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RESUMO

MOURA, M. H. C. Avaliacdo do efeito de extratos ricos em compostos fenoélicos da
jabuticaba-sabara (Plinia jaboticaba (Vell.) Berg) na prevencgéo da obesidade e do diabetes
mellitus tipo 2. (Dissertagdo de Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas —
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2016.

A jabuticaba-sabara (Plinia jaboticaba (Vell.) Berg) € uma fruta nativa da Mata Atlantica que
possui alto teor de antocianinas, proantocianidinas e elagitaninos, fendlicos associados com
diversos beneficios a satde. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de dois extratos ricos
em compostos fendlicos da jabuticaba-sabard sobre a massa corporal e 0 metabolismo da
glicose e dos lipidios de camundongos alimentados com dieta rica em lipidios e sacarose (HLS).
Foram utilizados 40 camundongos machos C57BL/6J com oito semanas de idade e alimentados
com racao padrdo para camundongos ou dieta HLS durante oito semanas. Os animais foram
divididos aleatoriamente em quatro grupos de dez. Os dois primeiros grupos receberam,
respectivamente, racdo padrdo para camundongos ou dieta HLS e &gua ad libitum, sendo
denominados, nesta ordem, grupo controle (Ct) e grupo HF. Os dois ultimos grupos foram
alimentados com dieta HLS recebendo, por gavagem, os extratos ricos em compostos fendlicos,
sendo denominados grupo C18 e PA, respectivamente. Para o grupo C18 foi administrado o
extrato obtido por extracdo em fase solida (EFS) em colunas de octadecilsilano (C18),
possuindo maior concentracdo de taninos. O grupo PA recebeu o extrato obtido por EFS em
colunas de poliamida (PA), resultando em um extrato com menor concentracdo de taninos em
relacdo ao extrato C18. A dose de fendlicos administrada aos animais foi de 50 mg equivalentes
de acido galico (EAG)/kg de massa corporal para ambos os grupos. Na sexta semana foi
realizado o teste de toleréncia a insulina (ITT) e, na sétima, o teste oral de tolerancia a glicose
(OGTT). Além da massa corporal, os animais foram também avaliados quanto a glicemia,
insulinemia e perfil lipidico (colesterol total, HDL, LDL e triacilglicerois). Os grupos
suplementados apresentaram menor ganho de massa dos tecidos adiposos brancos em
comparacdo ao grupo HF (43% para o grupo C18 e 28% para o grupo PA). Além disto, ambos
0s extratos atenuaram os niveis de glicose e o extrato C18 melhorou os niveis de insulina
plasmatica, colesterol total e triacilglicerdis hepaticos. Portanto, extratos ricos em compostos
fenolicos da jabuticaba-sabara foram eficientes na prevencdo do ganho de massa corporal,
evitando o crescimento excessivo dos tecidos adiposos brancos, de altos niveis de glicose,
insulina, colesterol total e triacilglicerdis hepaticos em camundongos alimentados com dieta
rica em lipidios e sacarose.

PALAVRAS-CHAVES: jabuticaba; compostos fendlicos; obesidade, C57BL/6J.
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ABSTRACT

MOURA, M. H. C. Evaluation of the effect of phenolic-rich extracts from jaboticaba-
sabara (Plinia jaboticaba (Vell.) Berg) in prevention of obesity and type 2 diabetes mellitus.
(Dissertacdo de Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo, 2016.

Sabara jaboticaba is a Brazilian Atlantic Forest fruit rich in anthocyanins, proanthocyanidins
and ellagitannins, phenolic compounds that have been associated to several benefits to health.
This work aimed to evaluate the effect of the administration of two phenolic-rich extracts from
Sabard jaboticaba on body weight gain and on glucose and lipid metabolism of high-fat-
sucrose-fed mice. Forty 8-week old male C57BL/6J mice were fed a low-fat chow diet or a high
fat, high-sucrose (HFHS) diet for 8 weeks. The animals were randomly divided into four groups
of ten mice each. The first two groups received, respectively, a low-fat chow diet or a HFHS
diet and water ad libitum and were nominated, in order, control (Ct) and HF group. The last
two groups were fed a HFHS diet and received by gavage the phenolic-rich extracts, being
respectively nominated C18 and PA group. The C18 group received an extract obtained by solid
phase extraction (SPE) in octadecylsilane (C18) column, therefore the most concentrated in
tannins. The PA group received an extract obtained by SPE in polyamide (PA) column,
therefore less concentrated in tannins. The dose of phenolics administered to animals was of 50
mg acid gallic equivalent (GAE)/kg body weight, for both groups. The insulin tolerance test
(ITT) was performed in the sixth week and the oral glucose tolerance test (OGTT) in the seventh
week. In addition, the animals were assessed for glycaemia, insulinemia and lipid profile (total-
, HDL-, LDL-cholesterol and triacylglycerols). The supplemented groups had lower white
adipose tissue gain than HF group (43% for the C18 group and 28% for the PA group). In
addition, both extracts attenuated hyperglycemia and the C18 extract improved the plasmatic
insulin levels, total cholesterol and hepatic triacylglycerol content. Thus, phenolic-rich extracts
from Sabara jaboticaba were effective in preventing body weight gain, avoiding the overgrowth
of white adipose tissues, and high levels of glucose, insulin, total cholesterol and hepatic
triacylglycerols in HFHS-fed C57BL/6J mice.

Keywords: jaboticaba, phenolic compounds, obesity, C57BL/6J mice.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui aproximadamente um terco da flora mundial distribuida em 10 biomas
e, portanto, uma magnifica biodiversidade decorrente dessa riqueza natural. A Mata Atlantica
€ um destes biomas e estende-se de forma ambientalmente heterogénea pelos 3.300 km da costa
brasileira. Encontra-se distribuida em diferentes condices topograficas e climaticas e em
consequéncia a diversidade de sua fauna e flora é impressionante: 8.000 espécies vegetais e 700
espécies animais endémicas (MYERS et al., 2000; TABARELLI et al., 2005).

A jabuticabeira (Plinia sp.) pertence a familia Myrtaceae, predominante do bioma Mata
Atlantica e das regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste brasileiras, além de dispersfes secundarias
no Paraguai e Argentina. Existem nove espécies, uma delas ja extinta, cinco encontradas em
centros de pesquisas e trés espalhadas pela natureza ou cultivadas, séo elas: a jabuticaba-de-
cabinho (Plinia trunciflora (Berg) Mattos), a jabuticaba-paulista (Plinia cauliflora (DC.) Berg)
e a jabuticaba-sabara (Plinia jaboticaba (Vell.) Berg), sendo esta a mais conhecida e cultivada,
principalmente nos estados brasileiros de Minas Gerais e Sdo Paulo (CITADIN; DANNER;
SASSO, 2010).

A jabuticaba destaca-se entre as frutas nativas brasileiras pelo alto potencial comercial
devido as suas propriedades sensoriais agradaveis, sendo consumida tanto in natura como na
forma de geleias, doces, bebidas, sorvetes, etc. E indicada como planta ornamental por sua
exuberancia e utilizada na medicina popular no combate a doencas respiratorias. Sua producao
encontra-se em amplo crescimento com venda assegurada em grande parte do pais. O Cddigo
Florestal Brasileiro permite que a jabuticabeira reconstitua a reserva legal das propriedades
rurais tornando-se, portanto, uma étima alternativa para a agricultura familiar, capaz de
proporcionar renda as familias extrativistas que a comercializam (BRASIL, 2012; CITADIN;
DANNER; SASSO, 2010; DONADIO, 2000).

1.1. Compostos bioativos de alimentos

A importancia dos macronutrientes e dos micronutrientes para a saide humana esta bem
definida. Crescentes evidéncias cientificas comprovam que outros componentes, 0s
denominados compostos bioativos de alimentos (CBAS), sdo também promotores da salde a
longo prazo, reduzindo o risco de diversas doencas cronicas nao transmissiveis (DCNT), tais

como céncer, diabetes mellitus tipo 2 e doengas cardiovasculares (DEL RIO et al., 2013).
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Os CBAs sdo metabolitos secundarios de plantas, utilizados como defesa contra danos
diversos (infeccGes microbianas, agentes alelopaticos, excesso de radiacdo UV),
biossinalizadores em sintese metabolica e, também, para atrair polinizadores. Apresentam
estrutura quimica variada e ja sdo descritos aproximadamente 8.000 tipos diferentes (DEL RIO
etal., 2013).

Os compostos fendlicos formam um dos principais grupos de CBAs e sdo assim
denominados por possuirem ao menos um anel aromatico mono ou polissubstituido por
hidroxilas. Segundo Crozier, Jaganath e Clifford (2009), os compostos fendlicos se dividem em
dois grupos: flavonoides e ndo-flavonoides. Os flavonoides s&o polifendis cuja estrutura basica
compreende dois anéis aromaticos unidos por trés carbonos C6—C3—C6, ou seja,
difenilpropanos. Sdo os mais numerosos do reino vegetal e estdo presentes em maior propor¢ao
nas folhas e na casca das frutas. A Figura 1 mostra a estrutura basica dos flavonoides e suas

principais classes.

O
1|
L) I O O
OH Flavona %
o o

Flavoenol \ T = / Isoflavona

<L X

Antocianidinas o Flavan-3-ol

Flavanona

Figura 1. Estrutura quimica dos flavonoides (Adaptado de DEL RIO et al., 2013).

Os flavan-3-ois formam a subclasse de flavonoides de estrutura quimica mais complexa,
pois variam de mondmeros, como a catequina, a oligbmeros e polimeros, denominados
proantocianidinas. As proantocianidinas sdo também conhecidas como taninos condensados e,
por sua vez, sdo classificadas em Tipo A ou Tipo B. Aquelas pertencentes ao primeiro grupo
possuem uma ligacdo éter a mais entre os carbonos C2 e C7. Quando sdo formadas por (+)-
catequina e seu isdbmero, a (-)-epicatequina, pertencem ao Tipo B. As procianidinas sao as mais
abundantes proantocianidinas em plantas, sendo formadas exclusivamente por mondmeros de
(epi)catequina (Figura 2) (CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009).
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Os é&cidos fenolicos séo os principais compostos fendlicos ndo-flavonoides. Os acidos
fendlicos compreendem os acidos hidroxibenzoicos e derivados e os &cidos hidroxicindmicos e
derivados (Figura 2). O acido galico e o &cido elagico s@o os principais representantes dos
acidos hidroxibenzoicos. O acido galico é o mais comum dos acidos fendlicos e € precursor de
outros compostos bioativos, por exemplo, taninos gélicos. O &cido elagico é a molécula base
para a formacdo dos taninos elagicos, denominados taninos hidrolisaveis. Uvas, vinhos, cha
verde e cha preto sdo alimentos ricos em &cido galico. Frutas vermelhas como framboesa,
morango, amora, roma e outras como nozes e avelas sdo ricas em taninos elagicos (CLIFFORD;
SCALBERT, 2000; CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009).
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Figura 2. Proantocianidinas, acido galico, acido elagico e taninos derivados (tanino galico* e
tanino elagico**) (Adaptado de DEL RIO et al., 2013).

Os acidos hidroxicinamicos mais comuns sdo os acidos caféico, p-cumarico, ferulico e
sinapico. Ocorrem geralmente conjugados com outros compostos, tais como o &cido tartarico
ou 0 &cido quinico e séo denominados coletivamente como acidos clorogénicos (Figura 3). Os
acidos clorogénicos 3-0, 4-0 e 5-O-cafeoilquinico formam aproximadamente 10% dos graos
de café da espécie Coffea canephora. Como o café é mundialmente apreciado, para muitas
pessoas 0 consumo regular desta bebida é a principal fonte de fendlicos da dieta. Encontrados
em quantidade muito inferior na dieta habitual estdo os ndo-flavonoides estilbenos com
estrutura quimica C6—C2—C6. O resveratrol ¢ o principal estilbeno e o vinho tinto contém
grande quantidade deste composto (Figura 3) (CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009).
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Figura 3. Acidos hidroxicindmicos, seus derivados e estilbenos mais comuns (Adaptado de
CROZIER, JAGANATHB e CLIFFORD, 2009).

1.2. Compostos fendlicos e obesidade

A obesidade ¢ um grave problema de salde publica, pois predispée o individuo a
diversas DCNT. A Organizacdo Mundial da Satude (OMS) estimou, em 2014, mais de meio
bilhdo de adultos classificados como obesos [indice de Massa Corporal (IMC) > 30 kg/m?)]. A
situacdo agrava-se porque, em todo o mundo, aproximadamente 42 milhGes de criancas com
idade inferior a cinco anos também estdo com sobrepeso e criangas acima do peso geralmente
tornam-se adultos obesos. Em aproximadamente trés décadas, entre os anos de 1980 e 2008, a
prevaléncia de obesidade praticamente dobrou e estima-se em 3,4 milhdes o numero de dbitos
associados as doencas advindas do sobrepeso e da obesidade (WHO, 2014).

A obesidade é uma doenca crénica complexa, de mecanismos fisiopatologicos ainda ndo
totalmente esclarecidos, variando em funcdo da etnia, da idade e do género do individuo. Esta
entre os principais fatores associados ao desenvolvimento da sindrome metabdlica (SM)
(EMANUELA et al., 2012). O excesso de tecido adiposo aumenta a sintese de citocinas pro-
inflamatorias, tais como a interleucina-6 (IL-6), o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e a
proteina quimiotatica para mondcitos (MCP-1). Na obesidade, 0 aumento de macrofagos no
tecido adiposo inicia-se pelo processo de migracdo de monocitos do sangue para esse tecido,
mediado pela MCP-1, onde diferenciam-se em macrofagos. O recrutamento e a infiltragdo de
macrofagos no tecido adiposo resultam em inflamacdo local, aumentando ainda mais a
concentracdo plasmatica de citocinas pré-inflamatorias, exercendo papel decisivo no
desenvolvimento da resisténcia periférica a insulina (BASTOS; ROGERO; AREAS, 2009).
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O tipo e a localizacdo dos depositos de tecido adiposo branco pelo corpo, assim como a taxa de
crescimento e o grau de vascularizacdo dos adipdcitos definem o estado de inflamacgdo dos
mesmos. A obesidade potencializa os riscos a saude quando os depdsitos de tecido adiposo
branco estdo préximos as visceras, caracterizando a adiposidade central ou abdominal
(BASTOS; ROGERO; AREAS, 2009; EMANUELA et al., 2012).

Segundo a Federacdo Internacional de Diabetes (IDF), uma circunferéncia abdominal
elevada associada com pelo menos dois destes quatro fatores de risco, a saber, niveis elevados
de triacilglicerois, pressdo arterial e glicemia em jejum e concentracdo diminuida de colesterol
HDL, predispde o individuo a SM. Dados da Pesquisa Nacional de Saude e Nutrigdo dos
Estados Unidos (NHANES) confirmam que o acumulo de gordura abdominal, independente de
outros fatores, aumenta o risco de doencas cardiovasculares e diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
doencas caracteristicas da SM. Além do mais, este estudo também sugere uma relagéo positiva
entre circunferéncia abdominal aumentada e risco de morte (VAN GAAL et al., 2006).

Depositos de gordura abdominal aumentam a quantidade de acidos graxos livres no
sistema porta hepatico que, chegando ao figado, potencializam a producéo de triacilglicerdis,
inibindo a depuracdo hepatica da insulina e causando hiperinsulinemia, que em estado crénico
e avangado resulta em resisténcia a insulina (R1), fator crucial para o desenvolvimento do DM2
(ROBERTS; HEVENER; BARNARD, 2014). A Rl e a adiposidade visceral também
contribuem para 0 aumento do risco de doencas cardiovasculares pois, ao desequilibrarem a
homeostase da secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias, causam disfuncdo endotelial (VAN
GAAL etal., 2006).

A prevencao e o tratamento da obesidade requerem modificagdes ndo apenas no estilo
de vida, mas também nos hébitos alimentares. Uma dieta saudavel deve conter diariamente
legumes, nozes, graos integrais e aproximadamente 400 g (5 porc6es) de frutas e hortalicas.
Frutas e hortalicas sdo ricas em compostos fenolicos e tais compostos tem sido atribuida a
capacidade de aumentar 0 gasto energético e a oxidacdo lipidica, ajudando no combate a
obesidade (HURSEL; WESTERTERP-PLANTENGA, 2013; WHO/FAO, 2004).

Uma dieta rica em compostos fenolicos esta associada a reducdo dos riscos relacionados
a obesidade. Por exemplo, o consumo regular de morangos, espinafre e outras frutas e hortaligas
¢ capaz de aumentar a capacidade antioxidante do plasma em humanos, reduzir os niveis de
glicemia, colesterol total e triacilgliceréis. Compostos fendlicos também se mostraram
eficientes na reducdo da adiposidade central em adultos jovens e atenuaram sua ocorréncia
(ABETE et al., 2011; HERMSDORFF et al., 2011; SAE-TAN; GROVE; LAMBERT, 2011).
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No entanto, ha também estudos que ndo encontram relacéo entre a ingestao de fenolicos
e a diminuicdo da massa corporal e/ou adiposidade em animais alimentados com dietas ricas
em gordura e sacarose e, em humanos, ndo esta claramente demonstrado a capacidade dos
compostos fendlicos de atenuarem os riscos das DCNT (DEL RIO et al., 2013). Diante disto,
diversos estudos destacam, oportunamente, a necessidade da realizagdo de pesquisas mais
elaboradas com melhor caracteriza¢do quimica dos compostos avaliados e/ou uma populagéo
amostral adequada de animais ou de individuos suficiente para elucidar satisfatoriamente as

vias bioguimicas de acdo dessas substancias (DEL RIO et al., 2013).

1.3. Compostos fendlicos e DM2

Controlar o nivel de glicose no sangue, ou seja, evitar a glicotoxicidade, é essencial para
a satde e fundamental para que tratamentos contra as desordens metabdlicas sejam eficientes.
O estilo de vida moderno, com habitos majoritariamente sedentarios e alimentacéo
hipercal6rica, contribui para a crescente prevaléncia do diabetes. A OMS estimou que em 2014
a prevaléncia desta doenca em adultos com mais de 18 anos foi de 9% em todo 0 mundo e, em
2012, algo préximo a 1,5 milhdes de 6bitos foram diretamente relacionados a hiperglicemia
(BARRETT et al., 2013; WHO, 2014).

Experimentos em animais demonstram que dietas ricas em sacarose sdo capazes de
causar resisténcia a glicose, diminuir a secrecdo de insulina e aumentar a atividade da sucrase
no intestino delgado, resultando em niveis elevados de glicose no sangue (SUMIYOSHI,
SAKANAKA; KIMURA, 2006). A glicotoxicidade é a maior causa de morbimortalidade no
DMZ2, danificando os rins, a retina, o sistema nervoso periférico e contribuindo, em estagios
mais avangados, para a faléncia das células B-pancreaticas e para o desenvolvimento da RI
(BIDEN et al., 2014; SUMIYOSHI; SAKANAKA; KIMURA, 2006). Portanto, manter o nivel
de glicose dentro dos parametros saudaveis é determinante para o sucesso na reducao dos riscos
a saude causados pela glicotoxicidade.

O DM2 corresponde a aproximadamente 90% dos casos de diabetes, possui patogénese
complexa e é causada por associagdo entre fatores genéticos e ambientais. Embora sua etiologia
especifica ndo esteja completamente elucidada, a combinagdo de RI com disfuncéo das células
[-pancredticas é fundamental para a génese dessa doenca, ou seja, quando a célula B-pancreatica
ndo € mais capaz de manter a insulinemia necessaria para superar a RI, ocorre 0
desenvolvimento do DM2 (PIRES; COZZOLINO, 2013; SHIMIZU, 2010).
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A RI é um grave problema de saude, resultado da incapacidade da insulina de exercer
corretamente sua funcdo nos tecidos alvos, ou seja, a de ativar as vias metabolicas que
transportam a glicose extracelular para dentro das células. Com o passar do tempo a RI
desenvolve a hipertensao, a dislipidemia e a inflamacéo sistémica, além de danificar o pancreas
irreversivelmente (ANHE et al., 2013; CHOI et al., 2008). Em termos nutricionais, as causas
da RI poderiam se resumir a uma alimentacdo hiperlipidica com alto teor de carboidratos
refinados associada ao sedentarismo, podendo ser maximizada por fatores genéticos, tais como
a predisposicdo para a adiposidade abdominal (ROBERTS; HEVENER; BARNARD, 2014).

Diversos estudos, principalmente in vitro, tem comprovado que os compostos fenolicos
podem contribuir para manter os niveis de glicose dentro dos pardmetros saudaveis. Estes
compostos podem diminuir a glicemia pds-prandial ao inibir a acdo de enzimas digestivas
responsaveis pela transformacdo dos carboidratos disponiveis em glicose, tais como a o-
glicosidase, a a-amilase e a amiloglicosidase. Mostraram-se também capazes de reduzir a
captacdo de glicose via transportador de glicose dependente de sdédio (SGLT1) pelos
enterdcitos, apresentando, portanto, propriedade hipoglicemiante. Ha estudos que relatam sua
capacidade de promover a translocacdo do transportador de glicose 4 (GLUT4) no musculo
esquelético e no tecido adiposo de animais, reduzindo a hiperglicemia, além de inibir enzimas
associadas a glicogendlise e/ou gliconeogénese, contribuindo para a regulacdo do metabolismo
glicémico (ADER et al., 2001; ANHE et al., 2013; CHENG et al., 2012; GONCALVES;
LAJOLO; GENOVESE, 2010; YAMASHITA et al., 2012).

1.4. Compostos fenolicos e dislipidemia

Quando a concentracdo de acidos graxos circulantes ultrapassa a capacidade de
armazenamento do tecido adiposo, estes sdo acumulados nos tecidos periféricos e podem
produzir efeitos indesejaveis a saude, a lipotoxicidade. A ingestdo cronica de dietas
hiperlipidicas resulta em lipotoxicidade. A OMS trabalha para que os paises adotem politicas
mais rigorosas no controle da ingestdo de nutrientes que possam contribuir para este quadro
clinico, limitando, por exemplo, o consumo de acidos graxos saturados atraves da eliminacao
ou drastica reducdo da gordura vegetal hidrogenada na preparacdo dos alimentos
industrializados (BIDEN et al., 2014; WHO, 2014).

Em camundongos, o nivel elevado de acidos graxos livres circulantes, resultante da

ingestdo cronica de dietas com alto teor de gordura, desenvolveu RI e hiperglicemia. Esses
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animais também apresentaram consideravel ganho de peso, além de hiperlipidemia e
hiperleptinemia (SUMIYOSHI; SAKANAKA; KIMURA, 2006). Modelos experimentais
também correlacionam positivamente a lipotoxicidade com o estresse do reticulo
endoplasmatico que, por sua vez, esta associado ao mau funcionamento das células [-
pancredticas de portadores de DM2 (BIDEN et al., 2014).

No figado, o excesso de lipidios € capaz de causar resisténcia hepatica a insulina e
hiperglicemia. Entre 0s mecanismos propostos para esta associacdo esta aquele que considera
o diacilglicerol fundamental para o desenvolvimento destas desordens metabdlicas. O excesso
de diacilglicerol hepético é capaz de ativar a proteina quinase C (PKC), esta, por sua vez, reduz
a fosforilagdo da tirosina do substrato receptor de insulina 2 (IRS2), inibindo a sinalizagédo
insulinica, impedindo, portanto, a captacdo da glicose plasmatica, o que reduz a glicogénese e
aumenta a glicogendlise e a gliconeogénese (PERRY et al., 2014).

A ingestdo crbnica de lipidios aumenta o risco de desenvolvimento da doenca hepética
lipidica ndo alcodlica (DHLNA), a doenga hepética mais comum no mundo ocidental. Ocorre
guando lipidios sdo armazenados nos hepatdcitos sem o0 consumo excessivo de alcool. Entre os
principais fatores de risco para o desenvolvimento da DHLNA esté a RI, que prejudica tanto o
metabolismo da glicose quanto o dos lipidios, esta presente no DM2 e pode manifestar-se na
obesidade e na SM (GOEDEKE et al., 2014).

Diversos estudos relatam a capacidade dos compostos fenolicos de contribuir com a
regulacao do metabolismo lipidico de formas variadas. Por exemplo, in vitro, fenélicos inibiram
a lipase pancreatica, apresentando, portanto, potencial para reduzir a absorc¢édo de lipidios (AL-
MUAMMAR; KHAN, 2012; MARRELLI et al., 2013). Fendlicos do alecrim (Rosmarinus
officinalis L.) e da rom& (Punica granatum), por exemplo, aumentaram os niveis do colesterol
HDL e reduziram os niveis de colesterol total, colesterol LDL e triacilglicerois plasmaticos em
modelo animal (AFONSO et al., 2013; AL-MUAMMAR; KHAN, 2012). Extrato rico em
proantocianidinas de sementes de uvas foi capaz de regular a expressdo de microRNAS
associados ao metabolismo hepatico de lipidios, contribuindo para a prevencao da obesidade e
da SM (BASELGA-ESCUDERO et al., 2015).

O aumento da quantidade de colesterol LDL e a diminui¢do do colesterol HDL sé&o
fatores indicativos do risco de doencas cardiovasculares (DCV). Embora nédo esteja claro se a
hipercolesterolemia agrava ainda mais as chances de DCV em individuos obesos, é fato que a
RI aumenta substancialmente o risco destas doencgas naqueles que possuem adiposidade central

(VAN GAAL et al., 2006). Ha evidéncias positivas da acdo de antocianinas, consumidas puras
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ou em sucos concentrados, na melhoria da funcéo vascular ao reduzir a inflamacao sistémica e
aumentar a expressao da enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), que possui acdo
vasodilatadora (DEL RIO et al., 2013).

Portanto, ha fortes indicios de que os compostos fenolicos contribuem com a regulacao
do metabolismo da glicose e dos lipidios, protegendo o organismo dos problemas advindos da
obesidade, do DM2, da dislipidemia e da SM por possuirem propriedades antioxidantes,

antimutagénicas, anti-inflamatorias, antitrombaticas e anticancerigenas (DEL R1O et al., 2013).

1.5. Jabuticaba e compostos fendlicos

Diversos compostos fenolicos mostram-se promissores na reducdo do risco de DCNT.
Entre estes compostos, as proantocianidinas, os elagitaninos e as antocianinas destacam-se por
sua capacidade antioxidante e anti-inflamatdria, além de auxiliarem na regulacdo do
metabolismo da glicose e dos lipidios (DEL RIO et al., 2013). A jabuticaba possui alto teor
destes compostos fendlicos. E um dos frutos brasileiros mais ricos em proantocianidinas e
antocianinas, possuindo também, entre 35 frutas nativas brasileiras, as maiores concentracdes
de 4acido eldgico livre e total (ABE; LAJOLO; GENOVESE, 2012). Além desta composi¢ado
fendlica potencialmente benéfica ao organismo, seu aroma e sabor agradaveis e sua oferta
durante varios meses do ano, possibilita seu consumo pela populagéo brasileira tanto in natura
guanto em diversas preparacdes, tais como doces e bebidas, dispensando processos industriais
e comerciais complexos para sua utilizagéo.

Alezandro et al. (2013) compararam as duas espécies de jabuticaba mais cultivadas e
comercializadas no Brasil, ou seja, Paulista e Sabara, em relacdo a composicdo centesimal e
mineral, o perfil fenolico e a capacidade antioxidante in vitro, em diferentes fracGes da fruta
(casca, polpa, semente) e em diferentes estdgios de maturacdo. Seus resultados atestam a
excelente caracteristica nutritiva dos frutos de ambas as espécies possuindo, por exemplo, altas
concentragdes de potassio, manganés e cobre. A variedade Sabara superou a Paulista em relagédo
ao contetdo fendlico, capacidade antioxidante in vitro, concentracdo de proantocianidinas,
acido elagico livre e total. Além disso, a partir dos resultados obtidos, ficou evidente que a fruta
inteira, isto &, com casca, polpa e semente, e em seu maximo estagio de maturacéo, possui maior
potencial benéfico a saude. Por estes motivos, o fruto inteiro e completamente maduro da

variedade Sabara foi escolhido para este estudo.
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Dados anteriores indicaram também que os fendlicos da jabuticaba-sabara, na dose
aproximada de 50 mg equivalente de acido galico (EAG)/kg de massa corporal administrados
a ratos induzidos ao diabetes por estreptozotocina, foram potencialmente benéficos a saude
destes animais, melhorando diversos indicadores metabdlicos (ALEZANDRO; GRANATO;
GENOVESE, 2013). Diante disto, no presente trabalho, dois extratos ricos em compostos
fendlicos da jabuticaba-sabara, com maior ou menor concentragéo de taninos, ambos na dose
supracitada, foram avaliados na prevencdo do ganho de massa corporal e na regulacdo do
metabolismo da glicose e dos lipidios de camundongos C57BL/6J alimentados com dieta rica

em lipidios e sacarose.

1.6. Camundongos C57BL/6J no estudo da obesidade e do DM2 induzidos por dieta

Diversos modelos animais tém sido desenvolvidos para o estudo da obesidade e do
DM2. Porcos, gatos, cachorros, coelhos, ratos e camundongos sdo algumas das opgoes
existentes. No entanto, modelos que utilizam animais grandes apresentam algumas
dificuldades, como o alto custo de manutencéo e, por isso, sdo bem menos utilizados. Roedores
apresentam diversas vantagens como modelos experimentais, sdo pequenos, onivoros, com
comportamento menos violento, permitindo manuseio, e baixo custo de manutencdo. Além
disto e mais importante, roedores podem desenvolver desordens metabdlicas com
caracteristicas muito semelhantes aos seres humanos. Dentre os roedores, 0s camundongos
C57BL/6J vem sendo amplamente utilizados por diversos pesquisadores (ISLAM; WILSON,
2012).

H& mais de duas décadas camundongos C57BL/6J sdo usados como modelos animais
no estudo da obesidade e do DM2 induzidos por dieta hiperlipidica e, portanto, foram
escolhidos para a realizacdo deste estudo. Estes animais sdo geneticamente predispostos a
obesidade e ao DM2 tornando-se obesos apds um periodo de 8 a 16 semanas expostos a uma
dieta na qual 40 a 60% das calorias sdo de origem lipidica. Como a obesidade é um dos
principais fatores de risco para o desenvolvimento do DM2, ha estudos que relatam algumas
das suas caracteristicas ja a partir da quarta semana de exposic¢do a dieta. No entanto, é apos
periodos bem maiores de alimentacdo que se acentuam a resisténcia a insulina, a tolerancia a
glicose, a dislipidemia e a hiperglicemia nesses animais. Camundongos C57BL/6J ndo
costumam desenvolver diabetes com glicosuria nem com niveis de glicose superiores a 300
mg/dL, pois embora tornem-se resistentes & insulina ndo apresentam faléncia das células-f
pancreaticas (HARIRI; THIBAULT, 2010; ISLAM; WILSON, 2012).
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o potencial de extratos ricos em compostos
fenolicos da jabuticaba-sabara (Plinia jaboticaba (Vell.) Berg) na prevencédo da obesidade e do

diabetes melittus tipo 2 em camundongos alimentados com dieta rica em lipidios e sacarose.

Os objetivos especificos foram:

— Caracterizar quimicamente dois extratos ricos em fendlicos obtidos a partir da
jabuticaba-sabard, a saber, com maior ou menor concentracdo de taninos, em relacdo ao
contetdo de fendlicos totais, proantocianidinas, acido elagico total, elagitaninos, flavonoides,

capacidade antioxidante e inibicao in vitro das enzimas lipase pancreética e a-glicosidase.

— Auvaliar o efeito da administracdo de dois extratos ricos em fendlicos da jabuticaba-
sabard, a saber, com maior ou menor concentracdo de taninos, na prevencao do ganho de massa
corporal e adiposidade, no metabolismo da glicose e no perfil lipidico de camundongos

C57BL/6J alimentados com dieta rica em lipidios e sacarose por oito semanas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

A jabuticaba-sabara madura foi obtida na Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais
de S&o Paulo (CEAGESP) da empresa produtora Frutas Unidos Ltda. Os frutos foram
higienizados, congelados em nitrogénio liquido e liofilizados integralmente. Apos esta etapa,
foram pulverizados em gral ou, quando necessario, em um moinho analitico (A10 S2, IKA
Works Inc., Wilmington, NC, E.U.A.) sob refrigeracdo com nitrogénio liquido e posteriormente

armazenados em freezer a — 20 °C para futuras analises.

3.2. Métodos

3.2.1. Obtencéo dos extratos de compostos fendlicos

Os extratos fendlicos foram obtidos a partir da extracdo hidrometandlica da amostra
liofilizada. Uma solucdo de metanol/agua/acido acético (70:30:5 v/v/v) foi utilizada para as
extracdes a razao de 1:25 (m/v). Apds 2 horas sob agitacdo a 4 °C, a mistura foi filtrada a vacuo,
utilizando-se papel de filtro Whatman n° 1 e o residuo foi re-extraido mais duas vezes (por 30
minutos cada) nas mesmas condi¢cdes. Em seguida, o metanol foi eliminado da solucéo
utilizando-se um rotaevaporador (Rotavapor R-210; Blchi, Sui¢ca) em uma temperatura < 37
°C. O extrato foi ressuspendido em &gua destilada para a realizagdo da extracdo em fase sélida
(EFS).

A EFS foi realizada utilizando-se colunas de octadecilsilano (C18) (Supelclean™ LC-18,
Supelco) ou poliamida (PA) (SC6, Macherey-Nagel Gmbh and Co., Duren, Alemanha) na
proporcdo de 1 g de polimero para cada 25 mL de extrato aquoso. As colunas foram pré-
condicionadas pela passagem de 20 mL de metanol e 60 mL de agua por grama de cada
polimero utilizado. Apos a passagem do extrato, as colunas foram lavadas com &gua e a eluicao
dos compostos fenolicos foi feita com metanol, seguido do mesmo volume de metanol/aménia
(99,5:0,5) para as colunas PA. Finalmente, os extratos foram rotaevaporados e ressuspendidos

em agua na concentracao desejada.
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3.2.2. Caracterizagdo quimica dos extratos

3.2.2.1. Conteudo total de fendlicos

Foi determinado através da capacidade redutora do Folin-Ciocalteu segundo Singleton,
Orthofer e Lamuera-Raventos (1999). A 250 uL dos extratos fenolicos, obtidos da forma
supracitada, ou diluicdo adequada dos mesmos, foram adicionados 250 uL do reagente Folin-
Ciocalteu e 2 mL de &gua destilada. Ap6s 3 minutos a temperatura ambiente, adicionam-se 250
uL de solugdo saturada de carbonato de s6dio (Na2COs) e, entdo, os tubos foram colocados em
banho a 37 °C por 30 minutos para desenvolvimento da coloracdo azulada caracteristica. Um
espectrofotometro (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech, NJ, E.U.A.) foi utilizado para leitura
da absorbancia a 750 nm. Os resultados foram expressos em mg equivalente de &cido galico
(EAG) por mL de extrato.

3.2.2.2. Quantificacdo de proantocianidinas pelo método do butanol-HCI

Esta analise foi realizada segundo Porter, Hrstich e Chan (1986), com algumas
modificacdes. A solucdo de n-butanol e &cido cloridrico concentrado foi preparada na
proporcéo 3:2 respectivamente. 154 mg de sulfato de ferro Il hepta-hidratado (FeSO4-7H-0)
foram adicionados a 1 L de butanol/acido cloridrico e 2,5 mL desta solugdo foram adicionados
a 250 puL do extrato, diluido quando necessario. Uma solucéo de cianidina-3-rutinosideo na
concentracdo de 250 pg/mL foi utilizada no preparo da curva padrdo. Os tubos de ensaio
contendo a curva padrdo e as amostras foram levemente agitados em banho a 95 °C por 15
minutos para posterior leitura das absorbancias a 540 nm em espectrofotdmetro (Ultrospec
2000, Pharmacia Biotech, NJ, E.U.A.). Os resultados foram expressos em mg equivalente de

cianidina-3-rutinosideo (C3R) por mL de extrato.

3.2.2.3. Quantificacdo de proantocianidinas pelo método DMAC

A metodologia DMAC (4-dimetilaminocinamaldeido) para quantificacdo de
proantocianidinas foi utilizada de acordo com Prior et al. (2010), com algumas modificagoes.
Uma aliquota de 210 pL da solugao de DMAC foi acrescentada a 70 L da solugdo controle

(etanol aquoso 80%), padrdes e extratos (diluidos quando necessario) em uma microplaca de
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96 pocos. Apo6s incubacdo por 25 minutos a 25 °C, a absorbancia foi lida a 640 nm a cada
minuto utilizando-se um espectrofotdmetro de microplaca (Synergy H1 hybrid reader, Bioteck,
IL, E.U.A.). O conteudo de proantocianidinas foi calculado a partir de uma curva padrédo de
procianidina B2 (Extrasynthése, Lyon, Franca) na concentracdo de 100 pg/mL. Os resultados

foram expressos em mg equivalente de procianidina B2 (PB2) por mL de extrato.

3.2.2.4. Acido elagico total, flavonoides e acidos fendlicos

O contetido de &cido elagico total foi determinado segundo Pinto, Lajolo e Genovese
(2008). Apos secagem sob nitrogénio, os extratos foram hidrolisados com 2 mL de uma solugéo
metanolica de acido trifluoroacético 2 N por 90 minutos a 120 °C em autoclave. Novamente
secos em nitrogénio, ressuspendidos em metanol préprio para Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) e filtrados com filtros de polietileno com membrana de PTFE (Millipore,
MA, E.U.A.) de 0,22 um de poro.

Os principais flavonoides e acidos fendlicos foram determinados segundo Arabbi,
Genovese e Lajolo (2004). Apds rotaevaporacao, os extratos foram ressuspendidos em 1 mL de
metanol préprio para CLAE e filtrados em filtros de polietileno com membrana PTFE
(Millipore, MA, E.U.A.) de 0,22 pm de poro. O cromatografo utilizado foi o modelo Hewlett-
Packard 1100, com injetor automatico de amostras, bomba quaternaria e detector de arranjo de
diodo (DAD), coluna Prodigy 5 um ODS 3 250 x 4,60 nm (Phenomenex Ltda., Reino Unido),
controlados por software ChemStation. O gradiente de solventes foi constituido por A (agua/
tetrahidrofurano/acido trifluoroacético nas proporcdes 98:2:0,1) e B (acetonitrila). As amostras
foram injetadas em duplicatas e os fenolicos identificados comparando-se o tempo de retengédo
e espectro com padrdes obtidos das empresas Sigma (Chemicals Co., St. Louis, E.U.A) e
Extrasynthése (Genay, Franca).

3.2.2.5. Capacidade antioxidante in vitro pelo método de sequestro do radical DPPH

Esta analise foi realizada de acordo com Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), com
algumas modificacfes descritas a seguir. Uma solugdo metanolica do radical estavel DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazila, Sigma Chemical Co., St. Louis, E.U.A) foi preparada na
concentracdo de 31 pg/mL de forma a apresentar uma absorbancia entre 0,6 € 0,7 a 517 nm.

Uma solucéo de Trolox na concentracdo de 250 pug/mL foi utilizada para a curva padrdo. Uma
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aliquota de 250 pL da solugdo de DPPH foi acrescentada a 50 pL do controle (metanol), dos
pontos da curva de Trolox e dos extratos em uma microplaca de 96 cavidades. Foram efetuadas
leituras de absorbancia a 517 nm no tempo zero e apds 20 minutos, utilizando-se
espectrofotdbmetro de microplaca (Synergy H1 hybrid reader, Bioteck, IL, E.U.A.) a 25 °C. Os
calculos foram efetuados segundo a formula a seguir e os resultados foram expressos em pmol
equivalente de Trolox por mL de extrato.

) A A X100
% Descoloragdo do DPPH = (Acontrole Aamostra)

Acontrole

Onde:
A controle = @bsorbéancia do controle (50 pL de metanol + 250 puL de DPPH);

A amostra = absorbancia da amostra.

3.2.2.6. Capacidade antioxidante in vitro pelo método FRAP (capacidade redutora do
ferro)

Foi utilizado o método desenvolvido por Benzie e Strain (1999) adaptado para
microplaca. A solucdo FRAP foi preparada no momento da anélise na concentracdo 10:1:1 das
seguintes solucgdes: tampdo acetato de sédio (0,3 mol/L, pH 3,6), TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-
triazine, 10 nmol/L em &cido cloridrico 40 nmol/L) e cloreto férrico (20 nmol/L). Uma solugéo
de Trolox na concentracdo 250 pg/mL foi utilizada para construir a curva padrdo. A cada 20
pL de cada ponto da curva padrdo e das amostras foram acrescentados 150 pL da solugcdo FRAP
em uma microplaca de 96 cavidades. As absorbancias foram lidas apds quatro minutos a 593
nm utilizando-se espectrofotdmetro de microplaca (Synergy H1 hybrid reader, Bioteck, IL,

E.U.A)). Os resultados foram expressos em pmol equivalente de Trolox por mL de extrato.

3.2.2.7. Capacidade antioxidante in vitro pelo método ORAC (capacidade de absor¢ao

dos radicais de oxigénio)

Analise realizada de acordo com o método descrito por Davalos, Gomez-Cordoves e
Bartolomeé (2004) com algumas modificagbes. Uma aliquota de 25 pL dos extratos fendlicos
diluida em tampdo fosfato (75 nmol/L, pH 7,4), o controle e uma curva padrao de Trolox (400
pmol/L) foram misturados com 150 pulL de uma solugao de fluoresceina (40 nmol/L) e incubados
a 37 °C. Adicionou-se 25 pL da solugdo de AAPH (2,2’ — azobis (2-amidinopropano) di-
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hidrocloreto, 153 nmol/L) para iniciar a reagdo. A intensidade da fluoresceina foi verificada a
cada minuto, até o tempo final de 60 minutos, em espectrofotdmetro de microplaca (Synergy
H1 hybrid reader, Bioteck, IL, E.U.A.). Finalmente, a capacidade antioxidante foi determinada
pela perda de fluorescéncia da fluoresceina versus a concentracdo de antioxidante. Os

resultados foram expressos em pmol equivalente de Trolox por mL de extrato.

3.2.2.8. Capacidade de inibigdo in vitro da lipase pancreéatica

A capacidade de inibicdo in vitro da lipase pancreatica pelos extratos foi avaliada de
acordo com Nakai et al. (2005). Uma solucdo tampéo de Tris-HCI pH 8,0 (Tris-HCI 13 nmol/L,
NaCl 150 nmol/L e CaCl> 1,3 nmol/L) foi utilizada como solvente para a solucéo de lipase
pancreatica (EC 3.1.1.3, tipo I, Sigma Chemical Co., St. Louis, E.U.A., 1 mg/mL) e do
substrato oleato (4-metilumbeliferil oleato, 0,1 nmol/L). Citrato de sédio (0,1 mol/L) foi
utilizado para parar a reacdo. A 25 pL dos extratos em diferentes concentracdes foram
acrescentados 50 pL de oleato e 25 pL da solucdo enzimatica em uma microplaca de 96
cavidades. Apos incubacdo por 30 minutos a 25 °C, 100 pL de citrato de sédio foram
acrescentados para parar a reacao. A acdo da enzima sobre o oleato foi avaliada pela leitura das
absorbancias em um espectrofotdmetro de microplaca (Synergy H1 hybrid reader, Bioteck, IL,
E.U.A)) utilizando comprimento de onda de excitacdo igual a 355 nm e emissao igual a 460
nm. Os resultados foram expressos como ICso considerando o conteudo total de fendlicos
determinado por Folin-Ciocalteu como descrito previamente (ug EAG/mL de reacdo). O
controle positivo para este ensaio foi uma solucdo de Orlistat (PHR1445, Sigma Chemical Co.,
St. Louis, E.U.A., 1 mg/mL) em dimetilsulféxido (DMSO).

3.2.2.9. Capacidade de inibicdo in vitro a-glicosidase

A capacidade de inibicdo in vitro da a-glicosidase pelos extratos foi avaliada de acordo
com Mccue, Kwon e Shetty (2005) com as modificacdes descritas a seguir. Uma solucgéo
tampé&o de fosfato de potéssio (0,1 mol/L, pH 6,9) foi utilizada como solvente no preparo da
solugdo de a-glicosidase (EC 3.2.1.20, tipo I, Sigma Chemical Co., St. Louis, E.U.A, 1,0 U/mL)
e do substrato p-nitrofenil-a-d-glicopiranosideo (5 nmol/L). A 50 pL dos extratos em diferentes
concentragfes foram acrescentados 100 pL da solucdo enzimatica e 50 pL do substrato em

microplaca de 96 cavidades. Realizou-se uma incubacgéo por 5 minutos a 37 °C e a leitura a 405
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nm utilizando um espectrofotdmetro de microplaca (Synergy H1 hybrid reader, Bioteck, IL,
E.U.A.) foi realizada antes e depois da incubagdo. Os resultados foram expressos como ICso
considerando o contetdo total de fendlicos determinado por Folin-Ciocalteu como descrito
previamente (ug EAG/mL de reacdo). O controle positivo para este ensaio foi uma solucédo de
Acarbose (PHR1253, Sigma Chemical Co., St. Louis, E.U.A.) em tampé&o na concentragdo de
5 nmol/L. Uma curva de inibicdo foi construida de acordo com a equagéo abaixo € 0 ICsg

calculado a partir da equacao obtida.

% Inibicdo da a-glicosidase =

(Acontrole 5 minutos — Acontrote 0 min)— (Agmostra 5 min — Agmostra 0 min)X100

(Acontrole 5 minutos — Acontrole 0 min)
Onde:
A branco = absorbancia do controle (auséncia dos extratos);

A amostra = absorbancia na presenca dos extratos em diferentes concentracdes.

3.2.3. Avaliacdo do efeito dos extratos fenolicos da jabuticaba-sabara em

camundongos alimentados com dieta rica em lipidios e sacarose

3.2.3.1. Animais e design experimental

Todos os procedimentos realizados nos experimentos in vivo foram aprovados pelo
Comité de Etica para Pesquisa Animal da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sao Paulo (Protocolo CEUA/FCF/471).

Foram utilizados 40 camundongos machos C57BL/6J com oito semanas de idade e com
aproximadamente 26 g de massa corporal. Durante as duas semanas que precederam o
experimento 0s animais permaneceram em condi¢des padrdes de biotério, ou seja, temperatura
aproximada de 22 °C, ciclos alternados de 12 h luz/12 h escuro, alimentados com racdo padrédo
para camundongos (NUVILAB CR-1, Nuvital Nutrientes S/A, PR, Brasil) e agua ad libitum.

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos de 10 cada, da seguinte
forma: Grupo Controle (Ct): alimentados com racdo padrdo para camundongos e agua ad
libitum; Grupo HF: alimentados com dieta rica em lipidios e sacarose (HLS) e dgua ad libitum;
Grupo C18: alimentados com dieta HLS e gavagem com extrato obtido por EFS em colunas de
C18, previamente explicado em 3.2.1., na dose estabelecida de 50 mg EAG/kg de massa

corporal; Grupo PA: alimentados com dieta HLS e gavagem com extrato obtido por EFS em



31

poliamida, previamente explicado em 3.2.1, na dose de 50 mg EAG/kg de massa corporal. A
gavagem com agua, para os grupos Ct e HF, ou com os extratos, para os grupos C18 e PA, foi
realizada todos os dias durante 8 semanas. A Figura 4 resume o design experimental.

A dieta padrdo NUVILAB CR1 possui 23% de proteinas, 5% de lipidios e 56% de
carboidratos e fornece 3,6 kcal/g, sendo 25,6% deste valor proveniente de proteinas, 11,5% de
lipidios e 62,9% de carboidratos. A dieta HLS foi preparada manualmente como descrito por
Lemieux et al. (2003), possui 23% de proteinas, 20% de lipidios e 45% de carboidratos e fornece
4,6 kcal/g, sendo 20% deste valor proveniente de proteinas, 39% de lipidios e 41% de
carboidratos.

Ao final das oito semanas experimentais 0s animais foram eutanasiados, apds anestesia
com isoflurano, por puncéo cardiaca. O plasma foi separado do sangue por centrifugacdo a 3000
g a 4 °C por 20 minutos. O figado, o0 masculo gastrocnémio e os tecidos adiposos (inguinal,
retroperitoneal, epididimal e marrom) foram removidos, pesados sob constante refrigeracéo e
armazenados a — 80 °C para analises posteriores.

Jabuticaba:
Extrato bruto

EFS C18:

3 EFS PA:
Taninos

Flavonoides

Flavonoides Acidos Fenélicos

ﬁ 9 Acidos Fendlicos

I [ I T

Grupo Controle (Ct) Grupo HF Grupo C18 Grupo PA
C57BL/6 machos C57BL/6 machos C57BL/6 machos C57BL/6 machos
8 semanas de idade 8 semanas de idade || 8 semanas de idade 8 semanas de idade
N=10 N=10 N=10 N=10
Dieta padréo Dieta HLS Dieta HLS Dieta HLS

Prevencéo:
Agua por 50 mg
gavagem EAG/Kg massa

corporal
por gavagem

| |
I I

72 semana: OGTT

82 semana: Eutanasia

Figura 4. Resumo do design experimental. EFS: extracdo em fase solida; C18: octadecilsilano;
PA: poliamida; HLS: Dieta rica em lipidios e sacarose; EAG: equivalente de acido galico; ITT:

teste de tolerancia a insulina; OGTT: teste oral de tolerancia a glicose.
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3.2.3.2. Teste de Tolerancia a Insulina (ITT)

O ITT foi realizado na sexta semana do experimento injetando-se insulina
intraperitonealmente na concentracéo de 0,5 Ul/kg de massa corporal. A glicose foi medida a
partir do sangue retirado da veia caudal antes da injecdo e apos, a cada 15 minutos, por uma
hora, utilizando-se um glicosimetro Accu-Chek Performa (Roche, Mannheim, Alemanha). Os
dados foram expressos como a taxa de decaimento da glicose (Kitt) entre 0 e 15 minutos (t12)

a partir da férmula 0,693/t1> multiplicado por 100.

3.2.3.3. Teste Oral de Tolerancia a Glicose (OGTT)

O OGTT foi realizado na sétima semana do experimento. Apos 6 horas em jejum uma
solugdo de glicose na concentragcdo de 1,0 g/kg de massa corporal foi administrada por
gavagem. A glicose foi medida a partir do sangue retirado da veia caudal antes da gavagem e
apos, a cada 15 minutos, por 90 minutos, utilizando-se um glicosimetro Accu-Chek Performa
(Roche, Mannheim, Alemanha). O plasma foi separado do sangue por centrifugacdo a 3000 g
a 4 °C por 20 minutos para andlise de insulina por ELISA (Rat/Mouse Insulin ELISA Kit,
Millipore, MA, E.U.A)).

3.2.3.4. Perfil lipidico

As concentracbes plasmaticas de colesterol total, lipoproteina de alta densidade
colesterol (HDL), lipoproteina de baixa densidade colesterol (LDL) e triacilglicerois (TAG)
foram determinadas utilizando-se um analisador para testes bioguimicos (LABMAX 240®)
com seus respectivos Kits seguindo as orientacdes do fabricante (LABTEST, Lagoa Santa, MG,
Brasil).

3.2.3.5. Conteudo hepatico de triacilglicerois

O contetdo hepatico de triacilglicerois foi determinado segundo Hara e Radin (1978)
com modificagdes. Em um Eppendorf, 60 mg de tecido fresco foram misturado a 1 mL de
hexano/isopropanol (3:2). A mistura permaneceu em agitacdo por 24 horas a 4° C

completamente fechado. Apds esse periodo, foi centrifugada a 1000 g por 15 minutos. O
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sobrenadante foi totalmente removido e misturado a 1,5 mL de sulfato de sodio anidro (6,6%).
Apo6s decantacgdo por 15 minutos, uma aliquota de 200 pL foi retirada, seca em nitrogénio e
ressuspendida com 0,5 mL de isopropanol. O contetdo hepatico de triacilglicerdis foi
determinado utilizando-se um analisador para testes bioquimicos (LABMAX 240®) com seus

respectivos kits seguindo as orientacdes do fabricante (LABTEST, Lagoa Santa, MG, Brasil).
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3.2.4. Andlise estatistica

Todos os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo (DP).
Inicialmente, os dados foram avaliados quanto a natureza da sua distribuicdo pelo teste de
Shapiro-Wilk. A andlise de variancia ANOVA one-way seguida do teste de comparacao
multipla de Tukey foi utilizada para dados com distribuicdo normal. O teste de Kruskal-Wallis
sequido do teste de comparacdo multipla de Dunn foi utilizado para distribuicdes néo
paramétricas. O grupo controle, isto é, os animais alimentados com dieta padrdo, foi usado
apenas como referéncia afim de mostrar os efeitos obsogénicos da dieta HLS e seus valores néo
foram incorporados nas analises estatisticas. As andlises estatisticas foram realizadas através
do software GraphPad Prism versdo 5.00 para Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA,
USA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacdo quimica dos extratos

Os diferentes extratos ricos em compostos fendlicos da jabuticaba-sabara foram obtidos
por extracdo em fase solida (EFS) utilizando-se adsorventes diferentes. O extrato C18 foi obtido
por EFS com octadecilsilano (C18) e o extrato PA obtido por EFS com poliamida (PA). O C18
permite completa extracdo dos compostos fendlicos, isto €, flavonoides, incluindo taninos, e
acidos fenolicos. Por sua vez, a PA liga-se irreversivelmente aos taninos atraves de fortes
ligagGes de hidrogénio, retendo-os em sua maioria (SIGMA-ALDRICH, 2015). Dessa forma,
ambos os extratos possuem todos os compostos fendlicos da jabuticaba, no entanto, o extrato
C18 é rico em taninos, enquanto o extrato PA apresenta baixa concentracdo dos mesmos.

Os cromatogramas obtidos por CLAE dos extratos C18 e PA estdo apresentados na
Figura 5A e 5B, respectivamente. Os perfis fendlicos foram similares para ambos os extratos,
porém a concentracdo de antocianinas, acido elagico livre e elagitaninos foi muito maior no
extrato C18. A caracterizacdo quimica desses extratos em relacdo aos fendlicos totais,
proantocianidinas, elagitaninos, flavonoides, &cidos fendlicos, capacidade antioxidante in vitro
e atividade inibitoria de enzimas digestivas é apresentada na Tabela 1. Proantocianidinas
(PAC) e derivados de éacido elagico, tais como elagitaninos (EA), foram os principais
compostos fenolicos encontrados nos extratos de jabuticaba, seguidos por menores quantidades
de derivados de antocianina e quercetina. Como esperado, 0 extrato PA apresentou menor
contetido de taninos, ou seja, 43% menos proantocianidinas e, somente, 0,7% de elagitaninos
encontrados no extrato C18.

Devido as suas estruturas quimicas, PAC e ET possuem propriedade antioxidante
natural e, como pode ser visto na Tabela 1, proporciona alta capacidade antioxidante in vitro
para o extrato C18 em comparagdo ao extrato PA, menos concentrado em taninos (PRIOR et
al., 2010). A capacidade antioxidante do extrato PA variou de 12 a 32% em relag&o ao extrato
C18, dependendo da propriedade quimica analisada, isto €, redugdo do radical DPPH,
capacidade redutora do ferro ou ORAC. No entanto, 0 extrato PA apresentou maior atividade
inibitoria da lipase pancreatica in vitro. Seu 1Cso foi quatro vezes menor que o do extrato C18 e
aproximadamente cinco vezes menor que o do Orlistat, um farmaco inibidor de lipase. Por outro
lado, o extrato C18 mostrou-se um potente inibidor in vitro da a-glicosidase, sendo muito mais

eficiente que o extrato PA e a Acarbose, um farmaco hipoglicemiante que inibe essa enzima.
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Figura 5. Cromatograma em 270 nm e espectro UV de glicosideos de flavonoides e &cidos
fenolicos dos extratos C18 (A) e PA (B). Nos espectros UV, as linhas azuis sdo as bandas de
absorcédo dos extratos e as linhas vermelhas as bandas de absorcéo dos padrdes.
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Tabela 1. Caracterizagcdo quimica dos extratos ricos em fenolicos da jabuticaba-sabara obtidos
por EFS em colunas de C18 ou PA.

Extrato C18 Extrato PA

Fendlicos totais (ug EAG/mL) 8750 + 100 1640 £ 30
Proantocianidinas

Butanol-HCI (ug C3R/mL) 350+ 3 150 + 10

DMAC (ug PB2/mL) 300+ 10 130+ 4
Flavonoides e acidos fenolicos (ug/mL)

Antocianinas 216 + 2 138 +2

Derivados de quercetina 19+1 140+0.1

Acido elagico livre (AEL) 430 + 8 195+ 15

Acido elagico total (AET)* 3454 + 15 230+ 6

Elagitaninos** 3027 + 13 21.0+£0.5
Capacidade antioxidante (umol Trolox/mL)

DPPH 74 +3 9.0+0.2

FRAP 137+ 3 17.0x0.5

ORAC 80+4 26+ 2
Capacidade inibitdria de enzimas digestivas
(ICso=pg EAG/mL de reacéao)

Lipase pancreatica® 271+ 15 701

a-glicosidase® 4,13 +1.90 14.30 £ 4.20

Valores sdo média £ DP; EAG: equivalente de acido galico; C3R: equivalente de cianidina-3-rutinosideo; PB2:
equivalente de procianidina B2. *Soma de 4cido elagico livre e glicosideos de cido eldgico. **Calculado por
diferenca: AET — AEL. ?Orlistat ICsp 401 ug/mL de reacéo. PAcarbose 1Cso 141,20 pg/mL de reagéo.

Diversos estudos, principalmente in vitro, relatam que compostos fendlicos de fontes
alimentares variadas sdo capazes de inibir enzimas digestivas. Extratos de cambuci, cupuagu,
uva vermelha, pimenta verde e framboesa, por exemplo, foram capazes de inibir a atividade da
a-amilase. Extratos de morango, mirtilo, gengibre e groselha foram capazes de inibir a atividade
da a-glicosidase. Extratos de folhas de romé e de plantas da dieta mediterranea, por exemplo,
inibiram a atividade da lipase pancreatica. Da mesma forma, diversos outros flavonoides e
acidos fenolicos tém sido relatados como potentes inibidores de enzimas digestivas (AL-
MUAMMAR; KHAN, 2012; GONCALVES; LAJOLO; GENOVESE, 2010; LACROIX; LI-
CHAN, 2014; MARRELLI et al., 2013; MCDOUGALL et al., 2005).

Porém os efeitos dos fendlicos sobre as enzimas digestivas ainda sdo contraditorios. Ha
diversos relatos de alta capacidade inibitdria, assim como outros de baixa ou nenhuma agéo
inibitdéria. Portanto, podemos concluir que a capacidade inibitéria dos fenolicos sobre as
enzimas digestivas depende das estruturas quimicas desses compostos, interacGes
intermoleculares e metodologias utilizadas na avaliagdo (LACROIX; LI-CHAN, 2014;
SERGENT et al., 2012). Neste trabalho, o alto contetdo fendlico do extrato C18 tornou-o um

potente inibidor de a-glicosidase, mas um fraco inibidor de lipase pancreatica, quando
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comparado ao extrato PA. No entanto, ambos o0s extratos foram mais eficientes na inibigéo in
vitro dessas enzimas que 0s respectivos controles, Acarbose e Orlistat.

4.2. Efeitos in vivo dos extratos fenolicos da jabuticaba-sabara

Neste estudo, verificou-se os efeitos que a administracao diaria dos extratos C18 e PA,
ambos na dose de 50 mg EAG/kg de massa corporal, teria na protecdo contra desordens
metabdlicas induzidas pela ingestdo de uma dieta HLS por camundongos C57BL/6J. Essa dose
foi escolhida com base em um estudo prévio realizado por Alezandro, Granato e Genovese
(2013), no qual foi relatado resultados promissores dos compostos fendlicos da jabuticaba-
sabard em modelo animais de obesidade e DM2. O conteudo total de fendlicos foi usado para
estimar a dose diaria média administrada aos camundongos afim de manter os 50 mg EAG/kg

de massa corporal para cada animal ao longo do experimento.

4.2.1. Balanco energético, massa corporal e adiposidade

A Figura 6A apresenta a ingestdo diaria, em gramas, de agua e racdo dos grupos
experimentais, enquanto na Figura 6B estdo apresentados os valores da ingestdo diaria de
energia, em kcal, e aqueles relativos a eficiéncia alimentar. Como observado na Figura 6B,
embora a ingestdo média de energia tenha sido similar entre todos 0s grupos, 0s animais do
grupo HF apresentaram maior eficiéncia alimentar, ou seja, estes animais foram mais eficientes
para converter a energia do alimento em massa corporal. Por outro lado, ambos 0s grupos que
receberam os extratos fendlicos apresentaram valores semelhantes aos do grupo controle (linha
pontilhada), isto é, os fendlicos da jabuticaba-sabara preveniram a conversdo excessiva da
energia alimentar em massa corporal.

Os extratos fendlicos, principalmente o extrato C18, foram eficientes na prevencao do
ganho demasiado de massa corporal dos camundongos alimentados com dieta HLS ja a partir
da quarta semana experimental (Figura 7A). O grupo HF apresentou ganho médio de massa
corporal aproximadamente 50% maior do que aqueles que receberam os extratos (17,53% para
0 HF, 8,77% para o C18 e 9,04% para o PA) (Figura 7B). Muitos estudos confirmam a
capacidade dos compostos fendlicos de prevenir e/ou reduzir o ganho de massa corporal em
humanos e roedores (DEL RIO et al., 2013).
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Figura 6. Ingestdo de &gua e racdo (A), ingestdo de energia e eficiéncia alimentar (B) de
camundongos alimentados com dieta HLS e agua (grupo HF) ou extratos fendlicos de
jabuticaba por gavagem (C18 e PA). Valores sdo média £ DP (n = 8-10/grupo). As linhas
pontilhadas sdo os valores médios do grupo controle que ndo foram incluidos na analise
estatistica. *Calculado como: [ganho de massa corporal (g)/ingestdo energética (kcal)] x 100.
ABC |etras maitsculas diferentes sobre as colunas indicam diferenca estatistica (p < 0.05).
b | etras minGsculas diferentes sobre as colunas indicam diferenca estatistica (p < 0.05).
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Figura 7. Massa corporal (A) e ganho de massa corporal (B) de camundongos alimentados com
dieta HLS e agua (grupo HF) ou extratos fendlicos de jabuticaba por gavagem (C18 e PA).
Valores sdao média = DP (n = 8-10/grupo). A linha pontilhada € o valor medio do grupo controle
que ndo foi incluido na analise estatistica. “(p < 0.04) HF vs. Ct. ™(p < 0.02) HF vs. Ct e C18.
*(p < 0.02) HF vs. demais grupos. Letras diferentes sobre as colunas indicam diferenca
estatistica (p < 0.05).
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Considera-se obesidade moderada quando animais alimentados com dieta obesogénica
apresentam ganho de massa corporal entre 10 e 25% e obesidade severa quando tal valor é
maior ou igual a 40%, em comparacdo aos animais alimentados com dieta padrdo (HARIRI,
THIBAULT, 2010). Assim, considerando estes parametros e os resultados observados na
Figura 7A e 7B, os animais do grupo HF eram os mais obesos ao final do experimento,
apresentando obesidade moderada. Interessantemente, os animais do grupo C18 e PA
apresentaram ganho de massa corporal estatisticamente semelhante entre si e em relacdo ao
grupo controle (linha pontilhada).

A administragdo de extratos ricos em fendlicos da jabuticaba-sabara preveniu o aumento
excessivo do tecido adiposo branco inguinal (iTAB), retroperitoneal (rTAB), epididimal
(eTAB) e total (tTAB =iTAB + rTAB + eTAB) (Figura 8).
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Figura 8. Massa relativa [0 ou absoluta B do tecido adiposo branco inguinal (iTAB) [A],
retroperitoneal (rTAB) [B], epididimal (eTAB) [C] e total (tTAB) [D] de camundongos
alimentados com dieta HLS e agua (grupo HF) ou extratos fendlicos de jabuticaba por gavagem
(C18 e PA). Valores sdo média + DP (n = 8-10/grupo). As linhas pontilhadas séo os valores
médios do grupo controle que ndo foram incluidos na anélise estatistica. &€ Letras maitsculas
diferentes sobre as colunas indicam diferenca estatistica (p < 0.05). ¢ Letras minUsculas
diferentes sobre as colunas indicam diferenga estatistica (p < 0.05).
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O extrato C18 foi aproximadamente 24% mais eficiente que o extrato PA na prevencao
do aumento excessivo do tTAB. As médias relativas do iTAB, rTAB e eTAB foram,
respectivamente, 43,58%, 52,39% e 45,52% menores para o grupo C18 quando comparadas as
médias do grupo HF. Da mesma forma, tais valores para o grupo PA foram, respectivamente,
31,10%, 33,16% e 27,88% menores que 0s do grupo HF. Resumindo, o ganho meédio de tTAB
foi aproximadamente 43% inferior no grupo C18 e 28% inferior no grupo PA quando
comparados ao grupo HF (Figura 8D). A massa média relativa e absoluta do tecido adiposo
marrom, figado e musculo gastrocnémio foi estatisticamente semelhante entre todos 0s grupos
(dados ndo mostrados).

Aos fendlicos sdo atribuidos quatro possiveis mecanismos de acdo com propriedades
antiobesogénicas, a saber: aumento do gasto energético, aumento da oxidacdo de acidos graxos,
diminuicdo do apetite e diminuicdo da absorcdo de nutrientes (RAINS; AGARWAL; MAKI,
2011). A respeito dos trés primeiros, estudos, majoritariamente em animais, relatam que
compostos fendlicos podem estimular a producdo de norepinefrina (NE), um mediador que age
no sistema nervoso simpatico (SNS), aumentando o gasto energético e promovendo oxidacdo
de &cidos graxos. Borchardt e Huber (1975) apresentaram evidéncias que catequinas inibem a
catecol-O-metiltransferase, uma enzima que degrada NE, permitindo a acdo desta ultima por
um periodo maior, estimulando a lipdlise e aumentando a oxidacgdo de acidos graxos.

Nagao et al. (2009) administraram bebida rica em flavonoides (583 mg/dia) para homens
e mulheres diabéticos e observaram, apds 12 semanas de intervencao, uma reducdo significativa
em suas circunferéncias abdominais. Tentolouris, Liatis e Katsilambros (2006) embasam esses
resultados, mostrando que o tecido adiposo abdominal é mais lipoliticamente ativo que 0s
demais depdsitos de gordura, pois possuem mais receptores fs-adrenérgico, onde catecolaminas
podem agir. Consequentemente, a inibicdo do apetite por flavonoides pode estar baseada
justamente em sua capacidade de estimular a lipélise. Estudos apoiam a hipo6tese que o nivel de
energia dentro do figado funciona como um regulador de apetite, sinalizando para o cérebro,
via neurbnios sensoriais vagais, a necessidade de alimentar-se. Assim, quando a oxidagéo
hepética de &cidos graxos esta baixa, o apetite esta aumentado. Portanto, considerando que 0s
fendlicos podem estimular a oxidacéo de &cidos graxos, é possivel que sejam capazes de regular
0 apetite (KAMPHUIS; MELA; WESTERTERP-PLANTENGA, 2003; RAINS; AGARWAL,;
MAKI, 2011). Os efeitos antiobesogénicos dos polifendis também podem estar relacionados
com sua capacidade de inibir in vivo e in vitro a lipase pancreética, aumentar a sensibilidade da

insulina e agir de forma semelhante a sibutramina, um inibidor de apetite, diminuindo os niveis
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glicémicos e prevenindo a formacdo excessiva de depositos de gordura (LEI et al., 2007,
VROEGRIK et al., 2011).

No entanto, os resultados obtidos neste estudo ndo confirmaram nem a inibicdo in vivo
de enzimas digestivas, mesmo que tenha sido observada alta inibicao in vitro de tais enzimas,
nem a supressao do apetite pelos fendlicos da jabuticaba, pois o contetdo energético das fezes
(dados ndo mostrados) e a ingestdo de energia (Figura 6B) foram estatisticamente semelhantes
entre os grupos. Desta forma, mais estudos sdo necessarios para confirmar a hipotese de que
outros mecanismos de acdo nao relacionados a inibi¢do de enzimas digestivas e/ou a supressao
do apetite estdo envolvidos nos resultados observados.

De acordo com a Tabela 1, proantocianidinas e elagitaninos sdo as principais classes de
compostos fenolicos nos extratos de jabuticaba, seguidos por uma quantidade menor de
flavonoides, principalmente antocianinas. Prior et al. (2008) avaliaram os efeitos de pos
liofilizados de mirtilo e de morango e de antocianinas purificadas destas frutas no metabolismo
de camundongos alimentados com dieta HLS. Seus resultados mostraram que as antocianinas
purificadas, mas ndo os pos liofilizados, apresentaram efeitos positivos contra o0 ganho de massa
corporal, prevenindo a obesidade. Uma hipo6tese bem aceita para isto é a de que a absorcéo e 0s
processos de biodisponibilidade dos fendlicos sdo obstruidos por outros componentes dos
alimentos, tais como carboidratos e lipidios. Em outro estudo, suco de mirtilo administrado a
camundongos obesos e obesos/diabéticos também ndo preveniu o ganho de massa corporal, no
entanto regulou os niveis de leptina e de adiponectina. A leptina e a adiponectina sdo hormoénios
produzidos pelos adipdcitos e estdo positivamente associados a regulacdo do metabolismo, ou
seja, desordens na sua producdo tem sido relacionadas a obesidade e ao DM2 (MEYDANI;
HASAN, 2010).

Dessa forma, a alta concentracdo fendlica dos extratos utilizados neste estudo associada
a auséncia de outros componentes alimentares, podem justificar os efeitos antiobesogénicos
observados, embora as vias metabdlicas ainda ndo tenham sido completamente elucidadas. O
extrato C18 foi mais efetivo na prevencao do ganho excessivo de massa corporal que o extrato
PA, sugerindo que os taninos desempenharam papel importante neste resultado. Mais estudos
sd0 necessarios para entender como os fendlicos da jabuticaba agem, isto é, se pelos
mecanismos mencionados anteriormente, outros ainda desconhecidos ou todos

simultaneamente.
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4.2.2. Metabolismo da glicose

Os efeitos dos extratos ricos em compostos fenolicos da jabuticaba-sabara sobre o
metabolismo da glicose foram avaliados através da glicemia de jejum, teste de toleréncia a
insulina (ITT), teste oral de tolerancia a glicose (OGTT) e insulina plasmatica. A Figura 9A
mostra que a glicemia de jejum, mesmo apresentando distribuicdo atipica durante o
experimento, foi maior para o grupo HF desde a primeira semana. A glicemia de jejum total,
isto €, a média geral da glicemia de jejum por grupo a partir da primeira semana, apresentou
diferencgas estatisticas entre o grupo HF e os grupos suplementados (insercéo na Figura 9A).

Os valores do ITT e do Kitt foram estatisticamente semelhantes entre os grupos (Figura
9B e insercdo). Da mesma forma, o OGTT, embora indigue uma possivel reducdo nos niveis
de glicose causada pelos extratos, apresentou valores estatisticamente semelhantes entre os
grupos (Figura 9C e insercdo). Os niveis plasmaticos de insulina foram compativeis com o
OGTT, isto &, mesmo sem significancia estatistica, os grupos suplementados apresentaram
valores menores durante o experimento, exibindo também menor area sob a curva (AUC) e
indice HOMA-IR, este Gltimo com uma pequena, mas estatisticamente significante reducéo
(Figura 9D e insercdes).

Ambos os extratos atenuaram sem diferenca estatistica os valores de ITT, OGTT e
insulina plasmatica, sendo que os melhores resultados foram apresentados pelo extrato C18. A
auséncia de diferenca estatistica entre 0s grupos pode ser atribuida a realizacdo precoce destas
analises, ou seja, na sexta e na sétima semana, onde o DM2 ainda estava em desenvolvimento.

Camundongos C57BL/6J sdo considerados diabéticos quando a glicemia e a insulinemia
de jejum apresentam valores superiores a 200 mg/dL e 3,1 ng/mL, respectivamente (AHREN
et al.,, 1997; HAMZA et al., 2011; SURWIT et al., 1988). Neste experimento, 0s animais
apresentaram glicemia de jejum e insulina plasmatica na sexta semana, respectivamente, iguais
al42+16e0,43 +0,11 para o grupo controle, 178 + 16 e 0,40 + 0,11 para o grupo HF, 149 +
27 ¢ 0,30 £ 0,01 parao grupo C18 e 146 + 17 e 0,31 £ 0,01 para o grupo PA. Por esta razdo, 0s
animais do grupo HF ndo foram considerados diabéticos ou insulinorresistentes. No entanto,
em conjunto, os dados relacionados ao metabolismo da glicose sugerem que os animais HF
estavam propensos ao desenvolvimento do DM2 e que os extratos fenolicos da jabuticaba-
sabara possuem potencial efeito protetivo contra distirbios na homeostase da glicose induzidos

por dieta HLS em camundongos.
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Figura 9. Glicemia de jejum e glicemia de jejum total (A), teste de tolerancia a insulina e Kitt
(B), teste oral de tolerancia a glicose e area sob a curva (C), insulina plasmatica, area sob a
curva e indice HOMA-IR (D) de camundongos alimentados com dieta HLS e agua (grupo HF)
ou extratos fendlicos de jabuticaba por gavagem (C18 e PA). Valores sdo média £ DP (n = 6-
10/grupo). As linhas pontilhadas sdo os valores médios do grupo controle que ndo foram

incluidos na analise estatistica. *(p < 0,05) HF vs. PA. #(p < 0,05) HF vs. demais grupos.

**HOMA-IR = (insulina X glicose)/22,5. Letras diferentes sobre as colunas indicam diferenca
estatistica (p < 0.05).

Os compostos fendlicos podem contribuir para a regulagdo do metabolismo glicémico
de diversas formas, por mecanismos ainda ndo completamente elucidados. Os resultados deste
estudo estdo em conformidade com diversos outros que atribuem aos fenolicos propriedade
hipoglicemiante, pois foram capazes de inibir in vitro enzimas relacionadas a digestdo de
carboidratos, tais como a a-glicosidase (Tabela 1) (ANHE et al., 2013). Glicosideos de

quercetina, um dos flavonoides mais consumidos pela populagdo brasileira, diminuiram a
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captacdo de glicose do lumen intestinal para dentro do enterdcito por inibicdo competitiva via
transportador de glicose dependente de sodio (SGLT1), apresentando potencial para reduzir a
glicemia pds-prandial (ADER et al., 2001).

Entre 80 e 85% da glicose é metabolizada na periferia do corpo, principalmente pelo
masculo esquelético, ou seja, este tecido desempenha papel fundamental na homeostase
glicémica (SHIMIZU, 2010). Portanto, o estimulo a captacdo de glicose pelo musculo
esquelético pode ajudar no combate contra a glicotoxicidade. Camundongos C57BL/6J
alimentados com dieta HLS contendo 0,5% e 2,0% de licor de cacau (Theobroma cacao) rico
em proantocianidinas, tiveram aumento da expressdo génica do transportador de glicose 4
(GLUT4) na membrana plasmética de células musculares e de adipdcitos marrons,
apresentando, ao final de 13 semanas, menor glicemia que animais controle (YAMASHITA et
al., 2012). Anand et al. (2010) ja haviam observados resultados semelhantes ao administrarem
20 mg/kg de peso corporal do cinamaldeido extraido da canela (Cinnamomum zeylanicum)
durante 2 meses a ratos diabéticos. Estes animais apresentaram maior translocacdo de GLUT4
nas células musculares que animais ndo suplementados, exibindo, ao final do experimento,
menor concentracdo plasmatica de glicose.

A menor glicemia de jejum observada nos grupos suplementados com os extratos de
jabuticaba (Figura 9A) pode também estar relacionada com a reducdo na producao hepatica de
glicose através da inibicdo de duas das principais enzimas envolvidas na gliconeogénese e/ou
glicogendlise, a glicose-6-fosfatase (G6Pase) e a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK).
Células de hepatoma de roedores tratadas com extrato fendlico de canela (Cinnamomum
burmannii) apresentaram diminuicdo da expressdo génica dessas enzimas (CHENG et al.,
2012). Da mesma forma, camundongos C57BL/6J alimentados com dieta HLS enriquecida na
proporcdo de 5 g/100 g com o po6 das folhas de caqui (Diospyros kaki), alimento rico em
proantocianidinas, apresentaram, ao final de 5 semanas, reduzida expressdo génica da PEPCK
com correspondente redugéo na glicemia de jejum (JUNG et al., 2012).

Existem, portanto, fortes evidéncias que diversos compostos fenolicos de fontes
variadas séo capazes de contribuir com a homeostase da glicose. Embora a maioria dos efeitos
positivos venham de experimentos in vitro ou de modelos animais, ha estudos epidemioldgicos
que embasam esta conclusdo. Pesquisas mais especificas sobre a tolerancia a glicose e
sensibilidade a insulina sob a acdo de compostos fenolicos sdo necessarias para elucidar os

mecanismos bioquimicos pelos quais estes compostos podem agir (HANHINEVA et al., 2010).



46

4.2.3. Perfil lipidico

Os niveis de colesterol total foram estatisticamente inferiores no grupo C18 quando
comparados aos demais grupos (Figura 10A). Esta reducéo foi de 24,38% no grupo C18 em
relacdo ao grupo HF. Os niveis plasmaticos de LDL, HDL e triacilglicerdis (TAG) foram
estatisticamente semelhantes entre todos os grupos (Figura 10B, C e D). Por outro lado, uma
leve diferenca estatisticamente significante foi observada nos niveis hepaticos de TAG para o
grupo C18 em comparacdo aos demais grupos, indicando um possivel efeito protetor dos

fendlicos da jabuticaba contra a formacao de depdsitos hepéticos de lipidios (Figura 10E).
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Figura 10. Niveis plasmaticos de colesterol total (A), colesterol LDL (B), colesterol HDL (C),
triacilglicerdis (D) e triacilglicerois hepéticos (D) de camundongos alimentados com dieta HLS
e agua (grupo HF) ou extratos fendlicos de jabuticaba por gavagem (C18 e PA). Valores sdo
média £ DP (n = 6-10/grupo). As linhas pontilhadas séo os valores médios do grupo controle
gue ndo foram incluidos na andlise estatistica. Letras diferentes sobre as colunas indicam
diferenca estatistica (p < 0.05).
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H& um ndmero significante de pesquisas, principalmente em modelos animais, que
relatam efeitos positivos dos compostos fenodlicos na melhoria do perfil lipidico. Recentemente,
Donado-Pestana et al. (2015) mostraram que extratos fenolicos do cambuci (Campomanesia
phaea O. Berg), uma fruta da Mata Atlantica brasileira rica em compostos fenolicos, na dose
de 32 mg/kg de massa corporal, diminuiram as concentracbes plasmaticas de LDL,
aumentando, porém, as de HDL, em camundongos alimentados com dieta HLS.

Di Donna et al. (2014) estudaram os efeitos de flavanonas da bergamota (Citrus
bergamia) em ratos Wistar, relatando, apos 3 semanas de suplementacdo com dose de 60 mg/kg
de massa corporal, reducdo dos niveis plasméticos de VLDL, LDL e TAG, mas com aumento
dos niveis de HDL e da sintese de receptores hepaticos de LDL. O mecanismo sugerido pelos
autores é que os fenolicos da bergamota foram capazes de inibir a 3-hidroxi-3-metil-glutaril-
CoA redutase (HMGR), diminuindo a concentracao circulante de LDL.

Baselga-Escudero et al. (2015) estudou os efeitos da suplementacdo crbnica de
proantocianidinas de sementes de uva nas doses de 5, 25 e 50 mg/kg de peso corporal em
roedores alimentados com dieta de cafeteria e observou, apds 3 semanas, que a Superexpressao
génica dos microRNAs mir-33a e mirR-122 foi normalizada. Estes microRNAs desempenham
papel chave na regulacdo do metabolismo hepético de lipidios, ou seja, descompassos na
producdo dos mesmos foram relacionados a obesidade e a SM.

Considerando os resultados apresentado na Figura 10, é provavel que os extratos
fenolicos da jabuticaba, principalmente o extrato C18, sejam capazes de regular o metabolismo
lipidico. No entanto, a heterogeneidade desses dados, com resultados favoraveis observados na
Figura 10A e E somando-se a auséncia de resultados positivos nas Figuras 10B, C e D, leva-
nos a conclusdo que mais estudos sdo necessarios para elucidar a acdo desses fendlicos no
metabolismo lipidico.

Por enquanto, os resultados apresentados neste trabalho mostram que extratos fenélicos
da jabuticaba-sabard, administrados a camundongos C57BL/6J alimentados com dieta HLS,
foram capazes de prevenir a formacao excessiva de tecidos adiposos brancos, evitando o ganho
demasiado de massa corporal. Além do mais, esses extratos fendlicos tiveram efeitos benéficos
no metabolismo da glicose, atenuando a hiperglicemia e a hiperinsulinemia. O extrato C18
também preveniu altos niveis de colesterol total e triacilglicerdis hepaticos. Este trabalho
corrobora muitos outros que atribuem as dietas ricas em compostos fendlicos a capacidade de

reduzirem os riscos a salde advindos da obesidade e do diabetes mellitus tipo 2.
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5. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho mostraram que extratos fenolicos da jabuticaba-sabara
foram eficientes na prevencao do crescimento excessivo dos tecidos adiposos brancos de
camundongos alimentados com dieta rica em lipidios e sacarose, resultando, consequentemente,
em menor ganho de massa corporal. O extrato mais concentrado em taninos elagicos (C18)
apresentou, in vitro, maior capacidade antioxidante e maior inibi¢ao da a-glicosidase. Este
extrato atenuou a hiperglicemia e a hiperinsulinemia, além de prevenir altos niveis de colesterol
total e de triacilglicerdis hepéticos. O extrato menos concentrado em taninos (PA) foi mais
eficiente na inibicdo in vitro da lipase pancreatica e apresentou resultados relativos ao
metabolismo da glicose estatisticamente semelhantes aqueles do extrato mais concentrado,
embora ligeiramente inferiores. Estes resultados sugerem gue os polifendis da jabuticaba-sabara
sdo efetivos na reducdo dos riscos a salide causados pela obesidade, disglicemia e dislipidemia.

Diante da incidéncia alarmante da obesidade e dos problemas de salde associados, tais
como diabetes mellitus tipo 2 e dislipidemia, a adocdo de um estilo de vida saudavel, com
atividade fisica regular e alimentacdo rica em fruta e hortalicas, torna-se cada vez mais
necessaria. Neste contexto, os compostos fenodlicos da jabuticaba-sabard mostraram-se
adjuvantes promissores na prevencdo dos riscos a saude associados com essas desordens

metabdlicas.
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