, a suplementacdo com
polpa de acai preveniu o aumento do contetido de triglicérides para os niveis observados nos
grupos C e CA. Estes dados reforcam o efeito protetor do acai em prevenir acimulo de

lipideos intra-hepaticos em ratas alimentadas com dieta rica em gordura.

N
S
N
S

)

_l

100 b

»—\
)
-
o

3

o

c HF CA HFA

Gordura hepatica (mg/g figado)
S
S
o
o
Colesterol hepatico (mg/g tecido)
N
S
Triglicérides hepatico (mg/g tecido)
N ®
o S

Figura 13: Niveis hepéticos de gordura total (A), colesterol total (B) e triglicérides (C) das ratas. C: dieta
controle baseada na dieta AIN-93G para ratas gestantes; HF: dieta hiperlipidica; CA: dieta controle
suplementada com 2% (p/p) de polpa de acgai; HFA: dieta hiperlipidica suplementada com 2% (p/p) de polpa de
acai. Os resultados sdo mostrados como média £ DP (n= 7 ratas por grupo). Letras diferentes indicam diferenca
estatistica significativa. Valor de p <0,05 foi considerado significativo para o teste One-way ANOVA seguido
pelos pos teste de Tukey.

Os niveis de lipideos hepaticos também foram verificados na P21, a fim de determinar
o efeito da dieta materna na promocao de alteragcdes precoces na dinamica hepética (Figura
14). Nao foram encontradas diferencas significativas nos valores de gordura hepatica entre 0s
grupos. A dieta HF-P21 e HFA-P21 induziu um aumento na concentracdo de colesterol total
quando comparada a prole C-P21 (134%, p <0,001) e CA-P21 (123%, p <0,001).
Observamos que a introducdo de acai na dieta controle (CA-P21) preveniu o0 aumento de
triglicérides no figado que foi observado nos grupos HF-P21 e HFA-P21 (niveis reduzidos

em 87%, p <0,01 e 90%, p <0,01, respectivamente).
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Figura 14: Niveis hepaticos de gordura total (A), colesterol total (B) e triglicérides (C) da P21. C-P21: prole
p6s-desmame proveniente de dieta materna controle; HF-P21: prole pds-desmame proveniente de dieta materna
hiperlipidica; CA-P21: prole pés-desmame proveniente de dieta materna controle suplementada com 2% (p/p)
de polpa de acai; HFA-P21: prole pés-desmame proveniente de dieta hiperlipidica suplementada com 2% (p/p)
de polpa de acai. Os resultados sdo mostrados como média + DP (n= 7 filhotes por grupo). Letras diferentes
indicam diferenca estatistica significativa. Valor de p <0,05 foi considerado significativo para o teste One-way
ANOVA seguido pelos pés teste de Tukey.

A fim de determinar as possiveis vias metabdlicas pelas quais o acai poderia melhorar
0 acumulo de gordura hepatica, a expressao dos genes envolvidos no metabolismo lipidico foi
avaliada nos grupos HF e HFA (Figura 15). Nao foram encontradas diferencas significativas
na expressdo de mRNA para Sirtl. Surpreendentemente, o grupo HFA mostrou um aumento
na expressdo relativa dos genes Srebfl (3-vezes, p <0,005) e Fasn (4-vezes, p <0,005) e

reducdo na expressao de Ucp2 (0,8-vezes, p <0,05) quando comparado ao grupo HF.

T B F

HFA

Expressédo génica relativa

l -. . . . *
O -
\)C’Q'L

A%

N A\
6\(\ o ot ¢0°

S

Figura 15: Expessdo génica relativa de mMRNA para genes relacionados ao metabolismo lipidico no figado das
ratas em relacdo a beta-2-microglobulina. HF: dieta hiperlipidica; HFA: dieta hiperlipidica suplementada com
2% (p/p) de polpa de agai; Sirtl: sirtuin 1; Srebfl: fator de transcri¢do de liga¢do ao elemento regulador do
esterol 1; Fasn: acido graxo sintase; Ucp2: proteina desacopladora 2. Os resultados sdo apresentados como a
média + DP (n = 7 ratas por grupo). Analises pelo teste t de Student. * p <0,05; ** p <0,01

Com o objetivo de avaliar as potenciais vias moleculares envolvidas no metabolismo
lipidico e afetadas por uma dieta materna suplementada com acai durante o processo de

gestacéo e lactacéo, a expressdo génica foi avaliada nos filhotes P1 e P21, (Figura 16A e 16B,
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respectivamente). Uma reducdo significativa na expressao génica do fator de transcricao
Srebfl (0,7-vezes, p <0,0001) foi observada no grupo HFA-P1, enquanto, ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas na expressdo dos genes Sirtl, Fasn e
Ucp2 (Figura 16A).

Da mesma forma, a expressdo dos genes do metabolismo lipidico foi avaliada no
figado da P21 (Figura 16B). Expressao de Sirtl (0,5-vezes, p <0,0001), Srebfl (4-vezes, p
<0,005) e Fasn (5-vezes, p <0,005) aumentou no figado dos filhotes HFA-P21 quando
comparados com os filhotes HF-P21.
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Figura 16: Expressdo génica relativa de mRNA para genes relacionados ao metabolismo lipidico no figado da
prole P1 (A) e da prole P21 (B) em relagdo a beta-2-microglobulina. HF-P1: prole pés-parto proveniente de
dieta hiperlipidica; HFA-P1: prole pés-parto proveniente de dieta hiperlipidica suplementada com 2% (p/p) de
polpa de acai; HF-P21: prole pos-desmame proveniente de dieta hiperlipidica; HFA-P1: prole pos-desmame
proveniente de dieta hiperlipidica suplementada com 2% (p/p) de polpa de acai; Sirtl: sirtuin 1; Srebf1: fator de
transcricdo de ligacdo do elemento regulador do esterol; Fasn: &cido graxo sintase; Ucp2: proteina
desacopladora 2. Os resultados séo apresentados como média £ DP (n = 7 filhotes por grupo). Anélises pelo
teste t de Student. * p <0,05; ** p <0,01; **** p <0,001

A analise de Western blot ndo mostrou diferencas significativas nos niveis de proteina
SIRT1 (Figura 17A). Embora a expresséo génica tenha mostrado um aumento de Srebpfl no
figado das ratas alimentadas com dieta HFA, o nivel de proteina ndo apresentou significancia

em compara¢do com os niveis no grupo alimentado com HF (Figura 17B).
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Figura 17: Western blotting para SIRT1 (A) e SREBP1 (B) das ratas. Os graficos representam dados da
quantificacdo da intensidade da banda para as proteinas SIRT1 e SREBP1 em relagdo a proteina de controle
actina. HF: dieta hiperlipidica; HFA: dieta hiperlipidica suplementada com 2% (p/p) de polpa de agai. Os dados
sdo apresentados como mediana e valor minimo e maximo, (n = 7 ratas por grupo). O valor de p <0,05 foi
considerado estatisticamente significativo para o Kruskal-Wallis.

A expressdo das proteinas SIRT1 e SREBP1 foi analisada na prole P1 (Figura 18A e
18B) e P21 (Figura 18C e 18D) das dietas maternas HF e HFA. Nenhuma diferenga
significativa foi observada entre os grupos. Da mesma forma como foi visto na prole, a

superexpressao de Sirtl e Srebfl ndo mostrou aumento na expressdo das respectivas proteinas
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Figura 18: Western blotting para SIRT1 e SREBP1 para a prole P1 (A e B) e P21 (C e D). Os gréficos
representam dados da quantificacdo da intensidade da banda para as proteinas SIRT1 e SREBP1 em relacéo a
proteina de controle actina. HF: dieta hiperlipidica; HFA: dieta hiperlipidica suplementada com 2% (p/p) de
polpa de acai. Os dados sdo apresentados como mediana e valor minimo e méaximo, (n = 7 filhotes por grupo). O
valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo para o Kruskal-Wallis.

6.4. Metabolismo redox

Sabendo que o0 acai é uma fruta com alto teor de antioxidantes que pode exercer um
efeito sobre a neutralizacdo de ERO, foram determinadas concentracfes hepéticas de
biomarcadores do estrese oxidativo, MDA como marcador de dano lipidico e proteina
carbonilada como marcador de dano proteico (Figura 19A e 19B). Os dados apresentados
mostram que houve maior dano lipidico no grupo de ratas HF em comparagdo com os demais
grupos (138%, p<0,005 versus C; 253%, p<0,001 versus CA; 52%, p<0,01 versus HFA)
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(Figura 19A). A suplementacdo com polpa de acai foi capaz de proteger o grupo de ratas que
recebeu dieta HF reduzindo os niveis de oxidacgdo lipidica e, consequentemente, 0 estresse

oxidativo.

Em relacdo ao dano proteico, o grupo HF apresentou maiores niveis hepéticos de
oxidagdo proteina quando comparado com o grupo C (41%, p<0,01), CA (34%, p<0,01) e
HFA (30%, 0,05). Esse dado reforca o papel da suplementacdo com polpa de acai em

proteger o figado das ratas conta o estresse oxidativo.
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Figura 19: Niveis hepaticos de MDA (A) e proteina carbonilada (B) das ratas. MDA: dialdeido mal6nico; C:
dieta controle baseada na dieta AIN-93G para ratas gestantes; HF: dieta hiperlipidica; CA: dieta controle
suplementada com 2% (p/p) de polpa de agai; HFA: dieta hiperlipidica suplementada com 2% (p/p) de polpa de
acai. Os resultados sdo mostrados como média £ DP (n= 7 ratas por grupo). Letras diferentes indicam diferenca
estatistica. Valor de p <0,05 foi considerado significativo para o teste One-way ANOVA seguido pelos pés teste
de Tukey.

De modo a avaliar o estresse oxidativo da prole recém-desmamada, também foram
dosadas as concentracdes de MDA e proteina carbonilada no figado (Figura 20A e 20B). Nao
foi encontrado diferenca significativa nos valores de ambos os marcadores de oxidagdo

lipidica e proteica entre 0s grupos.
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Figura 20: Niveis hepaticos de MDA (A) e proteina carbonilada (B) da P21. MDA: dialdeido maldnico; C-P21:
prole pos-desmame proveniente de dieta materna controle; HF-P21: prole pds-desmame proveniente de dieta
materna hiperlipidica; CA-P21: prole pos-desmame proveniente de dieta materna controle suplementada com
2% (p/p) de polpa de agai; HFA-P21: prole p6s-desmame proveniente de dieta hiperlipidica suplementada com
2% (p/p) de polpa de acai. Os resultados s&o mostrados como média = DP (n= 7 filhotes por grupo). Letras
diferentes indicam diferenga estatistica. Valor de p <0,05 foi considerado significativo para o teste One-way
ANOVA seguido pelos pds teste de Tukey.

As defesas antioxidantes enzimaticas do organismo desempenham um papel
fundamental no controle do balango oxidativo, mantendo a homeostase e garantindo a
integridade de varios tecidos. A SOD age na primeira linha de defesa das ERO, realizando a
conversacao do anion O-- em H202, que posteriormente é neutralizado pelas enzimas GPx ou
CAT.

Acreditando que os compostos bioativos do acai podem atuar sobre o metabolismo
redox, foi avaliada a atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx no figado dos
animais (Figura 21A, 21B e 21C, respectivamente). Pode-se observar um aumento da
atividade da SOD nas ratas alimentadas com dieta HF e HFA em comparagdo com as ratas do
grupo C (90%, p<0,001 versus HF; 57%, p<0,005 versus HFA) e CA (91%, p<0,001 versus
HF; 57%, p<0,005 versus HFA). Entretanto, o grupo HFA apresentou uma reducédo de 18%
em relacdo ao grupo HF (p<0,05). Em relacdo a GPx, foi encontrado um aumento na
atividade dessa enzima nas ratas do grupo HF em comparacdo com os demais grupos C (31%,
p<0,01), A (45%, p<0,001) e HFA (29%, p<0,01). A CAT também teve sua atividade
alterada nos animais HF, apresentando aumento de 60% em comparagéo com C (p<0,001) e,
52% em comparacdo com o grupo CA (p<0,001). As ratas que receberam dieta HFA
apresentaram aumento na atividade da CAT apenas em relacdo ao grupo C (39%, p<0,01),

enquanto, foi observado uma diminuicdo de 30% em comparagdo com as ratas do grupo HF
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(p<0,01). Os valores para atividade de CAT nas ratas do grupo HFA foram estatisticamente

iguais aos valores das ratas do grupo recebendo apenas dieta A.

Tomados em conjunto, estes dados podem indicar uma acdo direta do acai sobre a
neutralizacdo de ERO, dessa forma, ndo seria necessario o aumento da atividade das enzimas
do sistema de defesa antioxidante para controlar a progressdo do dano hepatico provocado

pelo estresse oxidativo em decorréncia do excesso de lipideos hepaticos.
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Figura 21: Atividade das enzimas SOD (A), GPx (B) e CAT (C) no figado das ratas. SOD: superoxido
dismutase; GPx: glutationa peroxidase; CAT: catalase; C: dieta controle baseada na dieta AIN-93G para ratas
gestantes; HF: dieta hiperlipidica; CA: dieta controle suplementada com 2% (p/p) de polpa de acai; HFA: dieta
hiperlipidica suplementada com 2% (p/p) de polpa de agai. Os resultados sdo mostrados como média = DP (n=7
ratas por grupo). Letras diferentes indicam diferenca estatistica. Valor de p <0,05 foi considerado significativo
para o teste One-way ANOVA seguido pelos pos teste de Tukey.

Atividade SOD (U/mg de proteinas totais)
Atividade GPx (U/mg de proteinas totais)
Atividade CAT (U/mg de proteinas totais)

Com o intuito de verificar se a dieta materna hiperlipidica ou a suplementacdo com
acai é capaz de promover alteracGes metabodlicas no sistema enzimatico, também foi avaliada
a atividade das enzimas SOD, GPx e CAT, no figado da prole pés-desmame (Figura 22A,
22B e 22C). Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas para as enzimas

estudadas.
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Figura 22: Atividade das enzimas SOD (A), GPx (B) e CAT (C) no figado da P21. SOD: superédxido dismutase;
GPx: glutationa peroxidase; CAT: catalase; C-P21: prole pds-desmame proveniente de dieta materna controle;
HF-P21: prole po6s-desmame proveniente de dieta materna hiperlipidica; CA-P21: prole pés-desmame
proveniente de dieta materna controle suplementada com 2% (p/p) de polpa de acai; HFA-P21: prole pés-
desmame proveniente de dieta hiperlipidica suplementada com 2% (p/p) de polpa de acai. Os resultados sdo
mostrados como média = DP (n= 7 filhotes por grupo). Letras diferentes indicam diferenca estatistica. Valor de
p <0,05 foi considerado significativo para o teste One-way ANOVA seguido pelos pds teste de Tukey.

A fim de determinar se existe um mecanismo molecular envolvido na regulacdo da
atividade das enzimas antioxidantes, decidiu-se avaliar a expressdo das enzimas Gpx1, Gpx4,
Sodl1 e Sod2 no figado das ratas alimentadas com dieta HF e HFA (Figura 23). N&o foram

observadas diferencas significativas em nenhum gene selecionado.

I
HFA

Expressédo génica relativa

Figura 23: Expessdo génica relativa de mRNA para genes relacionados ao metabolismo redox no figado das
ratas em relagdo a beta-2-microglobulina. Gpx1: glutationa peroxidase 1; Gpx4: glutationa peroxidase 4; Sod1:
superoxido dismutase 1; Sod2: superdxido dismutase 2; HF: dieta hiperlipidica; HFA: dieta hiperlipidica
suplementada com 2% (p/p) de polpa de acai. Os resultados sdo apresentados como a média + DP (n = 7 ratas
por grupo). Analises pelo teste t de Student.

Também verificamos os niveis de MRNA dos genes do sistema de defesa antioxidante
nas proles P1 e P21 (Figura 24A e 24B, respectivamente). Em relagcdo aos dados da P1, ndo
foram encontradas diferencas significativamente estatisticas em nenhum dos genes avaliados

(Figura 24A). Os dados da P21 (Figura 24B), mostram um aumento na expressédo dos genes
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Gpx1 (5-vezes, p<0,0001), Gpx4 (2-vezes, p=0,021) e Sodl (4,5-vezes, p=0,032). Nenhuma
diferenca significativa foi encontrada para Sod2 (p=0,1564).
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Figura 24: Expessdo génica relativa de mRNA para genes relacionados ao metabolismo redox no figado da P1
(A) e P21 (B) em relag&o a beta-2-microglobulina. Gpx1: glutationa peroxidase 1; Gpx4: glutationa peroxidase
4; Sod1: superdxido dismutase 1; Sod2: superoxido dismutase 2; HF-P1: prole pds-parto proveniente de dieta
hiperlipidica; HFA-P1: prole pds-parto proveniente de dieta hiperlipidica suplementada com 2% (p/p) de polpa
de acai; HF-P21: prole pos-desmame proveniente de dieta hiperlipidica; HFA-P1: prole po6s-desmame
proveniente de dieta hiperlipidica suplementada com 2% (p/p) de polpa de agai. Os resultados sdo apresentados
como a média = DP (n = 7 ratas por grupo). Analises pelo teste t de Student.

Com base na regulagdo poés-transcricional de SIRT3 sobre enzimas do sistema de
defesa antioxidante, decidimos avaliar se a esta proteina estaria envolvida com a
superexpressdo das enzimas antioxidantes. N&o foram encontradas diferencas
significativamente estatisticas na exprssdo génica de Sirt3 no figado das ratas e das proles P1
e P21 (Figura 25).
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Figura 25: Expessdo génica relativa de mRNA de Sirt3 em relagéo a beta-2-microglobulina. Sirt3: sirtuina 3 HF:
dieta hiperlipidica; HFA: dieta hiperlipidica suplementada com 2% (p/p) de polpa de acai. Os resultados séo
apresentados como a média = DP (n = 7 animais por grupo). Analises pelo teste t de Student.
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Primeiramente realizamos a caracterizacéo fisico-quimica, bem como a presenca de
polifendis, antocianinas e a capacidade antioxidante da polpa de acai comercial utilizada
neste estudo. A polpa de agai estudada possui as propriedades fisicas, acidez titulavel e pH,
em conformidade com a legislagdo vigente (Instrugdo Normativa N° 01, de 7 de janeiro de
2000, Brasil, 2000). A composicao nutricional da polpa apresentou valores de 3,95 g de
lipideos, 0,89 g de proteinas, 2,31 g de carboidratos, 0,37 g de fibra soltvel, 1,9 g de fibra
insoltvel e 0,4 g de cinzas em 100g de polpa de acai, reafirmando os altos teores de lipideos e
fibras descritos em outros estudos (SCHAUSS et al.,, 2006b; GUERRA et al., 2015;
BARBOSA et al., 2016).

O acai apresenta uma coloracdo arroxeada, caracteristica de frutas com altos teores de
compostos fenolicos, principalmente da classe das antocianinas. Em rela¢do as quantidades
de polifendis e antocianinas, os valores encontrados no nosso estudo foram 549,51 + 60,97
mg de EAG/g de polpa de acai e 6,47 + 1,21 mg de antocianinas/g de polpa de agai,
respectivamente. Os valores de polifendis sdo superiores aos encontrados no trabalho de
Rufino e cols. (2010), que encontraram 4,53 mg EAG/g de polpa de acai e 1,11 mg de

antocianas/g de polpa de acai.

Nos verificamos a atividade antioxidante da polpa de acai através da captura do
radical ABTS+ e da porcentagem de inibicdo do radical DPPH. Em relacdo a atividade
antioxidante pelo método do radical ABTS+, a polpa utilizada no presente estudo apresentou
valor de 9,4 uM de trolox/g de polpa de acai, inferior ao encontrado na polpa de acerola
(1,605 mM de trolox/g), de goiaba (0,198 mM de trolox/g), caja (0,140 mM de trolox/g) e
caju (0,212 mM de trolox/g) (Vieira et al., 2011). A principal vantagem do teste ABTS
consiste na sua relativa simplicidade, porém divergéncias nos resultados podem ser atribuidas
a fatores limitantes como a diferenca no tempo de incubacdo do radical ABTS+ com a
amostra ou na estratégia de obtencdo do cromdéforo (Borges et al., 2011). Em relacdo ao
radical DPPH, os valores encontrados na polpa de acai utilizada no estudo foi 4458,34 g de
polpa/g de DPPH.

Existem dois periodos de producdo de acai que se caracterizam por produzir frutos de
diferentes qualidades. A estacdo chuvosa ocorre no primeiro semestre do ano, quando 0s
cachos tém frutos de maturacdo ndo uniforme e com sabor diferente do normal. A época mais

seca é aquela cuja producdo gira em torno do segundo semestre e se caracteriza por
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apresentar frutos com maturacdo uniforme e um sabor melhor. E quando a bebida se
apresenta com melhor qualidade e rendimento (BICHARA, ROGEZ, 2011). Vale ressaltar
que as épocas de colheita do fruto podem influenciar na composi¢do centesimal e de
compostos bioativos, bem como o estdgio de maturacdo das frutas e a adicdo de agua no
processo de extracdo da polpa. Os compostos fendlicos sdo 0s maiores responsaveis pela
atividade antioxidante em frutos, porém, outros compostos também podem estar presentes e
contribuir para o potencial. Em posse desses dados, confirmamos o potencial antioxidante do
acai e sua composicdo dietética rica em lipideos e fibras. Estes compostos podem atuar de
forma sinérgica no metabolismo lipidico e oxidativo, promovendo uma melhora do

desenvolvimento e progressao de doencas metabolicas, como a DHGNA.

No presente estudo, avaliamos o efeito da dieta materna hiperlipidica suplementada
com 2% de polpa de agai no desenvolvimento da DHGNA em ratas durante a gestagdo e a
lactacdo. O efeito da intervencdo foi estudado também em filhotes pds-natais (1 dia) e pos-
desmame (21 dias de idade). Nossos resultados revelaram que nas ratas alimentadas com
dieta HF, houve aumento do peso absoluto do figado, da atividade das enzimas ALT e AST
séricas, e do grau de esteatose hepéatica: mudancas consistentes com o desenvolvimento da
DHGNA. A adicdo de acai na dieta materna foi capaz de prevenir algumas caracteristicas da
DHGNA, incluindo o peso relativo do figado e o grau de esteatose hepatica, em concordancia
com estudos prévios realizados com dieta hiperlipidémica e hipercolesterolémica em ratos e
camundongos suplementados com acai (GUERRA et al., 2015; PEREIRA et al., 2016).
Observamos que as ratas alimentadas com dieta HFA apresentaram um peso corporal ao final
do experimento superior aos animais dos outros grupos. No estudo realizado por Guerra e
cols (2015), os camundongos HF e HFA exibiram um aumento no peso corporal, mas o
tratamento com extrato aquoso de acgai ndo alterou o peso corporal nos animais HFA.
Acreditamos que o efeito do acai sobre o tecido adiposo durante a gestacédo e lactacdo devem

ser investigados.

Os efeitos da dieta materna sobre a prole mostram que a dieta HF suplementada ou
ndo com polpa de acai, foi capaz de aumentar o peso corporal, 0 peso absoluto e relativo dos
filhotes P21. A introducdo de acai na dieta materna foi capaz de reduzir o peso relativo do
figado da P1 e P21, sugerindo que o consumo de acai durante a gestacdo e lactacédo € capaz
de modificar o metabolismo hepético da prole. A hepatomegalia se apresenta em torno de
75% dos pacientes com DHGNA, sendo uma caracteristica marcante do processo de acumulo
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de lipideos (EL-KADER, EL-DEN ASHMAWY, 2015). A reducéo no peso do 6rgédo, pode
ser considerada um efeito benéfico da adicdo da polpa de acai na dieta HF. Este resultado foi
confirmado pela histologia hepética, onde o grupo de filhotes HFA-P21 apresentou reducao
no grau de esteatose em comparagdo com o grupo HF-P21. Corroborando com nosso achado,
um estudo avaliando o uso da terapia com resveratrol, mostrou que este polifenol foi eficiente
na reducdo dos lipideos hepaticos na prole proveniente de uma dieta materna HF durante a
gestacgéo e lactacdo (TIAO et al., 2018). Embora néo tenha sido observada diferenga entre o
grau de esteatose entre o grupo C-P21 e HF-P21, nossos dados indicam que ha um acumulo
moderado de lipideos no grupo HF-P21. Este fenotipo pode variar dependendo do tempo de
exposicdo de dieta, quanto mais cedo a iniciacdo da dieta, mais marcantes Sdo as
caracteristicas que vao ser vistas na prole. Um estudo recente avaliando o efeito da obesidade
materna sobre o desenvolvimento de desordens metabolicas na prole, mostraram que hd um
aumento no grau de esteatose, mas ndo ha um desenvolvimento de EHNA, nos filhotes que
comecaram a receber uma dieta obesogénica logo ap6s o desmame até a fase adulta
(LOMAS-SORIA et al., 2018). N&o foram encontradas diferencas entre os marcadores de
dano hepético ALT e AST no grupo HF-P21 ou HFA-P21. Embora estas duas enzimas sejam
usadas constantemente como marcador de esteatose hepatica em situacGes clinicas, um estudo
na prole ratas alimentados com uma dieta junk food mostraram que ndo houve diferenca nos
niveis séricos de ALT e AST, porém, a expressdo do genes responsaveis pela transcricéo
dessas enzimas apresentou uma reducdo nos niveis hepaticos de mRNA (BAYOL et al.,
2010). Isto sinaliza que alteracBGes subjacentes relacionadas ao genoma e ao epigenoma,

estejam modificadas nesses animais.

Realizamos a andlise do perfil lipidico e hepético das ratas e observamos um aumento
no colesterol sérico total do grupo HFA em comparacdo com os demais grupos. Através da
analise do colesterol fragbes, pode-se notar que o aumento do colesterol total no grupo HFA
estava relacionado com o aumento das fracbes HDL e ndo-HDL. Em relacdo a deposicdo de
gordura no figado, observamos um aumento na deposicdo de gordura total hepatica,
colesterol e triglicérides hepatico nas ratas alimentadas com dieta HF. Entretanto, a adi¢do de
polpa de agai neste tipo de dieta, foi capaz de prevenir 0 aumento nos niveis de gordura
hepética, colesterol e triglicérides. Estes dados reforcam o efeito hepatoprotetor do acai
sobre as ratas, promovendo melhora do acimulo de lipideos, corroborando com os dados da
literatura (GUERRA et al., 2015; PEREIRA et al., 2016). Embora tenha sido visto um

aumento da fracéo sérica ndo-HDL nas ratas alimentadas com dieta HFA, é possivel que este
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resultado seja em decorréncia do aumento na sintese e secrecdo de VLDL, restaurando um
sistema que € prejudicado em resposta ao excesso de lipideos. A maioria dos estudos relatam
efeitos do agai devido ao seu contetido fenolico, mas ha outros nutrientes presentes na polpa
que também podem desempenhar um papel importante no metabolismo lipidico. A ingestdo
de acidos graxos insaturados leva a niveis reduzidos de colesterol total e LDL na circulacéo,
aumentando a expressdo ou atividade do receptor de LDL no figado (FERNANDEZ, WEST,
2005). As fibras dietéticas sequestram e promovem a excre¢do dos sais biliares e, em
resposta, o figado produz mais &cidos biliares e mais colesterol é retirado do sangue
(BROWN et al.,, 1999), e os fitoesterdis tém similaridade com a estrutura quimica do

colesterol e competem pela absorc¢éo intestinal (OSTLUND, 2002).

Em nosso estudo, o grupo HFA-P21 apresentou niveis séricos menores de colesterol
total e da fragdo ndo-HDL em relacdo ao grupo HF-P21. E possivel que o grau de dano
causado pela dieta HF na prole seja menor do que nas ratas, portanto, a suplementacéo de
acai na dieta materna foi mais efetiva na atenuacdo dos efeitos da prole a nivel plasmatico.
Além do mais, a menor acumulacdo de lipideos hepéaticos nas ratas HFA pode ter
proporcionado uma melhora da homeostase no perfil lipidico das suas respectivas proles. De
fato, um estudo recente avaliando a introducéo de jussara (uma espécie diferente de acai) em
uma dieta materna enriquecida com gordura vegetal hidrogenada, relatou uma reducéo nos
niveis plasmaticos de glicose, colesterol total e triglicerideos na prole que receberam
suplementacdo com jussara na dieta materna hiperlipidica (ALMEIDA et al., 2014).
Diferentemente do que foi encontrado nas ratas, o acai ndo foi capaz de alterar o peso e/ou

conteudo de gordura no figado no grupo HFA-P21.

Por sua participacdo no desenvolvimento e progressdo da DHGNA, SIRT1 tem sido
alvo de pesquisas que buscam regular sua expressdo e atividade (BAI et al., 2018). O
resveratrol é conhecido por induzir SIRT1, e esta por sua vez modifica a sinalizacdo do
AMPK, o que pode talvez contribuir para a modificacdo de varios outros fatores de
transcricdo e moleculas que estdo envolvidas com a lipogénese e sinalizagdo da insulina
(PAN et al., 2014). Um estudo com ratas Wistar mostrou a ingestdo materna de resveratrol
durante a lactacdo aumenta os niveis de proteina em AMPK-fosforilada nos residuos de
tirosina 172, SIRT1 e NAMPT (nicotinamida fosforribosiltransferase) na prole de adultos
machos (TANAKA et al., 2017). No presente trabalho, ndo foram observadas alteracGes na

expressdao de mRNA para Sirtl nas ratas HF e no grupo HF-P1 apos a adicdo de acai. No
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entanto, o grupo HFA-P21 proveniente apresentou um aumento na expressdo de Sirtl,
embora ndo tenham sido notadas mudancas significativas nos niveis da proteina. O acai é um
alimento que apresenta alta concentracdo de compostos fendlicos, principalmente da classe
das antocianidinas. NOs acreditavamos que talvez fosse possivel haver uma regulagdo destes
compostos na ativacdo de SIRT1 e subsequentemente, na melhora da DHGNA. Vale ressaltar
que ndo utilizamos neste estudo isolados de compostos antioxidantes, mas a polpa de agai
como um alimento que apresenta em sua composi¢ao outros compostos dietéticos que podem
afetar positivamente o metabolismo lipidico no figado através da regulagdo de outras vias. A
alta proporcéo de acidos graxos insaturados (>70%) presentes na fracdo lipidica do acai, pode
promover uma melhora do metabolismo lipidico através de outros mecanismos, uma vez que
acidos graxos PUFA e MUFA tém demonstrado regular a expressdo de genes Srebfl e
lipogénicos, reduzindo o acimulo hepético gordura na prole de camundongos (GREGORIO
et al., 2010)

Em estudos com animais, a lipogénese pode ser aumentada durante o inicio da idade
adulta, como resultado de uma dieta materna obesogénica (GREGORIO et al., 2010;
KJAERGAARD et al., 2014; PRUIS et al., 2014; THORN et al., 2014). Estes varios estudos
relataram aumento da expressao de Srebplc e seus coativadores e alvos lipogénicos a jusante:
PPARs, FASN, estearoil-CoA dessaturase-1 (SCD1) e ACCL1 na prole exposta a uma dieta
obesogénica no tero. Embora o SREBP1 contribua para o acimulo de gordura no figado em
modelos animais, a deficiéncia de SREBP1 apenas melhora parcialmente a esteatose, 0 que
reforca o envolvimento de outros fatores no desenvolvimento e progresséo da DHGNA
(ARAGNO et al., 2009; VALLIM, SALTER, 2010). Isto evidencia os eventos que abrangem
a teoria dos multiplos “hits ”’, onde o segundo “hit” desencadeia cascatas de sinalizacdo que
envolvem inflamacdo, estresse oxidativo, estresse do reticulo endoplasmatico e disfuncéao
mitocondrial, que contribuem para uma exacerbacdo dos danos causados ao figado em
virtude do excesso de acidos graxos (SHIMANO, SATO, 2017).

As ratas HFA e a prole HFA-P21 apresentaram aumento no RNAm de Srebfl e Fasn
comparado ao grupo HF e HF-P21, respectivamente. Embora os resultados mostrem niveis
mais elevados de RNAm para Srebfl no grupo suplementado com polpa de agai, parece haver
regulagcdo pos-traducional, uma vez que ndo foram observadas alteracfes na expressdo da
proteina SREBP1 nas ratas HFA e na prole HFA-P21. Tais dados refletem a complexidade da

regulacdo do metabolismo lipidico pelos componentes da dieta. Como exemplo, um estudo
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realizado em camundongos para investigar o efeito de diferentes frutas, incluindo acai, sobre
obesidade e disturbios metabdlicos, mostrou que os grupos de animais que receberam dieta
hiperlipidica suplementada com acai apresentaram maiores niveis de glicose e insulina em
jejum comparados. para grupos que receberam outras frutas (HEYMAN et al., 2014). Além
disso, animais alimentados com acai mostraram maior regulacdo de genes associados a
biossintese de lipidios e colesterol, como Cidea, Cidec e Anxa2 (HEYMAN-LINDEN et al.,
2016). Em geral, os resultados mostraram uma exacerbacdo da doenca hepéatica gordurosa
pelo acai. No entanto, é importante notar que a quantidade de acai utilizada nesse estudo foi
de 20%, diferente do nosso estudo que avaliou o efeito da suplementacdo com 2% de polpa
de acai. Além disso, em outro estudo, o acai demonstrou ter efeitos benéficos sobre a
concentragdo de colesterol aumentando sua eliminacéo pela bile via alteracdo da expressédo
génica para os transportadores Abcg5 e Abcg8, bem como aumento do mMRNA de Srebf2 (DE
SOUZA et al., 2012). Essa observacéo intrigante levanta outra questdo sobre como o acai é
capaz de melhorar o0 acimulo de gordura no figado. O presente estudo ndo fornece dados para

responder diretamente a esta questdo, mas acreditamos que outras vias podem ser alteradas.

A fim de verificar outras vias que podem estar sendo reguladas pela adi¢do de acali,
avaliamos os niveis hepaticos de mRNA da Ucp2. Uma reducdo na expressao de Ucp2 no
figado de ratas alimentadas com dieta HFA em comparacdo com HF foi observada em nosso
estudo. Em relacdo a prole, ndo foram observadas diferencas no figado da HFA-P1, no
entanto, o grupo HFA-P21 apresentou um aumento significativo em relagdo ao grupo HF-
P21. A UCP2 é uma enzima expressa em varios tecidos, e sua participacdo em diferentes
processos metabdlicos, por exemplo na regulacdo da ingestdo de alimentos, tem sido estudos
UCP?2 de participar de varios UCP2 pode ter diversas fungdes, como o controle do célcio na
mitocondria, controle do estresse oxidativo, entre outros (DIANO, HORVATH, 2012).
Entretanto, 0 mecanismo preciso pelo qual a UCP2 modula esses processos, continua a ser
debatido. A superexpressdao de Ucp2 sugere um aumento na oxidacdo beta de acidos graxos
em P21. De fato, um estudo que avaliou o efeito do extrato aquoso de acai sobre a esteatose
hepatica em camundongos, mostrou um aumento na carnitina-palmitoil transferase (CPT-I),
uma enzima chave na entrada de &cidos graxos na B-oxidacdo (GUERRA et al., 2015). Em
adicdo, o papel das proteinas desacopladoras sobre o estresse oxidativo parece ser um
mecanismo utilizado para aliviar o excesso de lipideos, atuando contra a lipotoxicidade
hepatocelular (BAFFY, 2005).
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Foi observado em nosso estudo uma melhora do acumulo de lipideos nas ratas e na
prole que receberam dieta materna hiperlipidica suplementada com acai. Portanto, uma outra
hip6tese para esse resultado, considerou a presenca de compostos bioativos no acai sendo
capaz de conferir efeito benéfico no acimulo hepéatico de gordura através da reducdo do
estresse oxidativo. O acai € um fruto rico em polifendis e antocianinas, e a regulacdo da
producdo de ERO poderia aliviar o acimulo de goticulas de gordura no figado, com melhora
do contetdo hepético de gordura e grau de esteatose. Sendo assim, avaliamos o efeito da
suplementacdo de acai na dieta materna em biomarcadores do estresse oxidativo, atividade e

expressao de enzimas antioxidantes.

O estresse oxidativo promove um impacto deletério na lesdo hepatica com ativacao do
estresse oxidativo e de vias inflamatorias que intensificam a progressdo da DHGNA a EHNA
(YOUNOSSI et al., 2018). Controlar os danos causados por ERO no figado parece ser uma
abordagem eficaz no tratamento da DHGNA. De fato, estudos mostram que efeitos de
componentes dietéticos antioxidantes, como a vitamina E, podem reduzir marcadores de
estresse oxidativo, a ativacdo de células estreladas hepéticas e o desenvolvimento de fibrose
em camundongos (NAN et al., 2009; PHUNG et al., 2009). O resveratrol ¢ um forte
candidato na prevencdo e tratamento da DHGNA, com efeitos sobre estresse oxidativo
(GOMEZ-ZORITA et al., 2012). A silibina também tem sido relatada com efeito na melhora
da acumulacdo lipidica hepética através da diminuicdo do estresse oxidativo e melhora do
dano hepéatico (CACCIAPUOTI et al., 2013). Embora a utilizacdo de antioxidantes seja uma
abordagem terapéutica interessante, poucos sdo 0s estudos que avaliam a combinacdo de uma
dieta materna com antioxidantes, e nenhum sobre biomarcadores hepaticos na prole. O estudo
de Sem & Simmons (2010), relataram uma melhora do estresse oxidativo no soro da prole

através da suplementacdo antioxidante em combinacdo com uma dieta materna HF.

O MDA é um produto da peroxidacdo lipidica, que pode reagir com proteinas
provocando modificages irreversiveis e com moléculas de DNA tornando-o altamente
mutagénico (DEL RIO, STEWART, PELLEGRINI, 2005). No presente estudo foram
observadas redugdes nos niveis hepaticos de MDA nas ratas HFA, sugerindo que o agai
previne a oxidagdo lipidica. Jensen et al. (2008) observaram redugdo nos niveis séricos de
TBARS apds 2 horas de consumo de 120 mL de suco de acai, reafirmando o efeito
antioxidante do acai sobre a peroxidacdo lipidica. Um estudo avaliando ratos diabéticos

mostrou que a introducdo de extrato de acai também foi capaz de reduzir os niveis hepaticos
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de TBARS (GUERRA et al., 2011). Outro biomarcador do estresse oxidativo inclui as
proteinas, que podem ter grupos carbonila (C = O) adicionado a suas cadeias laterais de
aminoacidos (DALLE-DONNE et al., 2006). No presente estudo, observamos uma reducéo
significativa nos niveis hepaticos de proteina carbonilada no grupo de ratas alimentadas com
dieta HFA em comparacdo com o grupo HF, com valores semelhantes aos encontrados para o
grupo C e A. Nao encontramos diferenca entre a P21. Este dado enfatiza a importancia da
neutralizacdo das ERO como forma de combater o dano oxidativo. Além disso, nossos
resultados reforcam a hipdtese que o aumento da peroxidacédo lipidica no grupo C pode ter

ocorrido em virtude da composicéo lipidica da dieta.

Como forma de combater o dano causado pelo excesso ERO, o organismo conta com
um sistema de defesa antioxidante, compostos por mecanismos enzimaticos e nao
enzimaticos. O sistema enziméatico compreende varias enzimas, mas no presente trabalho
vamos focar em trés enzimas que atuam de forma orquestrada para garantir a integridade dos
tecidos: SOD, CAT e GPx. Os antioxidantes ndo-enzimaticos incluem os antioxidantes
exogeno, tais como polifendis, acido ascorbico, vitamina A, acido alfa-lipdico, tiorredoxina,
glutationa, melatonina, coenzima Q, beta-carotendéides, alfa-tocoferdis.

Em nosso estudo, observamos um aumento na atividade das enzimas antioxidantes
SOD, CAT e GPx em ratas alimentadas com dieta HF, sugerindo uma adaptacdo do
organismo como forma de garantir 0 combate dessas enzimas na neutralizacdo do excesso de
ERO. O grupo de ratas alimentadas com dieta HFA apresentaram uma redugéo na atividade
dessas enzimas em comparacdo com o grupo HF. Estes dados sugerem que o acai possa ter
um efeito direto sobre o estresse oxidativo eliminando as ERO e evitando a necessidade de
aumentar a atividade do sistema de defesa enzimatico. Corroborando com essa hip6tese, um
estudo avaliando o efeito do consumo de cha verde durante a gestacdo e lactacgdo,
encontraram uma reducdo na atividade da CAT nas ratas e de SOD na prole (28 dias)
(HACHUL et al., 2018). Assim como 0 acai, 0 chd possui altos teores de compostos
antioxidantes, com capacidade descrita na neutralizacdo de ERO e producdes de radiais mais
estaveis. Da mesma forma, um estudo em ratos recebendo dieta hipercolesterolémica mostrou
que a adicdo de polpa de acai reduziu a atividade de SOD em comparagdo com 0s animais

que ndo receberam a suplementagéo (DE SOUZA et al., 2010).

Considerando o poder antioxidante do acai, investigamos os efeitos da suplementacéo

materna com o acai sobre a expressao de diferentes isoformas das enzimas SOD (Sodl e
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Sod2) e GPx (Gpx1 e Gpx4). O controle do estresse oxidativo € um fator importante na
progressdao da DHGNA, pois parece haver um ciclo vicioso entre a capacidade oxidativa
mitocondrial e o aumento do estresse oxidativo, sendo considerada uma das bases para o
desenvolvimento da esteato-hepatite. Um estudo realizado em ratas alimentadas com dieta
materna HF, mostrou que a dieta materna é capaz de reduzir a capacidade de defesa
antioxidante na prole, através da reducdo da expressao das enzimas GPx1 e SOD1 com
importante participacdo no desencadeamento de doengas cronicas no figado da prole,
incluindo aumento da esteatose hepética (ZHANG et al.,, 2011). No presente estudo,
encontramos um aumento significativo na expressao do mRNA de Gpx1 e Gpx4 no grupo
HFA-P21 em comparagdo com o grupo HF-P21. Nossos dados sugerem que a adicdo de
polpa de acai na dieta materna possa envolver um mecanismo transgeracional indireto,
promovendo melhora molecular no desenvolvimento de disturbios metabdlicos na prole antes

do desenvolvimento de alteracdes bioquimicas.

SIRT3 pode estar relacionada com a ativacdo de enzimas do sistema de defesa
antioxidante e pode ser um alvo de ativacdo de compostos fendlicos, em virtude disso,
decidimos avaliar os efeitos do acai sobre a expressdo de Sirt3 nos grupos de animais
alimentados com dieta HF e HFA. Ndo observamos diferenca significativa nas ratas, na P1 e
P21. Os estudos avaliando a ativacdo de SIRT3 por componentes dietéticos envolvendo a
alimentacdo materna ainda sdo escassos. Com o melhor do nosso conhecimento, este é 0
primeiro estudo a verificar a expressdao de Sirt3 por modificagdo de dieta materna

suplementada com acai.

E importante salientar que embora nosso estudo ndo tenha avaliado a producdo de
leite materno e 0os componentes dietéticos presentes no leite, ndo descartamos a hipétese de
transferéncia de substancias bioativas presentes no leite para a prole poés-desmame. Este fato
poderia conferir uma protecdo aos animais provenientes de dieta materna HFA, como
observado através do aumento na expressao de enzimas Gpx1 e Gpx4 no grupo HFA-P21. De
fato, estudos anteriores mostraram que compostos bioativos estdo presentes no leite e
contribuem para respostas metabdlicas das criancas (NIKNIAZ et al., 2013;
PONIEDZIALEK et al., 2018). Nés acreditamos que os polifendis presentes no acai
poderiam mudar a composicdo do leite e sinalizar através do aleitamento materno, pelo

menos em parte, o efeito protetor observado na prole. Entretanto, um estudo sobre a
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composicao do leite materno de ratas recebendo dieta suplementada com acai pode ajudar a

elucidar qual o papel, e o padrdo, dos polifenois presentes no leite.

A etiopatogénese da DHGNA na populagdo pediatrica é provavelmente multifatorial,
incluindo eventos adversos no Utero, podem desempenhar um importante papel no
desenvolvimento e progressdo dessa doenca. Em virtude disso, varios estudos surgiram para
entender como a dieta hiperlipidica materna é capaz de “programar” o figado fetal e predispor
0 organismo a disturbios metabdlicos precoces. No entanto, estudos que relatam os efeitos da
combinagdo de uma dieta rica em gordura e alimentos ou compostos bioativos para o

desenvolvimento de NAFLD através de vias moleculares ainda sao limitados.

Vale ressaltar que, no ambiente obesogénico materno, varios genes podem apresentar
modificacOes epigenéticas que serdo passadas a prole. Estudos epigenéticos sdo fundamentais
em modelos de programacdo metabdlica, uma vez que a epigenética tem papel fundamental
no imprinting gendmico, programacdo e reprogramacdo no inicio da vida e,
consequentemente com o aumento na susceptibilidade as doencas na vida adulta. Varias sao
as marcas epigenéticas adquiridas durante o curso do desenvolvimento de uma célula ou de
um embrido. Em se tratando de uma célula pluripotente, inicialmente vérias vias estdo
disponiveis, no entanto, a escolha de uma rota de desenvolvimento pode ser influenciada pela
exposicdo da mae a um sinal ambiental, e é capaz de induzir uma mudanca na trajetéria do
desenvolvimento da prole (HOCHBERG et al., 2011). Alguns mecanismos de controle de
expressdo de mRNA podem ocorrer via metilacdo de regides promotoras e também pelo
remodelamento das histonas (SUN, FAN, QIAQ, 2015).

Nesse momento € importante lembrar que antes de apresentarem um mecanismo de
desacetilacdo, as sirtuinas sdo histonas desacetilases, podendo exercer efeito sobre o
empacotamento da cromatina. Em adicdo ao seu papel na modificacdo de proteinas ndo-
histonas, as SIRT pertencem a classe das HDACs e possuem atividade sobre as histonas e
remodelacdo da cromatina. Uma das histonas alvo da SIRT1 é a variante macroH2A1 que
estd envolvida no metabolismo hepatico lipidico e pode ser encontrada no organismo em duas
isoformas de processamento alternativo, macroH2A1.1 e macroH2A1.2 (RAPPA et al., 2013)
(RAPPA et al.,, 2013). No estudo de Pazienza et al. (2014), a expressdo aumentada de
macroH2A1.1 foi capaz de reduzir a deposicdo de lipideos em hepatdcitos, melhorar o
metabolismo de glicose e regular a expressdo de genes lipogénicos. Este importante achado
sugere que a regulacdo epigenética entre SIRT1/macroH2A1.1 possa exercer efeito sobre o
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metabolismo lipidico e o desenvolvimento da DHGNA. SIRT1 também possui atividade
deacetilase sobre H3K14 e H3K9 e estudos com dieta materna hiperlipidica mostraram uma
diminuicdo na expressdo de SIRT1 em figados fetais concomitante a hiperacetilagdo da
histona H3K14 (SUTER et al., 2012).

Mais estudos s&o necessarios em humanos e modelos animais para melhor caracterizar
0 papel dos eventos antes do nascimento na programacdo da doenca metabodlica, bem como
identificar possiveis intervencOes terapéuticas. Melhorar as adaptacdes metabdlicas maternas
associadas a obesidade pré-gestacional, incluindo o acumulo de lipideos e o estresse
oxidativo, pode ser um alvo terapéutico desejavel durante a gravidez. No periodo pos-natal,
sd0 necessarios métodos de triagem pediatrica aprimorados para melhor identificar as
populacdes de risco e, em idade mais precoce, de modo que acdes imediatas possam ser

tomadas para minimizar a progressao da doenca.



8. Conclusao
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Podemos concluir que a ingestdo de dieta hiperlipidica pelas ratas foi eficaz em
desenvolver DHGNA. Além disso, o0 excesso de lipideos durante o periodo de gestacao e
lactacdo parece promover alteracGes metabdlicas na prole, predispondo 0s animais ao
desenvolvimento de desordens precoces. Contudo, ainda é necessario estudos moleculares

para melhor entendimento dessas desordens.

Os resultados mostraram ainda que a adicdo de acai foi capaz de exercer um efeito
benéfico sobre o metabolismo lipidico e oxidativo das mées, prevenindo o aumento de
gordura hepética, os niveis hepéticos de colesterol total, o grau de esteatose, 0s niveis
hepaticos de proteina carbonilada e malondialdeido. As melhoras observadas na prole foram

discretas, sendo mais evidentes a nivel plasmatico.



9. Perspectivas
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Os experimentos realizados nesta tese foram o primeiro passo para entender os efeitos
do acai sobre a programacdo metabdlica da DHGNA em ratos. Contudo, nosso trabalho
apresenta limitacGes, sendo necessdrio um maior esclarecimento sobre os mecanismos
envolvidos na protecdo do figado contra o acimulo de lipideos nas ratas e na prole. Dentre as
nossas principais limitacdes, torna-se especialmente importante a compreensdo do

mecanismo de regulacdo pds-traducional envolvendo SIRT1 e SREBP1.

A DHGNA ¢ uma doenca complexa que envolve, além do metabolismo lipidico,
alteracBes na cascata de insulina, que ndo foram avaliadas neste estudo. Além disso, estudos
epigenéticos tornam-se importantes em modelos de programacdo metabdlica, ja que
modificacbes pds-traducdo em mMRNA como repressdo ou degradacdo ocorrem via
microRNAs. Além disso, 0 aumento ou reducdo da metilagdo em regiGes promotoras de
genes também estdo relacionadas com expressdo de mMRNAs.

O microbioma dishidtico também tem sido relatado como possivel desencadeador de
alteracbes metabdlicas. Diferentes dietas maternas podem influenciar a composicdo da
microbiota intestinal na prole através da transferéncia da microbiota intestinal materna; por
sua vez, essas alteracGes podem persistir até a idade adulta e exercer efeitos a longo prazo na

salide metabolica e desenvolvimento de doencas.

O acompanhamento da prole até a vida adulta é uma ferramenta fundamental para
entender melhor os desdobramentos de alteracdes metabodlicas induzidas por uma dieta
materna hiperlipidica ao longo da vida. Esta € uma das limitagdes do nosso estudo,
entretanto, os dados apresentados neste trabalho sdo de suma importancia para comecar a
entender os efeitos transgeracionais da adicdo de compostos bioativos e alimentos durante

periodos criticos do desenvolvimento.
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Anexo Il — Otimizacdo PCR

Primeiramente foi realizado a amplificacdo das sequéncias dos iniciadores através da
técnica de PCR em tempo real (QRT-PCR). Todos os genes foram amplificados e os produtos
foram confirmados através de eletroforese em gel de agarose.

A figura 25, mostra o resultado da qRT-PCR para os genes Gpx1, Gpx4, Gapdh e
microglobulina 2. A amplificagdo dos genes foi avaliada conferindo o tamanho do produto
obtido em relagdo a um padrdo conhecido de DNA. De acordo com o tamanho esperado para
cada genes, pode-se observar que as condi¢bes da qRT-PCR para os produtos em questdo
funcionou adequadamente. As “bandas” A correspondem ao gene Gpxl, as bandas B
correspondem ao Gpx4, C ao Gapdh e as de D correspondem a 2. Vale ressaltar as que as
bandas nas quais as setas estdo apontando é o padrdo de DNA. Todos estdo em duplicata e
ainda ha a presenca de um branco onde ndo foi observado presenca de contaminagdo ou

dimeros de iniciadores.

Figura 26: Resultados da PCR com identificacdo dos Gpx1, Gpx3, Gapdh e 2.
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A figura 26 mostra o resultado da amplificacdo para os genes Sirtl, Sirt3, Sodl e
Sod2. As “bandas” E corresponde a Sirtl, F a Sirt3, G a Sodl e H a Sod2. Os produtos
obtidos correspondente ao tamanho esperado, e novamente as condi¢des da gRT-PCR pode

ser usada para analise da expressdo génica

Figura 27: Resultados da PCR com identificacdo dos genes Sirtl, Sirt3, Sod1 e Sod2.
A figura 27 mostra o resultado da amplificacdo para o gene Srebpfl, que de acordo

com a sequéncia proposta apresenta 121 bp. Pode-se observado que a presenca de produtos
de amplificacdo no branco. Através da andlise dos resultados obtidos na curva de

amplificacdo, € provavel que o produto encontrado seja formacdo de dimeros de primers.

Figura 28: Resultado da PCR com identificacdo do gene Srebpfl 121 bp.
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Na figura 28 pode ser observado a amplificacdo dos genes Ucpl (I, 102 bp), Fasn (J,
163 bp) e Ucp2 (L, 230 bp). Nota-se que a banda obtida para Ucpl apresentou uma
amplificacdo aquém do esperado. Outras sequéncias foram obtidas para esse gene, mas ndo

foi possivel realizar a amplificacdo desse gene.

Figura 29: Resultados da PCR com identificacdo dos genes Ucpl, Fasn e Ucp2.
Otimizacgéo

Apds a identificacdo dos genes foi realizada uma otimizacdo com diferentes
concentragdes de RNA para avaliar a eficiéncia dos genes e escolher a melhor concentragéo
de RNA para ser utilizado nas amostras do presente trabalho. A eficiéncia das amplificacfes
foi avaliada por meio da linearidade e da inclinacdo das curvas padrdo frente a diferentes
concentracdes de cDNA-alvo. O gréfico gerado pela concentracdo de cDNA e 0s respectivos
valores de CT foram empregados para o calculo da equacdo de regresséo e a correlacdo entre
as variaveis pelo R-quadrado.

A figura 29 e 30 mostram a curva de amplificacdo, de dissossiacdo e o grafico obtido

para avaliar a eficiéncia dos genes de referéncia Gapdh e 2.
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As figuras 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38 e 39 apresentam as curvas de amplificacéo,
dissossiacdo e os grafico de eficiéncia para os genes alvo: Gpx1, Gpx4, Sirtl, Sirt3, Sodl,
Sod2, Srebpfl, Fasn e Ucp2.
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Figura 33: Curva de avaliacdo de eficiéncia do gene Gpx4
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Figura 36: Curva de avaliacdo de eficiéncia do gene Sod1
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Figura 38: Curva de avaliacdo de eficiéncia do gene Srebpfl
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Figura 39: Curva de avaliacdo de eficiéncia do gene Fasn
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Abstract

Purpose Maternal high-fat diet affects offspring and can induce metabolic disorders such as non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD). New therapeutic strategies are being investigated as way to prevent or attenuate this condition. The objective of this
study was to evaluate the effect of agai supplementation in the maternal high-fat diet on dams and offspring lipid metabolism.
Methods Female Fisher rats were divided in four groups and fed a control diet (C), a high-fat diet (HF), an agai supplemented
diet (CA) and a high-fat diet supplemented with agai (HFA) 2 weeks before mating, during gestation and lactation. The
effects of acai were evaluated in the male offspring after birth (P1) and weaning (P21).

Results HFA reduced relative liver weight, fat and cholesterol liver content in dams and improved liver steatosis as con-
firmed by histological analyses. HFA increased serum cholesterol and expression of SrebpfI and Fasn genes. In offspring,
HFA decreased relative liver weight, and serum cholesterol only in P21. An increase in the Sirtl, Srebpfl and Fasn genes
expression was observed in P21.

Conclusions These results suggest that agai supplementation may attenuate NAFLD in dams and protect offspring from the
detrimental effects of lipid excess from a maternal high-fat diet.

Keywords Acai - Euterpe oleracea Martius - High-fat maternal diet - Metabolic programming - Non-alcoholic fatty liver
disease

Introduction

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is characterized
by accumulation of triglycerides in hepatocytes. This dis-
ease encompasses a spectrum of conditions ranging from
simple hepatic steatosis to non-alcoholic steatohepatitis
(NASH) characterized by the presence of inflammation,
which can progress to cirrhosis or hepatic carcinoma [1].
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The prevalence of NAFLD in children and adolescents has
evidenced the role of maternal nutrition during critical peri-
ods of fetal development [2]. Metabolic programing is a pro-
cess by which maternal lifestyle (including diet) promotes
modifications in the uterus environment or milk composition
that can trigger several changes in the sequence of events, in
the gestational or lactation periods, leading to metabolic dis-
orders in the offspring [3]. The molecular mechanisms and
pathways involved are not well understood but some studies
have pointed epigenetic changes as having a pivot role in the
process [4]. This is a current and extremely relevant concept
due to the pandemic of metabolic diseases, such as diabetes,
obesity and systemic arterial hypertension [5] that might
be partially explained by metabolic programming. High-fat
maternal diet has been widely used in the literature to induce
NAFLD in experimental animal models and the consump-
tion of such diet reflects the current world scenario in which
excessive lipid intake may contribute to rise of liver diseases
in the population [6, 7]. Over the last decade, considerable
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Anexo IV — Artigo em progresso

Title: Acai supplementation improves oxidative stress biomarkers in dams fed a high-fat diet

and antioxidant defences in offspring.

Background: Maternal high-fat diet affects offspring and can induce metabolic disorders.
Lipids excess from a uterine environment can promote oxidative stress and progression of
non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) in offspring. Antioxidant nutrients may play an

important role in redox metabolism.

Objective: This study aimed to evaluate the effect of acai pulp supplementation on metabolic
programming of NAFLD, by assessing antioxidants defences and biomarkers of oxidative

stress.

Methods: Female Fisher rats were divided in four groups and fed a control diet (C), a high-fat
diet (HF), an acai supplemented diet (CA) and a high-fat diet supplemented with acai (HFA)
before mating, during gestation and lactation. The effects of acai supplementation were

evaluated in dams and in the male offspring after weaning (P21).

Results: HFA increased body weight in dams, however reduced the absolute and relative liver
weight. There was a reduction in biomarkers of oxidative stress, malondialdehyde and
carbonyl protein, in the liver of dams, and the enzyme activity of CAT, GPx and SOD were
reduced in dams. In offspring (P21), HFA reduced liver weight compared to HF. Gpx1 and

Gpx4 mRNA expression increased in P21.

Conclusions: These results suggest acai is able to restore the redox metabolism, preventing
oxidative damage in dams by a direct mechanism. Moreover, acai may promote beneficial

transgenerational effects on antioxidant defences.

Keywords: acai, Euterpe oleracea Martius, maternal high-fat diet, metabolic programming,

oxidative stress, redox metabolism.



