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RESUMO
A espécie vegetal Euterpe oleracea Mart.,é uma palmeira nativa da regido Amazonica.
Alguns estudos tém mostrado que seu fruto, o acai, possui alto potencial para ser
reconhecido como "alimento funcional”, devido as elevadas concentracBes de
polifendis, especialmente as antocianinas que conferem alta capacidade antioxidante
total (TAC), propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias. No entanto, poucos
estudos tém investigado o efeito do consumo de acgai sobre marcadores do estado
oxidativo e no metabolismo de lipides em humanos. Dessa forma, nosso estudo teve
como objetivo avaliar o efeito do consumo de polpa de acai sobre parametros
antropométricos, clinicos, bioquimicso e de estilo de vida e sobre biomarcadores do
metabolismo redox no soro e em células mononucleares e polimorfonucleares e a
influéncia nas transferéncias de lipides para HDL em mulheres saudaveis Foi realizado
um estudo prospectivo de intervencdo nutricional, no qual 42 mulheres consumiram
200g de polpa de agai/dia durante quatro semanas. Antes e ap6s o periodo de
intervencdo foram avaliados parametros antropométricos, clinicos (pressdo arterial) e
bioquimicos (glicemia, insulina, colesterol, HDL-c, LDL-c, trialcilglicerdis) aléem de
biomarcadores do estado redox no soro (capacidade antioxidante total, LDL oxidada,
enzima paraoxonase-atividade paraoxonase e dialdeido malénico,MDA), em células
mononucleares (MN) (atividade das enzimas CAT, SOD e GPx) e em celulas
polimorfonucleares (PMN) (atividade das enzimas CAT, SOD e GPx, a produgédo de
espécies reativas de oxigénio, ERO, de déxido nitrico e capacidade antioxidante total
(TAC). Também avaliamos ap6s o consumo do acai o perfil de apolipoproteinas e a
transferéncia de lipides da nanoemulsdo de LDE para a HDL. Nossos resultados
mostraram, apds o consumo da polpa de acai, uma ligeira diminui¢do da circunferéncia
abdominal (84,9+£9,9cm vs 83,9 £9,6cm, p=0,04) e de apolipoproteina A-1 (200 £ 37,9
mg/dL vs 240,5 £ 47,9 mg/dL) e no soro , aumento da TAC (443,6+£144,7uM vs 509,1
+121,7uM, p=0,031), aumento na atividade da enzima PON (120,3U/mL [76,5-
184,5U/mL] vs 146,2,5U/mL [79,3,-225,5U/mL]; p=0,0006), diminui¢cdo de 42% nas
concentragcOes de LDL oxidada (226,0+85,5ug/mL vs 131,1+ 79,6ug/mL; p=0,0005) e
ainda diminuicdo nas concentragbes de MDA (6,8+1,9uM vs 4,7+£1,3uM;
p=0,00000009) sugerindo que o agai pode estar envolvido na remocdo de ERO,

diminuindo a oxidacdo de proteinas e lipidios e oferecendo agdo antioxidante,

XVl



principalmente em relacdo ao processo aterosclerdtico. Nas células PMN também
encontramos aumento da TAC (228,5 +169,3uM vs 453,7+251,1uM; p=0,001) e da
atividade da CAT (0,2 +0,1U/L vs 8,1 +3,2U/L; p=1,07 x 104 reforcando o efeito
antioxidante proporcionado pela adi¢do do agai na dieta das voluntarias. Nenhuma
alteracdo foi observada na atividade das enzimas em células MN (CAT, SOD e GPx).
Em relacdo a taxa de transferéncia de colesterol livre, éster de colesterol, triglicérides e
fosfolipides da emulséo lipidica artificial (LDE) para a HDL, encontramos aumento nas
taxas de transferéncia do éster de colesterol (p=0,0043) e de fosfolipides (p=0,0338).
Dessa forma, nossos resultados demonstram que a adicdo da polpa de acai na dieta
habitual pode estar envolvida na protecdo contra o estado oxidativo e também ter um
efeito benéfico no metabolismo de lipides e assim que o acai pode apresentar efeito

atero protetor em mulheres saudaveis.

Palavras chave: Euterpe oleracea Mart.; agai; metabolismo oxidativo; antioxidantes;
lipides;
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ABSTRACT
The plant specie Euterpe oleracea Mart., is a palmeira popularly known as acai and is
native to the Amazon region. Some studies in vitro and animal studies reported that its
fruit, acai, has high potential to be recognized as "functional food" due to high
concentrations of polyphenols, especially anthocyanins that give high total antioxidant
capacity (TAC), properties antioxidants and anti-inflammatory. However, few studies
have investigated the effect of consuming acai on oxidative status markers and lipid
metabolism in humans. Thus, our study was to evaluate the effect of acai on
anthropometric, clinical, biochemists and lifestyle and on the redox metabolism
biomarkers in serum and mononuclear cells and polymorphonuclear and influence on
lipid transfer for HDL in healthy women. Study of nutritional intervention with 42
women who consumed 200g of acai pulp per day for four weeks. Before and after the
experimental period were mensured anthropometric parameters (weight, height, waist
circumference, abdominal and hip and percentage of body fat), clinical (blood pressure)
and biochemical (blood glucose, insulin, cholesterol, HDL-C, LDL -c, triacylglycerides)
in addition sérum oxidative status markers were determined (TAC, oxidized LDL,
paraoxonase enzyme, and malondialdehyde MDA) in mononuclear cells (MN) (CAT
activity of enzymes, SOD and GPx) and cells polymorphonuclear (PMN) (activity of
enzymes CAT, SOD and GPx, the production of reactive oxygen species, ROS, nitric
oxide and TAC). We also evaluated after consumption of acai the apolipoprotein profile
and lipid transfer of nanoemulsion LDE to HDL. These results indicate, after
consumption of acai, a slight decrease in waist circumference (84.9 £ 9.9 cm vs 83.9 £
9.6 cm, p = 0.04) and apolipoprotein A-1 (200 + 37.9 mg / dL vs 240.5 + 47.9 mg / dL)
and serum, increasing the TAC (= 443.6 vs. 509.1 + 144,7uM 121,7uM, p = 0.031)
increase in activity the PON enzyme (120,3U / ml [76,5-184,5U / ml] vs 146,2,5U / ml
[79.3, -225,5U / ml], p = 0.0006), decrease 42% in oxidized LDL concentration (226.0
+ 85,5ug / mL vs 131.1 £ 79,6ug / ml; p = 0.0005) and also decreased the MDA
concentration (+ 6.8 vs 1,9uM 4.7 = 1,3uM; p = 0.00000009) suggesting that acai may
be involved in the removal of ROS, decreasing the oxidation of proteins and lipids and
providing antioxidant activity, especially regarding the atherosclerotic process. The
PMN cells also found increased TAC (228.5 = 169,3uM vs 453.7 £ 251,1uM; p =
0.001) and the CAT activity (0.2 + 0.1U /L vs 81 £3,2U/L; p=1.07 x 10-14)
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enhancing the antioxidant effect provided by the addition of acai in the diet of
volunteers. No change was observed in the activity of enzymes in MN cells (CAT, SOD
and GPx). In relation to free cholesterol transfer rate, cholesterol ester, triglycerides and
phospholipids of artificial lipid emulsion (LDE) to HDL, found no difference in transfer
rates of cholesterol ester (p = 0.0043) and phospholipid (p = 0.0338). Thus, our results
demonstrate that the addition of acai in the usual diet may be involved in protection
against oxidative state and also have a beneficial effect on lipid metabolism and so that

acai may have athero protective effect in healthy women.

Keys words: Euterpe oleracea Mart.; acai; oxidative metabolism; antioxidants; lipids;
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Organiza¢do Mundial de Satude (OMS) as doencas cardiovasculares (DCVs) sdo
distirbios do coracdo e dos vasos sanguineos e incluem doenca cardiaca coronaria, doenca
cerebrovascular, doenca cardiaca reumatica e outras condiges. A OMS estima que 17,5 milhdes de
pessoas morrem a cada ano de DCVs, o que equivale a aproximadamente 31% de todas as mortes no
mundo.

O Brasil possui significativa riqueza de espécies nativas com potencial alimenticio, tanto
hortalicas, como frutas, porém ambos ainda pouco explorados. Um dos frutos que vem se destacando
nesse cenario, tanto no exterior como em nosso pais, é o0 acai. Alguns estudos mostraram beneficios
do seu consumo para a saude, principalmente devido a alta concentragdo de fitoquimicos (Del Pozo-
Insfran, Brenes e Talcott, 2004; Schauss et al., 2006).

O consumo de acai aumentou desde 2009, quando a fruta foi reconhecida por propriedades
associadas a beleza como por exemplo na prevencdo de envelhecimento, em um programa de TV
muito popular nos Estados Unidos ("The Oprah Winfrey Show"). Logo depois, Marcason publicou
um artigo intitulado "O que € o agai e quais sdo os beneficios para a saude?", no qual o autor destaca
o fato de que o acai tem sido associado a uma infinidade de beneficios para a saude, mas sem
evidéncia cientifica para essas conclusdes (Marcason, 2009). Desde entdo, as propriedades benéficas
do acai tém sido demonstradas tanto in vitro quanto em modelos animais (De Souza et al., 2010;
Guerra et al., 2011; Bonomo et al., 2014)

Porém, embora a capacidade antioxidante do agai tenha sido descrita em varios estudos, ainda séo
limitados em humanos (MertensTalcott et al., 2008; Udani et al., 2011; Gale, Kaur e Baker, 2014),
principalmente associando o efeito do acai sobre 0 metabolismo oxidativo e lipidico a médio/longo
prazo com uma amostra significativa. Em vista da alta prevaléncia de DCVs, como a aterosclerose,
os estudos para elucidar os mecanismos pelos quais os alimentos e seus compostos bioativos podem
prevenir e controlar essas doencas, sdo de extrema importancia para a comprovacao cientifica de seu
efeito funcional e para que as recomendacdes especificas sejam preconizadas de maneira segura.

Dessa forma, o presente estudo, se propos investigar o efeito do consumo diario de acai
disponivel comercialmente por 30 dias sobre 0 metabolismo redox e sobre o metabolismo de lipides

em mulheres saudaveis.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Doengas cardiovasculares

Dados da OMS estimam que quatro em cada cinco mortes sdo devidas a ataques cardiacos e
acidente vascular cerebral (AVC) sendo que mais de 75% das mortes decorrentes de DCV ocorrem
em paises de baixa e de média renda (Organizacdo Mundial de Saude, 2016). No Brasil as DCV séo
responsaveis por cerca de 29,4% de todas as mortes. A alta frequéncia dessa doenca coloca o Brasil
entre os dez paises com maior indice de mortes por DCV (Ministério da Saude, 2011).

Uma das principais caracteristicas das doencas cardiovasculares € a presenca da aterosclerose,
que € uma doenca na qual uma placa constituida de gordura, colesterol, célcio e outras substancias se
acumulam dentro da artéria (Figura 1). Com o passar do tempo essa placa enrijece e estreita as
artérias, limitando a circulacdo sanguinea para outros érgdos importantes do corpo. A aterosclerose
pode levar a sérios problemas, incluindo infarto, derrame e até mesmo a morte (NHLBI, 2015).

As causas da aterosclerose podem ser de origem genética, mas as principais causas sdo fatores
modificaveis, condi¢cdes conhecidas como fatores de risco, como: obesidade, sedentarismo,
tabagismo, hipertensdo, colesterol alto, consumo excessivo de &lcool e dieta pouco saudavel
(Avezum et al.,2005; NHLBI, 2015).

Estudos vem mostrando que fatores dietéticos sdo importantes na patogénese da DCV (De
Backer, et al 2003; Hu et al., 2002; Eman et al., 2012) e um aumento do consumo de frutas e vegetais
esta associado com uma diminuicdo na incidéncia DCV como o acidente vascular cerebral (Menotti
et al., 1999; Sasazuki, 2001; Bazzano et al., 2002).



Parede do waso
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Figura 1. Formacdo da placa de aterosclerose. A) Mostra uma artéria normal com o fluxo normal de sangue e
B) mostra uma artéria com o acimulo de placa. A imagem a direita ampliada mostra uma secc¢do transversal
de uma artéria normal e com o acimulo de placas. Adaptado: American Heart Society.

2.2 Lipoproteinas

As lipoproteinas sdo uma familia de particulas cuja funcédo é transportar lipides, principalmente
triglicérides e colesterol, entre 6rgdos e tecidos. Elas se diferem quanto a composi¢do (diferencas
quantitativas e qualitativas dos lipidios e apolipoproteinas), tamanho e mobilidade eletroforética

(Alaupovic & Lee, 1970; Chapman et al.,1981). Localizados e ancoradas na monocamada lipidica

estdo as apolipoproteinas (apo) que possuem acdes sobre o metabolismo das lipoproteinas (Figura
Fosfolipideo

2).

Triglicérideos

Colesterol livre
Apolipoproteina Ester de colesterol
Figura 2 .Estrutura das lipoproteinas que sdo agregados moleculares hidrossoliiveis no meio aquoso para o

transporte efetivo de lipides. No interior da molecula encontramos triglicerideos e éster de colesterol e em sua
superficie fosfolipides e colesterol livre.



A densidade de LDL corresponde a 1,019-1,063 g/ml e a sua proteina estrutural é a apo B-100.
Sob condi¢bes normais, a LDL carrega aproximadamente 2/3 do colesterol presente no plasma
(Brown et al., 1981). O principal 6rgdo com acdo na remocao da LDL do plasma é o figado, via
receptores de LRP. Intracelularmente ocorre a hidrélise do éster de colesterol pela lipase acida o que
libera colesterol livre (Goldstein et al.,1979). E a quantidade de colesterol dentro da célula que
controla a afinidade de LRP, em altas concentracdes ocorre a reducdo na atividade da enzima que
catalisa a biossintese do colesterol, 3-hidroxi-3-metilglutaril Co A redutase (HMG CoA redutase), ha
menor expressdo de LRP e ativacdo de outra enzima que armazena o colesterol, a colesterol
aciltransferase no figado (ACAT) (Grundy & Bilheimer, 1984; Brown & Goldstein, 1990).

A HDL é uma lipoproteina plasméatica menor e mais densa, 1,063 a 1,25g/ml. Sua estrutura é
formada por um nucleo lipidico hidrofobico que contém, em sua maioria, éster de colesterol, e em
menor quantidade TG e colesterol ndo esterificado (livre) (Kontush & Chapman, 2006). Ao redor do
nacleo encontramos uma camada monofasica de fosfolipides, colesterol livre e apolipoproteinas,
principalmente A-1 (Lima & Couto, 2006). A HDL transporta enzimas envolvidas no metabolismo
lipidico, tais como a lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT) que participa do transporte reverso do
colesterol e moléculas envolvidas com atividade antioxidante, como o fator de ativacdo de plaquetas
acetil hidrolase (PAF-AH) e a enzima paraoxonase (PON1), entre outras.

Vaérias funcBes sdo atribuidas a HDL, entre elas promover o efluxo do colesterol nas células,
funcbes de carater anti-inflamatorio e antitrombotico, tipicamente observado como a inibicdo da
oxidacdo de LDL (Bowry et al., 1992; Ansell et al.,2005; Maranhdo, et al 2014). HDL também
possui propriedades antioxidantes relacionadas com a presenca de apo A-l e apo E e também ¢é capaz
de inibir a geracdo de espécies reativas de oxigénio tanto in vitro como in vivo (Lee et al., 2005;
Nicholls et al., 2005).

2.3 Metabolismo de lipides e transporte reverso de colesterol

O conceito de transporte de lipides é diferenciado entre a via de transporte exdgeno de lipides
provenientes da alimentacdo e a via do transporte endogeno de lipides sintetizados no figado (Brown
et al., 1981). No transporte exdgeno os acidos graxos (AG) da dieta, estdo, em sua grande maioria,
sob a forma de éster de colesterol, fosfolipides e TG. Os AG de cadeia curta e média, no processo de
digestdo gastrica, passam para a veia porta utilizando a albumina como transportadora. Ja os outros
lipides precisam se unir a sais biliares formando micelas biliares mistas que facilitam a acdo da lipase
pancredatica e a difusdo junto a borda em escova dos enterécitos (Hoffmann & Borgstrom, 1964;
Wilson et al., 1971; Ramirez et al., 2001).



Esses lipides sdo reesterificados em TG, éster de colesterol e fosfolipides nos enterdcitos, que
serdo compartimentalizados em lipoproteina QM para serem transportados através do sistema
linfatico e atingir o sistema sanguineo (Ramirez et al., 2001; Devlin, 2002). Na circulagdo, passam
por um processo dindmico de troca de moléculas de superficie com outras lipoproteinas plasmaticas,
principalmente com as HDL, dessa forma os QM adquirem apo C-Il, apo C-Ill e apo E. A apo C-II
ativa a enzima lipase lipoprotéica (LLP), que hidrolisa os TG dos QM e libera AG livres que serdo
armazenados no tecido adiposo ou utilizados como fonte energética pelo tecido muscular (Hussain,
2000). Esta transferéncia de lipides é parte de um mecanismo complexo denominado transporte
reverso de colesterol.

Apos a hidrdlise, as particulas apresentam-se em menor tamanho, com quantidade relativamente
maiores de éster de colesterol e enriquecidas de apo E, sdo chamadas de QM remanescente (Goldman
& Braunwald, 2000), as quais sdo removidas da circulagdo pela interacdo entre a apo E e o receptor
LRP localizado principalmente nas células hepaticas (Goldman & Braunwald, 2000; Hussain et al.,
2000). Apos a captacdo hepatica, 0 QM remanescente é degradado a AG, glicerol, aminoacidos e
colesterol. Este colesterol originado da degradacdo do QM pode ser excretado na bile na forma de
acidos biliares, utilizado na sintese de membranas ou pode integrar as lipoproteinas produzidas e ser
secretado pelos hepatécitos (Havel & Hamilton, 1988; Havel & Hamilton, 2004).

O transporte reverso do colesterol consiste na via pela qual o excesso de colesterol nos tecidos
extra-hepaticos é transferido para o figado, sendo excretado pela bile ou incorporado a VLDL,
evitando assim seu acimulo (Ansell et al.,2005) (Figura 3). Através da proteina de transferéncia de
colesterol esterificado (CETP) ha a transferéncia da maior porcdo deste colesterol esterificado para
QM, VLDL e LDL em troca de TG, caracterizando a via indireta do transporte reverso do colesterol.
A via direta ocorre com a acdo da lipase lipoproteina hepatica sobre TG e fosfolipides e da interagdo

com os receptores scavenger SR-B1 (Tulenko & Sumner, 2002).
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Figura 3 Metabolismo da HDL. Sintetizada no figado e no intestino a apo A-l adquire fosfolipidos (PL) e
compartimentaliza dentro da particula (1). Ocorre o efluxo do colesterol livre (CL) e PL a partir das células
periféricas, através de transportadores de cassete de ligacdo de ATP (ABCA-1), e sdo captados pela
apolipoproteina pobre em A-I para formar novas particulas (2). A acdo progressiva de lecitina colesterol acil
transferase (LCAT) na HDL nascente gera uma particula de HDL esférica madura (3). Estas particulas de
HDL tém um nucleo de lipido de éster de colesterol (EC) e de triglicéridios (TG) e pode adquirir lipidos
adicionais, através de efluxo mediado por ABCA- 1 (4). A proteina de transferéncia de fosfolipides (PLTP)
promove o efluxo de PL para HDL a partir de células periféricas e de TG, durante a degradacdo dos
quilomicrons e VLDL pela lipase lipoproteina (5). O teor de colesterol esterificado na HDL é transportado
para o figado por um processo de absorcdo que envolve os receptores SR-BI (6). A proteina de transferéncia
de éster de colesterol (CETP) facilita a troca de TG nas lipoproteinas contendo apo-B (VLDL, IDL e LDL)
para éster de colesterol na HDL (7). CETP também ¢é responsavel para a transferéncia EC entre subclasses de
HDL, HDL3 e HDL2 (8). Tanto o teor de colesterol livre e esterificado de lipoproteinas contendo apo-B sédo
absorvidos pelo figado, predominantemente através do receptor da lipoproteina de baixa densidade (LDL-R)
(9). Em seguida, o teor de colesterol é excretado na bile (10). Adaptado: Maranhdo & Freitas, HDL
Metabolism and Atheroprotection: Predictive Value of Lipid Transfers. In Gregory S. Makowski, editor:
Advances in Clinical Chemistry, Vol. 65, Burlington: Academic Press, 2014, pp. 1-41

A HDL tem papel fundamental no transporte reverso do colesterol pois participa da esterificacdo
do colesterol livre e em excesso armazena na HDL para ser levada ao figado (Tall et al., 1984;

Maranhdo & Freitas 2014). Esteres de colesterol sdo mais hidrofdbicos do que colesterol livre, de



modo que ap0s esterificacdo, o colesterol é deslocado da superficie da monocamada da lipoproteina
para o nucleo da HDL é assim é impedido de voltar a superficie o que promove a remocao celular do
colesterol (Rousset et al.,2009). Isto ocorre porque a HDL oferece condigdes Otimas para a agdo da
enzima LCAT, devido sua afinidade por ela e pelo alto teor de apo A-I, cofactor da enzima (Rousset
et al.,2009). A remodelacdo da HDL também € promovida pela proteina de transferéncia de
fosfolipides (PLTP) que favorece o efluxo de fosfolipidios para HDL a partir de células periféricas e
das lipoproteinas ricas em TG durante a hidrolise de quilomicrons e VLDL (Rao et al., 1997).

Na etapa final do processo reverso do colesterol, éster de colesterol de HDL sdo diretamente
transportados para o figado, onde o receptor scavenger classe B tipo | (SR-BI) capta o conteido das
lipoproteinas e o colesterol e elimina esses elementos atraves da bile. Ao mesmo tempo, éster de
colesterol na HDL sdo transferidos para as lipoproteinas contendo apo B, pela acdo de da enzima
CETP, assim sendo também excretada na bile (Chapman et at., 2010). De acordo com Maranhdo &
Freitas (2009) essas mudancas lipidicas s@o bidirecionais, mas o resultado é o esgotamento de éster

de colesterol no HDL e enriquecimento de HDL com TG.

2.4 Estado oxidativo e aterosclerose

O estado oxidativo tem sido associado com vérias condi¢des fisiopatoldgicas e com o
processo de envelhecimento (Halliwel, 1987; Forsberg et al., 2001), é decorrente do desequilibrio
entre o sistema de defesa antioxidante e os pro-oxidantes, ou seja, entre a producdo e remoc¢do dos
radicais livres (Rock et al, 1996; Sies, 1997).

O radical livre é qualquer espécie quimica que contém um ou mais elétrons desemparelhados.
Muitos radicais livres sdo instaveis e altamente reativos e para alcangar a estabilidade, tende a se ligar
a outro elétron (Cheeseman & Slater, 1993, Souza & Ferreira, 2007). Os radicais livres derivados de
oxigénio representam as mais importantes espécies reativas geradas em sistemas vivos (Liochev &
Fridovich, 1994). A designacdo “espécies reativas de oxigénio” (ERO) é uma classe formada néo
apenas por radicais de oxigénio, como por exemplo, o radical hidroxil (OHe¢) e o peroxinitrito
(ONOO¥), mas também pelo perdxido de hidrogénio (H20,) e pelo 6xido nitrico (NO) (Lobo et al,
2010).

ERO sdo formadas em nosso organismo em condigdes fisioldgicas e tem as quantidades
controladas pelas defesas antioxidantes, entretanto, em situagdes patoldgicas ocorre um desequilibrio
entre esses sistemas com preponderancia dos compostos oxidantes (Halliwell & Whiteman 2004). As
ERO sdo capazes de atacar alvos moleculares, como o ndcleo e as membranas celulares, e a
superproducdo dessas espécies pode causar dano oxidativo a biomoléculas, como lipidios, proteinas e

acidos nucléicos. Dessa forma, estd envolvida no surgimento e evolugdo de varias doencas crénicas
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ndo transmissiveis, tais como aterosclerose, cancer, diabetes, artrite reumatoide, infarto do miocérdio,
doencas cardiovasculares, inflamacdo cronica, acidente vascular cerebral, choque séptico e outras
doencas degenerativas em humanos (Yong & Woodside, 2001; Fang et al., 2002).

A molécula de LDL apresenta &cidos graxos poli-insaturados dos fosfolipides, tais como o
linoleico e araquidénico na superficie de sua membrana, esses lipidios sdo facilmente oxidaveis,
dando origem a grandes quantidades de dienos conjugados e dialdeido malénico (MDA) (Batlouni et
al.,1996; Moura et al., 2010). Sabe-se que oxidacdo da LDL ocorre em pequena propor¢do na
circulacdo devido a presenca de antioxidantes no plasma. Acredita-se que na intima das artérias é
onde realmente desenvolve a modificagdo oxidativa da LDL (Batlouni et al., 1996). Segundo
Steinberg & Witztum (1990) a LDL em seu estado nativo ndo apresenta propriedades aterogénicas,
sendo necessaria a modificacao oxidativa dessa lipoproteina para que ela se torne altamente lesiva ao
endotélio vascular.

Niveis elevados de colesterol induzem um aumento na sintese de prostangladinas pela via das
cicloxigenases, tendo como produto final a producdo do anion superéxido. Concomitantemente a este
processo, a via das cicloxigenases incorporam oxigénio molecular aos acidos graxos poli-insaturados
presentes na LDL, gerando grandes quantidades de hidroperdxidos lipidicos, desencadeando o
processo de peroxidacdo lipidica (Steinbrecher et al., 1990).

A partir desse processo, ocorre a formagdo da LDL minimamente oxidada (LDL-mmox),
caracterizada pela oxidacdo de compostos lipidicos da LDL com poucas alteracdes na fracao proteica
(Berliner et al.,1995). A LDL ¢ a principal lipoproteina de transporte de colesterol e € conhecida
como “mau” colesterol, porém quando oxidada transforma-se em uma forma mais reativa e assim
mais danosa. A LDL-ox pode ser recrutada para a parte intima da artéria e, juntamente com
macrofagos e outros lipidios, acumular-se nesse local e participar da formacdo da placa de
aterosclerose (Hessler et al.,1979; Murugesan et al.,1993).

A oxidacdo da apoB-100 provoca uma alteracdo nos receptores normais da LDL que passam a
ser reconhecidas por receptores especificos nos macrofagos, denominados receptores scavenger
(Sparrow et al., 2001). Os receptores scavenger ndo apresentam nenhum tipo de regulacdo, o que
permite 0 acimulo da LDL-ox no interior da célula, dando origem as células espumosas. As células
espumosas junto com as células T déo inicio a primeira atapa da placa aterosclerdtica, a medida que
ela vai crescendo uma série de reacBes vao acontecendo devido ao processo inflamatdrio que se
instala; ocorre a formacdo de placas de coagulos na superficie dessas placas ateroscleréticas, que vdo
aumentando com o passar do tempo quando células de coldgeno se deslocam para essa regido,
formando uma matriz dura e fibrosa ligando-se desta forma as células, podendo gerar uma obstrucéo

na luz do limen. Essa obstrucdo pode levar a isquemias, dando origem a infartos e derrames (Lopes
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et al., 2010; Carvalho et al., 2010). Além da estenose que pode ocorre devido a obstrucdo do fluxo
sanguineo, essas placas podem virar codgulos ou trombos, devido a secrecdo de substancias
inflamatorias pelas células espumosas, que enfraquecem as placas, levando ao processo de

coagulacdo (Figura 4).

«  Mondécitos

mooth Muscle
Mitogens

Figura 4 Os estagios de desenvolvimento da placa aterosclerética (1) A LDL é transportada para o endotélio;
(2) Ocorre a oxidacdo da LDL pelos macrofagos; (3) Fatores de crescimento e citocinas sdo atraidos para o
local; (4) Atracdo de mondcitos adicionais; (5) Acumulagdo de células espumosas; (6,7,8) Proliferacdo de
células musculares que resulta na formacdo de placa, o que pode causar apoptose celular. Adaptado: Faxon
D.P, Fuster V, Libby P. Conferéncia da doenca aterosclerética vascular. Circulation. 2004; 109 (21): pp- 2617-
25.

Porém ndo é apenas a LDL que pode sofrer oxidacdo, outros lipidios como aqueles que
compdem a lipoproteina de alta densidade (HDL) também podem ser modificados e causar prejuizo
no transporte reverso do colesterol. A PON possui capacidade de prevenir tanto a oxidacdo de LDL
quanto de HDL, além de hidrolisar fosfolipideos e hidroperdxidos ja oxidados na LDL-ox. O
aumento na atividade da PON esta inversamente relacionado com o processo aterogénico. Além
disso, a PON exerce papel anti-inflamatério, reduzindo a adesao de mondcitos nas células endoteliais
e o0 recrutamento e aderéncia celular na intima da artéria (Kim et al, 1998; Ahmed et al., 2003).

Cada vez ha maior evidéncia cientifica de que o estado oxidativo estd associado a
complicagBes metabolicas e os mecanismos envolvidos implicam no desenvolvimento de doenca
como a aterosclerose. Em relagdo aos fatores modulatorios do estado redox estdo componentes

alimentares que fazem parte de nossa dieta.



2.5 Sistema de defesa antioxidante
Sob condi¢Ges basais, a producdo das ERO ¢ balanceada pelos sistemas de defesa

antioxidante que envolve mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos (Sies, 1993).

2.6.1 Sistema enzimatico

As defesas antioxidantes enzimaticas incluem a enzima superoxido dismutase (SOD), a
catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx), as quais constituem a primeira linha de defesa
enddgena de neutralizacdo das ERO. Enquanto as defesas ndo enzimaticas abrangem especialmente
os antioxidantes de origem dietética como: acido ascérbico (vitamina C), a tocoferol (vitamina E),
tidis, bilirrubina, carotendides e flavonoides (Maritim et al., 2003; Yeh et al., 2009; Barbosa et al.,
2010).

A enzima SOD, presente na maioria dos organismos eucariéticos, ¢ fundamental na defesa

contra as ERO, pois catalisa a dismutagéo do radical O, em H>O, (Mcord & Fridovich, 1969).

02"+ 02"+ 2H"> H.0,+0;
O H202 por sua vez é degradado pela acdo das enzimas CAT e GPx, resultando em O; e agua
(Farber, 1990)

2 H,0,~> H.0 +0»

Existem diferentes isoformas de enzima SOD, dependendo do metal que atua como co-fator
em seu sitio catalitico e de sua localizagdo celular, mas todas elas agem, geralmente, de acordo com a
reacdo acima. Dois exemplos, sdo as SOD que contém cobre e zinco (Cu/ZnSOD), presente
principalmente no citoplasma, estaveis e presentes em quase todas as células eucarioticas (Haliiwel &
Gutteridge, 1985). J4 a SOD dependente de manganés (MnSOD) esta localizada na mitocdndria,
diferente da Cu/ZnSOD, dessa forma o estudo dessa enzima depende do tecido e da espécie do
organismo a ser estudado (Halliwell & Gutteridge, 1989).

A enzima CAT é uma hemeproteina citoplasmatica, encontrada no sangue, medula 6ssea, rim
e figado, que catalisa a reducdo do H.O> em O e adgua, como citado anteriormente (Mayes et al.,
1990; Ferreira & Matsubara, 1997). A enzima CAT das células eucaridticas € formada por quatro
subunidades, onde cada uma possui um grupo heme, contendo ferro em seu sitio ativo, e em cada
dessas subunidades também esta acoplada uma molécula NADH (Scott et al., 1991; JourdHeul,

1998). A diminuicdo da atividade dessa enzima pode estar associada a doencas crénicas como
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diabetes, asma, artrite reumatoide e doenca de Alzheimer (Mohammedi et al., 2013; Al-Shobaili et
al.,2013; Taniguchi, 2014).

A enzima GPx também catalisa a reducdo de H.O, e perdxidos organicos para seus
correspondentes alcoois através da oxidacdo da glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada
(GSSH) (Shan et al., 1990). A familia GPx possui quatro isoformas e integra o grupo de
selenoproteinas, pois contem selénio em seu sitio ativo (Vasconcelos, 2007). Alguns trabalhos tém
mostrado o efeito positivo de compostos fendlicos sobre a atividade dessa enzima em tecidos como
figado, coragdo e rins (Chenni et al.,2007)

As enzimas CAT e GPx agem no mesmo substrato, H.O>, dessa maneira, ambas impedem seu
acumulo. Essa funcdo enzimatica € muito importante, pois essa espécie reativa, H.O,, é formada
através das reacOes de Fenton e Haber-Weiss e resulta na producéo do radical *OH, contra o qual ndo

hé sistema enzimatico de defesa (Schneider & Oliveira, 2004; Barbosa et al., 2010), Figura 5.

Fontes endbgenas
NADPH oxidase
Cadeia respiratéria
Oxido nitrico sintase, etc.
Fontes externas
Obesidade
Tabagismo,etc

H20 + O2

/r

Glutationa Peroxidase (GPx) Glutationa redutase (GR)

l Catalase (CAT) Glutationa reduzida (GSH)

H202

Gerag¢do de ERO A
Superoxido dismutase (SOD)

Glutationa oxidada (GSSG)

—> | Danos amacromoleculas (DNA, proteinas e lipidios) |

Figura 5 Producdo de espécies reativas e acdo das defesas antioxidantes enzimaticas. Adaptado. Halliwel &
Gutteridge, 2001.

2.6.2 Sistema ndo enzimatico
Fazem parte do sistema de defesa ndo-enzimatico, os compostos antioxidantes de origem

dietética: vitaminas, minerais e compostos fendlicos, especialmente os flavonoides. Entre as
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vitaminas se destacam, o acido ascérbico (vitamina C), o a-tocoferol e B-caroteno, precursores das
vitaminas E e A. Entre os minerais destacam-se 0 zinco, cobre, selénio e manganés (Bianchi et al.,
1999; Barbosa et al., 2010). Antioxidantes alimentares podem neutralizar radicais livres e inibir a
cadeia de iniciagdo ou interromper a cadeia de propagacéo das reagOes oxidativas promovidas pelos
radicais livres (Podsedek, 2007).

Estudos epidemiologicos mostram haver uma estreita correlagdo entre o consumo de frutas e
uma reducdo no risco de doengas cronicas nao transmissiveis. Acredita-se que uma alimentacéo rica
em vitaminas, minerais, compostos fendlicos antioxidantes e fibras seja a responsavel por esse efeito.
Paralelemente a isso vem crescendo o reconhecimento e o interesse pelo consumo de frutas tropicais,

consideradas exoticas em todo o mundo (Vasco et al., 2008).

2.6 Marcadores do estado oxidativo

2.6.1 Classificacdo dos biomarcadores sanguineos

De acordo com de Zwart e colaboradores (1999) os biomarcadores tém caracteristicas passiveis
de avaliacdo e mensuracdo, como indicadoras de processos biolégicos normais, processos
patogénicos ou de resposta a uma intervencdo terapéutica (farmacos e alimentos, por exemplo).
Dessa forma, sua mensuracdo refletiria mudancas em sistemas bioldgicos relacionadas a exposicao
ou aos efeitos de outros fatores.

O biomarcador ideal deve reunir as seguintes caracteristicas: mostrar alta especificidade para o
efeito de interesse; refletir o efeito desde o inicio; ser passivel de determinagdo e analise faceis e de
baixo custo; ser analisado por técnica ndo invasiva, de alta sensibilidade no fluido biol6gico
escolhido. Dessa maneira, deve ja existir uma relacdo bem estabelecida entre a concentracdo do
biomarcador e a exposi¢do ao agente, ao dano induzido e a susceptibilidade pesquisada.

Quando a producdo de ERO aumenta e outras espécies reativas supera a capacidade de acao dos
antioxidantes, ocorre a oxidacdo de biomoléculas, gerando metabdlitos especificos, marcadores do
metabolismo oxidativo, que podem ser identificados e quantificados. Tais marcadores sdo derivados,
sobretudo, da oxidacdo de lipideos, proteinas e acidos nucléicos sendo os produtos de lipidios 0s
primeiros utilizados e de maior expressao (Halliwell & Whiteman, 2004; Vincent et al., 2007). No
Quadro 1, estdo apresentadas as classes dos principais biomarcadores do metabolismo oxidativo

presentes no sangue.
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Quadro 1 Classes de biomarcadores em sangue e suas principais substancias

CLASSES SUB-CLASSES PRINCIPAIS SUBSTANCIAS
Antioxidantes Capacidade Antioxidante Total TAC, ABTS, FRAP, ORAC
Enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx
Antioxidantes ndo enzimaticos Vitamina E, C, fcaroteno e compostos
fendlicos
Marcadores de dano Proteinas oxidadas Deteccao de grupos carbonila
oxidativo Lipidios oxidados Deteccdo de dialdeido maldnico
Oxidacdo das bases de DNA Deteccdo de 8-OHdAG em linfdcitos
Quebra de DNA Ensaio cometa em leucdcitos

Adaptado de:Vasconcelos et al., 2007

8-OHdG 8-hidroxi-guanina, ABTS 2,20-azino-bis (acido 3-ethylbenzthiazoline- 6-sulfonico), CAT catalase,
DNA acido desoxirribonucleico, FRAP ferric reducing antioxidante power , GPx glutationa peroxidase, SOD

superdxido dismutase, TAC capacidade antioxidante total e ORAC Oxygen Radical Absorbance Capacity

O sistema imunolodgico é vulnerdvel a danos oxidativos porque algumas células desse sistema,
tais como neutrofilos e mondcitos ativados, produzem ERO e outras espécies reativas, como parte
dos mecanismos de defesa do organismo para destruir os patdgenos invasores. Quando os neutréfilos
produzem ERO em grandes quantidades, podem danificar componentes celulares essenciais e dessa
forma causar algumas complicacbes metabdlicas, da mesma forma quando ha presenca de
antioxidantes a produgdo de ERO por neutrofilos diminui e ndo ha ativagdo de mondcitos. Esse
processo de producdo de ERO se da através do sistema fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e
adenina oxidase (NADPH oxidase), localizado na membrana plasmatica da célula, sendo este
processo conhecido como "explosao respiratoria” (Pyne et al., 1996; Yamada et al., 2000; Marin et
al., 2010).

Outra forma de abordar a avaliacdo do estado oxidativo é a que emprega métodos indiretos,
baseados na capacidade antioxidante. Em relacdo a capacidade antioxidante total (TAC), alguns
autores defendem seu uso pois sua metodologia considera a acdo de todos os antioxidantes presentes
in vivo (Prior & Cao, 1999; Ghiselli et al., 2000; Huang et al., 2005).
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2.6.2 Outras determinagGes associadas ao estado oxidativo

No presente estudo, escolhemos mensurar, em associacdo com outros biomarcadores, a
concentracdo de oxido nitrico (NO) e a concentracdo da enzima oOxido nitrico sintase induzivel
(iNOs) em celulas polimorfonucleares. O NO é um radical simples e abundante envolvido em uma
variedade de processos bioldgicos, incluindo o relaxamento muscular, a vasodilatagdo, a regulacdo da
pressdo arterial, além de modificar a adesividade leucocitaria e a diapedese dos neutréfilos. A enzima
capaz de sintetizar o NO é a oxido nitrico sintase (NOS) que converte 0 aminoacido L-arginina a
NO- e L-citrulina. A NOS possui trés isoformas, sendo duas constitutivas em determinadas células e
uma induzivel (Stuehr et al., 1991; Wang & Mardsen, 1995; Filho & Zilberstein, 2000).

2.7 Alimentos funcionais

A Nutricdo é uma das ciéncias mais antigas que objetiva estudar as interrelagdes entre
alimento, nutrientes e salde humana; tal fato pode ser comprovado a partir de citacdes de
consideraveis autores da antiguidade, como Hipdcrates, considerado o pai da medicina moderna, que
ha 2500 anos advertiu sobre a importancia da relacdo da nutricdo e doenca, “faga do alimento seu
medicamento” (Hasler, 2000; Tirapegui, 2002).

Nas Ultimas décadas varias pesquisas tém demonstrado a associacdo entre dieta e etiologia de
varias doengas, entre elas a obesidade, diabetes tipo 2, doengas cardiovasculares, cancer e doencas
neurodegenerativas (Riboli & Norat, 2003; Kerley-Hamilton et al., 2012). Nas Gltimas décadas,
alguns estudos, além de mostrar essa associacdo, atribuem aos alimentos a capacidade de prover
beneficios, além daqueles conferidos pelos nutrientes presentes no alimento, considerando tais
alimentos como funcionais por serem capazes de reduzirem o risco de algumas doencas
(Trichopoulou et al., 2003; Knoops et al., 2004; Karlsen et al.,2007; Krikorian et al.,2010).0
conceito de alimento funcional surgiu na década de 1980, no Japdo, quando pesquisadores se
reuniram em um programa de governo com objetivo de desenvolver alimentos saudaveis para uma
populacdo que envelhecia e apresentava uma grande expectativa de vida (Colli, 1998). A baixa
incidéncia de doencas em alguns povos chamou a atencdo para algumas dietas tipicas. Os esquimos,
com sua alimentacdo baseada em peixes e produtos do mar ricos em dmega 3 e 6, tém baixo indice de
problemas cardiacos, assim como os franceses que apresentam alto consumo de vinho tinto. Os
orientais, devido ao consumo de soja, apresentam baixo indice de cancer de mama e redugdo do risco
de doencas coronarianas (Anjos, 2004).

Estudos epidemioldgicos foram realizados e, aliados a industria alimenticia e ao
desenvolvimento de novos produtos, esses alimentos ficaram recentemente em evidéncia, pois

comecaram a atrair a atencdo de consumidores que decidiram por habitos de vida saudaveis e pela
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comunidade cientifica afim de pesquisar os potenciais efeitos desses alimentos e componentes
alimentares (Moraes & Colla, 2006; Stringheta et al, 2007; Grisotti, 2008).

N&o existe um consenso a respeito da definicdo de alimento funcional, embora algumas
organizagOes competentes tenham tentado definir essa classe de alimento. De acordo com Borges
(2001) os alimentos funcionais devem exercer um efeito metabdlico ou fisiol6gico que contribua para
a salde fisica e para a reducdo do risco de desenvolvimento de doencas cronicas. Dessa forma, esses
alimentos devem fazer parte da alimentacdo usual e proporcionar efeitos positivos, obtidos com
quantidades ndo toxicas e que exercam esses efeitos mesmo apds a suspensdo de sua ingestdo e que
ndo estejam associados com tratamento e cura de doencas, e sim a reducdo do risco de adquirir
doencas.

Ja na defini¢do de Anjos (2004) esse conceito se modifica, “alimentos funcionais séo
definidos como qualquer substancia ou componente de um alimento que proporciona beneficios para
a saude, inclusive a prevengdo e o tratamento de doengas”. Porém a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), na Resolucdo n° 18 de 30 de abril de 1999, ndo define “alimento funcional” ¢
sim classifica o alimento, tido como produto final, com “alegag¢do de propriedade funcional: que é
aquela relativa ao papel metab6lico ou fisiolégico que o nutriente ou ndo nutriente tem no
crescimento, desenvolvimento, manuten¢do ¢ outras fungdes normais do organismo humano”
(ANVISA, 1999). Dessa forma trata-se de alimento, na forma como é consumido habitualmente,
excluindo capsulas, pos e similares, e assim ndo ha aprovacdo de alegacGes para ingredientes ou
componentes alimentares, e também n&o considera a associagdo do consumo desses alimentos com o

tratamento e/ou a cura de doenga.

2.8 O acai e seu potencial efeito como alimento funcional

A espécie vegetal Euterpe oleracea Mart., € uma palmeira popularmente conhecida como
acaizeiro e é nativa da regido Amazonica. Seu fruto, o acai, é pequeno, arredondado e de coloracdo
roxo-escuro em funcdo da presenca de pigmentos naturais (Tateno, 2001; Almeida, 2004) (Figura 6).
Alguns estudos tém mostrado que 0 agai possui alto potencial para ser reconhecido como "alimento
funcional”, devido as suas elevadas concentracbes de polifendis, especialmente as antocianinas
(Lichtenthaler et al, 2005; Hassimotto et al., 2005, Schauss et al., 2006a).

O consumo de acai no Brasil ja era notavel, porém ganhou notoriedade mundial a partir de
2009, quando Nicholas Perricone, MD, apresentou o agai como um "Superfood for Age-Defying
Beauty" em um programa de televisdo norte americano. Hoje o Brasil se posiciona como 0 maior

produtor, consumidor e exportador desse produto (Menezes, 2005). Mais recentemente, 0 acai tem
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recebido maior atencdo, devido aos beneficios relacionados a salde e a sua composicao fitoquimica
associada a alta capacidade antioxidante do fruto (Pacheco, 2007; Carvalho-Silva et al., 2014).

De acordo com o estudo de Schauss e colaboradores (2006), o acai € composto por 52,2% de
carboidratos (destes 44,2% sdo fibras), 32,5 % lipidios e 8,1% de proteinas. Os lipidios séo
compostos por &cidos graxos poli-insaturados, saturados e monossaturados na proporcao de 13,3%,
26,1% e 60,7%, respectivamente, dessa forma podemos observar que os lipidios encontrados no acai
sdo predominantemente, 73,9%, insaturados. O estudo também mostrou que o acai em sua forma
liofilizada contém vitamina A, C, célcio e ferro (Schauss et al, 2006b).

A andlise fotoquimica mostrou que o acai contém em sua composicao, alguns fitoesterois,
destacando-se o B-sitosterol, campesterol e estigmasterol. Os autores também mostraram que o0 acai é
um fruto rico em compostos fendlicos, destacando se os flavonoides predominantemente da subclasse

das antocianinas.

Figura 6 Da esquerda para a direita, fotos do acaizeiro, de seu fruto, o acai do processamento e da polpa
pronta para 0 consumo.

Estudo recente em adipdcitos murinos observou, que o agai foi capaz de reduzir o acimulo de
lipidios intracelulares em adipdcitos diferenciados de uma forma dependente da dose utilizada (2.5, 5
e 10 ug de quivalente de acido galico) e regulou negativamente a expressdo de genes como o fator de
transcricdo C/ebpa, C/ebpp, KIf5 e Srebplc. Também acompanhou a diminuigdo da expressao de
genes como aP2, LPL, FATPL1 e FAS, leptin e PAI e aumento da expressdo do gene da adiponectina.

O mesmo estudo observou que o acaii protege as células da producdo de ROS, evidenciando que 0s

16



polifenois encontrados no acai sdo uteis na prevencdo de adipogénese, estresse oxidativo e

inflamacao (Martino et al.,2016)

2.9 Efeitos funcionais dos componentes do agai

2.9.1 Flavondides

Os compostos fendlicos ou polifenois sdo encontrados em frutas, legumes, cereais e bebidas
derivadas de plantas, como sucos de frutas, café, cha e vinho tinto. Os polifendis sdo potentes
antioxidantes e estdo amplamente presentes na dieta (Scalbert et al., 2000; Arts et al., 2005). Estudos
epidemioldgicos associaram o consumo dietético de polifendis com o risco reduzido para doencas,
como o cancer, diabetes e doencas cardiovasculares (Vita, 2005; Kuriyama et al., 2006). As
principais classes de polifendis incluem os flavonoides, acidos fendlicos, estilbenos e lignanas (Arts
& Hollman 2005). Estudos experimentais indicam que os efeitos anti-obesogénicos de dietas ricas em
polifendis pode ser atribuido a capacidade de polifenois de interagir, direta ou indiretamente, com o
tecido adiposo (pré-adipocitos, células do estroma do tecido adiposo e células imunes) (Esfahani et
al., 2011; Kalupahana et al., 2012).

Os flavondides, sdo a maior classe dos polifendis e também a mais estudada, possuindo mais
de 5.000 compostos ja identificados (Ross & Kasum 2002). Os flavonoides apresentam atividade
antioxidante através de efeitos diretos e indiretos. Eles sdo capazes de neutralizar as ERO de maneira
direta, atraves da transferéncia de atomos de hidrogénio que neutralizam essas espécies reativas. Ao
mesmo tempo que, indiretamente, participam da ativacdo de sistemas de defesa antioxidante e/ou na
inibicdo de enzimas oxidativas que geram ERO (Rice-Evans et al.,1996; Terao, 2009). Esses
compostos fendlicos podem quelar metais de ferro e cobre, evitando assim a reacdo de Fenton, na
qual é formada o radical hidroxil e também teem acéo antioxidante através da modulacéo de algumas
proteinas, além de promoverem alteracdes na expressdao génica (Agarwal 2000; Kim et al. 2003;
Amakura et al, 2003).

No entanto, alguns compostos especificos estdo em maiores concentra¢cdes em determinados
alimentos, como a quercetina na cebola, miricetina no brécolis, as antocianinas em frutas de
coloragdo vermelha-arroxeada, tais como cereja, morango e uvas, e as flavanonas em frutas citricas,
como laranja e tangerina. Estudos utilizando modelos experimentais tém demonstrado que
flavondides de diversas fontes exercem significantes efeitos benéficos a salde, como efeitos
hipolipidémico, antiaterosclerético, anti-inflamatério imunomodulatorio (Raederstorff et al., 2003;
Calpe-Berdiel et al., 2005; Fito et al., 2008;).
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As antocianinas sdo pigmentos naturais, pertencentes a familia dos flavondides, sendo estes
responsaveis pela cor do acai. Cinco tipos diferentes de antocianinas foram identificados no acai,
sendo a cianidina 3-glicosideo e cianidina 3-rutinosideo as mais predominantes (Figura 7). Além das
antocianinas, doze outros flavondides foram identificados, entre eles epicatequina, catequina,

homoorientina e orientina (Schauss et al, 2006b; Kang et al. ,2011).
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Figura 7 Estrutura quimica de cinco flavonoides encontrados no agai (1) (2S,3S)-dihyrokaempferol 3-O-b-D-
glucoside , (2) (2R,3R)-dihydrokaempferol 3-O-b-D-glucoside, (3) isovitexina, (4) velutina e (5) 5,40-
dihydroxy-7,30,50-trimethoxyflavone. Adaptado: Flavonoids from acai (Euterpe oleracea Mart.) pulp and their
antioxidante and anti-inflammatory activities, 2011. Food Chem. 2011 1;128(1):152-7.

2.9.2 Acidos graxos insaturados

O acai apresenta alto conteudo de acidos graxos insaturados em sua polpa destacando a
presenca dos acidos oleico e linoleico. Em 100g de peso seco de acai, 32,5g sdo gorduras (saturadas e
insaturadas). Dessas gorduras totais, 8,59 estdo representadas por &cidos graxos saturados,
destacando-se a presenga do &cido palmitico e 24g (74%) estdo representadas por acidos graxos
insaturados (Schauss et al., 2006a).

A importancia do consumo de acidos graxos insaturados tem aumentado significativamente a
partir dos anos 60, decorrente do nimero de publicagdes que mostram uma relacdo positiva entre o
consumo destas gorduras e a saude (Matthan et al., 2009; Pagkalos et al., 2009). Os estudos com
grandes populaces, tém revelado associacdo negativa entre a ingestdo de acidos graxos
monoinsaturados (MUFA) e acidos graxos poli-insaturados (PUFA) e a incidéncia de DCV bem

como uma associagdo com efeitos benéeficos nas concentragdes de LDL e HDL (Mensink & Katan,

18



1989; Jonnalagadda et al., 1996). Sugere-se que esses acidos graxos insaturados promovam a reducao
dos niveis de colesterol total e da LDL na circulacdo, por aumentar a expressao ou a atividade de
receptores de LDL no figado (Hu et al., 1997; Fernandez & West, 2005).

Ensaios clinicos randomizados tém demonstrado que a adocdo de dieta pobre em gorduras
saturadas reduz os niveis séricos de colesterol e também reduz a incidéncia de eventos
cardiovasculares. No estudo EPIC, que mostrou os beneficios da dieta tipo Mediterranea, observou-se
que o baixo consumo de carne € o segundo item mais importante, e a relacdo de &cido graxo

monoinsaturado/saturado alta, € o quinto para a protecdo cardiovascular (Trichopoulou et al., 2009).

2.9.3 Fibras alimentares

Em 100g de peso seco de acai encontram-se 12,5g de fibra alimentar. Esse composto dietético
estd entre as opgdes alimentares disponiveis para ajudar na regulacdo dos niveis plasmaticos do
colesterol e, consequentemente, reduzir o risco de desenvolvimento de DCV (Trowell 1972; Wolk et
al., 1999; Kromhout et al., 1984).

Dados experimentais tanto em animais como em humanos sugerem uma associacdo entre 0
aumento da ingestdo de fibra alimentar e melhora do perfil de lipides plasmaticos, como diminuicao
das concentracdes de LDL. Estas observacgdes indicaram uma via de regulacdo entre a fibra, lipides e
aterosclerose (Anderson 1995; Fernandez 2001). As frutas, legumes e cereais integrais sdo as
principais fontes de fibras. As fibras alimentares podem ser divididas em 2 grupos: as solUveis
(pectina, gomas e mucilagem) e as insoluveis (celulose, hemicelulose, lignana).

Varias propriedades das fibras sdo descritas como, aumento da viscosidade das fezes
facilitando o trato intestinal, capacidade de ligagcdo de &cido biliar, fermentacdo no célon, possivel
modulacdo da sintese de colesterol e maior captacdo do colesterol da circulagdo (Glore et al., 1994;
Tillotson et al., 1997; Brown et al., 1999).

2.10 Estudos realizados com agai

Matheus e colaboradores (2006) avaliaram os efeitos das flores, frutos e espigas da palmeira
Euterpe oleracea Mart., em relacdo a producdo de NO e a atividade e a expressdo da enzima iNOs
em culturas de células RAW 264.7 de macrofagos de camundongos. Os resultados obtidos mostraram
que o fruto do agai, foi mais eficiente em inibir a producdo de NO e diminuir a atividade, e a
expressdo da enzima iINOS em relacdo as outras partes analisadas. Esse efeito foi justificado pela
presenca dos polifendis encontrados em diferentes concentracfes dependendo da parte da planta.

Souza e colaboradores (2010) estudaram dois grupos de ratos, controle e

hipercolesterolémico, com suplementacdo de acai e observaram diminuicdo na concentracdo de
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proteina carbonilada, aumento na concentracdo de grupos sulfridrilas que é tido como um radical
protetor de lesdo oxidativa, alem da diminuicao da atividade de SOD e aumento na atividade da PON
no grupo de animais hipercolesterolémicos que consumiram agai. Esses resultados mostraram um
efeito do acai sobre o estado oxidativo e sobre o perfil lipidico, pois foi também observado um efeito
hipolipidémico do acgai nesses animais.

Outro estudo utilizando como modelo C. elegans encontrou que a suplementacdo com extrato
aquoso de acai melhorou o estado oxidativo e a resisténcia a ele e esteve correlacionado com a
reducdo na producdo de ROS, a prevencdo de sulfidrila (SH) e reducdo da gcs-1 sob condicbes de
estresse, através da via de resposta ao estresse osmotico OSR-1 / UNC-43 / SEK-1. Dessa forma
sugerindo que os compostos naturais encontrados no acai podem melhorar a capacidade antioxidante
do organismo por mecanismos diretos e indiretos (Bonomo et al. ,2014)

Apesar dos efeitos nutracéuticos notdveis do agai, ainda sdo limitados os estudos realizados
com humanos, principalmente associando o efeito do acai sobre o metabolismo oxidativo. Udani e
colaboradores (2010) em seu estudo piloto com 10 individuos com excesso de peso, avaliaram
parametros bioguimicos, Proteina C reativa e NO, ap6s o consumo de 200g de polpa de acai por dia
por um periodo de 30 dias. Os autores observaram diminuicdo da glicemia e nas concentrac@es de,
insulina e colesterol, mostrando assim um efeito do acai sobre fatores de riscos classicos envolvidos
em doencas cronicas.

Recentemente Gale et al (2014) avaliaram 20 individuos (13 mulheres e 7 homens), saudaveis
em relacdo a parametros hemodinamicos e eletrocardiograficos, apds o consumo de uma dose Unica
de capsulas de acai (2 capsulas de 500mg cada) e analisaram as varidveis no inicio (baseline) e apos
2 e 6 horas e compararam com um grupo placebo. Em relacdo ao eletrocardiograma ndo foram
encontradas diferencas entre o grupo placebo e o grupo que consumiu o acai, porém a presséo arterial
sistdlica encontrada foi menor, ap6s 6 horas, no grupo que consumiu capsulas de acai, em relacédo ao
grupo placebo.

Dessa maneira, considerando o acai como um alimento altamente antioxidante, envolvido
com mecanismos do estado redox e assim, possivelmente, associado com a fisiopatologia de varias
doencas e a falta de estudos em humanos que avaliem um painel completo de marcadores do estado
oxidativo, € que nos propusemos a realizar o presente estudo. Neste trabalho avaliamos, em um grupo
de mulheres, o efeito do consumo da polpa de acai sobre marcadores do metabolismo oxidativo e

outros parametros metabdlicos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar o efeito do consumo de polpa de acai sobre as variaveis antropomeétricos, clinicos,
bioquimicos e sobre biomarcadores do estado oxidativo no soro e em células mononucleares e

polimorfonucleares e o perfil de lipoproteinas em mulheres aparentemente saudaveis.

3.2 Objetivos especificos
1. Avaliar varidveis antropométricas, clinicas e bioquimicas das voluntéarias ao inicio e ao final do

periodo experimental;

2. Awvaliar a ingestdo alimentar habitual e estilo de vida, através da atividade fisica, das voluntarias

ao inicio e ao final do periodo experimental;

3. Analisar no soro das voluntarias, ao inicio e ao final do periodo experimental;
-Capacidade antioxidante total (TAC);

-Concentragédo de LDL-ox;

-Atividade da enzima PON;

-Concentracdo de Dialdeido Malénico (MDA);

4. Determinar em células mononucleares das voluntarias analisadas, ao inicio e ao final do periodo
experimental;
-Atividade das enzimas SOD, CAT e GPx.

5. Em células polimorfonucleares das voluntérias analisadas, ao inicio e ao final do periodo
experimental, determinar:

-Producéo de ERO;

-TAC;

-Producéo de NO;

-Atividade de SOD, CAT, GPx e oxido nitrico sintase (iNOs).

6. No soro das voluntarias analisadas, ao inicio e ao final do periodo experimental, avaliar a

concentracdo da apolipoproteina A e da apolipoproteina B.
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7. No soro das voluntarias analisadas, ao inicio e ao final do periodo experimental, avaliar o efeito da

polpa de acai na transferéncia de lipides da nanoemulséo de LDE para a HDL.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Foi realizado um estudo prospectivo de intervencdo nutricional no municipio de Ouro Preto,
MG, para avaliar o efeito do consumo de polpa de acai sobre pardmetros metabolicos e do estado
oxidativo em mulheres aparentemente saudaveis. O protocolo experimental foi desenvolvido de abril
a dezembro de 2013.

O estudo foi realizado em trés etapas: recrutamento e preparo das voluntarias para a
participacdo no estudo (Etapa I), etapa da intervencdo nutricional (Etapa Il) e final da intervencéo
nutricional (Etapa I11) O estudo foi elaborado para que a voluntaria colaborasse durante quatro
semanas, com quatro encontros nas trés etapas, com um plano cronoldgico esquematizado na Figura

8. As voluntarias foram orientadas a manterem seus habitos de vida e ingerir 200g de polpa de acai

por dia, durante as quatro semanas, sem alterar a dieta habitual e o nivel de atividade fisica durante

toda a intervengéo.

Semanal

ETAPA|: Preparo
das voluntarias

Semanal:Dial Semana2,3ed

ETAPA II: Inicio Seguimento da
da intervencdo dieta habitual
nutricional com intervencdo

nutricional

Semana 4: Ultimo dia

ETAPA llI: Encontro
final e fim da
intervencdo
nutricional

-Anamnese inicial,
questionariosde FCA e
atividade fisica.
-Instrucdo para registro
de consumo alimentar

-Coleta de sangue

Pressdo arterial

-Monitoramento da
-Antropometria ingestdo diaria da polpa
-Coleta de registro de acai
alimentar -Solicitacdo de registro
-Coleta de sangue  de consumo alimentar
-Pressdo arterial de 3 dias (ultima

semana)

-Antropometria
Questionarios de FCA
e atividade fisica
-Coleta de registro
alimentar

-Coleta de sangue

Pressdo arterial

Figura 8 Diagrama do desenho de estudo prospectivo de intervencdo nutricional
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4.2 Recrutamento das voluntarias

O recrutamento ocorreu atraves de anuncios em radio, TV e folhetos divulgados junto a
profissionais de saude para toda a comunidade de Ouro Preto. A divulgagéo e difusdo também foram
feitas por meio da webpage da Universidade Federal de Ouro Preto com endereco de e-mail e
telefones de contato disponiveis para as mulheres que tivessem interesse pelo estudo.

A selecdo das voluntarias foi realizada por profissionais treinados (graduandos e pos-
graduandos da Universidade Federal de Ouro Preto), por meio dos dados obtidos com questionario
estruturado (Anexo 1).

No recrutamento, as voluntarias foram informadas oralmente e em seguida receberam por
escrito, uma descricdo do estudo e de todos os procedimentos a que seriam submetidas, bem como
informadas dos riscos e beneficios de sua participacdo (Anexo 2). Todas as voluntarias deram seu
consentimento por escrito.

As voluntérias selecionadas foram orientaas que poderiam abandonar o estudo em qualquer
momento se ndo desejassem continuar ou se o pesquisador encontrasse alguma condi¢do médica que

ndo fosse aconselhavel a continuidade de sua participacéo.

4.3 Critérios para selecdo das voluntarias
Apos o recrutamento, foram selecionadas as voluntarias que se ndo enquadravam em qualquer
um dos seguintes critérios de exclusao:
- Ndo saber ler e escrever ou apresentar dificuldades cognitivas que dificultem o
preenchimento dos questionarios.
- Mudancas de peso de mais de 10% do peso corporal nos dois meses anteriores ao
estudo.
- Presséo arterial > 140 mmHg e,ou diastolica > 90mmHg.
- Glicemia de jejum de >126 mg/dL ou p6s prandial de > 200 mg/dL aferido na triagem, utilizando
sangue capilar.
- Historia de dislipidemia ou colesterol total > 240 mg/dL aferido na triagem ou triacilglicerois >
200mg/dL aferido na triagem, utilizando sangue capilar.
- Doencas tireoidianas tratadas com farmacos (hipotireoidismo tratado e bem controlada
Foi permitido).
- Alergias alimentares, desordens alimentares, ou intolerancia ao acai.
- Dietas especiais (dieta vegetariana, dieta Atkins, etc) aos dois meses antes do estudo.
- Uso de suplementos nutricionais (complexo vitaminicos, minerais), etc seis meses

antes do estudo.
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- Intercorréncia clinica que impeca a conclusdo do estudo.

- Atletas de elite.

- Pessoas que sofreram intervencéo cirurgica para tratamento da obesidade.

- Portadoras de doencas cronicas (cardiovascular, renal, hepética, intestinal).

- Portadoras de doencas infecciosas ou inflamatdrias.

- Doenca aguda que tenha requerido tratamento nos ultimos 2 meses.

- Relato de diagndstico de cancer nos dez anos anteriores.

- Uso cronico de medica¢do, exceto contraceptivos, esteroides inalados ou sprays
nasais.

- Gestacdo e amamentacao.

- Portadoras de necessidades especiais.

Tais informacdes foram relatadas pelas voluntarias em entrevista durante a sele¢do por
profissionais treinados. Na Figura 9, esta apresentado o diagrama de recrutamento e selecdo das

voluntérias que foram incluidas no estudo.

Avaliadas para elegilbilidade (n=114)

Excluidas (n=45)
Méo cumpriram os critérios de inclusdo (n=48)
- Medicagio/Suplemento (n=11)
——®| - Alteracfes clinicas e metabdlicas (n=7)
- Gestacdo (n=1)
- Qutras razées (n=1)

Voluntarias recrutadas para o
estudo (n=69)

R — Abandonaram o protocolo (n=27)

A 4

Voluntarias participantes que
concluiram o estudo (n=42)

Figura 9 Diagrama de recrutamento e selecdo das voluntarias que participaram do presente estudo
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4.4 Questdes éticas

As voluntéarias selecionadas para participarem do estudo assinaram, em duplicata, 0 Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 3). O protocolo para este estudo foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Ouro Preto (CAAE:
0062.0.238.000-10, Anexo 4).

4.5 Coleta de dados

4.5.1 Dados antropométricos e de composi¢do corporal

O peso corporal foi aferido em balanca digital Welmye (modelo W200-A). A estatura foi
mensurada com estadiémetro vertical acoplado a balanca (Lohman et al., 1988). Em seguida, o IMC
foi calculado de acordo com a Organizacdo Mundial de Saiude (WHO, 2000). As circunferéncias da
cintura (CC) e do quadril (CQ) foram medidos utilizando fita flexivel e inelastica. O percentual de
gordura corporal (%CG) foi determinado através de bioimpedancia elétrica tetrapolar horizontal
(Biodynamics, modelo 310e) (Lukaski et al, 1995).

4.5.2 Presséo Arterial
Pressdo arterial sistélica e diastélica foram medidas por esfigmomanémetro digital Omron
(modelo HEM-705CP) de acordo com as orientacGes da Associacdo Americana do coracao

(American Heart Association, 2005).

4.5.3 Dados bioquimicos

Amostras de sangue foram coletadas por puncdo venosa na regido antecubital das voluntérias
com 12 horas de jejum, no inicio e ao final de quatro semanas. Foram coletados em tubo contendo
heparina para 0s ensaios com células, com EDTA para realizacdo do hemograma e em tubo sem
anticoagulante para obtencdo de soro para as dosagens bioquimicas e de estado oxidativo. Foram
dosados glicose, colesterol total, HDL-c e triacilglicerdis por método enzimatico colorimétrico. As
concentracdes de LDLc foram calculadas de acordo com a equacéo de Friedewald (Friedewald et al.,
1972). A dosagem de insulina de jejum no soro foi determinada por imuno ensaio
quimioluminescente utilizando o kit Access Ultrasensitive Insulin (Acessimmunoassay System), com
sensibilidade de 0,3 plU/mL. A resisténcia a insulina foi estimada pelo indice de homeostase da
resisténcia a insulina (HOMA -IR) a partir da equacdo proposta por Matthews et al. (1985). As
apolipoproteinas A-1 e B foram determinadas por imunoturbidimetria, utilizando o reagente

precipitante constituido de cloreto de magnésio e acido fosfotungstico.
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4.5.4 Estilo de vida

Ingestdo dietética

O contetdo cal6rico expresso em calorias, assim como carboidrato, proteina, lipidios totais,
acidos graxos saturados, monoinsaturados, poli-insaturados e fibras (dados ndo mostrados) foram
quantificados pelo questionario de frequéncia alimentar previamente validado (Sichieri e Everhart,
1998).

Atividade fisica

A escala de atividade fisica (Anexo 5) utilizada no presente estudoé uma adaptacdo da escala
desenvolvida por Aadahl e Jorgensen (2003) que mede a atividade fisica total no periodo de 24 horas
de um dia util incluindo atividades de trabalho, lazer e esporte. As atividades fisicas estdo agrupadas
em nove niveis de intensidade que variam entre o sono (nivel A) e atividades de alta intensidade,
como correr e corrida de bicicleta (nivel ). (Santos e Simdes, 2009)
O MET equivale a energia suficiente para um individuo se manter em repouso, representado pelo
consumo de oxigénio de aproximadamente 3,5 ml/kg/min, sendo este multiplo da taxa metabdlica
basal. Quando se exprime o gasto de energia em METS, representa-se 0 nimero de vezes pelo qual o
metabolismo de repouso foi multiplicado durante uma atividade. Logo, se o individuo realiza
atividade leve de 4 METSs, isso implica em gasto caldrico quatro vezes maior que 0 que vigora em
repouso. Portanto, 0 MET ¢ a determinacdo, de forma acurada, da intensidade da atividade fisica
(Porto; Junqueira, 2008).

4.6 Obtencao das células mononucleares e polimorfonucleares

As células mononucleares (MN) e as polimorfonucleares (PMN) foram isoladas do sangue
periférico das voluntarias, apds jejum de 12 horas. Adquirimos da Sigma-Aldric (St. Louis, MO,
USA) os gradientes Histopaque 1119 (densidade =1,119 g/mL) para isolamento das células PMN e o
Histopaque 1077 (densidade 1,077g/mL) para isolamento das células mononucleares (MN). O
protocolo utilizado foi adaptado da orientacdo do fabricante (Anexo 6). Em resumo, 5mL de sangue
periférico heparinizado foram adicionados em dois tubos Falcon, que continham 3 ml do Histopaque
1077 sob 3 ml de Histopaque 1099.

Apos centrifugacdo a 700g por 10 minutos foram obtidos dois anéis distintos, sendo a porcao
superior formado por células MN e o inferior por PMN (Figura 10). Inicialmente o anel superior foi
transferido cuidadosamente para outro tubo; em seguida, realizou-se 0 mesmo procedimento para o

anel inferior, formado em sua maioria por neutréfilos. Em seguida, ambos os tubos foram lavados

27



duas vezes com Hank’s pH 7,4. Apos as duas lavagens as células foram ressuspensas em 1,0 mL de
Hank’s pH 7,4. As células MN foram usadas para os ensaios de atividade enzimatica de SOD, CAT e
GPx, enquanto que as células PMN foram usadas para o ensaio de quimioluminescéncia, dosagem de
6xido nitrico, atividade de CAT, SOD, GPx e 6xido nitrico sintase. Em seguida foi realizada
contagem de células MN e PMN no microscépio (Bioval®) com camara de Neubauer espelhada

(NewOptics) e realizada o teste de viabilidade celular.

Plasma

Sangue —_— Centrifugacio

- «—— Células mononucleares (MN)
700xg|

+~— Histopaque 1077

Histopaque 1077 — ) +~— (élulas polimorfonucleares (PMN)
10 minutos

. Histopaque 1119
Histopaque 1119—
. Células vermelhas

Figura 10 Esquema da obtencdo de células mononucleares e polimorfonucleares para os ensaios do

estado oxidativo.

4.6.1 Teste de viabilidade celular

A viabilidade das células PMN utilizadas nos ensaios do estado oxidativo, foi avaliada pelo
teste de exclusdo com azul de tripan (Oliveira-Lima & Dias da Silva, 1970). Ap6s o isolamento das
células PMN, 1 x 10° células foram adicionadas 30 pL de azul de tripan (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) e diluidas em Hank’s. Em todos os ensaios monitorados a viabilidade celular nunca se

mostrou inferior a 95%.

4.6.2 Teste de Citometria de fluxo

A técnica da citometria de fluxo permite que seja realizada uma avaliacdo simultanea de
multiplas propriedades de uma célula suspensa em meio liquido. Dessa forma, a caracterizacao inclui
a andlise basica de trés parametros celulares, sendo estes: tamanho, granulosidade e intensidade
relativa de fluorescéncia. Para deteccdo destes parametros descritos, um sistema Optico-eletrénico

emite sinais que podem ser medidos e armazenados para analise em softwares especificos (Cram,
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2002). Nesse contexto, garantimos que a fracdo celular obtida era realmente de células PMN para

podermos prosseguir com os ensaios especificos.

4.7 Marcadores do estado oxidativo

4.7.1 Séricos

Capacidade Antioxidante Total

A capacidade antioxidante total (TAC) foi determinada usando o kit colorimétrico Quanti
Chrom TM Antioxidant Assay Kit (DTAC-100) fornecido pela BioAssay System (BioAssay System,
CA, USA) (Anexo 7). O Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico), o analogo
hidrossollvel da vitamina E, é usado para comparar o poder antioxidante de varios compostos, dessa
forma, esse ensaio foi medido em equivalentes de Trolox e esse reagente também foi usado para a
realizacdo da curva padréo. Este ensaio mediu a capacidade antioxidante total em que uma solugéo de
cobre Il (Cu? *) foi reduzida por antioxidantes para formar cobre | (Cu*). O resultante Cu*,
especificamente, forma um complexo colorido com o reagente corante (batocuproina) que pode ser
detectado por absorbancia no comprimento de onda especifico. Resumidamente, as células PMN
foram homogeneizadas com Hank’s pH 7,4, e centrifugados a 14000 rpm, por 10 minutos a
temperatura ambiente. Foi utilizado 20 puL do sobrenadante que foram retirados e transferidos para
placa de 96 pocos, onde foram adicionados a cada pogo 100uL do reagente de trabalho fornecido
pelo fabricante. A placa foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente. A intensidade da cor é
proporcional @ TAC da amostra. A absorbancia foi medida em 570 nm usando espectofotometro de
microplaca Epoch (Biotek)

Enzima Paraoxonase-atividade paraoxonase

A atividade da paraoxonase (PON) foi determinada utilizando o paraoxon como substrato,
considerando como base a velocidade de hidrélise deste, com a liberagdo do paranitrofenol por
minuto, conforme descrito por Beltowski et al. (2002). Primeiramente preparou-se em tubo falcon
uma solugdo com 9 mL de tampdéo glicina/OH 50mM, pH 10,5, contendo CaCl, 0,9mM e 2 L de
paraoxon. Em uma microplaca foram adicionados 780 pL dessa solugdo com 20 pL de cada amostra
de soro. A solugdo foi homogeneizada e lida a cada 1 minuto por trés minutos, a 412nm. De acordo

com Beltowki et al (2002) 1U da atividade PON ¢é equivalente a hidrélise de 1 mmol de paraoxon por
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minuto. A absorbancia utilizada é o delta obtido das trés absorbancias lidas (absorbancia final-

absorbancia inicial/2).

LDL oxidada

A LDL oxidada foi determinada através do kit de imunoensaio enzimatico OxiSelect™
HumanOxidized LDL ELISA Kit (MDA-LDL Quantitation) comercializado pela CellBiolabs, INC.
Inicialmente as amostras de soro foram preparadas com 200 pL de solugéo de precipitacdo de LDL e
incubadas a temperatura ambiente durante 5 minutos, até a precipitagdo ocorrer, conforme
orientacdo do fabricante (Anexo 8). Em seguida as amostras foram centrifugadas durante 20 minutos
a 2000g. Foram adicionados 100uL de LDL-ox padrdo e a mesma quantidade de amostra na
microplaca ja sensibilizada. Incubou-se a microplaca a temperatura ambiente durante 2 horas num
agitador. Em seguida os pogos foram lavados 3 vezes com tampéo de lavagem. Foram adicionados
100 uL de reagente de bloqueio ja diluido em cada poco da microplaca e em seguida incubou se por
mais 1 hora. Novamente a os pocos foram lavados e adicionados 100 uL de anticorpo biotinilado
anti-humano ApoB-100 em cada pocinho, incubou se a temperatura ambiente durante 1 hora num
agitador. Os pocinhos foram lavados e adicionou-se o conjugado de estreptavidina em cada poco.
Novamente houve incubacdo de 1 hora. Por altimo, os pogos foram novamente lavados e foram
adicionados 100 pL de solucdo de substrato em cada pocinho, incluindo o branco. Incubamos a
microplaca a temperatura ambiente e esperamos alterar a cor, na sequencia foi adicionado a solugéo

de parada em todos 0s pogos e a microplaca foi lida no espectrofotometro a 450 nm.

Dialdeido Malénico (MDA)

A concentracdo sérica dos niveis de peroxidacéo lipidica foi realizada conforme procedimento
descrito previamente (Esterbauer e Cheeseman, 1990). Em resumo, foram adicionados em um falcon
50 mL de hidroxitolueno butilado (BHT 10 mM), 500 uL de acido tricloroacético (TCA 20%), 500
uL de &cido tiobarbitarico (TBA 1%), 250 mL de soro (ou 4gua para o branco ou série de padrdes). A
mistura foi homogeneizada e incubada a 100°C durante 60 minutos Apds 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 espectrofotdmetro (Epoch, Biotek®) a 532 nm, acertando o

zero com o branco da reacdo. Os resultados foram expressos em [UM de MDA].
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4.7.2 Celulares

Células Mononucleares

Atividade da enzima superdxido dismutase

A atividade da superoxido dismutase total foi determinada utilizando o kit colorimétrico
EnzyChrom™Superoxide Dismutase Assay Kit (ESOD-100) fornecido pela BioAssay System
(BioAssay System, CA, USA). Em resumo, 1x10° de células foram homogeneizadas em 1 mL de
Hank’s pH 7,4 e centrifugadas a 14000 rpm por 10 minutos em temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido com 500uL de tampdo de lise gelado. As
amostras foram deixadas no gelo por 10 minutos. Em seguida, foram centrifugadas de acordo com
orientagéo do fabricante (Anexo 9).

Para a realizagdo dessa dosagem foi utilizado 20 pL de sobrenadante. Esse ensaio determina
quantitativamente a atividade da enzima SOD, através do superoxido (O2), fornecido pela reacao
catalizada pela xantina oxidase (X0O). O Oy reage com um sal tetrazdlio (WST-1, (2 (4-iodofenil) -3
(4-nitrofenil) -5 (2,4 -disulfo-fenil) 2H-tetrazolio), o qual produz um corante soltvel (WST-1
formazan) que é utilizado para a quantificacdo calorimetrica. A enzima SOD inibe a reacdo e assim
ha menos O disponivel para a reagdo cromogénica. A intensidade da cor gerada foi usada para
determinar a atividade da SOD na amostra.

A reacdo iniciou-se pela adicdo do reagente de trabalho que continha xantina e 0 WST-1, em
seguida, foi adicionada os pogos com as amotras a enzima XO e feita a leitura no espectofotometro
de microplaca Epoch (Biotek). Logo em seguida a placa foi incubada no escuro por 60 minutos. Apos

esse intervalo foi novamente feita a leitura a 450 nm utilizando o mesmo equipamento Epoch.

Atividade da enzima catalase

A catalase € uma enzima antioxidante que catalisa a decomposicédo do peroxido de hidrogénio
(H202) em agua e oxigénio. A atividade da catalase foi determinada usando o kit fluorimétrico
EnzyChrom™Catalase Assay Kit (ECAT-100) fornecido pela BioAssay System (BioAssay System,
CA, USA). Resumidamente, 1x10°8 células foram homogeneizadas em 200 uL de Hank's pH 7,4 e
centrifugadas a 14000 rpm por 10 minutos em temperatura ambiente, para sedimentar os detritos.
Seguindo as orientacGes do fabricante (Anexo 10) colocou-se 10uL da amostra em placas de 96
pocos e adicionados 1uL do mix 1 (H202 a 4,8 mM ) e 90 uL do mix 2. As amostras foram incubadas
por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida foi preparado o reagente de deteccdo que
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continha a enzima HRP (Horseradishperoxidase) e o fluorogénico Dye (quinoneiminedye). As
amostras foram incubadas por 10 minutos em temperatura ambiente e a absorbancia foi medida em
570 nm usando espectofotdometro de microplaca Epoch (Biotek). A unidade de leitura para realizagéo
dos célculos foi definida como: uma unidade ¢ a quantidade de catalase que decompde um pmol de

H>0. por min em pH 7,0 em temperatura ambiente.

Atividade da enzima glutation peroxidase

A atividade da glutationa peroxidase foi determinada usando o kit EnzyChrom™GIutathione
Peroxidase Assay Kit (EGPX-100) fornecido pela BioAssay System (BioAssay System, CA, USA).
A enzima GPx converte a glutationa reduzida (GSH), a glutationa oxidada (GSSG), reduzindo os
hidroperdxidos de lipidos aos seus alcoois correspondentes ou reduzindo peroxido de hidrogénio
livre em 4gua. Esse ensaio é baseado na atividade da enzima GPx em reduzir o hidroperoxido de
cumeno (disponivel no kit comercial), enquanto oxida a GSH para a GSSG (Anexo 11). A GSSG
gerada é reduzida para GSH com o consumo de NADPH (também disponivel no kit) pela enzima
glutationaredutase (GR). A diminuicdo do NADPH é proporcional a atividade da enzima GPx. Em
resumo, foi adicionado 10ul de cada amostra na placa de 96 pocos e em seguida, adicionado o
reagente de trabalho, composto pelo tampdo fosfato, glutationa, NADPH e pela enzima GR. Em
seguida foi adicionado o hidroperoxido de cumeno e feito a leitura no espectrofotdbmetro Epoch

(Biotek) em 340 nm imediatamente e apds 4 minutos.

Células Polimorfonucleares

Producéo de Espécies Reativas de Oxigénio

A producdo de ERO foi avaliada através de um ensaio de quimioluminescéncia amplificado
por luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4phthalozinedione), como descrito por Chaves et al. (2000). O
ensaio de quimioluminescéncia permite avaliar, a atividade da NADPH oxidase, a enzima
responsavel pela geracdo de espécies reativas de oxigénio, durante o processo de fagocitose celular
(Babior, 1994). Esta metodologia se baseia na reacdo entre o luminol e as espécies reativas
produzidas. A luminosidade pode ser captada usando-se reagentes quimicos que, ao reagirem com
ERO, passam a emitir fotons e assim uma luminescéncia maior (Figura 11).

Para a realizacéo do ensaio, 1 x 10° células em solugdo Hank’s pH 7,4, foram incubadas com
500 pL de luminol em tubos de siliconizados especificos. Os fotons emitidos foram registrados
durante 30 minutos, em intervalos de 1 em 1 min e registrados pelo computador adaptado do

luminémetro Berthold Sirius (Sirius Berthold, Germany) durante esse periodo. Neste estudo excluiu-
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se 0s 10 minutos iniciais e 0os 10 minutos finais, considerando a excitag&o inicial das células PMN e a
diminuicao progressiva da producdo de ROS, ao longo de 20 minutos. Os valores foram expressos

em unidade relativa de luz por minuto (RLU/min).

ERO N J
Luminol —483 > o-aminoftalato+ N > +Luz (425nm)

Figura 11 Avaliacdo da producéo de ERO através do ensaio de quimioluminescéncia amplificado por luminol.
Ocorre uma reacdo entre o luminol e as espécies reativas produzidas e a luminosidade pode ser captada na
presenca de a-aminoftalato.

Atividade da enzima oxido nitrico sintase

A atividade da enzima 6xido nitrico sintase (iNOS) foi determinada usando o kit colorimétrico
EnzyChrom™Nitric Oxide Synthase Assay Kit (ENOS-100) fornecido pela BioAssay System
(BioAssay System, CA, USA) (Anexo 12). Esse ensaio envolve duas etapas, a primeira na qual o
oxido nitrico (NO) é produzido pela enzima iNOS e a segunda etapa, que se baseia na deteccdo do
NO na amostra. Uma vez que o NO produzido é rapidamente oxidado em nitrito e nitrato, a producéo
de NO é medida ap6s a reducdo do nitrato a nitrito usando um método de Griess adaptado (descrito
no proximo item). Em resumo, em 25 pL de amostra foi adicionado o reagente de trabalho para iNOs
e incubamos a 37 ° C durante 20 minutos. Apos esse intervalo, realizamos a desproteinacdo dessas
amostras com 7uL. ZnSO4 e de NaOH, conforme orientagdo do fabricante. Adicionamos, em seguida,
0 reagente de deteccdo de iNOs e incubamos por mais 5 minutos a 60 ° C. As amostras foram
centrifugadas, por 5 minutos e transferidas para a placa de 96 pocos. Em seguida, foi realizar a leitura

a 570nm noespectofotometro de microplaca Epoch (Biotek).

Dosagem de Oxido nitrico

A concentracdo de NO foi determinada através do kit colorimétrico QuantiChrom™Nitric
Oxide Assay Kit (D2NO — 100) da BioAssay System (BioAssay System, CA, USA). O kit mensura o
NO pela reducdo de nitrato a nitrito utilizando o método de Griess adaptado (Figura 12). Nesse
ensaio o nitrito reage com a sulfanilamina (disponivel no kit comercial) em meio &cido, formando um
composto diazo. Esse composto, por sua vez, reage com o cloridrato de N-(1-naftil)etilenodiamina
gerando um composto de coloracao résea que pode ser quantificado através de espectofotometria.

Resumidamente, as células PMN foram homogeneizadas com Hank’s pH 7,4, e centrifugados

por 10 minutos. O sobrenadante foi retirado e usado na dosagem. Para a reacao de desproteinacao,
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150 puL da amostra foi adicionada a 8uL de sulfato de zinco (ZnSO4, 75 mM) e levada ao vortex, em
seguida foram adicionados 8uL de hidroxido de sdédio (NaOH, 55 mM) e a amostra foi levada para
centrifugagdo a 14000 rpm por 10 minutos. Em seguida, 100uL do sobrenadante de cada amostra foi
transferida para outro tubo do tipo eppendorf e adicionou se o reagente de trabalho, conforme
orientagdes do fabricante (Anexo 13). As amostras foram incubadas por 10 minutos a 60 °C,

transferidas para placas de 96 pocos e realizada a leitura no espectrofotdmetro (Biotek) a 570nm.

NO; M0

HNOS—L () )—Nit, N o gnos— M—ny
\/ o \_/ "

sulfanilamina Cloridrato de N-{1-naftil) etilenodiamina

- NH,
/1/ M\
Nt

r 72
\\_ /

\
Composto réseo (Azo dye)

Figura 12 Esquema da reacdo para deteccdo do Oxido nitrico baseado no método de Griess adaptado.

A TAC e a atividade das enzimas SOD, CAT e GPx também foram dosadas em células PMN

seguindo a metodologia descrita anteriormente.

4.8 Polpa de acai

A quantidade de polpa de agai necessaria para o desenvolvimento do estudo foi adquirida em
comeércio local um anico lote do mesmo fornecedor de maneira a garantir a homogeneidade da polpa
durante todo o experimento (IceFruit® Lote 04/13). Porc¢des de 100g de polpa de acai foram dadas as
voluntarias do estudo. As voluntarias foram orientadas a consumir duas porcdes por dia, ou seja, 200
g/dia. Porcdes suficientes para oito dias foram fornecidas a cada voluntaria semanalmente. Nos dias
1, 8, 15 e 22 do estudo foram entregues as polpas de acai para o seguimento da semana. Esses
encontros para fornecer a polpa de acai, serviam também para acompanhar a rotina que elas estavam
seguindo ao consumir a polpa, a aceitagdo com as preparacdes, adesdo ao estudo dentre outras

informagoes.
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4.9 Analise Bromatologicas da polpa de acai

As anélises da composicdo bromatologicas foram realizadas no Laboratério de Bromatologia da
Escola de Nutrigdo, da UFOP. Foram determinados os valores de umidade, cinzas, lipidios totais,
proteinas, carboidratos e fibras. Todas as andlises foram realizadas segundo o Método Fisico-
quimico para Analise de Alimentos — IV, do Instituo Instituto Adolf Lutz (2005). A umidade foi
determinada utilizando o método baseado na perda de massa por secagem em estufa a 105°C. O teor
de proteina foi quantificado de acordo com o método de Kjeldahl classico. Para analise do teor de
cinzas o método por incineragdo em mufla, foi realizado. Os lipidios totais foram determinados pelo
método de extracdo Soxhle. Para quantificacdo das fibras alimentares foi utilizado o método
enzimatico gravimétrico. O teor de carboidratos foi calculado pela diferenca percentual da soma dos
teores de proteinas, lipidios totais, umidade, cinzas e fibras (Cacchi, 2003) . Para cada voluntéaria foi
fornecido 200 g de polpa de acai/dia que contém cerca de 20 g de fruta seca, o que corresponde a 103
kcal.

Tabela 1. Composicdo quimica centesimal da polpa de acai utilizado no trabalho

100g de peso seco de polpa de acai

Lipideos (Q) 47,0
Proteina (g) 11,0
Carboidrato (g) 11,6
Fibra (Q) 27,2
Cinzas (g) 3,2
Valor energético total (kcal)! 513,4

Fatores de converséo: carboidrato 4 kcal/g. proteina 4 kcal/g e lipideo 9 kcal/g.

4.10 Determinacao da atividade antioxidante da polpa de acai

Vérias metodologias foram utilizadas para quantificar a atividade antioxidante da polpa de acai
que ofereciamos as voluntarias, no inicio e ao final da intervencdo, entre eles a determinacdo de
polifendis totais e métodos colorimétricos que relacionam a capacidade dos antioxidantes em
neutralizar radicais como DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazila) ou ABTS [sal de aménio do &cido
2,2’-azinobis(3-etilbenzenotiazolina-6-sulfonico)] e em reduzir o metal, como o método FRAP (ferric

reducing antioxidante power) .
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4.10.1 Polifendis totais pelo Método Folin Ciocalteau

Para determinacdo de polifendis totais no extrato bruto da amostra de polpa de acai utilizamos a
metodologia descrita por Shahidi e Nackz (1995). Uma aliquota de 100uL do extrato da polpa foi
diluido em 1mL do reagente de Folin-Ciocalteu (0,25N). Apds 2 minutos de repouso na auséncia de
luz, foram adicionados 1mL de solucéo de carbonato de sodio. A mistura foi novamente colocada em
repouso no escuro, durante 2 horas. Apds esse tempo, a leitura foi realizada utilizando
espectrofotdbmetro a 760nm. A curva padrdo para quantificacdo dos polifendis totais no extrato bruto
foi determinada utilizando solucdo de &cido gélico nas seguintes concentragfes: 5, 10, 15, 20, 25, 30
e 35 mg/L. O teor de polifendis totais no extrato bruto encontrado foi 131 mg EAG/100g ao inicio do
estudo e de 155 mgEAG/100g ao final , expresso em mg equivalente de &cido galico (EAG) em 100g

de amostra.

Atividade antioxidante da polpa de acai pelo Método DPPH

A capacidade antioxidante foi avaliada utilizando o método do sequestro de radicais livres do
DPPH como descrito por Brand-Williams et al (1995) e adaptado por Sanchez-Moreno et al (1998)
que se baseia em um ensaio fotométrico onde o radical livre DPPH, que apresenta coloracdo roxa
intensa em solucdo alcodlica, se reduz em presenca de moléculas antioxidantes, formando o 2,2
difenil-1-picrilhidrazil, que € incolor.

Para o ensaio de atividade antioxidante com o radical DPPH, 100uL de diferentes concentragdes
do extrato 160, 239, 320, 400 e 552 (g/L) foram adicionados em tubos de ensaio com 3,9 mL de
solucdo de DPPH diluido em metanol (100mM). A mistura foi homogeneizada e mantida no escuro
em temperatura ambiente por 30 minutos. Apds esse tempo as absorbancias foram lidas em
espectrofotdbmetro a 517 nm. Utilizou-se metanol como branco para calibrar o aparelho. A
concentracdo de DPPH foi calculada com base na curva de calibracdo de DPPH e expressa em %
inibicdo e IC50 (mg AGE/L extrato), o que corresponde a concentracdo necessario de extrato para
oxidar 50% do radical DPPH.

O ensaio de DPPH apresentou em ECso de 512mg/ml no inicio da intervencdo e ao final
EC50: 869mg/mL (Figura 13).
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Figura 13. Gréfico da porcentagem de redugdo do DPPH em relacdo as concentracdes de 160, 239, 320, 400 e
552 g/L de extrato da polpa de acai.

Atividade antioxidante da polpa de acai pelo Método FRAP.

Outra metodologia empregada para determinacao da atividade antioxidante foi a quantificagcdo
da reducéo de ions ferro como descrito por Pulido et al (2000). A metodologia consiste na capacidade
dos polifendis em reduzir o Fe3+ em Fe?+. Quando isto ocorre, na presenca de 2,4,6-tripiridils-
triazina (TPTZ), a reducéo é acompanhada pela formag&o de um complexo corado com o Fe?+.

Para o preparo do reagente FRAP foram adicionados 25 mL de tampéo acetato (0,3M), 2,5
mL de uma solucdo de TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) (10 mM) e 2,5 mL de uma solucédo
aquosa de cloreto férrico (20 mM).

Uma aliquota de 90 pL de cada concentrag@o de extrato foi misturada em tubos de ensaio com
270pL de agua destilada e 2,7 mL do reagente FRAP. Apds homogeneizacdo, os tubos foram
colocados em banho-maria a 37°C durante 30 minutos. Apds esse tempo, foi realizado leitura em
espectrofotdmetro a 595 nm. A curva-padrdo foi obtida utilizando solucéo padréo de sulfato ferroso
em diferentes concentracgdes: 500, 1000, 1500 e 2000 uM .

O método do FRAP com a polpa de acai resultou em 12,0uM de sulfato ferroso/g ao inicio da
intervencdo e ao final.

Dessa forma, verificamos que as condi¢fes de armazenamento sob refrigeracdo a -70 C da
polpa durante o ensaio ndo interferiram de maneira importante no contetdo de polifendis e na

capacidade antioxidante da polpa de agai que sofreram pequena variacdo , dessa forma manteve a
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estabilidade mesmo sob congelamento até o final do presente estudo de acordo com as metodologias

citadas acima.

4.11 Transferéncia de lipides

4.11.1 Preparo da emulsao lipidica artificial LDEA

LDE foi preparada de acordo com a metodologia de Ginsburg (1982) e modificada por
Maranhdo e col. (1993). Em resumo, foram pipetados 40 pL fosfatidilcolina, 20mg de ester de
colesterol, 1mg de trioleina e 0,5 mg ed colesterol, diluidos em cloroférmio/metanol. Em seguida, foi
adicionado *H-éster de colesterol (*H-EC) e “C-fosfatidilcolina (**C-FL) ou 3H-triglicerides (°H-
TG) e *C-colesterol livre (**C-CL). Sob o fluxo de nitrogénio, a mistura foi secada e mantida no
dessecador a vacuo por 16 horas, a 4C para remocdo dos solventes. A mistura de lipides foi
emulsificada por irradiacdo ultra-sonica de 125watt de potencia durante 3 horas, sob atmosfera de 51
a 55°C. Por ultimo, a nanoemulsao foi purificada 2 vezes por ultracentrifugacéo e esterilizada através
da passagem em filtro (Millipore®). Todo o procedimento de preparo da nanoemulsao foi feito em

capela de fluxo laminar.

4.11.2 Transferéncia de colesterol livre (CL), éster de colesterol (EC), triglicérides (TG) e

fosfolipides (FL) de uma emulséo lipidica artificial (LDE) para HDL

Foi utilizado para o ensaio 1 ml de plasma das voluntarias. As amostras foram incubadas com
50uL da LDE marcada radioativamente com °H-CE e *C-FL ou °H- *H-TG e *C-CL por 60
minutos, em agitdor orbital Gyromax 706R, sob agitacdo a 40 rpm.

Apo6s incubacdo foram adicionados 250 pL de reagente de precipitacdo de lipoproteinas
contendo apo B (sulfato de dextran 0,2%MgCl> 3M, v/v). A mistura foi agitada em vortex e
posteriormente centrifugada por 10minutos a 3.000rpm. A fracdo HDL foi obtida apds precipitacdo
da nanoemulséo. Aliquotas de 250uL de sobrenadante, contendo HDL, foram pipetadas em frascos
apropriados para cintilagd. Foi acrescentado 5 mL de solugéo cintiladora Ultima Gold (perkinElmer,
Boston, USA) e, finalmente, a radioatividade presente nas amostras foi quantificda em contador Beta
(liquid Scintillation anlyzer, Packard 1600 TR, Palo Alto, CA) com a utilizacdo do software Plus
Vers 5.01 da Diamond Computers, para determinagio das contagens de *C e *H das amostas. A
quantificado dos lipides transferidos de LDE para HDL plasmatica foi expressa em porcentagem (%)

em relacdo a radioatividade total.
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4.12 Anélise estatistica

Inicialmente foi realizado o teste de Shapiro-Wilk a 5% de significancia para verificar a
normalidade da distribuicdo de todos os dados (antes e ap0s a intervencdo) que estdo apresentados
como a média £ DP ou em mediana e intervalo interquartil, de acordo com a distribui¢do. O teste t
pareado ou Wilcoxon U-Mann-Whitney foram utilizados, de acordo com a distribuigdo das variaveis,
para comparar varidveis antropométricas, clinicas, bioguimicas e moleculares antes e ap6s a
intervencdo com a polpa de acai. Os valores discrepantes (outliers) foram excluidos para a
formulagdo dos gréficos. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa STATA
9.0. Foi considerado o nivel de significancia estatistica de 5% de probabilidade.
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5. RESULTADOS

5. 1 Anélise das variaveis antropométricas, clinicas e bioquimicas

O presente estudo avaliou 42 voluntarias, com idade entre 18 e 32 anos (24; £ 3 anos) em
relacdo a varidveis antropomeétricas, clinicas, bioquimicas e marcadores do estado oxidativo antes e
apos o consumo de polpa de acai por quatro semanas. As variaveis altura, circunferéncia da cintura
(CC), circunferéncia abdominal (CA), porcentagem de gordura corporal (%GC), albumina,
triacilglicerdis, HDL-c, pressdo arterial sistolica (PAS) e pressdo arterial diastolica (PAD) seguiram
distribuicdo simétrica enquanto as outras variaveis nao apresentaram distribuicdo paramétrica. Na
Tabela 2 esta apresentada a analise comparativa das varidveis antropométricas, clinicas e
bioguimicas, antes e apds o consumo do acai. Verificamos que a media de CA apds o consumo do
acai diminuiu (84,88+ 9,87cm vs 83,93+9,56cm) de maneira significativa (p=0,039).

As voluntarias, ap6és o consumo do acai apresentaram aumento na concentracdo da
apolipoproteina A-1 (200 +37,9 mg/dL) vs (240,5 £47,9 mg/dL; p< 0,019) enquanto a concentragao
de apoliproteina B ndo apresentou diminui¢cdo em sua concentracdo apds o consumo de acai pelas
voluntarias. Nao encontramos alteragdes significativas apds a intervencdo com o acai em relagdo as
outras varidveis analisadas.

Na Tabela 3 podemos observar os dados de ingestdo alimentar habitual e estilo de vida
coletados no inicio do estudo e ao final da intervencdo. Baseado nessa avaliagdo o consumo de
carboidrato, proteinas, colesterol e acidos graxos saturados assim como a ingestdo calorica total e a
atividade fisica das voluntarias, ndo foram significativamente alterados ao final da intervencao.
Porém a quantidade de lipides totais, incluindo acidos graxos monoinsaturados (p=0,010), poli-
insaturados (p=0,021) e fibra &limentar (p=0,015) ingerida apds o periodo de intervencdo, estiveram

aumentados apos 0 consumo de agai.
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Tabela 2. Variaveis antropométricas, clinicas e bioquimicas das voluntarias estudadas, ao

inicio e ao final do periodo de intervencao.

INICIO FINAL
Média ou DP Média ou DP
VARIAVEIS n Mediana ou Mediana ou P
IC IC
Antropométricas
Altura (m) 42 1,7 0,06 1,7 0,06 0,36
Peso (kg) 42 61,6 55,2-76,3 61,5 56,0 -76,5 0,07
CC (cm) 42 75,7 9,0 72,4 8,9 0,19
CA (cm) 42 84,9 9,9 83,9 9,6 0,04
CQ (cm) 42 98,3 93,8-108,9 100,0 96,2-109,1 0,65
GC (%) 42 31,7 52 32,1 5,0 0,05
Bioquimicas
Glicose (mg/dL) 42 78,5 75,0-84,3 78,5 75,0-84,3 0,98
Insulina (LIU/mL) 37 58 4,4-7,5 6,2 4,1-8,6 0,83
HOMA IR 37 1,2 0,9-15 1,2 0,8-1,7 0,90
TG (mg/dL) 42 81,8 35,9 83,7 37,3 0,67
Colesterol
CT (mg/dL) 42 184,0 163,5-204,8 186,0 168,3-214,0 0,77
LDL-c (mg/dL) 42 102, 2 79,6-123,4 104,1 84,3-129,8 1,00
HDL-c (mg/dL) 42 65,2 13,5 66,2 14,2 0,40
N&o HDL-c 42 124,0 33,0 125 39,0 0,79
Apolipoproteinas
A-1 (mg/dL) 16 200 37,9 240,5 47,9 0,019
B (mg/dL) 16 58,5 9,8 54,5 11,9 0,12
Clinicas
PAS (mmHg) 36 104,3 10,5 103,1 10,9 0,41
PAD (mmHg) 36 71,3 7,6 71,1 7,6 0,86

CA, circunferéncia abdominal; CC, circunferéncia da cintura; CQ, circunferéncia do quadril; CT, colesterol total; GC%,
porcentagem de gordura corporal por bioimpedanciatetrapolar; HDL-c, lipoproteina de alta densidade; HOMA-IR, indice
de homeostase de resisténcia a insulina; LDL-c, lipoproteina de baixa densidade; PAS, pressdo arterial sistélica; PAD,
pressdo arterialdiastdlica; TG, triacilglicerdis.
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Tabela 3. Ingestdo alimentar habitual estimada por meio de questionario de freqiiéncia alimentar e

atividade fisica, ao inicio e ao final do periodo de intervencdo.

Nutrientes Antes Depois % Variacao p
Lipides totais (g) 67+23 82+39 +22.0+0,11 0.031
SFA 24+8 2318 -3.7+0.27 0.86
MUFA 18+5 2248 +21.3+2.44 0.010
PUFA 15+8 1719 +15.2+1.27 0.021
Colesterol (mg) 271109 250191 -7.8+0.69 0.10
Proteina (g) 86 +27 87 +£29 +1.2+0.93 0.86
Carboidratos (mg) 457+302 478301 +4.7£15.37 0.70
Fibra alimentar (g) 2248 27+14 +23.1+3.03 0.015
Energia total (kcal) 2087+638 22251956 +6.6£27.50 0.08
Atividade fisica (hs) 4119 3948 -1.2+0,98 0,47

MUFA, acidos graxos monosaturados; PUFA, acidos graxos poliinsaturados; SFA, acidos graxos

saturados.

5.2 Efeito do consumo da polpa de acai no estado oxidativo sérico.

Em relagdo aos marcadores do estado oxidativo, observamos que houve aumento na

capacidade antioxidante total (TAC) no soro das voluntarias apds o consumo de acai (443,6%
144, 7uM vs 509,1+ 121,7uM; p=0,031) (Grafico 1). Os dados referentes ao perfil oxidativo dessas

voluntarias foram e publicados no periédico Nutrition (Anexo 14).
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Gréfico 1 Efeito do consumo de acai sobre a Capacidade Antioxidante Total no soro de mulheres saudaveis.

* Valor de p= 0,031, para teste t pareado na comparacdo dos valores no inicio e ao final do periodo de
intervencéo.
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As voluntarias, apds o consumo do acai apresentaram aumento na atividade da enzima
Paraoxonase-atividade paraoxonase (PON), (120,3 [76,5-184,5 U/mL] vs (146,2 [79,3-225,5 U/mL];
p=0,0006) (Grafico 2).
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Gréfico 2 Efeito do consumo de polpa de acai sobre a atividade da enzima Paraoxonase-Atividade
Paraoxonase no soro de mulheres saudaveis

* Valor de p=0,0006, para teste t pareado na comparagdo dos valores no inicio e ao final do periodo de
intervencéo.
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Encontramos também uma diminuigdo consideravel (42%) nas concentragfes sericas de LDLox (p
=0,0005) no soro das voluntarias ap6s o consumo da polpa de acai (Grafico 3). A média das
concentragOes de LDLox das voluntarias no inicio da intervencdo foi de 226,0+85,5ng/mL e ao final
do estudo diminuiu para 131,1+79,6ng/mL.
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Grafico 3 Efeito do consumo de polpa de acai sobre a concentracdo de LDL oxidada no soro de mulheres
saudaveis.

* Valor de p =0,0005, na comparagdo dos valores no inicio e ao final do periodo de intervengao.
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Também foi observada diminuicdo nas concentragdes seéricas de Dialdeido Malénico
(p=0,00000009) no soro das voluntarias apos o consumo da polpa de acai (Gréafico 4). A média das
concentragfes de MDA das voluntarias no inicio da intervencdo foi de 6,8+1,9uM e ao final

diminuiu para 4,7+1,3uM, apos o consumo da polpa de acai.
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Grafico 4 Efeito do consumo de acai sobre a concentracdo sérica de Dialdeido Mal6nico (UM) no soro de
mulheres saudaveis

* Valor de p= 0,00000009 (9,0 x 10®), para teste t pareado na comparacdo dos valores no inicio e ao final do
periodo de intervencéo.
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5.4 Analise do perfil oxidativo em células mononucleares, antes e apos a intervencao nutricional

com a polpa de acai.

Como as enzimas SOD, CAT e GPx sdo enzimas envolvidas no sistema de defesa

antioxidante elas foram determinadas em células mononucleares, no inicio e ao final da intervencéao

com o0 acai. Na tabela 4 podemos observar esses resultados. N&o encontramos alteragoes

significativas na atividade destas enzimas nestas células apds o consumo de acai.

Tabela 4 Efeito do consumo da polpa de acai sobre as atividades das enzimas SOD, CAT e GPX em

células monocleares de mulheres saudaveis.

INICIO FINAL
Variaveis n Média ou DPou IC Meédia ou DPou IC
Mediana Mediana P
SOD (U/mL) 30 0,029 0,029-0,030 0,029 0,028-0,030 0,59
CAT (U/L) 30 8,32 3,62 9,38 2,29 0,09
GPx (U/L) 20 59,60 40,70-87,88 47,00 34,40-53,14 0,09

CAT, catalase, GPx, glutationa peroxidase e SOD, superoxido dismutase.
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5.5 Analise do perfil oxidativo em células polimorfonucleares, antes e ap0s a intervengao
nutricional com a polpa de acai.

A adicdo da polpa de acai na dieta habitual das voluntarias nao alterou a producdo de ERO de
maneira significativa (Gréaficos 5), porém aumentou em 199% a capacidade antioxidante total em
células polimorfonucleares (228,5+169,3 vs 453,7+251,1; p=0,00007) (Grafico 6).

Em relagdo as enzimas SOD, CAT, GPX e dxido nitrico sintase (iNOs), observamos (Grafico
7) aumento consideravel na atividade da enzima catalase em células PMN (0,2+0,1U/L vs 8,1+2,2
U/L; p<0,001), porém n&do observamos alteragdo na atividade das outras enzimas envolvidas no status

antioxidante. A concentracdo de NO também ndo apresentou alteracdo ap6s a intervencao

3.0004

2.0005

Polimorfonucleares (RLU/min)

1.0005

Produgdo de Esijécies Reativas de Oxigénio por Células
i

Inicio Final

Grafico 5 Efeito do consumo de acai sobre a producdo de espécies reativas de oxigénio por células
polimorfonucleares de mulheres saudaveis.
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Gréfico 6 Efeito do consumo de acai sobre a Capacidade Antioxidante Total em células polimorfonucleares

de mulheres saudaveis.

* Valor de p= 0,00007 (7,7x10%°), para teste t pareado na comparacdo dos valores no inicio e ao final

do periodo de intervencéo.
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Grafico 7 Efeito do consumo de acai sobre as enzimas (A) SOD, (B) CAT, (C) GPx e (D) iNOs em células
polimorfonucleares de mulheres saudaveis

* Valor de p=1,07 x 1014, para teste t pareado na comparagdo dos valores no inicio e ao final do periodo de

intervencéo.
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5.6 Taxa de transferencia de colesterol livre, éster de colesterol, triglicérides e fosfolipides da
emulsdo lipidica artificial (LDE) para a HDL das voluntarias antes e ap6s a intervengao
nutricional com a polpa de acai.

O consumo de agai modificou a abilidade da molécula de HDL em receber lipides de algumas
nanoemulsdes apds a intervencdo nutricional. No Grafico 8 observa-se os valores das taxas de
transferéncia de ester de colesterol, colesterol livre, triglicérides e fosfolipideos de LDE para HDL.

Encontramos diferenca nas taxas de transferéncia do éster de colesterol (p=0,0043) e de
fosfolipides (p=0,0338). Nao houve diferenca nas taxas de transferéncia do colesterol livre (p=0,171)
e triglicérides (p=0,617). Os dados referentes ao perfil oxidativo dessas voluntérias foram submetidos

no periodico Clinical Nutrition (Anexo 15).
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Gréfico 8 Taxa de transferéncia (%) do ester de colesterol (EC), colesterol livre (CL), fosfolipideos (FL) e
triglicérides (TG) da emulséo rica em colesterol LDE para HDL, antes e ap6s o consumo de acai.
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6. DISCUSSAO

Para esclarecer os possiveis efeitos dos alimentos na salde, estudos de intervencdo sao
necessarios, porém ainda sao raros e escassos aqueles realizados em humanos. Algumas propriedades
de alegacdo funcional dos alimentos, incluindo os nativamente brasileiros, sdo divulgados
diariamente, porém para grande parte das alegacdes ndo hd comprovacdao cientifica de sua seguranca
e eficacia. No presente estudo propusemos-nos avaliar o efeito do consumo de 200g de polpa de agai
por 4 semanas, sem alterar os habitos de vida das voluntarias, e avaliar o estado oxidativo, o perfil
lipidico e 0 comportamento de lipides da HDL, apds o periodo de intervencgdo nutricional.

Embora ndo tenham sido orientadas a forma de consumo do acai (preparo, horéario de consumo,
adicdo ou substituicdo de refei¢des), ndo houve diferenga do peso corporal, ingestdo alimentar total e
atividade fisica apds as 4 semanas. Foi observado apenas uma ligeira diminui¢do na circunferéncia
abdominal, porém sem relevancia clinica (0,3cm).

A composicdo quimica e fitoquimica do acai sugere um importante papel como alimento
funcional tanto pela prevencdo de doenca cardiovascular, quanto pela presenca de polifendis e
apresenca de acidos graxos insaturados, fitoesterdis e fibras alimentares (Schauss et al, 2006;.
Sanabria e Sangronis, 2007), pois esses compostos participam da modulacdo do colesterol através de
diversos mecanismos. O acai é rico em flavondides, composto presente em frutas, legumes, cha e no
vinho tinto. Evidéncias epidemioldgicas tém mostrado que os flavonoides de diferentes fontes
exercem efeitos benéficos a salde, tais como eefito hipolipidico, anti-aterosclerético e
antiinflamatorio (Dreosti, 2000; Rosso et al, 2008;. Pacheco-Palencia & Talcott, 2010). Os acai
possui varios componentes polifendlicos com propriedades antioxidantes, entre eles cianidina 3-O-
glicosideo, a cianidina 3-O-rutinoside, homoorientin, orientin e isovitexina (Gallori, Bilia, Bergonzi,
Barbosa, & Vincieri, 2004). A presenca destas substancias estd associada a propriedades
antioxidante, anti-inflamatoria, anti-proliferativo e cardioprotetores. Uma revisdao em 2011 mostrou
20 compostos quimicos bioativos e varias atividades farmacologicas da espécie (Heinrich, et al.,
2011).

O acai também ¢é rico em fibras, 68,5% de suas fibras é do tipo insoltvel (Rufino et al., 2011). E
amplamente aceito que as fibras agem diretamente no Iimen intestinal, promovendo respostas
secundarias no figado e na circulacao periférica (Fernandez et al, 1997;.. Galisteo et al, 2008;. Roy et
al, 2012). No entanto, 0s mecanismos exatos para a reducdo dos niveis séricos e de colesterol pelas
fibras ndo séo bem compreendidos. As fibras agem indiretamente na transcri¢do de genes envolvidos
no metabolismo do colesterol hepético através de sinais secundarios gerados por metabdlitos

produzidos no instestino durante a fermentacdo para produzir acidos graxos de cadeia curta. (Young
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et al, 2005;.. Rideout et al, 2008). As fibras causam uma reducgéo da absorcao intestinal do colesterol
vindo da dieta e a consequentemente aumenta a liberacdo do esterol através dos quilomicrons
(Adlercreutz, et al 1987; Fernandez, 2001). Além disso, as fibras tém sido mostradas como agentes
responsaveis pelo aumento da taxa de excrecdo biliar reduzindo, assim o colesterol total no soro e
bloqueando parcialmente a circulacdo entero-hepatica e prevencdo de reutilizacdo de acidos biliares
pelo figado (Van Bennekum et al., 2005 Schatzkin et al., 2008). A producdo de &cidos graxos de
cadeia curta, especificamente o propionato, inibe a sintese de colesterol (Amaral, et al., 1992)

Os fitoesterdis sdo esterdis de plantas que ocorrem de maneira natural e sdo estruturalmente
semelhantes ao colesterol. Dessa forma reduza absorcdo intestinal de colesterol, tal como compete
para a absorcdo intestinal e diminue a solubilidade do colesterol em micelas mistas e aumenta a
excrecdo fecal de acidos biliares (Normen et al., 2000; Ostlund Jr., 2004;. Rozner et al, 2009).

O mecanismo proposto para explicar o efeito hipocolesterolémico de acidos graxos insaturados
refere-se a capacidade destas lipides em proporcionar um aumento na expressao e na atividade do
receptor LDL-R no figado (Fernandez & West, 2005). Além disso, os &cidos graxos poli-insaturados
podem atuar como ativadores potentes da familia do receptor nuclear, o receptores ativados por
proliferadores de peroxissomos (PPARS) (Kliewer et al., 1997).

De acordo com o estudo de Souza e colaboradores 2012 realizado em modelo animal, o grupo de
ratos que receberam dieta hipercolesterolémica suplementados com polpa de acai a 2% apresentaram
uma reducédo significativa no colesterol total sérico, diminuigdo de LDL e do indice aterogénico,
também foi observado aumento tanto da HDL como da excrecdo de fecal de colesterol em
comparagdo com o grupo hipercolesterolemico. Estes resultados sugerem que a polpa de agai possui
um efeito hipocolesterolémico que pode ser justificado pela presenca de fibras e de outros compostos,
dessa forma foi sugerido como um possivel mecanismo que a expressao aumentada de portadores
ABCG5 e ABCG8 que proporcionaria um efluxo de colesterol livre do figado para a bilis. Por
conseguinte, com uma concentracdo de colesterol hepético menor aumentaria a expressao dos
receptores LDL-R e assim aumentaria a absorcdo hepatica de LDL-colesterol.

A adicdo do acai por quatro semanas aumentou a capacidade antioxidante total tanto no soro
(p=0,031) como em células polimorfonucleares (p<0,001) das voluntarias analisadas. Estudos in vitro
e in vivo j& mostraram essa acdo antioxidante do acai (Del Pozo-Insfran et al., 2004; Schauss et al.,
2006). Mertens-Talcott et al. (2008) analisaram doze individuos e avaliaram a capacidade
antioxidante no plasma, a concentracdo sérica de antocianinas e acido Urico e a geracdo de espécies
reativas por células mononucleares ap6s o consumo da polpa de acai, suco de acai, suco de maca e
uma bebida ndo antioxidante. Cada individuo consumiu 7 ml de agai por kilo de peso e tiveram

amostras de sangue colhidas, ap6s jejum e em intervalos de 30 minutos, 1, 2, 4, 6 e 12 horas ap0s 0
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consumo. Os resultados mostraram que a concentracdo de antocianinas no soro dos individuos que
consumiram a polpa e o suco de acai foram significativamente elevadas e observaram um aumento na
capacidade antioxidante total plasmatica em trés vezes, nos individuos que consumiram a polpa de
acai. Porém até o presente momento nenhum outro estudo avaliou o efeito do agai no estado
oxidativo a longo prazo.

Né&o foi observado alteracédo, apds o0 consumo de acai nas atividades das enzimas SOD, CAT e
GPx em células mononucleares, provavelmente devido as dosagens terem sido incapazes de serem
realizadas em células ativadas (macréfagos), enquanto em células polimorfonucleares foi observado
aumento apenas na concentragdo da enzima CAT (p<0,001). Esses resultados, referentes ao painel de
biomarcadores e outros parametros do estado oxidante, ndo pode ser facilmente comparado com
outros estudos realizados pois, esta é a primeira vez que tais parametros sdo investigados em
humanos apdés a ingestdo da polpa de acai. Guerra e colaboradores (2011) estudaram, em modelo
animal, dois grupos de ratos (controle e diabéticos) que receberam dieta suplementada com acai e
observaram diminuicdo da producdo de ERO por neutr6filos em ambos os grupos. Também
observaram aumento da glutationa hepatica em ambos os grupos. Porém néo foi observada alteracdo
na atividade de CAT. As concentracdes de acido tiobarbitirico (TBARSs), marcador para peroxidacao
lipidica, e de proteina carbonilada, marcador de modificacdo proteica, foram diminuidas no grupo
diabético que recebeu suplementacdo com acai. Esses resultados sugerem um efeito modulatério do
acai na producdo de ERO por neutrofilos e um efeito benéfico no sistema de defesa antioxidante no
modelo animal.

Em outros paises, 0 acai é reconhecido como uma berry (acai berry) mas, corretamente, nao
pertence a essa familia botanica. Porém, vale a pena ressaltar as semelhangas entre composi¢do de
polifendis nesses frutos, o que nos permite comparar nossos resultados aos outros estudos realizados
em humanos com algumas berrys.

Duthie et al (2006) avaliaram 20 mulheres, entre 18 e 40 anos, 11voluntérias consumiram 750
ml de suco de cranberry por dia e 9 voluntarias consumiram o produto placebo, por apenas duas
semanas. Ao final da intervencdo, observaram semelhanca entre a capacidade antioxidante do
plasma, peroxidacao lipidica e atividade das enzimas CAT, SOD e GPx em ambos 0S grupos.
Também ndo observaram diferencas no dano oxidativo no DNA. Esses resultados podem demonstrar
que a curto prazo a suplementagdo com uma bebida rica em polifendis pode ser ineficaz para proteger
contra o estado redox de maneira efetiva.

No nosso estudo, ap6s o consumo de acai foi observado aumento nas concentracdes de
apoliproteinas A-1 (p=0,019), principal proteina da fracdo HDL, da enzima PON (p<0,001) ao

mesmo tempo que houve uma diminui¢do na concentragdo da LDL-ox (p=0,001) e de MDA (p=9,0 x
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10®) o que sugere um efeito protetor para eventos aterosclerdticos. Outro estudo, de Xie e
colaboradores (2011), avaliou o efeito atero-protetor do acai em ratos deficientes no gene da
apolipoproteina E, proteina envolvida na redistribuicdo do colesterol, encontraram aumento dos
niveis de HDL-c, menor area de lesdo aortica (58%), diminui¢do nas concentracdes de marcadores de
peroxidacdo lipidica e aumento na atividade da enzima PON, resultado compativel com nosso estudo,
e também encontrou aumento, além da atividade, da expressdo de enzimas antioxidantes, GPx e

glutationa redutase, evidenciando assim um efeito anti aterogénico do suco de agai nesse modelo.

Estudo recente, estudou dois grupos de ratos com doenca da doenca hepatica gordurosa ndo
alcodlica (DHGNA). E encontraram que a polpa de acai impediu a oxidacdo de LDL e aumentou a
expressdo de PON1 e ApoA-I no figado e a atividade da no soro. Em ratos que receberam a polpa de
acai por 6 semanas,0 aumento da atividade de PONL1 foi correlacionada com a reducdo da esteatose
hepética e danos no hepaticos. Dessa forma, os resultados sugeriram que o acai ppode ser utilizado
para controlar danos hepaticos em animais (Pereira et al., 2016).

Nossos resultados sugerem um efeito modulatorio do acai sobre a oxidacdo de LDL com
possivel efeito atero protetor em humanos saudaveis. A PON esta associada a HDL-c e ela é a enzima
responsavel por conferir seu papel antioxidante ao reduzir a acumulagdo de produtos de peroxidacao
lipidica, por exemplo 0 MDA que também esteve diminuido apds o consumo do agai, e assim evitar a
oxidacdo de LDL e diminuir o processo aterogénico (Mackness et al., 1991; Aviran et al 1998;
Calabresi et al., 2004). Varios fatores afetam a fungdo da HDL no transporte reverso do colesterol,
por exemplo o contetdo de colesterol e fosfolipides, a atividade da enzima LCAT, a atividade das
proteinas de transferéncia de lipides entre outras. A habilidade de receber lipides é uma propriedade
fundamental da HDL. O colesterol existe no organismo em duas formas, a forma livre e a forma
esterificada. A forma livre do colesterol, localizada na superficie da particula da lipoproteina, € mais
instavel do que sua forma esterificada e pode dissociar-se das lipoproteinas e imergir no meio aquoso
plasmatico. A forma éster do colesterol, situado no centro da lipoproteina, é mais estavel e depende
da enzima CETP para deslocar-se de uma lipoproteina para outra (Garret e Grisham, 1995). As
moléculas de colesterol passam da superficie para o centro das particulas de lipoproteinas e a HDL
transforma-se em uma forma quimica mais apolar. Esse processo é catalisado pela enzima LCAT que
utiliza como co-fator a apo A-I. Desta maneira, o colesterol é seqiiestrado para o “pool mais estavel”,
evitando sua difusdo para o meio plasméatico de onde pode, facilmente, precipitar-se na parede
arterial e se acumular. A HDL tem um papel crucial no transporte reverso do colesterol, pois recebe
colesterol das células e de outras lipoproteinas, esterificando-o e transferindo-o para outras classes de
lipoproteinas (Sviridov; Nestel, 2002, De Grooth et al., 2004, Lewis; Rader, 2005).
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N&o verificamos alteragdes no perfil lipidico classico, como niveis séricos de colesterol,
triglicerideos, LDL e HDL, porem podemos obsevar que ocorreu uma modificacdo a nivel molecular
de parametros associados ao metabolismo de lipides, evidenciado inicialmente pelo aumento a apo
A-1, assim como aumento da concentragdo da enzima PON, diminuicdo da LDL-ox e por ultimo pelo
aumento na transferéncia de éster de colesterol na fracdo HDL.

No presente estudo observamos um aumento significativo na transferéncia de éster de
colesterol (p=0,0043) apds o consumo de acai, 0 que pode ser considerado um efeito benéfico, uma
vez que o0 aumento do influxo do colesterol facilitaria a eliminacdo do colesterol pela bile, reduzindo
0 acumulo de colesterol nas artérias e assim prevenindo a evolucdo da doenca cardiovascular.

Estudo prévio realizado por Strunz e colaboradores (2008) em humanos que ingeriram
castanha do Para (em média 11 unidades) por 15 dias, foi observado aumento da taxa de transferéncia
do éster de colesterol ao final do estudo, dado semelhante ao nosso estudo, porém foi observada
alterac@o na concentracdo de apoliproteinas e na atividade da enzima PON. A castanha, assim como o
acai € um alimento rico em acidos graxos mono e poli-insaturados, porém, enquanto apresenta por
volta de 30% de MUFA e 21% de PUFA, o acai possui 60 % de MUFA e menor quantidade de
PUFA, por volta de 13%. O mecanismo proposto para explicar o efeito hipocolesterolémico de
acidos graxos insaturados refere-se a capacidade destas gorduras em proporcionar um aumento na
expressao e na atividade de LDL-R no figado (Fernandez, 2005). Além disso, PUFA encontrados em
maior quantidade no acai do que na castanha, podem atuar como ativadores potentes da familia dos
receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPARs) que regulam genes envolvidos com
o metabolismo lipidico (Braissant, 1996; Kliewer et al., 1997).

O acai também é rico em fibras e 68,5% é fibra alimentar insoldvel (Rufino et al., 2011). As
fibras alimentares sdo referidas como tendo efeitos benéficos hipocolesterolémicos e na prevencao de
doencas cardiovasculares (Historia et al 1997;. Fernandez, 2001). Os mecanismos exatos para a
reducdo dos niveis séricos e de colesterol hepatico por fibras que ocorrem naturalmente ndo sdo bem
compreendidos. Um estudo demonstrou, em modelos animais, que a inclusédo das fibras na dieta
reduziu a ingestdo de alimento em cerca de 15- 20% em relagéo ao grupo de controle, a0 mesmo
tempo que o colesterol absorvido nos grupos de fibras também diminuiu em 15-20% em relacdo ao
valor do grupo de controle, para além de aumentar o de acido biliar fecal e a excrecdo de colesterol
(Bennekum et al., 2005).

O figado tem papel fundamental na homeostase do colesterol porque controla as vias de
biossintese e remocao. As concentracfes plasmaticas e intracelulares de colesterol sdo parcialmente
reguladas ao nivel da transcricdo pela proteina de ligacdo ao elemento regulador de esterol 2
(SREBP-2) (Brown e Goldstein, 1997). De acordo com o estudo de Souza et al, 2012, com ratos, 0s

56



animais do grupo com dieta hipercolesterolémica suplementado com polpa de acai a 2%
apresentaram uma reducdo significativa nos niveis de colesterol total do soro, LDL, indice
aterogénico e também aumento de HDL e da excrecgéo de colesterol pelas fezes em comparacdo com
0 grupo hipercolesterolémico. Além disso, a expressdo do LDL-R, ABCGS5, e os genes ABCG8, que
tém papel direto na excrecdo de colesterol através da bile, foi significativamente aumentado pela
presenca de polpa de acai. Estes resultados sugerem que a polpa de acai promove um efeito
hipocolesterolémico que pode ser justificado pela presenca de fibras e outros compostos presentes na
de polpa de acai como os acidos graxos insaturados.

Ao nosso conhecimento, o estado oxidativo e parametros do perfil lipidico associado a
ingestdo do acai ainda foi pouco explorado, principalmente em humanos. Os estudos disponiveis na
literatura ndo foram realizados para avaliar tal efeito funcional da polpa de acai. A este respeito,
Udani e colaboradores em 2011 realizaram um estudo piloto com dez individuos de ambos 0s sexos,
com sobrepeso e que consumiram, semelhante ao nosso protocolo, 200g de agai por dia. Ap6s um
més de intervencdo observaram diminuicdo nas concentracdes de glicose, insulina e colesterol
séricos, porém os niveis de Proteina C Reativa e de éxido nitrico (NO) ndo mostraram alteracdo ao
final da intervencdo. Dessa forma, nossos resultados divergem dos encontrados no estudo de Udani,
um dos poucos estudos que foram realizados com o0 agai que avaliou o estado oxidativo em humanos,
pois ndo encontramos alteracio no perfil lipidico e glicémico. E importante notar que a amostra do
presente estudo é consideravelmente maior quando comparado com 0s outros estudos realizados e ao
selecionarmos apenas voluntarias do sexo feminino, possivelmente foi reduzida diferencas
bioquimicas e fisiologicas entre os sexos, explicando os diferentes resultados entre os estudos. Além
disso, as voluntarias foram orientadas em nosso estudo a ndo alterar qualquer habito de vida
diferentemente do estudo supra citado que ofereceu uma lista de alimentos contendo nitratos que 0s
individuos participantes do estudo deveriam evitar, entre eles bacon e cachorro quente, fato esse que
poderia resultar numa diminuicdo da ingestdo calorica total especialmente de gorduras e assim
diminuir as concentracdes de colesterol e outras variaveis envolvidas no perfil glicémico. No nosso
estudo ndo foi observada, ao final da intervencdo, diferencga significativa na ingestdo dietética das
voluntarias, assim como néo foi alterado o nivel de atividade fisica delas. Dessa forma acreditamos
que o efeito encontrado nos perfis bioquimicos, do metabolismo redoxe na transferéncia de lipides
seja devido a adicdo da polpa de acai na rotina diéria alimentar das voluntarias participantes.

Uma das limitages em nosso estudo é em seu desenho que mesmo sendo do tipo de
intervencdo ndo possui um grupo controle e tal fato limita nossa capacidade ocasional de inferéncia.
A auséncia de um placebo também € um fator limitante no presente estudo. Além disso, nédo

controlamos o horéario de ingestdo e a forma de preparo das refeicdes com a polpa de acai. As
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voluntarias em nosso estudo, consumiram a polpa de acai em sua rotina alimentar diaria sem
qualquer outra alteracdo em seu dia a dia. Porém, nos ndo pode excluir completamente o Vviés
metodologico que pode ter ocorrido nos resultados encontrados, mesmo com entrevistadores
treinados e bem orientados. Queriamos que o estudo tivesse um impacto minimo na vida das
mulheres por isso também oferecemos o agcai como normalmente é consumido, e ndo na forma de
comprimidos ou suplementos.

Porém vale ressaltar , que o tamanho de nossa amostra é grande em relacéo aos outros estudos
em humanos, o periodo de intervencdo de com o acai também foi superior e totalizou varios dados
em um Unico estudo e isso sdo pontos importantes do presente trabalho.

Dessa forma, o consumo observamos em nosso estudo que 200g de polpa de agai, consumida
diarimanente, por mulheres saudaveis causou melhora significativa em parametros oxidativos e

também esteve associados com a prevencao, desenvolvimento e agravo de eventos cardiovasculares.
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7. CONCLUSOES

Nossos resultados demonstram que a adi¢do da polpa de acai na dieta pode estar envolvida na
protecdo contra o estado oxidativo e também ter um efeito benéfico no metabolismo de lipides, uma
vez que foi observado aumento nas concentragdes de Apo- Al, PON ao mesmo tempo diminuicdo de
LDLox e MDA. Podemos sugerir que o acai tem efeito direto na remocdo de espécies reativas,
através do aumento da capacidade antioxidante total, e indiretamente aumentando a atividade das
enzimas antioxidantes melhorando o perfil oxidativo. Em conjunto, estes resultados nos permitem

sugerir que o acai pode apresentar efeito atero protetor em mulheres saudaveis.
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8. PERSPECTIVAS

Futuros estudos sdo necessarios para elucidar os mecanismos diretos e indiretos pelos quais o
acai atua no metabolismo redox em humanos. Seria interessante para auxiliar nessa area, repetir o
estudo com outras populagfes, com uma amostra maior e com voluntarios que apresentem alguma
alteracdo metabolica como pacientes hipercolesterolémicos ou diabéticos para avaliar o efeito do acai
nessas doencas.
Outro perpectivas seria realizar outro estudo similar com um grupo placebo para melhor
entendimento e eficacia do consumo da polpa de agai sobre os resultados encontrados. Também é
necessario determinar a quantidade recomendada da ingestdo saudavel desse potente alimento. Em
conclusdo, os nossos resultados mostram um efeito antioxidante de acai na dieta de mulheres
saudaveis. Nossos resultados abrem um vasto caminho para uma melhor compreensdo e uma

aplicacdo dietético mais adequado deste importante fruto brasileiro.
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Haixz demnidads tuwea

L. Hipotireoidizme

e Hiparttreoidizen
o Doonca Calizca

0. Cimrgia obesidade

p. Jwirz dosnga zrave
g Posami marca-passo

(Especifiqus)
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8 Vool et prwida ou amementande? ) Nie ) Sim

10 Veocd f2x weo de alguma medicagda? ()Ml { ) Smm. 5ssim, liste abaixa

Madicamrsnto Dosager & freqiidncis  Por quamts tempa Fardo para o nso

(ex. Lancxin) l mg /2 x an dia 4 ance Taxa camdtaca
aoalerads

11. Vocd fuma? [ )Mo { ) SIm Se sim: Cluantos cigaroos/dia®
Ha quamto tempa?
11.1. Ja famou? [ Mo () 5im 5S¢ sim, quando parou?

12. Viocd pratica atividades fsicas regulares?

{{Ndo  ([Sim. Quais:

- - -
Tipo de attvidads Fraqifmcia par Curagio da atvidade — Histemico{0-5 B.S6-
samana 1M 1-5 A =3 4)

ITL Izformacdes Dietdticas

13. Vool fax algoma restrigdio oo tem algnea rejuipio alimentar?
{ 1Mo {  )5m. Cual a o da restrgdo mejeigho™

o

14 Vool tem algnea tolardncia alizwnter? (oome inhelerdincia & laciose do leate)
{ 1Mo { )5z, sesim cite o5 alimeetes & dobomas
- - -
Alimngaio Sinpomag
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13. Viocé utliza algema foram de seplements alimentar? (ex: vitamdnas, minarais, proteios

&iC)

{ JHEo [} &im Be sim, liste abaixo:

Marca do produto

16 Viocd goste de acai? | ) Mo { ]5m

17. Viocd costama comer acatl? [ ] MN3o [ ) Sim.

Comn?

18. Viocd pearden ou ganhem peso nos Glitimos § mewesT

{ M8
{ ) Sim [ JPardem___ Eg
{ ) Genhon Eg
FHa quamte fempo mantam

1% Wiocd estt atualmente segnindo alguma dieta? { ) Mo

Grual

D50 atmal?

g
£
2

i

IV. Dado: spiropoméiricos, de composicio corporal, bisguimicos & clinicos

TRIAGERL
Digta: 7

Paso (B

Altera (cm)

DT (BEgm™)

Flicows (pe'dl)

Colesturol total (mg'dl)

Triacilglicartis {mg'dL)

Rastrigio alimentar (TEFE )

Parcepcdo da foms (TFEQ)
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ETAPA II

Doata: 7 7
Fewo (Eg) &C (Kg) (BI4)
Almra (co) MLG (Kg) (BIA)
IC (K g ) &0 %) (BIA)
Circ. brage (cm) GER (kcal) (BLA)

Circ. cinhim {cm)

BEasivincia (ombs)

Cire. absdominal {ca)

Eoactincia (ohms)

Circ. quadril {cm) Glicoss (mg'dl)
PCT {mom) Colewtera] total (mg'dL)
PCE (mn:) Triacilglicaraiz {mg/'dl)
PCEE (mmj) PAS (mmHg)
PCSL () PAD {p=mEig)
ETAPA I

Dtz 0 7
Fewo (Kg) &C (Eg) (B14)
Abmrs (o) MLG (Eg) (BI4)
MIC (Egim”) &C (%) (BIA)

GER. (kcal) (BIL)

Eosistincia (ombs)

Reactincia {phms)

Glicess (mg'dL)

FCT {zom) Colestara] total {mg'dL)
PCE (mo=) Trzcilglicarois {mmg'dl)
BLCEE (mm) PAS [mmHg)
PCSI (o) PAD {mmEig)

Diata da wltima mensouacio:

Diata da proxima eanstmacio
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Anexo 2
ESCLARECIMENTO SOBRE A PESQUISA DADOS DE IDENTIFICA(;AO DO
SUJEITO DA PESQUISA

NOME: N°:
IDENTIDADE N°: ORGAO EXPEDIDOR:___ IDADE:
ENDERECO:

BAIRRO: CIDADE: TELEFONE: (L)

- DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

Titulo do Estudo: Efeito do consumo da polpa de acai sobre parametros metabolicos,
inflamatorios, estado oxidativo e composicéo corporal em mulheres jovens eutroficas e
com

excesso de peso

Local de Execucéo: Departamento de Nutricdo Clinica e Social (DENCS) — Escola de
Nutricdo

- Universidade Federal de Ouro Preto - UFOP.

Pesquisadores responsaveis:

Prof? Ana Carolina Pinheiro Volp - DENCS - UFOP (Coordenadora)

Prof? Renata Nascimento de Freitas DENCS — UFOP

Contatos:

Telefones de contato: (31) 8693 4551 (24 horas) / (31) 3559 1838 (horario comercial /
email: projetoacaiufop@yahoo.com.br

Comité de Etica em Pesquisa da UFOP: (31) 3559 1368 / email: cep@propp.ufop.br
Duracéo do Estudo: 2 anos

Avaliacéo do Risco: Risco Minimo

ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS
DO SUJEITO DA

PESQUISA:

1. Beneficios: Vocé podera conhecer e receber orientacGes quanto ao estado nutricional,
antropometria e composigédo corporal, adequac¢do do consumo alimentar e condigdes
gerais desalde: pressao arterial, niveis de colesterol e glicemia. Podera também, se

assim desejar,
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receber aconselhamento/orientagGes nutricionais por graduando da Escola de Nutri¢éo
sob orientacdo de nutricionistas. Quando for observada qualquer alteragéo clinica e, ou
bioquimica, serdo encaminhados para avaliacdo médica a ser agendada no Centro de
Saude da UFOP.

2. Riscos: O estudo néo oferece riscos. Os equipamentos e materiais usados em todos 0s
procedimentos serdo estéreis e,ou descartaveis. Vocé nao sera submetida a nenhum tipo
de

intervencdo que possa causar danos a salde, visto que todos os procedimentos adotados
séo

inocuos e tém respaldado na literatura cientifica. Durante a coleta de sangue pode
ocorrer

pequeno desconforto ou pequeno hematoma que deve ser tratado com banho de gelo.

3. Privacidade e anonimato: Em nenhum momento desse estudo, as pessoas que
estardo

trabalhando com este material saberdo que é seu, garantindo o sigilo de seus dados.
Nenhuma

outra pessoa ou instituicdo, que nao aquelas envolvidas no presente projeto, tera acesso
aos

questionarios ou dados individuais gerados por esta pesquisa. Os resultados deste
trabalho seréo

publicados apenas em veiculos de divulgacdo cientifica (revistas especializadas e
congressos)

garantindo-se o0 anonimato dos participantes. Sua participagdo ou ndo neste estudo ndo
influenciara de nenhuma forma no tipo e na qualidade do atendimento medico que vocé
esta

recebendo ou podera receber no futuro. Vocé podera solicitar aos pesquisadores, a
qualquer

momento, o seu desligamento do estudo e a retirada dos seus dados.

4. Liberdade de ndo participar ou de retirar seu consentimento a qualquer momento
ede

deixar de participar do estudo, sem que isto traga qualquer prejuizo.
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Anexo 3

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
[J Eu entendo que minha participacao é voluntaria e posso recusar-me a participar ou
pOSSo
interromper minha participagdo em qualquer hora, sem penalizacéo.
[J Minha participacdo neste estudo ndo implica em contrato de trabalho.
[J Fui comunicada da inocuidade de todos os procedimentos realizados neste estudo,
assim,
qualquer enfermidade que surja durante o estudo, devera ser tratada por conta propria,
ou seja, 0
estudo que participo ndo assume nenhum compromisso no tratamento da mesma. Nestes
casos,
deverei comunicar a equipe do projeto todas as informacdes referentes a enfermidade e
0 seu
tratamento e ndao poderei mais participar do estudo
(] Eu ndo receberei qualquer compensacéo financeira para participar do estudo. Quando
for
observada qualquer alteracdo clinica e, ou bioquimica, serei encaminhado para
avaliacdo médica
a ser agendada no Centro de Saude da UFOP
(1 Se existir alguma intercorréncia decorrente da pesquisa, poderei me comunicar com
0s
pesquisadores por meio do telefone: (31) 8693 4551, em qualquer horario do dia ou da
noite.
[ Fui esclarecido em relagédo a todos os procedimentos que serdo realizados neste
estudo. Minhas
duvidas foram respondidas. Eu entendo que perguntas adicionais relacionadas ao estudo
devem
ser dirigidas aos investigadores listados acima. Eu entendo que, se tenho dividas sobre
direitos
dos voluntarios, posso contatar o Comité de Etica da UFOP. Eu concordo com 0s
termos acima
e acuso o recebimento de uma copia deste consentimento.

Declaro que, apos convenientemente esclarecida pelo pesquisador e ter entendido o que
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me foi explicado, consinto em participar do protocolo da pesquisa acima especificado.

Ouro Preto, de

de 20

Voluntario — Nome completo:

Voluntério — Assinatura:

Testemunha — Nome completo:

Testemunha — Assinatura:

Testemunha — CPF/RG:

Pesquisador — Nome completo:

Pesquisador — Assinatura:
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Anexo 4
APROVACAO PELO COMITE DE ETICA

MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Campus Universitario - Morro do Cruzeiro — ICEB-II, Sala 29
35400-000 - Ouro Preto - MG - Brasil
Fone (31) 3559 -1368 Fax: (31) 3559-1370
Email: propp@ufop.br

OFiCIO CEP N°. 182/2010, de 20 de dezembro de 2010.

lima Sra.
Profa. Ana Caroline Pinheiro Volp
DENCS/ENUT/UFOP

Senhora Pesquisadora,

E com prozer que comunicamos a Aprovagdo, pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal de Ouro Preto, de seu projeto infitulado “Efeito do
consumo da polpa de acgai sobre pardmetros metabdlicos, inflamatdrios, estado
oxidativo e composicdo corporal em mulheres jovens eutroficas e com excesso
de peso.” (CAAE: 0062.0.238.000-10).

Atenciosamente,

( N oM .
N, \ mandb OO pne
Profa. Dra. Olivia Maria de Paula Alves Bezerra

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa/UFOP
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Anexo 5

Adaptacio Aadahl ¢ Jorgensen (2003

Sanios e Simdes, 2009
Qual & o seu nivel de atividade fiseca em wm dia normal de semana? Ma escala de atividade
fisica ha alguns exemplos de diferentes niveis de afividade flsica, Tente estipular quanto tempo
wvock gasis em cada nivel em um dia normal de semana. Comece a partir do nivel A e continue
descendo. e vocd normalmente dorme T horas, vocd deve marcar o quadrado 7-h dio nivel A

Se vool assiste TV por uma hora e meia, vood deve marcar o quadrado de 30-min. ¢ o quadrado
de 1-h do nlvel B, 3¢ vocd ndo for ative em todos o niveis de atividade, deixe niveis sem

marcar. For favor, note que o mimero total de minutos ¢ horag deve somar 24= wm dia ¢ uma
poie de semana normal. A coluna da direita poderd auxilidg-lo a somar 05 minwios ¢ a5 horas,

Fwenuplas HIIII'HI; H-l:ln_-l ___m
= I
i Oooo | oooooooooo |
fﬁ Diormis, descansar 1% 30 4% I234%6789 10 |
A i
| L e i i e Pl =
||
i ﬂﬁ .“‘f’hr“““"“”.‘“l'*;":.:';hdn_ 153045 | 12345676910 |
5
Tnl:ull'nrmfnltm:nmpuuﬂ-ﬂ'nu [ ooooooooo o
| mesa, permanscer wniado smouma 1% 30 45 123456787010
| rERInES, ©18 PArs CoaTieT,
FE "
- Permuanecer em pe., livande praros ou oo opooooaeo o | '
I coeinhands, dirgir wm carre ou 1% 30 4% 12343678910 ;
caiminhbo. {
L3 i
i Fazer limpeza leve, vasrer o chio, |
I " commiprar alimentos com canmnho de E:Eﬂ-'l:lﬁ ???EI?E?E;E |
| '.5.1_1 supermsercado, dangar lemanmsente ou
:Er descer escadas.
Andar de biciclera para o vrabalb ou oo o oooooooo oo
por prazer. camimhar rapddamsente, 1% 30 45 12545678910
imear ou aplicar rebsooo,
B — P p
Caiclar ke jardism, carrepar, cransportan Oooo ooDooooaoc
vy empilhar madeira, subir escadas 1% 30 45 12345%6T7T&D10
carregando abjomos loves
L I m—
= Bazer atlvidades aspddicas, fueer [y | (S = s E S ey
. ERETCiors Na ackdemai. Coftar madeisa 1% 30 4% 12%34%678%9 10
. ol KASAF LN .
FH
5" Mais exforgo que o ndvel Hi: corner, ooo gRooooudano
— pravicar zorrida de biciclesa, jogar 15 30 45 12345678910

funebod, handebol ou cénis,
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ANEXO 6
BULA HISTOPAQUE

SIGMA-ALDRICH

Product Information

Hiztopagqus®-1113

Caaleg Mumber 11131
Siorage Temp=rature 25 *C

Product Descrpiion
Histopague®-1119 ks a stedie, endotodn tested soiution
of potysucrose and sodium diatrizoate, adjustad fo a
density of 1.119 g/miL. This ready-to-use madlum, when
wsad In conjunction with Histopague-1077, faciitates
the rapld recovery of viabie mononuciear cells and
Trom small wiumes of whole biood.
Histopagque-1119 and Histopagque-1077 empioy 3 one-
step procedure developed on published obseniations.’

Histopaque-1119 Is 3 sterfie solution of polyswcrse,
£0 glL, and sodum Matizoate, 167 giL.

Denstty: 1.115-1.120 gimL

Endotoain: £0.3 EWVmL

pH: B.A-9.0

Reagenis and Egquipment Requirsd but Mot

Prowvided

»  Histopague-1077, Catalog Mo, 107M

» Ceniifuge [swinging bucket rodor) capaie of
generating 700 = g

» Cenbifuge tubes, 15 mL plasiic, conlcal

»  |sobonic phosphate bulfered saling soluTon of
appropriate call cultura medium

Pracautions and Disclalmsr

This product 15 for RED use only, not Tor drug,
howsahold, or other =es. Pleass consul the Matenal
Safety Data Sheat for Information regarding hazards
and safiz handling practices.

Praparation Instructions

Specimen Collection - Coliect biood In presany ative-free
anticoagulant (EDTA or haparin) or use defibrinated
blood. For Dest resuits, biood should be processad
wihin 2 hours.

StoragaiStabliity

Store e product at 2-5 "C protected from light.
Histopagque-1119 has an expiration period of 2 years.
Feagent label baars axpiration date.

Histopague-1077. Mononuckear cells should band &t the
Interfacs batwean Histopague-1077 and the plasma. If
oioseryed results vary from expected resulis, please
contact Sigma-Aldrich Technieal Serves for asskstance.

WEETNE- T D3

¥T5] Sprecn Swarl. 51 Lows, RA0ED 000 LA,
o G S s ) TTLETEE  Fa B0 1355057 SHa TFEILERET

LD IR AR HRS DT TN DT

Procadurs
A doutie gradiant Is formed by layerng an equal

volume of Histopague-1077 over Histopagque-1119.
Anficoagulated whoie biood Is carefully layered onto the

upper Histopagque-1077 madium. During centrifsgation,

erymrocyt=s ane aggregated by polyswcroes and rapidly
sediment. Granukocyies are found at the lower

Histopaque-1077/1119 Interface; whereas, lymphocyles
and other mononuckear calls are fTound at the Upper
plasmarHlstopague-1077 Interface. E

contamination is negligitie. Mcest extraneous platelets
found In the upper Intestace are remaved by low speed

cenbrifugation durng washing steps.

1. Ad 3 mL of Histopague-1119 to 3 15 mi conlcal
centrifage fube.

2. Carefully layer 3 mL of Histopaque-1077 ondo e
Histopague-1119 and bring % rom temperature.

3. Carefully layer 5 mL of whoie biood onto the upper
gradient of he tube from step 2.

4. Cenirfuge at 700 = gfor 30 minutes at room
temperature. Centrfugation at lower temperatures,
such a5 4 "C, may result In cell cumging and poor
TSCOVEry.

5. Carefully remove centrifuge fubes. Two distinet
Dpaque layens snould be obeerved

E. Aspirate and discard plasma to wimin 0.5 cm of the
upper Iayes. Transfir cells from this layer to a tube
marked “mononuciear.

7. Aspirate and discard remaining fukd to within
0.5 cm of the lower layer. Transfer calls from this
layer io 3 tube labeled "granulocytas”.

E. Wash the cells by addition of 10 mL of lsotonic
osphate buffered saling to the tubes. Canirfuge
10 minutes at 200 ~ §. Remove the supematant
and discard.
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Anexo 7
CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL

OTACIOEZ pdr

QuantiChrom'" Antioxidant Assay Kit (DTAC-100)
Quantitative Colorimetric Determination of Total Antioxidant Capacity

DESCRIPTION

&n ANTICKTDANT &5 o moiocule capable of siowing or tha
midaion of oiher molooulas. Anfixidanis proloci ihe Colls
camages oy reacive mn?r spacis which am prodeced in axidation
reacions in the cell & idants can be smal molocuks such as
guizthions, viaming, o macromoleosiss wch = caisiao, gubxhiong
parxidass. As midaiive shess comirbubes bo the dovelopment of mary
dsemmes inchuding Azheimer's deoose, Farkireons desosa, diabcios,
roumaioid artteiis and e , ha uso of amiioeidanis in
prammacokqy & nensvol sudod, Anboxidanis one also widkly used
3 dobay supplomenis and N indusing a5 preseraiives in food
oozmalics, rubtssr and gasolina.

Simpis, direct ond high-throughpu! assays: for fotl antioxidant copacky
(TAC) hnd wida nt:ln'Emrmm:h.mudmuﬂrdﬁ
dEcovery.  Bich sors  mproved :.r=
-bmu-ﬂcn:q nwhich Cu™ s maducad by amimidant 1o Cu'. Tha
resalling Cu* spacficaly 1orms 2 colored compien with @ oye reagent
Tha cobar imarsity & ummmunmm:m.

KEY FEATURES
Senakie snd accurag . Uss 20l sampia. Lingar dalocton ranga from
1.5 10 1000 pM Trokx aquiaients.

Simpls and High Swoughpul. Tho preosdurs ivovas addion of 2
ad ncubaion for 10 min. Can be

atoamsa & 2 high ihroughput assary Tor thousands of sampies par day.

APPLICATIONS
[Diract Soum, piEma wind salva and ofhar biclogical

samplaE, food and v arages.
Dnug Discowary Pharmaclogy: s of drugs on TAC.

EIT DONTENTS

Fa-ogant &: 12 mL Reagam B: 1 mL

Biandard: {00pL 50 md Trolo

Siomge conditiors. Tha K s shipped al room temparsira. Sira
Foagerd & &t room femparaium and othar components at -20 °C. Ehalf
Mool sk monthe afer recont

Pmoanions am for research e only. Normal precautions for
lshoralny reagents should ba marcEed whik using the roagents.
Pigass rafer 10 Maloral Earaly Dala Eheot lor detalled momation.

SAMPLE PREFPARATION
Sampies should Rt coman r;j matal challorns (sug EDTA) and should
ba clear and frea of any turbidiy of parfidos. Liguid sampies (s.g. non
hn'nﬂ_.un:lmn ::nr.u]mmuqnd:lmy.nﬂ s
I"D?I'ET aing cals In ico-coid 1 x ad
I:-ITI'II.gIﬂI:r1 mn 1-1[lxlr|:mh1pildrglml.lliﬂ'\il:lu’
supamatant for the asswy. H nol ossopod Immediately. frearo
supamatant ai - 30°C {siabiaior 1 month)

AZEAY PROCEDURE

i. Slandards and Sampks Equilibralo ol componants o oo
temparaturs. Briafly coniriuge Fsagent B and Standard bafom opaning.
ME 5pl of the stendard with 245 pl dH=0 (inal 1 mi Trokx ). Didia

siandards a5 shown in ihe Tablo balow. Transior 20 pl siondands o
wils of & cloar 1k botor D6 wal pixs

[H [ 1 mM Trol + Fg Vol Trohoa [p)
100l + Qul 1] 1000
Elul+ Al 00 £
Muls ML oo 300
4 Oul +100uL 100 [

Tramsior 20 pl of sach sampla inlo saparale walls of tha 35wl plala.

Hofa: for unknown samplas, perirm savaral diwdons b enmve A

TAL b5 T i fricar range of 1_5 10 100 M Trokos aquivalents.

2 Assay. Propam enough W orking Reagarnt for Sampis and Standend

wals by mixing, jor cach assay wol 100 pl Reagent & ond & pl
anmmum.w:rw-mqumum

o . Incubais 10 min & noom

3. s Olesm 00 2 pidia reada.
Mofe: F cabusled TAC is Mgher fhan 1000 oA Trobs equiakes
diuie sampke bn 0Ho0 and rapeat sssay. Mulbl tha remuls by Mo
it fon Facker.

CALCULATION

Eubiraci blank. 0D valua (4] from al siandand and sampis 00 valuas.
Fiot the 20D siandard concomirations and daarming 1ha
shaps of 1he standard curve. Caioulalo Tha Total Antoodam Capacsy

[TAC) of Eampla
TAD = ODmswe - DOmam
Elopa jpM )

Dlwara and Clwase 20 e Cleom valus of tha samplo and HeD
[olank [slandard #4). = & ha sampis diuion 1aton.

MATERIALS REQUIRED, BUT NOT PROVIDED
Fipatting davicas, centrifugs tubos, chear 1ia-Dofom uncoalod 36-wel
jplains, plalo reader camabio of roadng opiical densly ol STOnm,
homageniz o of SonicEor G

an  (uld Trolor Equivakenis)

1.05

Trolox Standard Curve

1 1 1 1 1
0 200 400 600 &00 1000
[Trolox], mM

LITERATURE
1. S&x H {1907, Cxidaiive sioss: adidanis ond anlkxidanis. Exp
Fhysial B2- 291 -298.

2 Cao O, Almso H, Culer A (109G
copacity assay for anliidants. Freo Redic Biol Med 14 303-311.

3 Prior FLWu X, Schaich K [2005). Elendardzed methods for tha
dateminaion of enbicxdant capacky and phendlics ko loods and
diatory supplemanis. JAQrc Food Chem 53 42004300,

2009 & by Hichsszy Sysloms - 3191 Comorale Place, Hopward, GA S4545, USK -

W absia: www DIasSays e oom

Tk S10-TES-9063, Faor S10-TE2- 1588 - Emalt ondon@biosss oysys oo, inf n@bimassaysys.con

Fage 10 1
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Anexo 8
BULA KIT LDL OXIDADA

|
> CELL BIOLABS, INC.

o =

Material Safety Data Sheet

SECTION 1. FRODUCT IDENTIFICATION

Catalog Mimmber: 5TA-360

Product Name: OnciSelect™ Human Oxidized I DL ELTSA Kit
(MDA-L DL Quantitation)
MANUFACTURER: EMERGENCY CONTACT:
Call Biolsbs, Inc. +1 858 271 6500
7758 Arjons Drive infor@celThinlabs. com

San Diego, CA 82126

SECTION 1. COAPOSITIONINFORMATION ON INGREDIENTS
Eit Components
1. Ann-MDA Anribody Costed Plate (Part Mo, 236901): One 94-well smp plate.

Biotimvlated Anti-Huoman ApoB-100 Antibody (10005 (Part Mo 236007): One 20 pl. vial
LDL Precipitation Sohsion (75 (Part Mo, 236004): One 20 ml bottle. -IMon-Hazardoos
Soeptavidin-Foneymes Conjogate (Part Mo, 310803): One 20 pL vial. -Non-Hazsrdows
Aczay Tiilnent (Par: Mo, 310804): Cne 30 mL borle.
100 Wiash Buyffer (Part Mo, 310806): One 100 mL bottle
Substrats Selotion (Part Mo. 310807): Coe 12 ml. amber bottls. —Won-Hazardous

Stop Solution (Part 1o, 310808): One 12 ml botda
. Blocking Bearent (13 (Part Mo, 236003). One 200 pL vial. —MNon-Hazardous

10. O=IDL Stapdard (Part Mo, 236905): One 20 pl vizl of §.25 mzml. Copper Oxidized Purified
Himan [T in 50% Glycenol

el S

=

HAFZARDOUS INGREDIENTS

Anti-MD Ansibody Coated Plate (Part Mo. 236901): One 96-well sirip plats.
Sodinm Azide 0.02 0%

DOOCD) (Part Mo 236007): One 20 pl vial.

7738 Arjoms Driwve, San Disgo, CA 02128
Fhone (E5B) 271 8300

U Toll Frese {BE8) CHL 0303

Fax (EXE} 271 0514
info@cellbiodab s oo
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|
» CELL BIOLABS, INC.

- -

Aceav Dhilgeqs (Par Mo, 310804) One 50 ml. botide.
Thimerosal 002 %0

10X Wash Fuffer (Part No. 310804): One 100 mL botle
Thimerosal 002 %0

Stop Solation (Part Mo, 310808): Ome 12 ml battle
Sulfuoric Acid 0EN

OxLDL Standard (Part Mo. 236905). One 20 pL vial of 0.25 mg/ml. Copper Oxidized Purified Human
LDL in 50% Glycerol.
Sodinm Azide 0.02 %%

SECTION 3. WASTE DISPOSAL
For small quantities: Cammonsly 2dd to a larze stred excess of water. Adjust the pH to newmal. Flosh
the sqguemns solutons down the drain with plenty of watar.

SECTION 4. FIRST-ATD MEASTUEES

o JF SWATTOWED, WASH OUT MOUTH WITH WATEE. PROVIDED PERSON IS
COMSCIOUS. CATT A PHYSICTAN IF INHALED, REMOVE TO FRESH ATR. IF NOT
BREATHING HVE ARTIFICTAL EESPIRATION. IF BEEATHIMNG IS DIFFICULT, GIVE
OBV GEM.

¢ DM CASE OF SEIN CONTACT, FLUSH WITH COPIOLTS AMOUNTS OF WATER. FOR AT
LEAST 15 MINUTES. EEMOVE COMNTAMTNATED CLOTHIMNG AND SHOES. CATL A
PHYSICTAN.

o N CASE OF COMNTACT WITH EYES, FLUSH WITH COPIOUS AMOTUNTS OF WATER

FOR AT IEAST 15 MINUTES. ASSURE ADECQUIATE FLUUSHIMNG BY SEPARATIMNG THE
EYELIDS WITH FINGERS. CATT. A PHYSICIAMN.

SECTION 5. SAFETY HANDLING PROCEDTUEES
¢ Should be hamdled by mained personne] observing good Llaborstory practices.
¢ Avobd breathing vapor.
o Avoid skin consact or swallowing.
o iy comse allergic reaction in sensifized mdividwals

SECTION 6. ACCIDENTAT REEIFASE MFASTIRES

EVACUATE AREA WEAR SHL F-CONTAINED BREATHING APPARATUS, RUBBER. BOOTS
AND HEAVY FUBBEER. GLOVES. ABS0RE WITH SAND OF. VERMICTULITE, SWEEP TP,

7738 Arjoms Drive, San Diego, CA 02128
Phone (E3B) 271 6300

S Toll Fres (BBE) CEL 0343

Fax [E3H} 271 6514
info@cellbiolabs.com
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PLACE IN A BAG AWND HOLD FOR. WASTE DISPOSAT. AVOID BATSTNG DUST. VERTILATE
AREA AWND WASH SPILT. SITE AFTER. MATERTAT PICEUP IS COMPTETE.

The above information is believed to be comect but does ot parport to be all inclusive and should be

used only as a gwde for experienced persomne].  Cell Biolabs, Inc. shall not be held lisble for soy
damage resuling from the handling or from contact with the sbove prodoo(s).
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Anexo 9
SUPEROXIDO DISMUTASE

ES0D0A pdt

EnzyChrom™ Superoxide Dismutase Assay Kit (ESOD-100)
Quantitative Colorimetric Determination of SDD Activity

DESCRIPTION

SUPERCXIOE DEMUTASES (200, EC1A5.1.9) 2o onrymes tha
caloyre e dsmuson of supammds nby Oh and HaDh. They o an
mporiand antioidam coferso in all cols mposed 1o Oy Thors oo e
major lamiles o superxide dsmulsse CuZn, Fa'Mn, ond Ta N ypa
Angrant 300 aoivilios have boon Bnkad o disaasos such os amyoirophic
iaternl sclarosss, parinatal lalhally, reursl dsodars and Cancar.

Biohssey Eyslams” E00 msy provides o comvenisnt colonmelnc means
for ihe quaniiaive dolerminaion of 500 enryme aciviy In biokagical
sampke. In T sy, suparmeda (O] B provided by anhing codass
fa ohe o maddion. The

D) calayr ed reaction. Oy reacs T ;
u)'ﬁ’ﬁ'
ol inlersiy (00 e 5 usad to tiric heid -&

Wit @ WST-1 dya fo fom a
daerming Ihe 00 acbvly b a k]
STATINML

colorad product. SO0 sow
ha Oy T h:ﬂgﬂmﬂm
0, + M,

KEY FEATUREE

‘Serahhe snd acoue. Linsar delection range of 0,05 - 3 Wl 200,

Comeaniasn and h hroughput. LS " - InCUE - mas e
tﬂ:ﬂnql.hluwm'.n:quﬂ slops ore imeolvadd. Can be

frﬁgr;u;::“ﬁmmﬂl-ﬁ. lud handing sysioms for pocessing
APPLICATIONS

Deigrmizaiion of 200 in blood, coll, esws and other biclogical sampios.
KIT COMTENTE

Assay Buftaer: 20mL Dihagni- 20mL

T T

‘Horage condRiomm: siors 2l reagents af -20°C. Shall Mo of & months ofter
rn:-ﬂi.
ot A lor ressarch use only. Momal procautions fior
should be sxerased whil u Iha resagenis. Fleass
mmv?unn-am:nwmuumn:‘ﬁmn

ASSAY PROCEDURE

Hatec i not Immadately, sampias can be shred A -20°C lor one
month. &0 sampies can bo dikrlod i 50 mM potassium mq:rm nH?.-I-.
1 TEwo sampkes Forlusa ssuo with coid FES fo romoss
ool 1 fesus al & ml'g incold kysis bulier |:-u1l|nur
jphosphata, 31 =M EDTA, 1L5% Trilon X-100). Centrfiuge & 12, 000g far &
mirubes of 4°C. Use supsrmalant Por fofal SO0 axsay.
2 Call samples.

amummcmmuw:‘ctimmzmm:n
discard supamaiant ‘Wash oells with cold FES, and dscand tha

supomatant. Rasusmond colls in 3.5 mL of cold sk Buflor. Aftor 10 min o
o5, cantrfuge a 12,0007 for Smin. Uss s ol lor fokal SO0 sy,

Acharan! cols: Wash 1-2 1 10° colls cold PEE. Place dish on ios. Add
05 mi of coid ksis bufler. &far 10 min on ica, collect calls/debrs with 2
rubber policoman. Conriluge the ool axract al 12,0009 for & min. Usa
suparrsiant forfolal 00 msyy.

Nola: If F &5 cesied i defomine cyiosoln and mibchondtal 500
actwiiios soor. lrwatal samples can be propared aooordng lo
Mattesdal ol f. | JBC I7T. 29670-33
3 Bood samples: Coldect saum, or plasma (haparin, oitrabe or E0TA)
L=ing standand profocols. The anythrocyte pollat com ba ysod I 5X wolums:
o oold dH,D; cenirfugs & 12 or 5 min o ha eyifroods
mamirane. Diuts sorumplasma 15, e coll iysata 1:100 prior 1o EC0
By,

Frior fo assay, ring ol p bz roam @ (25°C]. Tha Xanihing
raaga may apeear o ba turbid. By voriacl this lubs el oro ipsaing.
Enally conimiuga enryms ubas, Keap on ioa during assay.

1. Sdandards, Hﬁ&LEﬂDEﬂm*Ih!ﬁLMIHW!UmLEﬂD
stzndand, Diube standands 25 baiow.

Ho_| 90imL 500 + Dluemt | Sisndard | Um)
i 100uL s Opl I
z Bl +Z0uL 24
3 B0l + 40 L [E
1 0l + B0l [
B TEl + B2yl nEd
E Byl + 3Tyl [
7 4l GE L iz
B DL+ 1000 Ty

Transfor 20 pL 300 standands in separalo walls of a clear fial-botiom
ol plida.

Transfor 21 L. sampias be s oparain wals.
2. Frapars encugh Worling Feagant |or tha standard and sampic welk.

For gach woll, mx 160 pL Assay Buflor, S pl. Xanihing and Sl WaT-1.
Transfor 160w W orkdng Reagent to sach well and lap piats fo mx.

For gach wall, dlivks tha XD Encyms 1220 ik Diluent. Quicky add) 20 pl
diied X0 bz mach msay weal (U0 of @ mullchannal pigstior i
recommandad]. Tap plalg bo mx

2 Immadksioly red 00, o (D0420-450mm] (O0:) Incubate lor &0 min a
moom lemperaiurs: (2T in the dark. Read O0440nm again (001

CALCULATION
1. For gach Sandard and s ampks wall, caioubss 400g, = DD, - OD0;.

2 Caiouiso 400 = 4C00ew - 400 jor cach standard and sampis whang
40 Oy I8 tha A 00 for Blandard # 3 [ha standard with no 00 actily

and highest possibio airsoroanca).
3 Piol the Standard Curva 4300 s [B00)[AmLL Usa the sa0D for
samphs bo dalorming E00 actvily o sampla from the sandand curss.
WATERIALE REGLBRED, BUT RWOT PROVIDED

ooV, 1Esus homogenzor, carird mnd lubas, cear Ta-
r&vﬂlmn piate raader. -

300

T T T T
L 1 2 3

[Sparo ide Hsmsese | LN'ml

LITERATURE

1. Kuthan H, & & [1086). A spacirophoiomatine =y 1or SUperXide
dsmiress aciviies in orudo [ssuo irctions. Biocham J. 237 175-80.

Z Ukeda H, @ & (1997]. Specirophoiometns sy 1or superdide
dismuiess based on berearolium salt T-1- |phr|:|rhﬂn-:||- a4
Tatrarolumi-bisd ma nifrojbant enasy Fonic id drae
maduiction by xanthine. idasa Anal Bocham, 251 2060

% Jenknagl P, & al (20071 & companson of quanifaive and qualksve
upamits dsmuiEs = for application io low lompaahrs
micrmaigas. J Fhoiocham Photobiol BL BT, 288-26.

12 © by Bohmay yilemn - 115 Losorm Faa,
ﬁim‘.‘m Fac 510-722- 1528 - Ernmil

mﬂmﬂ 'n:_..'nwn:rn
e Gy oo,
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Anexo 10
CATALASE

EnzyChrom'" Catalase Assay Kit (ECAT-100)
Quantitative Colorimetric/ Fluoriemtric Catalase Determination

DESCRIFTION
CATAIASE [EC 1.11.1.8), & an ubiguicus anlimidant encyma ot
caizlyres ihe dacompoaiion o irpdrogen paroaide [HyOw) 1o weler and
e

cldase

2H;0, Op + 2HO
By pravanting sxcessivg HyDy build up, calakso aliows impodant colluler
mmnwmhm%ulqmmmum
Daficiency In caless aciviy has beon associaled wih

parmisomal dEorder acalmia Empls decl and high I'pl.l:
=S for alaase activily Tind wide appicalions. Binfssy Sysioms
Improved sssay direclly meaxures calabso degradation of H Dy using a
reld oye Tha change In oolr mensily al SFOem or fuorescence
miarelly fme = SE553NE) B dirclly proporional by the calakse
acivey in tha sampia.

EEY FEATURES

Sqnsie and poourai. Usa 10 L sampla. Lingar datection range 0.2
b 5 LML oataken s activily.

Simpla &nd Convenkl. Tha pimcecurs IMaolves adding & Subsinats to

sample, incubation for 30 min, folowed by a Deobeclion Reagent and
reading Tha opical desly o Nuonscense iFlansiy.

APPLICATIONS:

Diroct Assays: cafaliso ociviy in biciogioal samplas S@rum
:Iaml.unrrn.snl:llmmm?t. “

Doy Discowany Pharmacology : of ecs of drugs on crialase aciviy
KIT CONTENTS:

Assyy Bufler: = rl  HRFEmyma: (20pl  Dye Reagent: 120 L
Heida Solutlon: 100l 3% HyCy Positlre Commok 8 pl Calslass

Sinmge conditions. Tha i & shipped on £, Slore 2l components o
-20°C. Shelf e of 5 monihs afar receipl

Fn-:-.rl Toagents arg lor ressar i isa anly. Normal precautions for

r :hui:tnm-un:l & 15 I:rnr-u;ms
Poezs rﬂ'-l'qlhll'!] Eafoly Didla Eheot for dotalled

SAIFLEPHEFIHATE:IH

Thsua (10 and oalls (1 Inhom:lgmndn?[ﬂuj.nchl
uga 10 min 2 14,000 pnl-d:.n:fnm‘ul.lmfhz
smnr.u:h.rtll:rmq

Role: SH-contaieing reagents fa g f-marcapioethand difuothretioll aro
kmown o iniadore An s amsay and shoukd be kopl bolow 10 uM in B
STy

ASSAY PROCEDURE
1. Reapan’ Froparation Equilbralo al componants 1o raom jamparahsm

Brally confugs dl lubas befors opaning. Keap Ihaved HAF Ercyma
[ ] =8

For cooimatic ossays, use o cikar fiakbofiom S6-wel plale For
fuorimalnic asys, uss 2 solid biack 1ot bofiom 05 wol plea.

Sarples and Covteds: mansier 10 pl sampls imlo walls: of the 06wl
pidia. In addlion, Mo gach ES53y FUR, Drepars ond Sampks biank wal hat
comtaing oy 10l Assny Butior.

Bl 800 pl Assay Butier io Fostive Confrol tubs and mix weil. Transler
#0p L of tha recorsifuiod Pesiiva Contml inlo scparala walls.

Nobe: (11 For unknown samples, parorm savaral i fons 10 anaws that
cxalse achely i within b knear ﬂ.i‘bEuLMT.wp'wm‘
oXalEo senes 35 3 posive oontrnd nﬂrk working and
shoukt sol bo used bo calbulain Mo Samplke calalase

Z Evayme Reachon. WMx 5 pl 3% HoOuend 314 w L dHO (Tinal 4.3 m].
Prapars enough S0 p HyDy Subsinde for sampks, posiive coniral and
sample blank by mking, forcachwall 1pl olthe 43 mM HO, wilth

% ul Amsay Bulflor. Note: dibiiod Hy0,d5 ot stable.  Proparo frosh
il s o o) avpariment

Add 20l of tha 50l Eubsirae o hase walls boinfiza the calalase
maction. Tap plals quick o mic incubals 30 min al rmom meparsra
[uwing the incubation Hma, proceed with STaps 5 and 4 bakow,

% Hhilk Siandard Cunve. M 80uL of tha &8 =M HeDa with 840 pL
dH, 1o yioid 400 M H,C,. Propars standarde 35 shown in o Tabia
bgiow. Transier 10 pl siendards kmio separate walls of tha 36wl
plain. Add 30 pl Assy Bulfer o the standands.

B0 | 400 pM Halh + HeD | Wil jul) HelJa {ui)
1 | ohpl+ il 100 400
] B0l + AL 100 EIT
] Bl + 0L L1 T
T Dl s 100 100 [

4. Dofoction. Propers arough Doloction Feagand by mixing, for gach
maction wail (Sampio, Conirol and Sandard wels), 102 uL Assay
Buffar, 1 uL. Dya Anagent and 1 uL HAF Encyma.

Al tha end of the 3 =R NoubaSon (Siep 5, aod 100 ul Debection
Risagan perwall Tap pial o mix. Incubats for 10 min.

& Fead opbical doresy = S70nm (S50 fo S3Enm) or Munrescenco
TGN &k gy = SEE530NTL

CALCULATION

5muu.-| Hiank valua [@4) from the standard values oed piot the 00
msi slanderd concartrafices. Detarming the sions and

coicuic e Gotatae aciiviy of Bampks,

Catalase (VL) = — e et — Pliwes

Blopa (M} x 30 mn

Fiog s, mms, 2N Flg g 20 Dpdical wm:mm-nnrﬂrjl

madngs o the Samplk Bans and Samphk, respecivay. Slope i3

dalarmingd from tha slandamd cuva. 30 min & tho casls maction
e o I5 1he sampla dlulion facior.

Lint! dafiykar ona il 5 o amouni of cabalss thal docomposas |
wmia o HyOy par min & pH 7.0 and room temparaiura.

MATERIALS REQUIRED, BUT NOT PROVIDED
Fipatiing dav ceniriuge babes, uncoaiod D&wel piobes, oofical
dansiy S roadar 1mmmn:ﬁnrm.hm1cqn‘|::wt

=n

-

LITERATURE
1. Cowal, D.C. gl al {1904} The rapid polestiomatric detaction o
eataleng pos Hva microorganisme. Biosons Biosiactron S(2c131-138.

Z Gan, L (1991) A simple method for debemingion d Saus
cataiss aclivly and ravision of ralorence range. Cln Chim Acta
1DEC143- 151,

% Murasakl, M. o & (1985) Incromsod :fﬂ'rml:ﬂmﬂ vy n
[ignts with hypertiyroidism. Horm Matal Ras, 18:58-50,

2008 by Binkssay Syskms -
Tak 510-722-9083, Fax: SA0.782-1583 - Emait

31 Comporxia Place, Hayward, Ch 24545, LSS -

carFhicasays s com, inlodbimssayey.con
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Anexo 11
GLUTATIONA PEROXIDASE

EGPX 007 ol

EnzyChrom'" Glutathione Peroxidase Assay Kit (EGPX-100)
Quantitative Colorimetric Glutathione Peroxidase Determination

DESCRIPTION

GLUTATHENE FEROXIDASE (QFX, EC 1.11.1.9) represonis an
{amily with perocidasa activiy whose main bidlogical rola s bo

mﬂmt:r1mmm:mtmmn

paracidation of collulyr mesbmne by removing inee perxids 0 the

Ehﬂﬁ'ﬂ caloyres the foloving reaction with glutathiono recuciess

o e
T EEH & Hyly —— G550 + EHyD, G556+ NADPH—- 2 GSH « WADP

Smpis, droo! and highdhmughput sssys for OFX acivly lind wids
aopicabors. Ek-.lu::l By siems’ rrl::nd wsy direclly meazums

MADFH comsumption in the encyma coupiad reactions. The measured
daraass in opbical densky @ 340nm s direclly proporional 1o tha
anryma actvily i the -1

KEY FEATURES

SanaRve and scourai. Lss 10l sampia. Linsar dalocion ranga 12
In 300 LWL OFX acivey.

APPLICATIONS

Dimct Asaays: GFY acivily in biokogical sampe.
Druyg CEsoow iy Phormasolegy= atects of drugs on GFX activy,
KIT CONTENTS {100 TESTS IN 86-WELL PLATES)

hssgy Butkr: 35 ML GREMDyma:  1mL Gkasthlona: S0l
MADPH:  40ul H2O0TSolvtionr 100l Callrmor:  $00,L
Pesslifg Comiol: 5 L. Sluaitiona Femidass (3R]

Smge oondisons. Tha ki 5 shinped on 0. Siog &l componants o
-0 "C. Ehail e ol threa momthe xler ecaipt.

Fmcowions: reagents an | ressamh usg miy. Mormal precautions
for lzboralory reagents shoud be memised whil using the reagents.
Floasgraler o Malonal Eafcly Data Ehoal for detalled information

SAMPLE PREPARATION

i sampias shoud ba cleer and frea of any turbidiy or particies. Liquid
sampies. {05, non-hemotyzed seum, plasma) can ba assayed drocty.
Homeganiza iesua (0 mg) ond calls {107 in 200,.L oold 1 1 FEE and
then canirfugs 10 min al 14,000 rpm b palal any dobns. Usa the clear
mpomatant for e msy. P onol msyed Immedatel. e
supamatant at -30°C {stabi for | month.

ASSAY PROCEDURE

f. Feagan Proparalion Equiibmies ol omponanls 1o room
mEparmure. Briatly canirfuga al fubos bafon cpaning.

Fod 360 L oH;0 o tha NADFH fuba final 35 mbd). Aod S00pL Assay
Butter 1o the “Fosiive Comiro™ s, Vorbae Jbes 10 mix. Keso these
reconsttiod reagent bes on ios. Unused reagents are siobie for
thrass wiasaks whan siored Treen & -20°C.

I Erangards and Samples. WD 12 pl of tho Calbrdor with 188 pl
dHyD jequivsiont to & mM NADFH]. Diuis ihis calbralor siock as
ST i ihe Toble bolow. Transfer 10wl Sendards mio wals of 2
E:III-I:H:HHH wall pidia. Aod 190 pl Assay Buflor o all standand

Mo | & mi callbrator « HO | vor gL e
[ 100l + Dl 100 ED
z BOL » S0l 160 15
I I [T 00 e
1 D+ QL | 100 D

Trerslor 10 pL sampia and 10 pL Roostived GFY Pedva Conlrol
iy saparsio waiks of tha D5-wall pizha. in adition, for each assay nm,
inclucks  hackgpound conirol that only contas. 10 L A sy Bullar.
Mot [1]. For unknown sampias, peiors several diuions o aswre
fat OFX aciwiy & witn o inear angs of 12 1o 300 WL. () The
provided GFY senes o5 @ posive contol b asure mssay 5 working
and shouid nol b usad b caiculmia the Sampia P iy
3 Assy. Frapare anough Wiorkng Aeagent for Eampie and Corirol
walls by mixing, for sach wil, 5 pl Assay Buller, 2l Ghishions, 2
L 35 mid MADPH 2nd &L BR encyme. Add 50 pL W orking Reagaent
quickey o tha Eampia’Control waiks. Tap pia fo max.
Ditfa & pl % H,0p wih #9692 pl &40 iindl 15 =M. Preparg
035 mM HyD; Faagent by moing, 1o sach SampiiConingl
“r::' 12 pL 35 mbd wih 808 L dHe0. Use ihis Reagent wihin ong

Wih 2 mub-channs! pipator, aod 100pL .35 mbd H,0, Reagen to i
Earpia and Contrul wels. Top piale (uickly i mi wal conlonis
orougnly.

Mmooy oa Dl fime 1oro, DO} &nd again at 4 min [O0,).
CALCULATION

Usa OD vales a 4 min lor MADPH slanderds. Sublracl Diark valug
4] Trom the sandard velues. Piot the A00 againsl standard
concerinalions and delaming Te skpe o the sandad cuva
Caioulals tha 400 = (00x— D0u| for tha samples 2nd 4 00e = [DDe—
DD, } Por s bac kground confrol. Caiculats ha GPX aoivity of Sampin,

400y - 400y
Elops (ml ) x & (min)
Tha Tacior 1080 comverls mmoles b pmoes. @ s e sample dildion
i,

Mot [ caicuated GFX actiily i higher than 300 LWL, o iniial
OD3INE s =15 in samplo wals, sampi I dH, D and rapcat
2=z Muliply T rasuls by The dilsion factor.

Lint! ol ona unil s e amount of S thal produces § pmoks of
GE-50 par min al pH 7.5 and oom lemparaira.

MATERIALS REQUIRED, BUT NOT PROVIDED
Fipatling davices, contrifuge ubes, clear Nal-boiom uncoalod 3 wall
jplalms, pals readar capeble of reading optical densly af 340nm avery

GPY Aotvity (UL = = 1000 xR

RinLfs, AOmOgEnTa (L. Sgra & T3S0 1) d.
Cindlbrator 10 =
1 ¢ joo -
o ng H
g S g os am
o or o
oy H : 5 . H 1 OET T T T T T
a ¢ F 3 4 5 &
[Esky. S0PHL, rl " Reacton i mins
LITERATURE

1. Pagia, DE. and Valenting, WKL (1057, Btudee on [ho quenifaivg
end qualialive characienzation of eaihrooyis guishions permidasa. J
Loy Cin Whad. 001 S3- 164,

Z Japobeon, B. of a. (1DE3]. Adaptaiion of aCNG DAIICED

=z io tha Tachnicon RA-1000. Cin Cham. 342164 2165

I Pesowd P. ot al. (1922 Drecl ssoy of gulshions pemxidmsa
aivty usng hghpadomeaca coplley  elkedrphoess.  J
Chromatogr. SB1:43-56

2000 & by Biofzsey Eysloms - 3198 Comoralo Flace, Heyward, CA Q4545 LIER -
Email orcenGhicessaysy s com, inle@ boassaysys.com

Tk 510-TE2-9983, Fax- 510-TE2-158E -

Wobaiia: Wi bicassayeye oom
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Anexo 12
OXIDO NITRICO SINTASE

EMDENR pd

EnzyChrom'™ Nitric Oxide Synthase Assay Kit (ENOS-100)
Quantitative Colorimetric Determination of Nitric Oxide Synthase Activity at S40nm

DESCRIPTION

Niiric cxida (ND) 5 & reacive radical thal plays an impordant role in
ical lunclions. M0, an oidation product of angining

mu h:;'él'lhm MICE), & iwoked in hosi -:I-in?-ﬂ

dewsiopmant, aclivaion of proteims and dwedt covalend
ﬂIﬂmntlmwmmm
Simpis, direct and non radisactive procadures jor measurng HOE e
bacoming pl_:a:.lrnFIn-mu'l:l Oiso Einfay
’ﬂép_‘.h Wiro Cuide Synitass Assay K meobvis wo Sopes a
recion slep duing h B3 & produced folowsed by an MO
dalection siep. Since the HO by MOE = rapidy aidred 1o
nirts and nirala, tha MO peoduction & measursd olkawing reduction of
nirale {o nirds using an improved Grees mehod. The procedurs =
smpi and tha ima requirsd 1or sampla profreatment and aEsay i
raduned 0 & short as 40 min
KEY FEATURES
Sanalire and acourats. Dolection rangs .25 - 25 LWL In 35-well pidla.
Ropid ond mlabde. Can b compisted in 82 min i reduction of MOa o
N0y b parl ormad af GO

APPLICATIONS

Dimct Assayy: NOS aciviy in bioiogcal sampims.

Drug Discow fy! Pharmas clogy- uﬁmmm.
KIT CONTENTS{ 100 tests In S6-wll plates)

Assoy Butkr. 10mL Substmée: E0ul GOH:  fREDAL
FeagamiA:  12mL Fesgem B SD0ul  Feagemi G 1ZmL

Ihp-D: Etl-'.'luL mrlE 1£me InS0d: Iml

amuumru_. Tmmumm:n Siors Azsay Buttar,
Substrats, Agagart 0, E o GOH & -20°C. Elors al oifar
reagunts @ 4°C. Ehofl Mo of throa menths aflor recopl.

Fﬂﬂl.ll_\.lmﬂtl am ior ressarch ime ool Please rdar 10
Malarial Sxlaty Sheat Tor dataled imormation.

PROCEDURES

Friv 10 mssay, equibriio al componenis fo oM temparzhro
Prowarm Azszy Buftor 1o 37°C. Koop G0H on o

Sampie reatmant: B5sua of call samples e homogenizad in 1 x FEE
(pH 7.4). Conriuga at 10,0003 or highar & 4°C. Usa supamalant for
KOS msay.

Slaxard preparalor Prapars 200 pL 500 pM Premix by mixing 100
pL 1.0 mM Elandand and 100 L disibed waler. Diuis siandads in 1.5
mi cenirisge fubos & desorbod inthe Tabke,

Mo Framin + KD Lilirita (M)
L S50l + BpL 500
F: Hpl + 20l 300
E 15ul + 36 pl 150
b Dpl =S0pl 0

M5 Reaction: A samples wil nol require deprobeination (La. purified
MOE), add 20 ul of sech sample and sandard bo sepamie Rbaled
appardor fubas, Each sample requines. & ksl fwo fubes: ong reaciion
ba and e sample Dok b Iemedizely prior fo staring the
reacion, pragam HOE Feagant (NOS W) for all
sampie reaction futss and standards by miing per reaction b £
ul Assay Bufar, 4 pl Subsirge, 4 wl Asagend O, 10 ul Aeagest E
and 1 pL GOH. For the sample bianks, use & pl 94,0 insioad of tha
Subsiraie and Reagent 0. Acd 20 ul of the opproprisle MOE'WR fo
gaoh ube and incubalo @ 370 for 20 min. Afer 20 min immadisaly
addl F00 pL of tha WO Dalection [WO DF) [sea nadl secion:
MO Maapamant) o gach luba 1o &l the MIOE reaction

For sampia roquiring doprolaination which Indludo s, piasea,
wihni biood, ool ouiiin Mok containing FEE, fesua o ool YSaie,

20k 35 L. of @ach sarpia and standard 1o separala lsbaind appardard
fufses. Each sample rquines of ioast bwo iubas- ona reaclion tuba and
ona sampla biank hubs. Im pricy 10 stariing tha reaction,
prepars anough NOS'W R for all sumpks reacton iubes and slandanis
by mixing msar renction fsber 80 ) Assay Bular, 5 pl Subsingte, 5l
Feagani 0, 131 Aeagent E and 1 pL BOH. For the sampia bianks,
152 10 pL o0 insiead of ha Subsirie and Asagont 0. Add 100 uL
ol the 2proprals NOS WA b each fube 2nd Nncutale & F7+C 1o 20
min. Afier 20 min Immadiaialy procosd b tha doprofaination sto

Deprofeiasior. Aidd 7 p L ZImE0y bo each semple and slandam fuba.
Wortax and Tan add 7 pl MalH. Vol again and centriuge 10 =in ol
14,000 e, Transiar 100wl of the cloar supemalant io & cloan Wba
end procaad 1o tha MO Moasuramant siop.

KO Moasuremant: Immatialy prior 1o saring the reaction, prepara
encugh MO Daloohon Reagent (MO OF| for all Samples and standans
by mating par reaction fuber 100 pL Reagent A, 4wl Reagant B and
100 pL Hoagend C. Add 200 pl of the WR io oach sampia and
sizndard fubo and inubslo for § min @ B0°C. @lomavay, tha
raaction can ba run & 37C 1or 0 min o AT for 150 min)

Endlly corirfuga tha maciion b b poldt any comdonsaSion and
framstar 950 ul of cach reaction 4o sepamic wels in & 95 well plain,
R 0 500 57 One {peaic 540 nrmil

CALCULATION

Eublraci biank O [Eid 4) from tha sandard OO values and piod Tha
0D agaire slandard concanirations. Deloreing tha siaps weing lingar
rugramsion feting. Tha MOS acitily of the Sampia s fan caiolalod s

i
HOS Acdviey - T X - Ly
Oy 20 Ol &% opfical densiy values of ha sampie and
STk blank, rassacivaly. | the reaction Sma (20 min).

Link! daimiion: one unl of MOE cafalres ihe production of 1 smda of
nitric ot ki@ par minubs uncer the assy conditions (pH 7.5 and 37C).

MATERIALS REQUIRED, BUT MOT PROVIDED

Fpaling cavicas, eppendod tubgs, eppendad cemrd cagr, 1o
mnrf:mam piatas of oNvaba, ummuma%rmn
and haat biock or hal wiler bath optional.

GEIIEFIA.L[:DHEDEFH.'I'IEHS

Aniiccddanis and muckeophiles (5. P.l:ﬂ'lmn.
diiotfraol and cysheng) may |rl:¢rln Hh this assay. Avwoid mng
foss pompounds during sampls  proparation.  Howover,

manapicsiiand or dihiothreiol musi e wsed, an aqual ml:-l'l:inn
naecs 1o ba addod 1o the standands.

LITERATURE
1. Bh 0. (2006]. Cycing of WADFH ghcose E-phosphaia
e q:lrrnE'H:;: e asy o niro mide

2 acivey in coll ysotes. Mido Ovidge 15: 14853,

2 Enowies, A. 0. and Moncada, . [1904) Nirc aide synthasce in
mammas. Sochem J 2 240-53,

3 Firtgmam, U o al (1991). zoiorms o nific oodo synhasa
Charierization and purdlicabion from diferem coll ipos. Sachom
Frarmacd. £2184357.
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Anexo 13
OXIDO NITRICO

QuantiChrom™

Nitric Oxide Assay Kit (D2NO-100)

Quantitative Colorimetric Determination of Nitric Oxide at 540nm

DESCRIPTION
Mino codda (MO B 2 reacivo mdical that plays an important rok in

Gl unclions. MO, an aeidation product of ning
mr?mw: &, i mvoled n host delonsa and u-wu;?-n
mﬁlﬁ;ﬁﬂd‘ Hgynnﬂ'lrddlﬂ:lml-lﬂﬁmw

Simpic, drocl and asomalion-ready procedures for mossuring MO ara
bacoming popular iR Aoscarch and DEcovary. Enoo MO B
midiced b nirde and nimis, & & common pradica jo quaniiaa folal
HlaMils = 3 memus for WO lavel Eiu!uql
CumntiChrom™ MEc Cwde Asszy Ki & n?\nd
munu}nn:lﬂmrulmrqmrhmd mhrn'rl-uu!rq
Improved Oriess method, The procedurs = simple and the Tme
recuired lor sempls profreaimont and assay B roduced 1o o5 shod as
30 min

KEY FEATURES

mmmmmuﬂnus 200 M in 05 wal piain
Fapid and rallabia. Lising an oplimeed VCL, magent, tha Ima raquras
for reducion of MO, oMOy i 10 min a 60°C.

Smple and high throughpui. Tha procedurs Irvokaes mxing SImpis
wih 1hrea , Incubalion tor 10 min 2 EFC and reading tha
oplical dersly. Can 55 roacly atomaind o meEws Housancs of
samplas. par ey,

APPLICATIONS:

Dim-ct Asamys: MO In plxsma, senim, urine, Tesus’cails and foods.
Druig Desoos iy’ Fharmacology- dfects o dugs on MO matabolism.

KIT CONTENTS { 100 tests In 96-weall platas)
Foagemi & 1?mL FeogeniB: S00ul ResgemiC:  f2ml
HaOH tmL Znsx: im. Smedint imL

Sormge conditions. Tha kil = shippad ai moom femperatu. Slora all
reagans ol 2-8C. Shell Ba of six maonths aor recsipl.

Pmcowrlons: am P ressarch use only. Please rder fo
Maloriyl Sxlaly Sheat or catalked imormation.
PROCEDURES

Sampla iraimant: Bssun or cel sample arg hom wdin ix FEE
(P4 T4 Cenirfuge af 10,0007 or highar & 4°C. supssmatant for

MO sy

Samples that need daproleination Includs serur, plasma, whols bicod,
oell cubwm media containing FBE, Bssua o ool kysabes. Uring and
S2iva do Rt Nesd depnolalnEion

Darofoinaton. M 150 pl samplo willh 3 pl S0, in 1.5-mL ubas.
‘Wortme and then agd & pl MaDH, wobae again and cenrduga 10 min a
4, 000 rpm. Transior 100 pL of the chear supamaiand 1o a diean buba,
Noke: F sampkes noad i bo doprolaingiod, 150 ul of sach sandard
should be and &50 redled Wity T8 and NatH o
alimingfo the nead Ior & flutio acior.

Procadure using 6-wall plae:

L. Sandants. Propare 00 ul 100 w M Premix by miang 50 pl 1.0 mbd
Etanclard and 450 pl distilled waber. Dl standands i 1.5-mL
caniruge ubos a5 desorbed in tha Tabia

o Frami + His W
] 250 pL 0 pl 100
z 150pL + 100uL &0
3 Topl= 176 pl a0
4 Dl = 0yl 1

2 Foaoton Add 100 L of cach sampia io serarate, absied appandorf
fubes (W recommend thal samphs bo measwrod in ab oast
dupiicaia). Im jpricr b stariing the reaction, prepam anough
'Wosking Risagant (WA lor ol sampios and standands by MXing per
mmartion s 100 ul Reagent A, 4 pl Aeagent B and 100 pl

. #od 200 pl of tha WA bo sach sampla and stendand fuba
and 8 1or 10 min at 80°C. (Abarnairely, tha reaction can ba
unat I7-C o & min or BT for 150 ming)

I Measremen Bnaly cenirfuge the roaction lubes io polla any
comdersaion and ranster 250 pl of sach rextion o separain walls
n 2 06 woll plate. Aoad OO af 500- 570nm (neak 540 nmj.

Procedure using Cuvetss:

Fropara siandards and samokes 2= dascrbad for the 95 wall procasiur g

axpapl quadrupia (de] tha wiumas. &fer ihe reacion, tramsfer 1 =L 1o

acuvats. Measum 00,pny iniheouvatia

CALCULATION

Eubiract biank O (Eid 4) trom tha standard 0D values and pic the
0D agairsi slandard conoenirdions. Delorming the slopa wing lingar
TRgrEEsion fiing. Tha MO concanration of Sampla 15 cainsksed &

Ol - Hlma
— l.'FHI

DD umn 2 DDy e opfical densiy values of o sampie and
wizlar, respar heaty.

Commrsions: § mp/dl MO eouals 333 pM, 2001% or 10 ppm
MATERIALS REQLIRED, BUT NOT PROVIDED
Fpating covioes, eppendor hubss, epoendod cenfrfugs, chaar, o

[ofomed 36 wel plates or nvoies, plabe reabder o spectrophotosaiar
and haart biock or hol walor bath {optional).

GENERAL CONSIDERATIONS

Anticodanis and ruckeophiies (2. foeocapinolhanc, gutathiong,
dihiothraltol and cysteing) may interora wih this assay. Avwoid using
fhase compounds ouring sam on

[hitiric D] =

[NO;] (M)

Stendard Curra = 8- woll plato mssay

LITERATURE
1. Bolandar Ju, F. F. (2005). The comparimentale aion of protactin
niha mouwsa mammary giand. kol Tl Endocringd 2451051 10

Z Bubw, P. gt al {2007 Araiysis of mafylangning metzboliss in the
cadivasoular w=nm denilis the lung ulrap sours o ADWA.
&m.J Frysiol L|.|'|; Cioll Mol Prysiol 202 L18-L34

ll-h-uglﬂ,h: -ummn.nunuqrrrmamwrp-rum
wmsoular inj rarsganic mica OV ErenpIas dmainfargin
dr-nm_.-lm m Eir Ram 108210, e "
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Applied nutritional investigation

Acai (Euterpe oleracea Mart.) pulp dietary intake improves cellular
antioxidant enzymes and biomarkers of serum in healthy women
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* Research Nucdeus on Biological Sciences-NUPEE, Federal University of Ouro Preto, Morro do Cruzeiro Campus, Bauxdia, Ouro Preto, MG, Brazil
" ¢choal af Nutrition, Federal University of Ouro Preto. Moo do Cruzeire Campus, Bmita, Ouro Preto, M, Brnazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:
Received 5 August 2015
Accepted 14 December 20015

Ohjectives: The aim of the present study was to evaluate the effect of agai pulp (Euterpe oleracea
Martius) intake on the prevention of oxidative damage by measuring the activity of antioxidant
enzymes and biomarkers of protein axidation in women.

Methods: A nutritional intervention study was conducted with thirty-five healthy women who

iFe_].wrds.' were asked to consume 200 gld of agai pulp for 4 wk. Blood samples were collected, and blood
I-_u:rpe oleracea martius pressure and anthropometric parameters were measured before and after the experimental period.
A . Antioxidant enzymes, superoxide dismutase, catalase, glutathione, production of reactive axygen
Redox metabolism . o . .

Antioxidants species, and total antioxidant capacity were evaluated in polymorphonuclear cells. Serum con-

centration of protein carbonyl and sulfhydryl groups were also determined.

Results: The agai intake increased catalase activity, total antioxidant capacity, and reduced the
production of reactive oxygen species. Furthermore, it reduced serum concentration of protein
carbonyl and increased total serum sulfhydryl groups.

Conclusions: These results show the antioxidant benefit of dietary agai for the healthy women
included in the present study, and may increase understanding of the beneficial health properties
of this fruit.

Intervention smudy

© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Agai is a fruit of the native Amazon palm tree Euterpe oleracea
Martius. The fruit, considered one of the most important fruits of

We thank Professor Roney Luiz de Carvalho Micolato, Cissio Zumerle Masioli,
and Camila Guimaraes Santiago for helping with the laboratory measurements.
Renata M. Freitas designed and coordinated the smdy and revised the manu-
script; Ana C. P Volp coordinated the field work and revised the manuscripe;
Priscila 0. Barbosa, Daniela Pala, Carla T. Silva, and Melina ©. Souza collected and
analyzed the data, performed laboratorial and staristical analyses, and drafted
the manuscript: Joana F. Amaral analyzed the data and revised the manuscript;
Renata A L Vieira and Gilce A F. Folly collected the data This research was

hittp:fjds doi.org/100016/j.nut. 201512030
0899-9007 & 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

the Amazon estuary, is widely consumed in Northern Brazil [1].
In the past 10y, sales of agai and related products, such as tablets,
capsules, juice, and instant drink powders, have increased in
Brazil and abroad, including the United States, Japan, and Europe

supported by the Research Support Foundation of the State of Minas Gerais
[FAPEMIG, Belo Horizonte, Brazil), the Higher Education Personnel Improvement
Coordination (CAPES, Brasilia, Brazil), the Matsonal Council for Scientific and
Techological Development (CMPg, Brasilia, Brazil) and the Federal University of
Oure Preto (UFOPF, Minas Gerais, Brazil) The authors report no conflicts of
interest.
= Corresponding author. Tel: +55 31 3559 1811; fax: +55 31 3559 1826,
E-mail address: renata@enurufop.br (R Mascimento de Freitas).
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Original article

Acai (Euterpe oleracea Mart.) dietary intake affects plasma lipids,
apolipoproteins, cholesteryl ester transfer to high-density lipoprotein
and redox metabolism: A prospective study in women™

Daniela Pala °, Priscila Oliveira Barbosa “, Carla Teixeira Silva °, Melina Oliveira de Souza :

Fatima Rodrigues Freitas (', Ana Carolina Pinheiro Volp h. Raul Cavalcante Maranhao = °,
Renata Nascimento de Freitas ™~

A Miecheus of Research in Flologion! Sciences, Federal University of Duro Preto, Brazil

® School of Mumnition, Federnl University af Curo Preto, Brozi

* Lobaratory of Metabolism and Lipicds, The Heart Institute (InCor) of the Medico! Scfaond Hospital of the University of 5380 Parlo, Sae Poule, 5B Sroexil
4 Faculty af Phartmaceirical Seiences, University of S0 Pawle, Sio Paufs, S8 Brazil

ARTICLE INFO SUMMARY

Article history:
Received 1B August 2015
Accepted 2 February 2007

The agai fruit (Euterpe eleracea Martius ), which is native to the Brazilian Amazon region, was shown to have
high polyphencls and MUFA contents. In this study, we aimed o assess the effects of agal consumption on
plasma lipids, apolipoproteins, the transfer of lipids te HDL (which is a relevant HDL function], and some
biomarkers of redox metabolism, Forty healthy volunteer women aged 24 + 3 years comsumed 200 2 of agai

Kiepwords; pulpiday for 4 weeks: their clinical variables and blood sample were obtained before and after this period.
Human Acai pulpconsumption did not alter anthropometric parameters, systemic arterial pressure, glucose, insulin
Src:kmml and motal, LDL and HDL cholesterol, trighycerides and apolipoprotein (apo) B, but it did increase the con-
Lipoproneins centration of apo A-L Acai consumption decreased the ROS, ox-LDL and malondialdehyde while increasing
Nanoparticles the activity of antioxidative paraoxonase 1. Overall, the toral antioxidant capacity (TAC) was increased.

Regarding the transfer of plasma lipids to HDL agai consumption increased the transfer of cholesteryl esters
(p = L0043 ) to HOL. Unesterified cholesterol, phospholipids and trighyceride transfers were unaffected. The
increase in apo A-1 and the cholesteryl ester transfer to HDL after the acai intake period suggests that an
improvement in the metabolism of this lipoprotein occurred, and it is well known that HDL is protective
against atherosclerosis. Amother important finding was the general improvement of the anti-oxidant de-
fences elicited by acai consumption. Our data indicate that acai has favourable actions on plasma HDL
metabolism and anti-oxidant defence; therefore acai could have a beneficial overall role against athero-
sclerosis, and it is a consistently good candidate to consider as a functional food.

© 20017 Elsewier Ltd and European Society for Clinical Nutrition and Metabolism, All rights reserved,

Omidativee stress

— 1. Introduction
Abbreviations: Ape A-l, apolipapratein A-I; Ape B, apolipeprotein B; HDL, high-
dencity lipeprotein; CE, cholestery] esters; LDL, low-density lipoprotein; MDA,

malondialdehyde; MUFSA, monounsaturated fary acids: NO, nitrlc oxide; NOs, nitric
axide synthase; ox-LOL, axidized low-density lipoprotein; FL phosphaolipids; POR1.
paraazonage 1; PURA, polyunsaturated Ly acids; ROS, reactive coygen species;
5FA, saturated famty acids; TAC, total anticstidant capacity; TG, wriglycerides: LBC
unesterified chalbesterol,

“ This research was suppormed by the Research Support Foundation of the State of
Minas Gerais (FAPEMIG, Belo Horzonte, Brazil, grants: COS-APQ-04495-10 and
COE-APQ-OMTO3-13) amd the Matienal Council for Scientific and Technalagical
Development [CNPg, Brasilia, Beazil, grant: 475417/2013-5). RCM has a Research
Career Award (CNPg); DF, POB, CT5 and MOS have scholarships [CAPES).

* Corresponding author. School of Mutrtion, Federal University of Quro Preto,
Campas Morre do Cruzeiro, 35400-000, Qura Preto, MG, Brazil, Fax: 55 31 3559
1B28.

E-mail address: rireitasmail@gmail.com (BN, Freitask

hittp:[Jdedoiarg/ 1006 .clnu. 201202001

Acai is the fruit of Euterpe oleracea Martius, a palm tree that is
native to the Brazilian Amazon region. It is harvested year-round,
especially from August to December. The pulp ripens o a dark
purple, and it represents 5%—15% of the fruit's weight [1]. In the
past, agai was mostly consumed around the Amazon River estuary
where it has long been an important item in the day-to-day dier.
However, in the last decade, sales of agai and related products like
drinks, smoothies, wine and tablets, have boomed in Brazil and
abroad, primarily in the U.5.A, Europe and Japan [2,2],

The broad global growth of agai consumption has been fuelled
by an awareness of some of the remarkable features of the fruit,

D261 -5614/ 27 Elsevier Ltd and Furopean Society for Clinical Nutnition amd Metabalism, Al nghts reserved,

10.1016/j.clnu-2017.02,001

Please cite this article in press as: Pala D, et al., Acai (Futerpe oleraceq Mart.) dietary intake affects plasma lipids, apolipoproteins, cholesteryl
ester transfer to high-density lipoprotein and redox metabolism: A prospective study in women. Clinical Nutrition (2017], http://dx.doi.org/
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