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RESUMO

O Acai € uma bebida rica em polifenois, muito popular na regido Amazénica. Com o objetivo
de avaliar os efeitos no nivel oxidativo sanguineo, 350 ml de acai foram adicionados diariamente a
dieta de 30 homens voluntérios (idade 41+8.9 anos) durante 28 dias. Amostras de sangue foram
coletadas em jejum por puncdo venosa nos dias 0, 10, 20 e 28 e as LDL’s foram isoladas nos dias 0 e
28. Substancias reativas do &cido tiobarbiturico (TBARS) no plasma e LDL, oxida¢do do LDL
induzida pelo cobre (CILO), Pardmetro Antioxidante de Captura de Radicais (TRAP) e capacidade de
absorbancia do radical oxigénio (ORAC) foram determinados para avaliar o padrdo antioxidativo dos
voluntarios. A analise de Cluster foi utilizada para construirem-se dois grupos de voluntarios (mais e
menos protegidos), de acordo com esses parametros antioxidantes no tempo zero. Neste tempo, 0
TBARS LDL foi 3 vezes maior no cluster 1 que no cluster 2 (3.8+£2.3 e 1.2+0.5, respectivamente) e
esta mudanca foi significativa para o cluster 1. Em geral, todos os parametros apresentaram tendéncia
a aumento do padréo antioxidativo com o consumo de acai: diminuicdo do plasma TBARS, aumento
no tempo de laténcia do teste de CILO, estabilidade ou pequeno aumento dos valores de ORAC e
TRAP. Essas mudangas, entretanto, ndo foram significativas estatisticamente (p>0.05). Marcadores
bioquimicos séricos e niveis lipidicos foram medidos enzimaticamente, porém nenhum efeito
significativo foi observado. Esses resultados sugerem que o consumo de acai possui efeitos anti-

ateroscleréticos através da inibigcdo substancial da peroxidacdo do LDL em pessoas susceptiveis.



ABSTRACT!?

Acai is a very popular polyphenol-rich fruit juice in the Amazonian region. In order to evaluate its effects
on blood oxidative level, 350 ml acai juice were added to the daily diet of 30 male volunteers (aged 41+8.9
years) during 28 days. Fasting blood samples were obtained by vein puncture on day 0, 10, 20 and 28 and
LDLs were isolated on day 0 and 28. Plasmatic and LDL thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS),
copper-induced LDL oxidation (CILO) and plasmatic TRAP (Total radical-trapping antioxidant parameter)
and ORAC (Oxygen radical absorbance capacity) values were determined to evaluate the antioxidative
status of the subjects. Cluster Analysis was used to build up two groups of subjects (more versus less
protected), according to these antioxidant parameters on day 0. At that time, the LDL TBARS were three
times higher in cluster 1 than in cluster 2 (3.8+2.3 and 1.2+0.5, respectively). On day 28, these values had
gone down (1.6£0.9 and 1.1+0.6, respectively) and the change was significant for cluster 1. More generally,
all parameters tended to show an improvement of the antioxidative status with acai: decrease of plasma
TBARS, increase of lag time in the CILO test, stability or small increase of ORAC and TRAP values.
These changes were however not statistically significant (p>0.05). Serum biochemical markers and lipid
levels were measured enzymatically, but any significant effect was observed. These results suggest that the
consumption of acai juice has anti-atherosclerotic effects through the substantial inhibition of LDL

peroxidation in susceptible subjects.

! This Abstract is part of the accepted Short Communication: SAMPAIO, P.B., ROGEZ, H., SOUZA, J.N.S., REES, J-F.,
LARONDELLE, Y. Antioxidant properties of acai (Euterpe oleracea) in human plasma. XXIII International Conference on
Polyphenols, 22-25 August 2006, Winnipeg, Canada, to be published in the “Polyphenols Communications 2006”.
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1. INTRODUCAO

Pesquisas no campo dos flavondides tém aumentado desde a descoberta do paradoxo francés nos
anos setenta, o qual mostrou que o alto consumo de gordura saturada ndo implica necessariamente numa
alta taxa de mortalidade por doencas cardiovasculares. De fato, naquele pais, além do alto consumo de
gorduras (queijos), hd a associacdo destas ao consumo de vinho tinto e, portanto, de flavonoides
(NIJVELDT et al, 2001).

A dieta mais recomendada atualmente como saudavel para as populac¢des, principalmente com a
meta de reduzir a prevaléncia de enfermidades cardiovasculares, é a consumida rotineiramente por
populacdes da regido do Mediterraneo. O denominador comum da chamada dieta do Mediterraneo é: maior
ingestdo de frutas, verduras e peixes com consumo de vinho tinto, rico em compostos fendlicos e azeite de
oliva, este Ultimo devido o seu conteido em &cido oléico (AZEVEDO, 1999).

A classe dos flavonoides inclui uma imensa variedade de compostos fenolicos apresentando
estrutura quimica Cs-C3-Cs (MADHAVI et al., 1995). Entre os flavondides, as antocianinas merecem um
lugar de destaque por apresentarem agdes funcionais e por serem responsaveis pela coloracdo da maior
parte das frutas e das folhas. Os frutos do acaizeiro constituem um exemplo notdrio, tendo uma
concentracdo média destes pigmentos de 440 mg/Kg de frutos (ROGEZ, 2000).

As antocianinas sdo reconhecidas por apresentar propriedades medicinais em varios paises. Estas
tém sido reportadas sobre seus efeitos positivos em tratamentos de varias doencas resultantes de fragilidade
cardiaca, tal como prevencdo de colesterol-induzido, aterosclerose e inibi¢cdo da agregacdo de plagquetas
(CAO et al., 2001).

As antocianinas atuam inibindo a formacdo de radicais livres, interceptando-os uma vez
formados e reparando a lesdo induzida por tais elementos. Em termos de desenvolvimento de doenca
coronariana a inibicdo da oxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL’s) é a que tem melhor
caracterizacdo (TRIBBLE et al, 1999).

Nesse sentido este trabalho tem por objetivos:

» Avaliar se os flavondides presentes na bebida acai podem modificar pardmetros antioxidantes
plasmaticos (capacidades antioxidantes ORAC, TRAP, oxidabilidade das LDL’s, etc.) no decorrer de 4
semanas de consumo de acai;

» Avaliar como os principais parametros bioguimicos do plasma (enzimas hepéticas, glicose, colesterol

total e fragBes) evoluem durante 4 semanas de consumo de acai;
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O ACAI

2.1.1 Generalidades
A palmeira Euterpe oleracea Martius é vulgarmente conhecida no Brasil e na Regido

Amazonica, como acaizeiro. E uma das mais tipicas do Para, possuindo seguramente seu indigenato, em
razdo de sua importancia alimentar, especialmente entre as classes média e baixa (CAVALCANTE, 1976).

Nativo do estuario do Rio Amazonas, 0 acaizeiro é encontrado nas matas de terra-firme, igap0 e,
sobretudo, nas areas de varzea. Cresce em forma de touceira, a qual é constituida por estipes, que frutificam
na sua fase adulta, com a producdo maxima ocorrendo entre 5 a 6 anos de idade (ROGEZ, 2000).

A fruta do acaizeiro tem uma forma globulosa arredondada e é composto por caroco e polpa,
com didmetro de 1 a 2 cm e um peso médio de 0,8 a 2,3 g (CAVALCANTE, 1976; BOVI e CASTRO,
1993; OLIVEIRA, 1995).

A polpa do fruto representa 5 a 15% de seu volume, variando de acordo com tipo e grau de
maturidade (PAULA, 1995).

Cada fruto possui um carogo cercado de um penacho de fibras, recoberto por uma fina cuticula
oleosa. O carogo possui um pequeno endosperma sélido. O pericarpo é parcialmente fibroso, rico em silica
e pobre em lipidios, proteinas e amido. O endocarpo é pouco lenhoso e seu endosperma é ligado ao
tegumento. Na maturidade, o endosperma é rico em celulose, hemicelulose e cristais de inulina, enquanto
antes é rico em lipidios. O embrido é pequeno, com um cotilédone rico em gréos de amido e pobre em
cristais de inulina (ROGEZ, 2000).

A frutificacdo do acaizeiro pode ocorrer durante o ano inteiro, sendo a esta¢cdo menos chuvosa, de
julho a dezembro, o periodo de maior abundancia e de fruto tuira, o qual é de maturacdo ideal,
apresentando maculas brancacentas de cerosidade, proporcionando suco de melhor qualidade
(CAVALCANTE, 1976).

Os frutos sdo de cor verde, antes de maduros e permanecem nesta cor no caso das variedades
Verde e Tinga. No caso da variedade Preto, os frutos se tornam violeta/plrpura muito escura. As variedades
dos frutos se diferenciam de acordo com caracteristicas fenotipicas e pela presenca ou ndo de antocianinas
(ROGEZ, 2000).

Os frutos do acaizeiro fornecem um subproduto: “o agai ou bebida agai”. Conforme Rogez
(2000), o preparo desta bebida se faz tradicionalmente em duas etapas: numa primeira, com o
amolecimento dos frutos na dgua morna e numa segunda, pelo despolpamento dos mesmos mediante
maqguinas convencionais, com a adi¢do de agua.

Segundo a Legislagdo do Ministério da Agricultura (BRASIL, 1997), de acordo com a adigédo ou
ndo de dgua e seus quantitativos, o produto € classificado em:

a) Polpa de acai: é a polpa extraida do acai, sem adi¢do de &gua, por meios mecanicos e sem

filtracdo, podendo ser submetido a processo fisico de conservacéao.
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b) Acai grosso ou especial (tipo A): é a polpa extraida com adicdo de agua e filtracdo,
apresentando acima de 14% de sélidos totais e uma aparéncia muito densa.

c) Acai médio ou regular (tipo B): é a polpa extraida com adicdo de agua e filtracdo,
apresentando acima de 11 a 13,9% de sélidos totais e uma aparéncia densa.

d) Acai fino ou popular (tipo C): é a polpa extraida com adigdo de agua e filtracdo, apresentando
de 8 a 10,9% de sdlidos totais e uma aparéncia pouco densa.

Para Calzavara (1976), esta bebida faz parte do habito alimentar da populacdo paraense,
principalmente na do interior do Estado e nas pertencentes a camadas de baixa renda, residentes nos centros
urbanos. Estes segmentos da populagdo estadual tém a bebida acai como um dos componentes basicos de
sua alimentacao.

Na capital do Estado do Para (Belém), o acai chega a constituir-se no prato principal das
refeices diarias das familias de baixa renda, complementado, usualmente, por farinha de mandioca, peixe,
carne seca ou camarao frito.

Vem ocorrendo uma crescente demanda em nivel nacional, principalmente na Regido Centro-
Sul, nos Estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo, atendendo a um publico-alvo especifico: a jovem "geracdo
salde", os quais foram atraidos pelas propriedades caloricas, medicinais e nutricionais da bebida (ROGEZ,
2000).

Este habito alimentar desencadeia uma atividade produtiva econdmica e socialmente relevante
na economia informal do Estado do Pard, por ser responsavel pela geracdo de um grande numero de
empregos informais diretos, que se distribuem na producéo e comercializacdo da bebida, e indiretos, como
a producdo artesanal de paneiros, os quais sdo utilizados no armazenamento dos frutos (CALZAVARA,
1976).

2.1.2 Composicao Nutricional do Agai

O consumo médio diario pela populacdo do interior paraense é de aproximadamente um litro de
acai, fino ou médio.

Considerando o consumo de um litro de acai médio (a 12,5% de matéria seca), pode-se quantificar
0s nutrientes ingeridos por esta populacdo e compara-los com as recomendag@es nutricionais, apresentado
na Tabela 1 (os valores sdo expressos em base de matéria seca, em virtude da grande variedade de

resultados obtidos em relacéo ao teor em dgua do alimento em questdo).
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Tabela 1. Teores em Nutrientes do Ac¢ai em Relacdo a Matéria Seca, projecao por litro de Acai Médio (a

12,5% de M.S.) e Recomendacdes Nutricionais.

Geral Teor Qtd % Qtd

Variavel X S n /lagai  recom. Recom.
PH 523 0,27 129 - - -
Matéria graxa (%) 52,64 523 124 658¢g 100 66
Mat. Nitrog. total (%) 10,056 1,15 129 12,69 40-50 25-31
Glicose (%) 155 050 32 199
Frutose (%) 136 069 32 17¢g 55-72 5-7
Sacarose (%) 0,056 0,09 32 0,06¢
Fibras (%) 2522 6,71 14 315¢g 35 90
Anto. (mg/kg frutos) 440 221 60 - - -
Cinzas totais (%) 3,09 084 127 386¢ - -
Ca (g/lkg M.S.) 3,09 1,04 127 386mg 900 43
P (g/kg M.S.) 1,47 052 127 184 mg 800 23
Mg (g/kg M.S.) 1,78 0,53 127 222mg 375 59
K (g/kg M.S.) 9,90 3,37 127 1.2g 1,6-3,1 39-75
Na (g/kg M.S.) 0,76 0,42 127 95mg 575-3500 3-16
Zn (mg/kg M.S.) 17,30 6,42 127 22mg 15 15
Cd (mg/kg M.S.) 0,46 0,15 127 57 g - -
B (mg/kg M.S.) 15,84 4,36 127 2,0mg 1,3 > 100
Fe (mg/kg M.S.) 20,59 7,26 127 2,6 mg 11 23
Mn (mg/kg M.S.) 323 174 127 40,4mg 2-5 > 100
Cu (mg/kg M.S.) 13,76 4,40 127 1,72mg 11 > 100
Ni (mg/kg M.S.) 2,03 0,96 127 254mg 400 63
Cr (mg/kg M.S.) 531 2,23 127 664pug 50-100 > 100

FONTE: ROGEZ (2000).

Legenda: X = valor médio; S = desvio padrdo; n = nimero de amostras analisadas;

Qte. recom. = quantidade recomendada para um homem adulto de 25 a 45 anos, de peso médio; M.S. = matéria seca; anto. =
antocianinas.

O acai constitui uma excelente contribuicdo, superior a 65% do valor recomendado, em matéria
graxa, o-tocoferol, fibras, manganés, cobre, boro e cromo; mesmo que ndo existam referéncias, deve-se
inserir neste grupo as antocianinas. Fornece também quantidades notaveis, entre 25% e 65% do valor
recomendado, de proteinas, calcio, magnésio, potassio e niquel. E pobre, inferior a 25% do valor
recomendado, em aguUcares totais, fosforo, sddio, zinco e ferro (ROGEZ, 2000).

A cor tipica do acai preto é roxo-avermelhada e deve-se a presenca de pigmentos naturais
chamados antocianinas, substancia pertencente a familia dos flavondides, as quais serdo abordadas
posteriormente.

Segundo Rogez (2000), o teor aproximado de antocianina é de 440mg/kg de frutos (Tabela 1).
Expressando-se este teor por 100g de extrato seco, obtém-se um valor médio de 1,02g, ou seja, cerca de 1%
da matéria seca é constituida destes antioxidantes. Assim, a ingestdo de um litro de acai médio a 12,5% de
teor em matéria seca fornece 1,289 de antocianinas, em média.

Em relagdo ao perfil de composi¢do do acai, um fato interessante é a quantidade total de a-
tocoferol presente no fruto (45mg/ 100g de matéria seca), o que faz deste alimento uma fonte consideravel,

visto que sua recomendacdo varia de 5 a 15mg/dia para um adulto. No que diz respeito a matéria
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nitrogenada total observa-se um teor elevado (10,05% em relacdo a matéria seca) em comparagdo aos
outros frutos.

Um litro de acai médio apresenta apenas 3,7g de acgUcares assimilaveis, ou seja, uma média de
2,96% da matéria seca de glicose, frutose e sacarose. Portanto, o acai ndo é uma fonte energética de rapida
disponibilidade e, ao contrario de mitos estabelecidos, pode a priori ser oferecida aos diabéticos (ROGEZ,
2000).

Sua concentracdo em fibras alimentares totais € extremamente interessante por apresentar
25,22% da matéria seca, em média, ou seja, um litro de acai médio contém aproximadamente 31,59 de
fibras alimentares totais, correspondendo a 90% das recomendac6es diarias (35g para o adulto) (ROGEZ,
2000).

Por todas essas caracteristicas, o acai pode ser considerado um dos frutos mais nutritivos da
Amazonia.
2.2 RADICAIS LIVRES E REAQOES RADICALARES
2.2.1 Os radicais livres

Os radicais livres sdo as espécies quimicas (a&tomos ou moléculas) que possuem um ou mais
elétrons desemparelhados no orbital atbmico, resultado da ruptura homolitica de uma ligacéo covalente (a)
ou de reacdes de transferéncias de elétrons (b) (NUTTAL et al, 1999).

a) AB—»A+¢B o
b) A: +B—R+B "

O campo magnético criado pela rotacdo ou spin desses elétrons ndo é compensado pela rotacdo em
sentido inverso de um elétron emparelhado. Essa propriedade permite aos radicais livres interagir com
diferentes moléculas, notadamente nas reagdes em cadeia, sendo o exemplo mais conhecido a peroxidacao
lipidica (MARCH, 1992).

Os radicais livres do oxigénio ou do nitrogénio ndo sdo necessariamente toxicos. Ao contrario, eles
sdo produzidos por diversos mecanismos fisiologicos a fim de destruir as bactérias no centro das células
fagocitarias como os macréfagos ou para regularizar as funcdes celulares (vasodilatacdo, proliferacéo,
apoptose). Motivo do qual a toxicidade ndo resulta de um excesso de radicais provenientes de um defeito
da capacidade antioxidante ou de uma producdo massiva por desregulacdo de mecanismos fisioldgicos
(inflamacdo) ou da exposicao a fontes de oxigénio ligadas ao ambiente (tabagismo, alcool, medicamentos,
raios gama ou ultravioletas, herbicidas, 0z6nio, metais tdxicos). Esse desequilibrio entre os sistemas de
defesa e de producdo de radicais livres (balanco antioxidante) envolvidos nas lesdes bioguimicas,

macromoléculas e células organicas é chamado de “estresse oxidativo” (NUTTAL, 1998).

2.2.2 As espécies reativas do oxigénio
O termo “espécies reativas do oxigénio” (Reactive Oxygen Species) denomina o conjunto de
espécies particularmente reduzidas formadas a partir do oxigénio molecular (O2) como o radical superdxido

(0,7, hidroxila (OH®), alcoxila (RO") e peroxila (RO,") além de espécies ndo radicalares derivadas do
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oxigénio, como o peréxido de hidrogénio (H,0,), o oxigénio singleto (*O,), o acido hipocloroso (HOCI) e
ozonio. Eles sdo constantemente formados no corpo humano e estdo implicados na patologia de numerosas
doencas (PINCEMAIL et al, 2002).

Entre os efeitos negativos bem conhecidos da formacdo excessiva de ROS nos sistemas
bioldgicos, pode-se citar a peroxidacéo dos lipidios na membrana, o dano oxidativo dos acidos nucléicos e
carboidratos, além da oxidacgdo da sulfidrila e de outros grupos das proteinas (MIDDLETON et al., 2000).

2.2.3 Medidas da peroxidacao lipidica
Ao contrario do mecanismo e da significacdo bioldgica da peroxidacéo lipidica que ja sdo
largamente debatidos na literatura, ndo ha consenso sobre os métodos de medicédo.
Os indicadores mais comuns para medicao do dano oxidativo dos lipidios séo:
Medida de hidroperdxidos;
Medida de isoprostanas;

Medida de dienos conjugados;

RNERNEAN

Medida de espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS).

Os hidroperoxidos (HETE) e as isoprostanas sdo biologicamente ativos. Os HETE sdo produtos
estaveis formados durante a peroxidacéo de lipidios insaturados, como &cidos graxos e colesterol. Eles sdo
quimiotaticos para os neutrofilos e facilitadores da captacdo de célcio e da mobilizagdo da proteina quinase
C. Os HETE podem ser medidos por cromatografia gasosa acopladada a espectrometria de massas (CG-
MS). Esse método mede os hidroxiacidos (alcoois lipidicos) originalmente presentes no material biologico
e mais 0s gerados a partir de peroxidos presentes por reducdo antes da analise (ARUOMA, 1998;
HALLIWELL, 2000).

As isoprostanas constituem uma série de compostos que se assemelham as prostaglandinas e se
formam especialmente durante a peroxidacdo do &cido araquiddnico; da mesma forma, outros produtos
similares sdo produzidos a partir de outros PUFA (ARUOMA, 1998). As isoprostanas e seus metabolitos
podem ser medidos na urina. Esse teste ndo é aplicavel no caso de testes in vivo ou ex vivo.

A resisténcia das LDL’s do plasma a oxidacdo in vitro pode ser medida através do tempo de
laténcia na formacdo de dienos conjugados apds a adicdo de um pré-oxidante, tal como o cobre, que é
considerado como o melhor indicador do grau de prote¢do antioxidante, obtida in vivo (FRUEBIS et al.,
1997).

Alguns estudos mostram que o efeito inibidor da catequina, quercetina e de outros flavonoides
sobre a peroxidacdo lipidica é geralmente avaliado a partir da dosagem de produtos finais da degradacéo de
acidos graxos como, por exemplo, os dienos conjugados ou 0 malonaldeido (COTELLE et al, 1996). Esse
Gltimo € dosado por medida colorimétrica de um produto cromogénio com o &cido tiobarbitdrico (Teste
TBARS).

Entretanto, é provado que os peroxidos e os aldeidos que sdo originados da alimentacdo, podem ser
absorvidos através do intestino e podem potencialmente interferir nas medicdes de MDA (particularmente
na urina), dos TBARS e também dos perdxidos plasmaticos (HALLIWELL, 2000).
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A capacidade oxidante pode também ser estimada através das medidas de defesa anti-radicalares,

sejam enzimaticas (Ex: catalase e superoxido dismutase) ou ndo (Ex: glutationa, vitaminas A, E e C).

2.3 ANTIOXIDANTES

2.3.1 Definicao

Em circunstancias normais, existe um grande nimero de antioxidantes, sintetizados pelas
células ou ingeridos através da alimentacdo que formam uma defesa natural contra os danos induzidos pelas
espécies reativas ao oxigénio (ALHO e LEINONEN, 1999; FRANKEL, 2000). Um antioxidante pode ser

definido como sendo um composto capaz de parar um mecanismo de alteracdo radicalar.

2.3.2 Medidas da Capacidade Antioxidante

Existe um grande nimero de métodos utilizados para medir a oxidacdo, mas ndo existe nenhum
método padrdo de referéncia. Diversos testes rapidos foram propostos para medir a atividade antioxidante.
Alguns problemas surgem devido a utilizacdo de métodos rapidos unidimensionais para avaliar os
antioxidantes naturais, que sdo geralmente multifuncionais (FRANKEL e MEYER, 2000).

Alguns protocolos utilizados para testar os antioxidantes nas matrizes alimentares ou em sistemas
bioldgicos consistem na oxidacdo de um substrato lipidico ou lipoprotéico sob condicGes padronizadas e a
avaliacdo da atividade por métodos variados (quimicos ou instrumentais) para determinar o quanto a
oxidacdo € inibida.

As caracteristicas essenciais de todos os testes sdo: um substrato adaptado, um iniciador de oxidacao
(indutor) e uma medida apropriada do ponto final da reacdo. As combinacdes de substratos, iniciadores e
ponto final sdo numerosas (ROBARDS, 1999).

Dentre esses substratos, podemos citar o &cido linoléico, fosfatidilcolinas, lipossomos, diversos
lipidios, lipoproteinas humanas (LDL) ou ainda os fosfolipidios membranares (FRANKEL e MEYER ,
2000).

Algumas vezes, com 0 mesmo reativo, diferentes estratégias analiticas sdo possiveis como as de
medida de inibicdo a um momento fixado, ao longo da reacdo ou ainda medidas do tempo de laténcia ou de
descoloracdo. Uma avaliagdo correta da atividade antioxidante requer a utilizacdo de varios métodos
diferentes incluindo diferentes mecanismos de inibicao da oxidacéo lipidica (ROBARDS, 1999).

Dentre os protocolos de medida da capacidade de captacdo de radicais livres pelos antioxidantes,

pode-se citar:
« O teste do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazill) (FRANKEL, 2000);

« O teste TRAP (Total radical-trapping antioxidant parameter) (ALHO e LEINONEN, 1999);
« Oteste TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity);

« O teste ORAC (Oxygen Radical absorbance Capacity);

« O teste FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma) (BENZIE, 1999).
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2.3.3 Mecanismos de A¢éo

Os antioxidantes sdo de natureza variada; portanto os mecanismos de a¢do sao igualmente diversos:
- Capturadores do oxigénio singleto: Neste caso citam-se os que previnem através da neutralizacdo do
oxigénio singleto, desta forma impedindo uma parte importante das reaces de degradagéo. O p-caroteno, o
acido ascdrbico ou ainda os flavonoides podem agir desta forma (FRANKEL, 2000).
- Inibir a acdo de enzimas oxidantes: Como por exemplo, xantina oxidase. Dentre os diferentes
antioxidantes que podem agir com esse modo de acdo os flavonoides (flavonas), o didxido de enxofre, a
fenilhidrazina e a cisteina.
- Enzimas antioxidantes: Elas reconhecem especificamente as biomoléculas degradadas (DNA e
proteinas), as eliminam e substituem (HALLIWELL, 1994). Algumas neutralisam diretamente os
iniciadores de reaces radicalares, seja diminuindo as espécies radicalares, seja reciclando os antioxidantes.
Dentre essas enzimas, destacam-se a superdxido dismutase, a catalase, a glutationa peroxidase e a redutase.
- Queladores de ions metalicos: o cobre e o ferro sdo iniciadores importantes de reacGes radicalares, 0s
queladores de ions metélicos podem os inutilizar na forma de complexos organometalicos (ALHO e
LEINONEN, 1999). Os flavonoides, por exemplo, que sdo compostos de um nucleo B substituido por dois
grupamentos hidroxilas em posicdo orto, sdo muito eficazes como queladores (COOK, 1996; RICE-
EVANS, 1997). Outros compostos como as antocianinas e o acido citrico sdo capazes de complexar o ferro
ou o cobre (HALLIWELL, 1995).
- Antioxidantes capturadores de radicais livres: ¢ a familia mais importante dos antioxidantes e sdo as
moléculas capazes de doar um atomo de hidrogénio a uma espécie radicalar (HALLIWELL, 1995; ALHO e
LEINONEN, 1999).

Todos esses antioxidantes agem na etapa de propagacdo das reacOes radicalares. Sua capacidade
antioxidante € influenciada pela forca de ligagdo A-H. Ou ainda, quanto maior o potencial de reducdo da
molécula é elevado (quanto mais a energia de ligacdo A-H é fraca) mais a atividade antioxidante sera
importante (HALLIWELL, 1995).

2.4 ANTOCIANINAS
2.4.1 Generalidades

Os flavonoides fazem parte de um vasto grupo de antioxidantes polifendlicos que ocorrem
naturalmente em vegetais, frutas e em bebidas como chas e vinhos (HERTOG et al, 1993). Os mais
importantes grupos de flavondides sdo as antocianinas, os flavondis, as flavonas, as catequinas e as
flavanonas.

As antocianinas sdo 0s mais abundantes pigmentos naturais existentes, depois da clorofila,
visiveis a olho nu.

Quimicamente, as antocianinas (do grego anthos = flor, e kyanos = azul escuro) sdo originadas
do cétion flavilio, o qual é constituido por um esqueleto de 15 carbonos com anel aromatico sustentado por
um segundo anel aromatico na posicéo dois (C6-C3-C6), devidamente adicionado a grupos fixados sobre 0s

ciclos aromaticos, principalmente grupos hidroxilas, formando a antocianidina (aglicona). As
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antocianidinas ligadas a uma ou mais moléculas de aclcares, principalmente glicose, galactose, raminose,
xilose e arabinose formam as antocianinas (Figura 1) (MARKAKIS, 1982; FENNEMA, 1993; STRACK e
WRAY, 1993; COULTATE, 1998; CLIFFORD, 2000).

OH

Figura 1. Estrutura molecular das antocianinas

A partir da estrutura basica (polifendlica) dos flavondides, tem-se uma infinidade de cores
através de combinacges quimicas com os glicosidios e/ou grupo acil e também através de interacdo com
outras moléculas, originando uma coloracdo rosea, vermelho, roxo, azul e parpura das flores, frutos e
legumes, bem como da cor roxo avermelhada, caracteristica do acai preto (WIEBOLD, 1992; STRACK e
WRAY, 1993; COULTATE, 1998).

Segundo Lamikanra (1988), os diferentes tipos de antocianinas levam a diferencas de
estabilidade, o que permite explicar a preferéncia de certos frutos ou de certas variedades frutiferas mais
estaveis do que outras para fabricagéo de sucos coloridos.

Esta instabilidade é responsavel pela baixa utilizacdo desta substancia pela industria alimenticia,
que ainda faz uso preferencial dos corantes artificiais, devido sua maior estabilidade e praticidade
(BOBBIO e BOBBIO, 1992).

2.4.2 Mecanismos de Absorcéo

Foi demonstrado que as antocianinas podem ser absorvidas como moléculas intactas no estbmago
(PASSAMONTI et al, 2003), possivelmente por mecanismo mediado por uma bilitranslocase
(PASSAMONTI, VRHOVSEK e MATTIVI, 2002), ou ainda no intestino onde resiste a atividade
enzimatica da flora intestinal, pois estas moléculas ja foram detectadas intactas no plasma e na urina (CAO
etal, 2001; MATSUMOTO et al, 2001; NETZEL et al, 2001; SUDA et al, 2002).

Por outro lado, efeitos tdpicos sdo discutidos quando moléculas ndo-absorvidas protegem a mucosa
gastrointestinal de danos oxidativos e desse modo retardam o inicio do cancer no estbmago, cdlon ou reto
(GEE e JOHNSON, 2001; KANNER e LAPIDOT, 2001). Ja foi demonstrado que a atividade e a
composicdo da flora intestinal podem ser alteradas depois da ingestdo de extratos de “berries” contendo
compostos de flavonoides incluindo antocianinas (PUUPPONEN- PIMIA et al, 2001).

Embora precise ser elucidado se as estruturas inteiras ou parte de seus produtos de degradacéo sdo
0s principios responsaveis por exercer as bioatividades relatadas, alimentos coloridos e enriquecidos com

antocianinas podem ser considerados meios para aumentar a ingestao deste pigmento.
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2.4.3 Efeitos Farmacoldgicos

Os flavonoides possuem uma série de propriedades farmacoldgicas que os fazem atuar sobre
sistemas biologicos. Conseqlientemente, muitas dessas propriedades atuam de forma benéfica para a salde
humana.

Ja foram identificadas mais de quatro mil substancias pertencentes ao grupo dos flavonoides
(PETERSON e DWYER, 1998). Diversos ensaios in vivo e in vitro vém comprovando e determinando a
ampla variedade das atividades bioldgicas dos compostos flavonoidicos. Segundo Ratty e Das (1998),
algumas dessas propriedades farmacoldgicas ja foram observadas por Szent-Gyorgi em 1936.

Destacam-se, dentre outros, os seguintes efeitos dos flavonoides sobre os sistemas bioldgicos:
capacidade antioxidativa (constitui a atividade mais elucidada pelos estudos ja desenvolvidos); atividades
antiinflamatdria e de efeito vasodilatador; acdo antialérgica; atividade contra o desenvolvimento de
tumores, anti-hepatotdxica, antiulcerogénica; atuacdo antiplaquetaria, bem como antimicrobiana e antiviral
(HOLLMAN e KATAN, 1999); de diminuicdo da glicose plasmatica (AL-AWWADI et al, 2004).

Pesquisas demonstraram que alguns flavondides atuam na inibicéo da replicacdo viral do agente
causador da Sindrome da Imunodeficiéncia Humana — HIV (LIN et al, 1997).

Um estudo epidemioldgico alemao (Estudo de Zutphen), sobre doencas coronarianas em homens
idosos demonstrou resultados inversamente relacionados com a ingesta de flavonoides e puderam respaldar
o efeito protetor exercido por estes compostos, in vivo. A maioria dos flavondides dietéticos eram
originados do cha (48%), cebola (29%), maca (7%) e vinho tinto (1%). O risco de mortalidade por doenca
coronariana no mais baixo tercil de ingestdo de flavonoides foi aproximadamente 2,4 vezes maior do que
no tercil de maior ingestdo de flavonoides. Isso demonstra 0 quanto as propriedades antioxidantes e
antitrombdticas dos flavonoides contribuem para essa protecdo (RICE - EVANS et al, 1995).

Sabe-se que os flavonodides podem inibir varios estagios dos processos que estdo diretamente
relacionados com o inicio da aterosclerose, como na ativacdo de leucdcitos, adesdo, agregacao e secrecao
de plaquetas além de atividades hipolipidémicas (LIN et al, 1986) e aumento de atividades de receptores de
LDL (KIRK et al, 1998).

Varios estudos estdo sendo realizados para determinar 0 mecanismo de acdo e os efeitos
farmacol6gicos das antocianinas na satde do homem. Satué-Gracia et al (1997) acreditam que, por se tratar
de uma estrutura polifendlica, as antocianinas apresentam funcéo antioxidante e anti-radicalar, protegendo
0 organismo contra o acumulo de dep6sitos de colesterol nos vasos sanglineos, processo que leva a
aterosclerose.

Um namero relevante de estudos sugere que a elevada ingestdo de antocianinas pode proteger
contra doencas cardiovasculares. Os possiveis efeitos protetores poderiam estar relacionados com as
habilidades de alguns polifendis, na prevencdo da oxidacdo de LDL para uma forma aterogénica, através de
atividade de agregacdo antiplaquetaria (DUTHIE et al, 2000).

Em estudo realizado por Heinonen et al (1998), as antocianinas foram associadas diretamente
com as atividades antioxidantes sobre as LDL’s. Nesse estudo a oxidacdo de LDL foi inibida de 53,9 a
83,9%.



24

A funcdo antioxidante protege o organismo, atuando por inibicdo da formacéo de radicais livres,
interceptando-os, quando ja formados, e reparando a lesdo induzida por tais elementos. Em termos de
desenvolvimento de doenga coronariana, a inibicdo da oxidacdo das LDL € a que tem melhor
caracterizacdo.

O mecanismo de acdo dos flavondides esta relacionado a sua capacidade de seqliestrar os radicais
livres gerados. Outros mecanismos também podem ocorrer, tais como quelagdo metalica (talvez metais
como ferro e cobre possam estar relacionados com o aumento da oxidagdo) ou aglutinacdo protéica,
impedindo o seu ataque sobre as células, evitando a formacéo de lesBes e perda de integridade celular, visto
que tais lesdes estdo relacionadas a etiologia de varias doengas, incluindo as doencas degenerativas, como
as cardiopatias e aterosclerose (KUNHAU, 1976; HAMILTON et al, 1997).

Strack e Wray (1993) relataram que as propriedades farmacoldgicas dessa substancia seriam
determinadas pela quantidade ingerida e ndo pelo tipo de antocianina, diferente de Wang et al (1997), que
mostra que 0 poder antioxidante varia de acordo com o tipo de antocianina administrado, ou seja, que

propriedades farmacoldgicas destas substancias sdo variaveis, segundo seu tipo.

2.5 COLESTEROL
2.5.1 Generalidades

O colesterol ¢ um lipidio pertencendo a classe dos esterdis (Figura 2), os quais estdo presentes em
todas as células animais (KATCH e Mc ARDLE, 1996).

Os esterdis ndo sdo precisamente gordura, pois ndo contém acidos graxos; eles sdo sintetizados a
partir dos produtos de degradacdo das moléculas desses acidos (acetil e isopreno), o que confere a esta
classe e consequentemente ao colesterol varias das propriedades fisicas e quimicas dos lipidios (GUYTON,
1992).

HO

Figura 2. Estrutura da molécula de colesterol

O colesterol pode provir tanto de alimentos de origem animal (colesterol exdgeno), em uma
proporcdo avaliada em 0,2 a 2 g/dia, como da sua sintese pelo proprio organismo (colesterol enddgeno),
cerca de 1,5 a 2 g/dia (KATCH e McARDLE, 1996).

A maior parte do colesterol dietético encontra-se sob a forma de ésteres de colesterol, que séo
combinac@es de colesterol livre com uma molécula de acido graxo
A absorc¢éo de colesterol, que é aumentada pela presenca de gordura proveniente da dieta, depende da

quantidade de gordura ingerida. Somente 50% do colesterol ingerido € absorvido e o pico de absorcdo
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ocorre entre aproximadamente 6 a 9 horas apds sua ingestdo. Uma dieta rica em colesterol e gorduras,

especialmente as saturadas, conduz a um alto nivel de colesterol na corrente sanguinea (GUYTON, 1992).

2.5.2 Sistema de Transporte do Colesterol no Sangue

Conforme Campbell (1999), para que o colesterol seja transportado na corrente sanguinea é
necessario que haja um “empacotamento” de sua molécula através de lipoproteinas, as quais estdo
envolvidas no carreamento de lipidios pela corrente sanguinea. Essas proteinas de transporte sdo

usualmente classificadas por suas densidades (Tabela 2).

Tabela 2. Principais Classes de Lipoproteinas no Plasma Humano.

Composicdo (% em peso)

Classe de Densidade (g/ML) Pt* FiI** Colesterol Livre Esteres de Trigliceridios
Lipoproteinas Colesterol
Quilomicrons <1,006 2 9 1 3 85
VLDL 0,95 - 1,006 10 18 7 12 50
LDL 1,006 — 1,063 23 20 8 37 10
HDL 1,063 -1,210 85 124 2 15 4

*Pt = proteinas / **FI = fosfolipidios.
Fonte: NELSON e COX, 2002.

Além dos quilomicrons, existem outras lipoproteinas, como as de muito baixa densidade (VLDL),
de densidade intermediaria (IDL), de baixa densidade (LDL) e de alta densidade (HDL). As lipoproteinas
LDL e HDL desempenham os principais papéis no desenvolvimento de doencas coronarianas. As por¢des
protéicas destes agregados variam bastante.

Os quilomicrons estdo envolvidos no transporte dos lipideos dietéticos, enquanto que as outras
lipoproteinas no dos lipideos enddgenos (CAMPBELL, 1999).

O colesterol dietético suprime a sintese do colesterol pelo organismo; isto ocorre especialmente em
outros tecidos, mais que no figado. O terceiro efeito da presenca do colesterol livre na célula é a inibi¢do da
sintese dos receptores de LDL.

A lipoproteina de alta densidade (HDL) é chamada de bom colesterol. Ao contrario da
lipoproteina de baixa densidade (LDL), que transporta colesterol do figado para o resto do organismo, a
HDL o transporta de volta aquele 6rgéo, a fim de degrada-lo em acidos biliares. Isto € indispensavel para
que se tenha baixos niveis de colesterol e LDL na circulacdo. Fatores ja conhecidos que aumentem o nivel
de HDL, também diminuem a probabilidade de doencas coronarianas. Exercicios regulares aumentam a
HDL, enquanto o fumo, o reduz (CAMPBELL, 1999).

2.6 OS ANTIOXIDANTES E A ATEROSCLEROSE

2.6.1 A Formacdo da Placa de Ateroma e as Doencas Cardiovasculares

A formacdo da placa de ateroma ou aterosclerose e, em particular, a cardiopatia coronaria,
relaciona-se a varios fatores de risco, tais como: idade, sexo, obesidade, estresse emocional, baixos niveis

de colesterol-HDL, fumo, dietas ricas em gordura saturada e ainda problemas genéticos.
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A importancia dos fatores de risco esta correlacionada com o aumento dos niveis de colesterol no
sangue, assim como as atividades pro-oxidantes de radicais livres sobre as lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) no endotélio (LEITE, 1994).

O quociente colesterol LDL/colesterol-HDL é um indicativo confiavel de risco aterogénico. Nas
populacdes onde sdo altas as concentracdes tanto da LDL como da HDL, os individuos com menores niveis
de HDL estdo mais susceptiveis a padecer de cardiopatias coronarianas. Ainda que os niveis de HDL
possam estar geneticamente condicionados, a alimentagdo é um fator determinante (FEINLEB, 1984).

A Figura 3 apresenta a formacdo de uma placa aterosclerética. Particulas de LDL e plaguetas
penetram no endotélio e causam lesdes (1); fatores de crescimento liberados pelas plaquetas estimulam as
células musculares abaixo do endotélio, causando proliferacdo no sitio da lesdo. Todo processo é
acompanhado pela migracdo de mondcitos e outras particulas de LDL (2); em consequéncia, ocorre a
formacdo de células espumosas (3). Desenvolve-se entdo, uma aglomeracdo na regido de fosfolipidios,
colesterol e célcio e, gradualmente, ocorre o endurecimento deste, formando-se saliéncias fibrosas e
resistentes, as quais sao as placas de ateroma.

Um estudo epidemioldgico realizado com a populacdo mundial revelou que a maior percentagem
de mortalidade se deve a desordens metabdlicas na célula, principalmente ao stress oxidativo (CHANCE et
al, 1979). O mesmo é induzido por uma pequena propor¢do do volume de oxigénio que se respira
(aproximadamente 2%), podendo provocar cancer (WATTENBURG, 1985; VERMA et al, 1988;
WATTENBURG, 1990; WEI et al, 1990) e/ou enfermidades cardiovasculares (GREGORY et al, 1990;
HERTOG et al, 1993).

Em condi¢Bes normais, o efeito deletério mencionado € neutralizado naturalmente por sistemas
enzimaticos e substratos que a célula possui, como as enzimas superdxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase, as vitaminas C e E e o urato.

Todas as enfermidades degenerativas sao resultados da perda de controle do processo oxidativo,

iniciando-se em compostos idnicos altamente agressivos, derivados desta fracdo de oxigénio.
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Figura 3. Formacéo da placa aterosclerética.

Quando ha ataque sobre os acidos nucléicos, possibilita-se o desenvolvimento de cancer e sobre
lipoproteinas de baixa densidade, ocorrem dep6sitos de placas de colesterol no aparato circulatério, com
consequente obstrucdo de suas vias. Como ja visto, as espécies altamente instaveis de oxigénio geradas sdo
chamadas de ROS (Reactive Oxygen Species) das quais destacam-se: anion superéxido (02_), agua
oxigenada (H,0,), radical hidroxila (OH ), e hipernitrito (ONOO ) (CIUDAD e VALENZUELA, 2002).

2.6.2 Antioxidantes como fator de Protecdo a Aterosclerose

A utilizagdo de substancias antioxidantes, como flavonoides, vitaminas C e E e os carotendides,
com o objetivo de prevenir ou reduzir o desenvolvimento da doenca aterosclerética vem sendo amplamente
pesquisada e estudada (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2001).

Estudos sugerem que os flavondides presentes na dieta podem estar envolvidos na prevencédo da
aterosclerose, por inibirem a oxidagdo das LDL, diminuindo sua aterogenicidade e, consequentemente, o
risco de doenca arterial coronariana (SATUE-GRACIA et al, 1997; DUTHIE et al, 2000).
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos — CEP
do Ndcleo de Medicina Tropical da Universidade Federal do Pard, protocolo 047/2004 segundo resolucao
196/96-do Conselho Nacional de Salde do Ministério da Saude CNS/MS, tendo sido assinado termo de

consentimento livre e esclarecido (anexo 1) por todos os participantes da pesquisa.

3.1 SELECAO DE VOLUNTARIOS

O recrutamento de voluntarios foi realizado na empresa Companhia Amazonia Téxtil de Aniagem -
CATA, localizada na cidade de Belém/PA, através de entrevista e preenchimento de questionario de
identificacdo e avaliacdo clinico- nutricional (anexo 2). Foram escolhidos a participar da pesquisa 0s que
atendiam aos seguintes critérios: ser do sexo masculino com idade igual ou superior a 30 anos; gozar de
perfeita saude fisica e mental; ndo ser alcodlatras ou praticantes de atividades fisicas extenuantes e ndo
fazer uso de medicamentos.

Apos o processo de selecdo foram escolhidos 32 participantes, os quais trabalhavam em diferentes
periodos e fun¢des dentro da industria. Realizou - se também inquérito alimentar individual (anexo 3) a fim
de obter-se real conhecimento acerca dos costumes alimentares dos participantes do estudo. O questionario
foi previamente testado para confirmar sua acessibilidade junto ao pablico alvo.

Foi solicitado aos voluntarios que ndo consumisse acai no periodo de 4 semanas antecedendo a
primeira coleta de sangue, para que o “tempo zero” da pesquisa possa servir de branco individualmente.

O ideal seria de ter o dobro de voluntarios: desta forma, um grupo ficaria como placebo e o
segundo consumiria 0 acai. Esta metodologia ndo pdde ser adotada por falta de voluntarios de sexo
masculino num mesmo local de trabalho, que seja relativamente proximo ao Campus universitario do

Guama.

3.2 AMOSTRAS DE ACAI

A bebida processada e congelada feita a partir dos frutos de acaizeiro (Euterpe oleracea) foi
adquirida em produtor local (bairro do Marco, Belém/PA), estando classificada como acai médio, e
imediatamente transportada para o Laboratério de Engenharia Quimica e de Alimentos da Universidade
Federal do Para (UFPA), onde foi acondicionada em freezer a —18°C.

A partir do primeiro dia do experimento, parte da bebida era diariamente descongelada e
homogeneizada, antes de ser oferecida aos voluntarios, por um periodo de gquatro semanas, no horario do
almogo. Cada voluntario recebia 350 mL de acai média por dia, 0 que se aproxima da quantidade
culturalmente consumida pela populacdo da regido amazonica. De 2% a 6% o consumo de acai era
fiscalizado, pois uma pessoa ficava no refeitorio da CATA. Nas sextas-feiras, logo apos o almogo, cada
voluntario recebia um pequeno isopor contendo duas barras de acai de 350 g para seu consumo individual

de sabado e domingo. Nestes dias, ndo havia possibilidade de fiscalizar o real consumo da bebida.
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3.3COLETAE PREPARAQAO DAS AMOSTRAS DE SANGUE

As coletas de sangue foram realizadas no periodo da manha estando os participantes em jejum de
pelo menos 10 horas. Foram feitas quatro coletas, distribuidas da seguinte forma: a primeira antes da
primeira ingestdo de acai, caracterizando o tempo zero e mais trés coletas nos tempos de 10, 20 e 28 dias. O
volume sanguineo coletado totalizou 55 mL nas coletas inicial e final (para poder desenvolver anlises de
oxidabilidade sobre a fragdo LDL) e 10 mL nas duas coletas intermediérias®.

O sangue foi coletado a vacuo em tubos contendo heparina sodica e tubos contendo gel separador
do tipo BD vacutainer® (USA), por profissional capacitado. Em seguida, as amostras foram armazenadas
sob refrigeracdo, e posteriormente centrifugadas a + 4°C e 5000 rpm, durante 07 min em Centrifuga Sigma
modelo D37520 ref 3K30 (Alemanha) a fim de se obter o plasma, o qual foi dividido em 1 tubo de 15 mL
(12 e 42 coletas) e em 4 tubos de 2 mL (todas as coletas). Posteriormente saturados com nitrogénio gasoso e
armazenados a -80°C.

O plasma proveniente dos tubos heparinizados, foi destinado a analises de dienos conjugados e
TBARS sobre a fracdo LDL, as quais realizaram- se na Universidade Catolica de Louvain- Bélgica e ainda
ORAC e TRAP no plasma, realizadas na UFPA. O tubo com gel (8 mL), sempre coletado, destinou-se as

analises bioguimicas.

3.4 ANALISES LABORATORIAIS

3.4.1 Andlises bioguimicas

As analises bioguimicas foram realizadas no Laboratorio de Andlises Clinicas Dr. Paulo Azevedo
(Belém-PA), a partir do soro obtido como ja descrito anteriormente. As dosagens bioguimicas foram: o
Colesterol Total (CT), suas fraces HDL-C e LDL-C, Triglicerideos (TG), as enzimas hepaticas Fosfatase
Alcalina (FA) e Transaminase Glutamica Pirtvica (TGP/ALT) e a glicose através de kits enzimaticos da
marca BIOSYSTEMS® e submetidos ao autoanalizador bioquimico Beckman CX5°.

Os valores de normalidade (Tabela 3) sdo aqueles estipulados pelas 11 Diretrizes Brasileiras sobre

Dislipidemias e Diretriz de Prevencdo da Aterosclerose (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2001).

Tabela 3 . Valores de referéncia em CT, LDL-C, HDL-C e TG para adultos (>20anos)

Parametros Valores (mg/dl) desejaveis Valores (mg/dl) limitrofes Valores (mg/dl) Aumentados
Colesterol <100 200-239 >240
total
LDL-C <130 130-159 >160
HDL-C >40 - -
TG <150 150-200 >200

Fonte: Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2001.

2 N3o foram coletados 55 mL a cada coleta, pois esta retirada quase semanal de sangue poderia afetar o metabolismo do individuo
(indugao de uma maior producéo de glébulos para repor os que estdo sendo retirados) e, conseqiientemente, sobrepor uma outra
variavel no experimento.
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3.4.2 Andlises de dosagens de antioxidantes
3.4.2.1 Antocianinas

A metodologia foi baseada no método de Askar e Treptow (1993), adaptado por Rogez (2000),
utilizando-se o fator de converséo de 21,4041 ao invés de 18,6786, este fator de conversdo, levando- se em
consideracdo o coeficiente de absorcdo molar das duas antocianinas presentes no agai : a cianidina-3-

glicosideo (38%) e a cianidina-3-rutinosideo (62%).
a) Reagentes

o Acetato de sodio;
« Cloreto de potéssio;
« Acido cloridrico concentrado;

o Hidréxido de sodio.

b) Equipamento
« Espectrofotdmetro UV/visivel (Ultrospec2000, Pharmacia Biotech - USA).

c) Pequenos materiais de laboratério

« Cubetas de poliestireno de 10 mm de largura ;
« Tubos do tipo Eppendorf de 2 mL;
« Micropipetas de 0,2, 1 e 5 mL.

3.4.2.2 Polifendis totais

O contetdo em polifendis totais na bebida acai foi determinado pelo método colorimétrico de
Folin-Ciocalteu (SINGLETON, ORTHOFER e LAMUELA-RAVENTOS, 1999) adaptado por Silva et al
(2006). O contetdo em polifendis totais foi calculado a partir da curva padrdo de acido galico e expresso

como mg de equivalentes em acido galico (EAG) por grama de matéria seca (MS).

a) Reagentes

. Reagente de Folin-Ciocalteu 2N ;
. Carbonato de s6dio (Na,COs) ;
. Padréo de acido gélico.

b) Equipamento
. Espectrofotdmetro UV/visivel (Ultrospec2000, Pharmacia Biotech - USA).

¢) Pequenos materiais de laboratério
« Cubetas de poliestireno de 10 mm de largura ;
« Tubos do tipo Eppendorf de 2 mL;
« Micropipetas de 0,2, 1 e 5 mL.
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3.4.3 Avaliacéo da capacidade antioxidante
3.4.3.1 Anélise ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

a) Principio do método

A dosagem da capacidade antioxidante ORAC criada por Cao et al (1995) se baseiana medida da
diminuigdo da concentragdo de um substrato oxidavel, a B-ficoeritrina (B-PE), ao longo do tempo por
fluorescéncia. Entretanto, Huang et al (2002) e Ou et al (2001) mostraram que outra molécula, a
fluoresceina, poderia substituir a B-PE, tendo como vantagem principal ser mais estavel e mais
reprodutivel. Esta foi a metodologia utilizada neste trabalho, a qual foi adaptada por Silva (2002) e Silva
(2004).

b) Reagentes
« AAPH (2,2’-azobis 2-amidino propano diidrocloreto 97 %);
o Fluoresceina de sodio;
« Trolox (equivalente hidrosolivel da vitamina E :6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-cromanol-2- &cido
carboxilico);

o K;HPO43H,0 e KH,PO, necessérios a preparacdo do tampéo fosfato;

c) Equipamentos
« Centrifuga Fisher, Bioblock Scientific, type 1-15K, Sigma et rotor 12124 (Tournai — Bélgica);
« Fluorimetro : Microplate Fluorescence Reader — Bio-Tek Instruments, Inc (USA);

e pH-métro.

d) Pequenos materiais de laboratorio
« Microplacas para fluorimetria de 96 pogos — Greiner (Ref. : 655075) (Alemanha);
« Tubos do tipo Eppendorf de 2 mL;
« Micropipetas de 0,01, 0,2e 1 mL.

e) Procedimento

Adicionou- se na microplaca em cada pogo 150 pL de fluoresceina, posteriormente 25 pL de
plasma diluido 10, 14 e 18 x10 ® vezes, tampéo para o0 branco e Trolox como padréo nas concentracdes de
4, 8, 20 e 40 uMol/L. A placa foi incubada por 15 minutos a 37°C. A leitura iniciou-se apds a injecdo
automatica de 25 pL de AAPH.

A diminuigdo da fluorescéncia foi acompanhada durante 50 minutos por leituras com intervalos de
1 minuto (Aexcitacao=485NM ; Aemissao= 520 nm). Se apds 50 minutos a fluorescéncia néo era inferior a 5% do
valor inicial, a amostra era diluida e a analise repetida.

A triplicata foi realizada numa mesma horizontal da microplaca, afim de diminuir os erros de
leitura.
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) Expressdo dos Resultados

O valor numérico utilizado para normalizar o resultado obtido, o valor ORAC, foi obtido a partir
da expressao desenvolvida da equacao a seguir:

Valor ORAC (equivalente Trolox [uM]) = 20 * « * S amostra — S branco
S trolox — S branco

Onde k é o fator de diluicdo e S a area sob a curva de diminuicdo de fluorescéncia da amostra, do
Trolox ou do branco que € calculada como a seguir :

S = 0.5+(f1+f2+f3+f4+. .. +f49+150)/f0

Onde f0 é a fluorescéncia inicial e fi é a fluorescéncia medida no tempo i.

3.4.3.2 Protocolo TRAP (Trapping Radical Antioxidant Parameter)

a) Principio do método

O método TRAP foi desenvolvido por Wayner et al (1987) e foi modificado. O problema do
método original estava na utilizacdo de um eletrodo de oxigénio para fazer uma medida no final das
reacdes, mas este eletrodo proporcionava resultados de baixa repetabilidade. O valor TRAP medido sofreu
uma modificacdo, passando a ser avaliado por quimioluminescéncia em um teste com uma precisdo
nitidamente maior (WHITEAD et al, 1992; ALHO e LEINONEM, 1999 ). Esse método utiliza iniciadores
azo hidro- ou lipo-ssoliveis como fonte de um fluxo constante de radicais peroxilicos sob a acéo do calor.
Sua reac¢do com o substrato luminol, quimioluminescente, leva a formacdo de intermediarios excitados de
luminol que emitem a luz detectada por um lumindmetro. Os antioxidantes presentes na amostra inibem
essa quimioluminescéncia durante um certo tempo que € proporcional ao potencial antioxidante total da
amostra. Esse potencial da amostra é comparado ao do Trolox (ALHO e LEINONEM, 1999;
KRASOWSKA et al, 2001).

b) Reagentes
« AAPH;
o Trolox;
« Tampdo fosfato (PBS);
« Luminol (5-amino-2,3-diidro-1,4-ftalazinediona);
« Acido borico (HsBO3);
« Dimetilformamida (DMF) (N,N-Dimetilformamida 99 %).

c) Equipamentos
« Fluorimetro a microplaca Microplate Fluorescence Reader Bio-Tek Instruments Inc (USA);

e pHmétro;
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d)Pequenos materiais de laboratério
« Microplacas brancas de fluorimetria de 96 pocos — Greiner (Ref. 655075; Alemanha);
« Erlenmeyer de 100 mL, 2 recipientes de 50 mL e de 200 ml;
« Tubos do tipo Eppendorf;
o Pipetas de 10 mL;
« Micropipetas de 0,01, 0,2e 1 mL;

e) Procedimento

- Preparacdo das soluc6es tampdes

+ Solucdo de tampdo borato (50 mM, pH 9,5)

Para uma solucédo de 100 mL, pesou-se 0,3095 g de &cido bdrico. Adicionou-se em torno de 80 mL

de dgua desmineralizada. Sendo importante ajustar o pH antes de aferir o volume a 100 mL.

+ Solucdo de tampdo fosfato (100 uM, pH 7,4)

Utilizou-se o tampdo fosfato para 1L de agua ultra-pura.

- Preparacédo da curva padrdo de Trolox

A curva de calibracdo do Trolox foi feita a partir de uma solugdo padrdo de 40 mM em N,N-
dimetilformamida a 99% (10 mg de Trolox em 1 mL de DMF). Diluiu-se em seguida essa solucdo padrao
40 vezes para chegar a uma concentracdo de 1 mM. Essa solucdo foi entdo diluida afim de obter-se as

concentracGes de 25uM, 100uM, 250uM e 400uM, utilizadas para obtencdo da curva padréo.

- Solucao de luminol

O luminol (35,4 mg) foi diluido em 500 uL. de NaOH 1N a fim de se obter uma solucdo padrdo, a
qual foi diluida 60 vezes no tampéo borato a pH 9,5 (100 uL em 6 mL de tamp&o). A quimioluminescéncia
do luminol é notavelmente elevada sob condi¢fes alcalinas (KRASOWSKA et al, 2001), sendo o motivo

pelo qual o luminol é preparado em tampéo a pH 9,5.

- Solucdo de AAPH

Diluiu-se 542 mg de AAPH em 15 mL de tampéo fosfato para atingir a concentracdo de 133 mM,
em uma solugdo aquosa neutra; a meia-vida é em torno de 175 horas e a taxa de geracdo de radicais é
constante durante as primeiras horas. A taxa de geracdo de radicais livres é igual a 1,36 x 10° mol L™ s™
(KRASOWSKA et al, 2001).

e) Leitura TRAP
A leitura TRAP foi realizada em microplacas de fluorimetria branca. Em uma microplaca, injetou-

se 50 uL de tampéo fosfato e 25 pL de plasma diluido 5 vezes e os padrfes trolox. O branco foi realizado
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somente com tampdo fosfato. Em seguida, a placa foi incubada por 5 minutos a 37°C para termostatizar seu
conteldo. A leitura iniciou-se apés a inje¢cdo manual de 50 pL de AAPH e 50 pL de luminol.
A quimioluminescéncia foi acompanhada no lumindémetro por 120 minutos. Cada amostra foi

analisada em triplicata.

3.4.4 Isolamento das LDL’s e parametros de oxidagdo das mesmas
3.4.4.1 I1solamento das LDL’s

a) Principio do método

Normalmente, o fracionamento lipoproteico do plasma (quilomicrons, VLDL, LDL e HDL) por
centrifugacdo € baseado na diferenca de densidade das fracdes. Realmente, aumentando a densidade do
plasma de maneira sequencial pela adicdo de brometo de potdssio por um gradiente, discontinuo ou
continuo, o fracionamento pode ser realizado. Os dois métodos requerem uma centrifugacdo prolongada,
podendo ser de até 72 horas para a flotacdo sequencial e pelo menos 24 horas para a separacao por
gradiente discontinuo. Os outros métodos mais rapidos que permitem a separacdo das LDL’ (como por
electroforese) ndo conseguem mais que uma pequena quantidade de LDL (< 2mL) (GRAHAM et al, 1996).
Por este motivo, a separagéo por gradiente discontinuo e usando ultracentrifugacgéo, foi a técnica utilizada.

A técnica aplicada é uma separacdo do tipo “double run” (ou seja, duas ultracentrifugacdes
sucessivas) por gradiente discontinuo. O principio geral é de fixar a densidade do plasma inicial a uma
densidade ligeiramente superior a das lipoprotéinas (1,25 kg/L) através de uma solucdo de KBr.
Posteriormente faz-se uma ultracentrifugacdo a 50.000 rpm durante 16 horas, a 7°C. As lipoproteinas
encontram-se na superficie do tubo Beckman. Pode-se entéo retira-las e fixar a densidade em 1,27 kg/L
através da adicdo de KBr. Em seguida, ultracentrifuga-se em uma solugdo de NaCl a 0,9%, a 50.000 rpm,
durante 3 horas a 7 °C. Recupera-se enfim as LDL’s.

Para poder conservar as LDL’s é necessario realizar uma dialise por 48 horas huma solugédo de
Tris’sEDTA e depois filtrar com o filtro Milipore® de 22um acoplado a uma seringa. Pode-se assim
conservar o material isolado sob refrigeracdo por 1 més, ao abrigo da luz.

Antes de realizar os testes com as LDL’s, é necessario desprotegé-las por uma dialise na mesma

solucdo de Tris sem EDTA durante 2 horas e meia.

b) Reagentes
« Brometo de potassio;
o Cloreto de sédio;
o Tris (Trizma®Base, Tris — hidroximetilaminometano ref: 819623 ICN Biomedicals -USA) ;

« EDTA (&cido etilenodiamonotetracético, C190H16N20s).

c) Equipamentos
« Seladora de Tubos Beckman (ref 342428) (USA);
« Ultracentrifuga Beckman L8-70, (ref 70569) (USA) e rotor Ti 65.
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d) Pequenos materiais de laboratorio
« Erlenmeyer e béquer de 200 ou 250 mL;
« Seringas de 10 e 20 mL;
o Agulhas 2 x 100 mm (ref : 13.205) Unimed (Lausanne — Suiga);
« Agulhas microlanca 3 19GA 1% 1,1 x40 TW.PM Becton (Maryland-USA);
o Agulhalonga 2 x 100mm Unimed (ref : 13205) (Suica);
o Tubos Beckman Quick-Seal de 16 x 76 mm, (ref : 342413- USA);
« Membrana Spectra/Por®, MWCO:6-8,000 (ref :132645 Spectrum Laboratories-USA);
« Filtro para seringa Milex de 22 um Milipore (ref: SLGV 0.25 BS -USA);
« Tubos do tipo Eppendorf estéreis.

e) Procedimento

O plasma é primeiramente descongelado em banho-maria a 37°C. A densidade do plasma foi
ajustada em 1,25 g/mL. Para tanto, acrescentou-se KBr até a densidade desejada e acompanhou- se 0 peso
de 1 mL do mesmo para confirmar a densidade.

O plasma foi colocado em tubos Beckman com a ajuda de seringa de 20 mL com agulha de 2 x
100 mm. Os tubos devem ser preenchidos até a linha limite, para em seguida serem selados termicamente
com ajuda de uma tampa metalica.

Os tubos foram centrifugados a 50.000 rpm, durante 16 horas a 7°C. Essa etapa permite separar as
proteinas das lipoproteinas.

As lipoproteinas foram recuperadas da superficie do tubo (=fracéo laranja) (Figura 4) com auxilio
de uma agulha e seringa de 10 mL, sendo em média 5 mL por tubo.

Lipoproteinas

Figura 4 . Fotografia representando as lipoproteinas isoladas em tubo Beckman ap6s a primeira centrifugacéo.

A densidade das lipoproteinas foi ajustada a 1,27 com KBr, como ja descrito. Novos tubos Quick-
seal foram preenchidos com em média 10 mL de uma solucdo de NaCl a 0,9 %. As lipoproteinas foram
adicionadas ao fundo do tubo com uma agulha longa de 2 x 100 mm e seringa de 10 mL. Completou-se o
volume com o NaCl. Os tubos eram entéo selados e centrifugados a 50.000 rpm, durante 3 horas, a 7°C. As
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LDL’s (fracdo amarelo-escuro observada na Figura 5) foram retiradas do tubo com auxilio de uma seringa
de 10 mL e agulha com microlanga 3.

As LDL’s foram em seguida dialisadas por uma solucéo Tris/EDTA a fim de proteger e permitir a
conservacdao. Para preparar 5L desta solucdo, adicionou-se 43,83g de NaCl, 6,057g de Tris, ajustou-se o pH
a 7,2-7,4 e acrescentou-se 0,59 de EDTA. Em seguida filtrou-se a solugdo e acondicionou-se a mesma em
tubos estéreis.

LDL

Figura 5. Fotografia mostrando as lipoproteinas separadas por sua diferenca de densidade apds a segunda
centrifugacéo.

3.4.4.2 Teste de dienos conjugados

a) Principio do método

Como mencionado na revisdo bibliografica deste trabalho, ha provas cada vez mais evidentes que a
oxidacdo das LDL’s é importante no desenvolvimento da aterosclerose. Grandes esforgos sdo realizados na
investigacdo e desenvolvimento de métodos para medir a oxidacdo lipidica das LDL’s e de identificar os
fatores que influenciam neste processo (PUHL et al, 1994). A susceptibilidade das LDL a oxidacédo in vitro
¢ influenciada pelo seu ambiente, o que determina o estresse oxidativo ao qual as lipoproteinas sdo
expostas, e as caracteristicas inerentes de composi¢cdo das LDL’s que determinam o grau de resisténcia a
esse estresse (PROUDFOOT et al, 1997).

Uma abordagem para medir a susceptibilidade das LDL’s a oxidacdo é de acompanhar a
absorbancia a 234 nm, da qual presume-se que esta ligada a formacdo de dienos conjugados nas LDL
isoladas durante uma exposicdo a ions clpricos ou geradores de radicais livres azo, in vitro. Na presenca de
antioxidantes, o aparecimento dos dienos conjugados, e por conseguinte a absorbancia, serd retardada
proporcionalmente a capacidade antioxidante dos extratos (STULNIG et al, 1996). Segundo a literatura, a
utilizacdo de uma solucdo de cobre é aparentemente mais adequada para induzir a oxidacdo (KONTUSH e
BEISIEGEL, 1999). Foi observado que a ligacdo dos flavonoides com os fons Cu*? desempenha apenas um
papel secundario na atividade destes compostos (DUFALL et al, 2003). As LDL’s isoladas devem ser
diluidas numa mesma concentracdo em proteinas. E necessério, portanto, dosar a quantidade de proteinas
presentes nas LDL pelo método de Smith (1985) antes de comecar a analise (GRAHAM et al, 1996;
DUFALL et al, 2003).
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b) Reagentes

« Fracdo LDL isolada a partir do plasma;

« Sulfato de cobre (1) hidratado (CuSO,.5H,0) (ref: VCB 765779 Bélgica)
« Tampdo fosfato (PBS ou Phosfate Buffered Saline);

o Tris (Trizma®Base, Tris - hidroximetilaminometano);

o Cloreto de sédio.

c) Equipamentos
« Espectrofotdmetro : Spectra Max 190 — Molecular devices®; Logiciel: Soft Max Pro (USA);

« Agitador Van der Heyden — MS1 Minishaker IKA® (Bélgica).

d) Pequenos materiais de laboratorio
« Membrana Spectra/Por®, MWCO: 6-8,000 (132645), Spectrum Laboratories (USA);
« BCA Protein Assay Reagent Kit, (ref: 23227, Pierce - USA);
« Microplacas UV-Plate 96 pocos Flat Bottom, COSTAR® 3635, Corining, New-York (USA).

e) Procedimento
- Desprotecéo das LDL’s

A desprotecdo das LDL’s deve ser feita pouco antes da realizacdo das analises, uma vez que,
desprotegidas, elas duram apenas uma semana. Para desprotegé-las, refez- se a dialise como para a
protecdo, com a mesma solucéo Tris, porém sem EDTA. Para 2 L dessa solucdo, adicionou-se 17,532 g de
NaCl e 2,4228 g de Tris, e ajustou-se o pH a 7,2-7,4. As LDL foram colocadas na membrana para dialise e
imersas na solugdo, permanecendo em camara fria no escuro. A solugdo foi trocada trés vezes apos meia
hora e a Ultima vez apds uma hora.

- Dosagem das proteinas

O BCA Protein Assay ¢ uma formulacdo baseada na agdo do acido bicinchoninico (BCA) para a
deteccéo e a quantificacdo das protefnas totais. Esse método combina a reducdo de Cu** em Cu™* pelas
proteinas em meio alcalino com a deteccdo colorimétrica muito sensivel e seletiva do cation cobre (Cu®)
utilizando um reagente Unico contendo o acido bicinchoninico. O produto roxo da reacdo € formado pela
quelacdo de 2 moléculas de BCA com um ion cobre. Esse complexo hidrossoltvel apresenta ume forte
absorbancia a 562 nm que € linear com as concentracdos crescentes em proteinas (SMITH et al, 1985).

A curva padrdo foi feita com diferentes concentrac@es de albumina sérica bovina (BSA): 2.000
ug/mL, 1.500 pg/mL, 1.000 ug/mL, 750 pg/mL, 500 png/mL, 250 ug/mL, 125 pg/mL, 25 pg/mL e O ng/mL
(branco).

O reagente foi obtido misturando-se 50 partes do reagente BCA A com uma parte do reagente
BCAB.
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Em uma microplaca, injetou-se 25 uL dos padrdos e das LDL diluidas 3 vezes, onde adicionou-se
200 uL do reagente. A microplaca foi agitada durante 30 segundos, depois foi coberta e incubada durante

30 minutes a 37°C. Em seguida, deixou-se resfriar a temperatura ambiente e leu-se a absorbancia a 562 nm.
A concentracdo em proteinas das LDL foi obtida a partir da curva padrdo de BSA.

- Dosagem de dienos conjugados
As LDL’s isoladas e desprotegidas foram diluidas em PBS a uma concentracao final de 100 pg de
LDL proteina/L.

Uma solucdo padrédo de cobre a 4 %, 0,16 mol/L, foi preparada em dgua. Em uma microplaca UV,
injetou-se 170 upL de LDL e adicionou-se 30 uL de cobre. A reacdo foi acompanhada pelo
Espectrofotdmetro a 234 nm e 37°C por 4 horas. O tempo de laténcia necessario a iniciacio da oxidacio

das LDL’s foi calculado a partir da curva de oxidacao.
3.4.4.3 Medida da oxidabilidade das LDL’s e do plasma pelo método TBARS

a) Principio do método

Sob condicdes acidas e quentes do teste TBA, hidroperdxidos e diversos precursores de aldeido sdo
decompostos em TBARS (thiobarbituric acid reactive substance), os quais sdo ligados a susceptibilidade a
peroxidacdo em amostra de sangue. Por conseguinte, a determinacdo de TBARS nos tecidos bioldgicos
pode ser interpretada como uma medida da susceptibilidade oxidativa. Os TBARS séo formados pela
decomposic¢do oxidativa dos PUFAs. O malonaldeido forma uma ligacdo 1:2 com o acido tiobarbitlrico

(TBA) e o produto composto (Figura 6) pode ser medido por fluorimetria ou por espectrofotometria

S N OH HO N SH
Y DN Z \(
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%CH —CH :CHJ;(
OH OH

Figura 6. Molécula de TBARS

b) Reagentes
« Amostras de LDL’s isoladas a partir do plasma como ja descrito anteriormente e, também, plasma
congelado;
o Tris (Trizma®Base, Tris-hidroximetil aminometano);
o Cloreto de sédio (NaCl);
« Acido tricloro-acético (TCA);
« Acido tiobarbitdrico (TBA);
« Malonaldeido bis dimetil acetal (MDA ref : 10838-3 Aldrich -Alemanha);
« Tampdo fosfato (PBS);
o 1-butanol, C4H100;
o Hidroxido de s6dio, NaOH 1 M.
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c) Equipamentos
« Fluorimetro : Ascent F.L. Fluoroscan — Labsystems ; Logiciel : Ascent Software 2.4.2. (Finlandia);
« Centrifuga Jouan-BR4i-Vel (Leuven, Bélgica), Rotor Jouan S20;
o Estufa;
« Agitador Van der Heyden — MS1 Minishaker IKA® (Bélgica).

d) Pequenos materiais de laboratorio
o Membrana Spectra/Por®, MWCO :6-8,000 (132645), molecular porous membrane tubing,
Spectrum Laboratories (USA);
« BCA Protein Assay Reagent Kit, Prod # 23227, Pierce (USA);
« Microplacas brancas, LIA-Plate.Weiss. 96K, Greiner bio-one, réf : 655075, Alemanha;
« Capa em téflon para microplaca;
« Tubos do tipo Eppendorf.
e) Procedimento
- Preparacdo do padrdo de MDA

O branco é a solucdo de tampdo fosfato, PBS. O padrdo é o malonaldéido diluido em PBS a
diferentes concentracdes : 2.102 M, 2.10* M, 1,6.10° M, e sucessivamente, diluido de 2 em 2 até a

concentracdo de 3,1.10° M.
- Preparacdo das LDL’s e do Plasma

As LDL isoladas e desprotegidas foram submetidas a dosagem de proteina através do kit BCA
Protein Assay Reagent. As LDL’s foram diluidas em PBS a uma concentrac¢do final de 200 ug de proteina
LDL/L. O plasma foi também submetido a mesma dosagem de proteinas porém utilizando-se a diluicdo de

100 vezes e a concentracdo de proteinas de 1000ug de proteinas/L.
- Preparacdo das solucdes
« Uma solucdo de TCA a 15 % foi preparada a partir de uma solucéo stock de 66,66%.
« Asolugdo de NaOH a 0,3N foi preparada com 60 mL de NaOH 1N em 140 mL de &gua ultrapura.

« Asolucdo de TBA a 0,67 % foi preparada com a solucdo de NaOH 0,3N preparada anteriormente
da seguinte forma: 1,34 g de TBA/200 mL de NaOH 0,3N.

f) Dosagem dos TBARS

Em uma microplaca de fluorometria branca, injetou-se 30 uL de LDL’s diluidas, de PBS (branco)
e 30 pL dos padroes (diluicdes do MDA). Em seguida, adicionou-se através de micropipeta multicanal 24
uL de TCA 15% e 48 uL de TBA 0,67%. A microplaca foi coberta por uma capa em téflon para evitar a
evaporagio, e colocada em estufa a 95°C, durante 30 minutos. Apds resfriamento adicionou-se 100 pL de

butanol e misturou-se bem com a pipeta. Apés isso a microplaca foi centrifugada a 1.500 rpm durante 5



40

minutos a 4°C. A leitura da absorbéncia foi realizada em fluorimetro (Excitagéo : 515 nm e Emisséo : 555
nm).

A concentracdo em MDA é determinada através de uma curva de calibracao.
3.5 ANALISES ESTATISTICAS

3.5.1 Andlises sobre o conjunto de individuos

Os resultados obtidos foram organizados em protocolos de trabalho, na forma de planilhas do
Software Microsoft® Office Excel 2003. Numa primeira planilha foram organizados os valores reais
obtidos para cada voluntario (linhas) e para cada andlise (colunas), sendo que cada valor é a média da
triplicata realizada (todas as analises sendo feitas em triplicata). Foi realizada uma analise de varianca
ANOVA acima destes valores para avaliar se haviam diferencas significativas entre as coletas do tempo 0 e
aquelas dos tempos 10, 20 e 28 dias.

Numa segunda planilha, seguindo o mesmo padrdo de linhas e colunas, os valores normalizados
foram colocados, cada valor sendo normalizado em relacdo ao valor obtido para aquele voluntario, naquela
analise e no tempo zero. Trataram-se estatisticamente esses resultados pelo teste pareado t de Student para
detectar, individualmente, se haviam diferencas significativas entre o tempo 0 e os demais.

As analises foram correlacionadas, usando a planilha dos valores normalizados, para ver se havia

correlagGes significativas entre as variaveis de resposta.
3.5.2 Andlises subdividindo o grupo de voluntarios em 2 subgrupos

O termo Analise de Cluster (clustering) foi usado primeiramente por Tryon, em 1939 e atualmente
abrange um numero de diferentes algoritmos de classificacdo. Esta ferramenta estatistica auxilia os
pesquisadores na dificuldade que tém de organizar (sub) grupos partindo da observacdo de dados
significativos.

Com base em hipdteses a respeito do niamero de grupos, ocorre aglomeracdo dos casos ou variaveis
e entdo o método produzird conjuntos diferentes entre si 0 maximo possivel. Esta formacéo de (sub) grupos
apresenta dois objetivos: (1) minimizar a variabilidade dentro dos conjuntos e (2) maximizar a
variabilidade entre conjuntos. Uma imagem verdadeira usada por pesquisadores é de dizer que o clustering
€ umtipo de “ao contrario”.

No caso deste trabalho, como mencionado anteriormente, ndo foi possivel ter um grupo placebo
como “branco”. A Analise por clustering foi utilizada a fim de separar os voluntarios em dois grupos de
acordo com os parametros antioxidantes no tempo 0 (antes do consumo de acai), ou seja: ORAC, dienos
conjugados, plasma e LDL TBARS. Obteve-se assim um primeiro grupo cujos pardmetros antioxidantes
eram “normais” (quer dizer numa faixa de normalidade em termos fisiol6gicos), e um segundo grupo cujos
mesmos parametros estavam fora desta normalidade. Os valores reais foram re - analizados por ANOVA
(desta vez, comparando os dois subgrupos entre eles) e os valores normalizados de cada cluster foram

novamente analisados através do Teste pareado t de Student para amostras independentes.

Tanto as analises ANOVA quanto de Student foram feitas com auxilio do software
STATISTICA® , verséo 5.1, sendo adotado 5% (p < 0,05) para o indice de hipotese de nulidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados analiticos, individuo por individuo, encontram-se no apéndice 1, estando eles
expressos como a média da triplicata realizada.

4.1 CARACTERIZACAO DA BEBIDA ACAI

Os resultados das analises realizadas na bebida acai utilizada no experimento sdo expressos na Tabela
4. O acai oferecido possuia 14,0% de matéria seca, 0 que o classifica como acai do tipo grosso (BRASIL,
1997).

O acai teve como dosagem média de antocianinas o valor de 1.890 mg/L. Rogez (2000) estipula que o
acai médio (com 12,5% MS) contém cerca de 1.280 mg/L de antocianinas, significando que, com 14% de
MS, esta média passaria a 1.435 mg/L. Como o acai utilizado neste experimento alcancou a marca dos
1.890 mg/L, podemos considerar que seu teor era bom e que os frutos a partir dos quais ele foi preparado

deviam ser do tipo tuira, conforme classificacdo proposta por Rogez (2000).

Tabela 4. Caracterizacdo da bebida acai oferecida aos voluntarios durante a pesquisa.

Analises Resultados
Matéria Seca 14,0%
Antocianinas 1.890 + 94,5 mg/L

Polifendis Totais 5.152 + 309,1 mg EAG/L
ORAC 192,7 + 24,08 mmol ET/L

Legenda: EAG - Equivalente em acido galico, ET - Equivalente Trolox

A guantidade de polifendis totais foi de 5.152 mg EAG/L, observando que as antocianinas representam
cerca de 34% dos polifendis encontrados no acai (em acordo com os dados obtidos por LOIR, 2004). Os
resultados encontrados em cha verde e preto, uma das maiores fontes de polifendis, variam entre 16 to 73.5
geae/Kgsu (Prior & Cao, 1999). Os valores obtidos no acai estdo bem abaixo. A grande diferenca é que se
consomem apenas umas gramas de cha enquanto se consome 100 vezes mais agai numa Unica ingestdo
(350mL no nosso experimento, por exemplo). Nestas quantidades, os polifendis totais consumidos pelos
voluntarios, tornaram-se bem expressivos.

A capacidade antioxidante através da medida ORAC resultou em 192,7 mmol ET/L, confirmando que
0 acai tem um valor de destaque neste quesito. De fato, pode-se comparar esses valores com aqueles de
outros alimentos bem conhecidos, tais como as ameixas (62.4), morangos (35.8), groselhas pretas (62.2), 0s
legumes rabanete (9.5), batata (de casca vermelha) (13.2), cenoura (12.2), brdcolis (15.9), as améndoas
(44.5), pistache (79.8), as frutas secas: tAmara (39.0), uva passa (30.4), ameixa (85.8), e o farelo de arroz
(242.9) (WU et al., 2004). O valor obtido pelo acai €, portanto, de destaque, sendo apenas superado, nesta

relacdo, pelo farelo de arroz.
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4.2 PERFIL DOS VOLUNTARIOS

A pesquisa desenvolveu-se com 32 voluntérios, porém os resultados a seguir relatam valores
obtidos sobre 30 voluntarios apenas. De fato, dois deles tiveram que ser excluidos do tratamento de
resultados: um deles por apresentar taxas altas de glicemia (acima de 110mg/dL), indicando que ele era
diabético® e o segundo por ter abandonado o experimento na 32 coleta.

Os 30 voluntarios selecionados tinham entre 27 e 57 anos de idade (média de 41 com desvio
padrdo populacional de 8,9) e indice de massa corporal (IMC) médio de 24,59 (+ 3,51). Os voluntérios
foram classificados de acordo com o resultado do IMC segundo Bray (1992) por grupos de idade, como
pode ser observado na Tabela 5. Nenhum dos voluntarios estava dentro das categorias de obesidade Il ou
Il ou de desnutricdo, caso ndo poderiam ter sido selecionados para o experimento. Os voluntarios
classificados com sobrepeso e obesidade grau | foram informados do fato, orientados a reducdo de peso

apos o fim do experimento e a relacdo dos nomes foi encaminhada ao setor médico da Empresa.

Tabela 5. Classificacdo do indice de Massa Corpérea (IMC) dos voluntérios, de acordo com sua faixa

etaria.

Classificacdo (IMC em Kg/m") 27 —37 anos 38-47 anos 48-57 anos

Baixo Peso (>18,5) 0 0 0
Peso Normal (18,5-24,9)
Sobrepeso (25-29,9)
Obesidade Grau | (30-34,9)
Obesidade Grau Il (35-39,9)
Obesidade Grau 11 (>39,9)

o O O w o©
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Aproximadamente 56% dos voluntarios relataram o consumo de algum tipo de bebida alcodlica
semanalmente, o consumo de vinho tinto nao foi relatado durante a entrevista. Nenhum deles fazia uso de

medicamentos ou suplementos vitaminicos.

4.3 FORMACAO DOS GRUPOS ATRAVES DA ANALISE DE CLUSTER

As médias das triplicatas das diferentes analises realizadas foram submetidas a analise de Cluster,
com o objetivo de dividir-se a populacdo estudada em dois grupos distintos a partir dos parametros de
oxidabilidade no tempo O (antes do experimento), ou seja, das seguintes analises: TBARS plasma, TBARS
LDL, formacdo de dienos conjugados, ORAC. Obtiveram-se entdo dois grupos: cluster 1, constituido de 13

participantes e cluster 2 com 17 voluntérios (Figura 7).

® Salienta-se que este voluntario desconhecia ser diabético e que, assim que obtivemos os resultados de glicemia, o mesmo foi
encaminhado por nds para fazer mais exames e adotar uma dieta adequada.
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Médias para cada Cluster
15

107t

05Ff
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-1,5

—O0— Cluster 1

TBLDLO TBPLO DIENO ORACO -O- Cluster 2

Variaveis
Legenda: TBLDL (analise TBARS sobre a fracdo LDL); TBPL (TBARS do plasma); DIEN (dienos conjugados); ORAC
(capacidade antioxidante ORAC no plasma).

Figura 7. Representacdo dos valores médios normalizados dos 4 parametros antioxidantes encontrados no
tempo 0, utilizados para a divisao dos voluntarios (n=30) em dois grupos pelo método de clustering.

4.4 ANALISES BIOQUIMICAS

A Tabela 6 apresenta os valores médios com os desvios obtidos para os parametros dos lipidios
séricos no tempo O (antes de consumir acai) e nos tempos de 10, 20 e 28 dias consumindo acai:
triglicerideos (TG), colesterol Total (CT) e fracbes LDL-C e HDL-C. Os resultados sdo apresentados para

os dois grupos formados (clusters 1 e 2) e, em seguida, para o conjunto dos 30 voluntarios.

Os valores dos lipidios séricos sdo mais elevados no cluster 1, porém estes valores ndo evoluiram
significativamente no decorrer das 4 semanas deste experimento, estando todas as médias dentro dos

parametros de normalidade.

Observa-se no cluster 1 (Tabela 6) tendéncia de diminui¢cdo do colesterol total e LDL-C enguanto
o0 HDL-C é constante, fazendo com que a relacdo LDL-C/HDL-C tenha valores menores, esta razdo sendo

um indice de risco para doencas cardiovasculares segundo (CASTELLI, 1983).

Tabela 6. Valores médios e desvios padrBes de Triglicerideos (TG), Colesterol Total (CT) e fragbes LDL-

C e HDL-C em cada cluster durante o periodo de consumo de acai.

Tempo TG CT LDL-C HDL-C

(dias) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
Cluster® 1 0 173,3+£103,2 184,5+30,4 117,0£26,9 47,9 9,6
(n=13) 10 163,2479,6 182,4433,8 114,5+31,6 48,8+9,2
20 153,5472,7 174,5426,7 109,2+25,1 48,318,4

28 183,9+90,6 176,6+32,2 110,7427,2 48,849,3

Cluster® 2 0 113,5456,4 159,04£35,1 105,4+28,8 41,947,3
(n=17) 10 141,3484,0 159,8+26,2 102,4421,5 43,947,0
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20 129,0+67,6 161,3+31,4 104,1427,0 44,346 4
28 148,3+74,7 165,0+31,6 107,3+25,5 43,446,8
Valores 0 136,93+83,06 170,1+34,39 110,4+28,12 44,5+8,74
médios 10 150,34+79,93 170,6+31,11 108,5+26,53 46,1+8,27
(n=30) 20 139,63+69,67 167,6+29,21 106,8+25,46 46,0+7,47
28 162,33+81,90 170,6+31,36 109,1425,46 46,048,21

 Andlise de Cluster foi usada a fim de se construir dois grupos (voluntarios mais e menos protegidos, de acordo com parametros
antioxidantes ORAC, dienos conjugados, plasma e LDL TBARS) no tempo 0.

Em ambos os grupos, observam-se uma tendéncia no aumento dos triglicerideos formados
provavelmente em consequiéncia do aumento do aporte lipidico diario. De fato, lembrando-se que 52% da
matéria seca do acai é feita de lipidios (ROGEZ, 2000), calcula-se que os voluntarios ingeriam 25,59 de
lipidios a mais por dia. E normal que o organismo apresente esta tendéncia no aumento de TG. Talvez, este
mesmo aumento justifique a elevacdo da glicemia (Tabela 7), pois sabe-se que o aumento de TG pode ser
correlacionado a um aumento leve de glicose plasmatica através da liberacao de glicerol, o qual pode entrar
imediatamente na gliconeogénese (NELSON e COX, 2000).

As analises de glicose e enzimas hepéticas ndo foram agrupadas em cluster, por serem andlises de
apoio ao estudo, objetivando apenas confirmar o estado de salde dos voluntarios. Estes valores sdo
apresentados na tabela 7.

Tabela 7. Valores médios e desvios padrdes das andlises bioquimicas de glicose, fosfatase alcalina e

transaminase glutdmico pirtvica (TGP) dos 30 voluntarios durante 28 dias de consumo de acai.

Dias Glicose Fosfatase Alcalina TGP
(mg/dL) (U/L) (U/L)
0 76,8+ 8,6 82,8+21,7 24,9+6,5
10 86,5+9,4 79,3+19,3 28,6+10,6
20 90,0+10,8 80,13+19,7 26,5+8,0
28 85,0+9,2 80,40+19,7 26,2+8,2

No que se refere a glicose, o aumento foi significativo durante as quatro semanas de estudo
(p<0,05), sendo este aumento mais acentuado na terceira semana (p<0,01).

As enzimas hepéticas mantiveram-se dentro dos padrbes de normalidade (FA 65-300 U/L e TGP 8-
53 U/L) durante o experimento para todos os participantes, confirmando a baixa toxicidade hepética do acai
e, em particular, dos polifendis, fato ja constatado por Clifford (2000).

4.5 PARAMETROS ANTIOXIDANTES

A Tabela 8 apresenta os valores das analises que serviram como base para a formacdo dos dois
grupos (clusters) acima dos valores de oxidabilidade do LDL e capacidade antioxidante do plasma antes do
periodo de consumo do acai (tempo 0). Pode - se notar que o Cluster 1 é o que possuia valores iniciais mais
elevados, porém o TBARS LDL foi o Gnico parametro que apresentou diferenca significativa entre os
clusters (p < 0,05). As andlises serdo discutidas separadamente a seguir.
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Tabela 8. Valores médios e desvios padrdes das analises antioxidantes dos voluntérios através da
determinacdo de TBARS LDL e plasmatico, dienos conjugados e valores plasmaticos de TRAP e ORAC

em cada cluster durante o periodo de consumo de acai.

Tempo LDL TBARS Plasma Dienos Conjugados Plasma ORAC Plasma TRAP
(dias) (nmolMDA/g LDL) TBARS Tempo de laténcia (mmol TE/L) (umol TE/L)
(nmol (minutos)
MDA/mI)

Cluster® 1 0 3,8+2,3 215,0476,2 64,4+39,1 20,0 +2,2 15,5+6,0
(n=13) 10 176,1+88,6 18,9422 18,149,1
20 181,3482,9 18,042,8 17,847,5
28 1,641,0 160,2+80,5 70,5+41,6 19,3434 17,746,8
Cluster® 2 0 1,240,5 158,8+91,0 50,4+12,2 14,742,5 19,6+8,0
(n=17) 10 152,3+98,6 15,6+2,4 21,8+11,1
20 143,3488,6 17,1447 20,948,2
28 1,140,6 126,9464,0 53,9+17,1 17,545,1 20,6+9,8
Valores 0 2,442,0 180,9+86,5 56,7+27,5 17,043,3 18,247,6
médios 10 164,1490,3 17,0+2,5 20,6+10,4
(n=30) 20 169,7+96,2 17,6+3,8 20,2+8,6
28 1,3+0,8 142,2471,8 61,3£30,6 18,044,2 19,548,5

 Andlise de Cluster foi usada a fim de se construir dois grupos (voluntarios mais e menos protegidos, de acordo com os parametros
antioxidantes ORAC, dienos conjugados, plasma e LDL TBARS) no tempo 0.

4.5.1 Anélise de susceptibilidade a peroxidacao pelo teste TBARS

Houve uma reducdo significativa (p<0,05) nos valores de TBARS LDL nos individuos agrupados
no Cluster 1 (Tabela 8), os quais apresentavam valores iniciais mais altos de oxidabilidade.

Esse resultado positivo contraria o estudo de Loir (2004) realizado também com LDL isolado,
porém in vitro e adicionando extratos de Euterpe oleracea.

Diversos estudos in vitro e in vivo (LONG e CHEUNG, 2005; AKCAY et al, 2004) apontam uma
correlacdo positiva entre a quantidade de polifendis de plantas e protecdo a peroxidacéo das LDL, estando
essa peroxidacdo intimamente ligada a formacdo das placas de ateroma no interior das artérias e
consequente obstrucdo dessas vias.

Os valores médios de TBARS no plasma ndo diminuiram de forma estatisticamente significativa
em ambos os grupos (p > 0,05) (Tabela 8), apesar de a média decrescer durante o periodo do estudo.
Diversos outros estudos com humanos ja relacionaram a ingestéo de polifénois com o decréscimo do indice
de TBARS no plasma (MIURA et al, 2000; BUB et al, 2003; AKCAY et al, 2004).

Esses resultados sugerem que o consumo de acai possui efeito anti-aterosclerético através da
inibicdo significativa da peroxidacdo do LDL - C em homens nos quais seus valores iniciais estavam

superiores, podendo ser qualificados de pessoas susceptiveis a doenca.

4.5.2 Anélise da susceptibilidade das LDL a oxidac¢éao e formacao de dienos conjugados

Na oxidacdo da LDL induzida pelo Cu®*, pode-se observar que a média do tempo de laténcia

tendeu a aumentar (Tabela 8), principalmente no cluster 1, que tinha os valores mais altos de oxidabilidade
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através da analise de TBARS. Este aumento tem como conseqiiéncia o retardo no inicio da formacdo dos
dienos conjugados, porém esses aumentos ndo foram estatisticamente significativos (p > 0,05).

No trabalho realizado por Bub et al (2003) a partir do consumo de sucos de frutas ricas em
polifendis também néo foi encontrado aumento significativo do tempo de laténcia.

Entretanto, no trabalho realizado por Miura et al (2000) utilizando o cha verde, o qual é rico em
polifendis (flavan-3-dis), foi observado um aumento significativo (p < 0,05) na fase de laténcia, em média

de 15 minutos durante as duas semanas de estudo.

4.5.3 Anélise da capacidade antioxidante do plasma pelos métodos ORAC e TRAP

Ocorreu apenas estabilizacdo ou pequeno aumento nos valores de ORAC e TRAP nos dois grupos
de voluntarios, as mudancas ndo sendo estatisticamente significativas (p>0,05) (Tabela 8).

Os valores médios do ORAC ndo aumentaram de forma significativa durante o periodo do estudo
(p>0,05), devido aos desvios populacionais serem muito altos, porém observa-se uma tendéncia de
aumento (Figura 8). Esse comportamento esta de acordo com o encontrado no estudo de Cao et al (1998),
nos resultados de ORAC-B-PE, num grupo jovem (20-40 anos) que consumiu um dos tipos de dieta rica em
frutas e vegetais por 15 dias (valor ORAC da dieta 3,3 mmol equivalente Trolox/dia)

Os resultados médios gerais encontrados na analise TRAP mostraram aumento significativo na
capacidade antioxidante do plasma nos periodos de 10 e 20 dias (p<0,05), porém esse resultado ndo foi
significativo entre o tempo inicial (0 dia) e o fim de estudo (28 dias), onde observa-se o alcance a um

chamado “plateau” fisiol6gico de capacidade antioxidante (Figura 8), descrito por Cao et al (1998).
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Figura 8. Evolucdo média no plasma (A) do ORAC e (B) do TRAP, durante o periodo de 28 dias de consumo do
acai (n=30).

4.6 CORRELACAO ENTRE AS ANALISES

A Tabela 9 representa as correlacBes encontradas entre as médias normalizadas das analises
realizadas. Os valores foram normalizados acima do seu valor inicial “branco” (tempo 0) para que seja

melhor avaliar o impacto individual do consumo do acai no periodo do estudo.
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Como esperado, o colesterol total e suas fragfes (LDL-C e HDL-C) sdo todos inter-relacionados de
forma significativa. Observa-se também que os valores de TBARS plasmaticos correlacionam-se em dois
momentos (tempo 20 e 28 dias) com a glicemia. Essa relacdo ja foi descrita por Greismacher et al (1995)
em pacientes diabéticos tipo Il, j4 que ha um aumento no estresse oxidativo através da exposicdo das
proteinas a glicose, levando a glicosilacdo e com isso diminuicdo da acdo de enzimas como a glutationa
peroxidase e superdxido dismutase. As analises de capacidade antioxidante plasmatica ORAC e TRAP nédo

tiveram correlagfes com as demais analises realizadas.
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Tabela 9. Correlages entre as médias normalizadas de todas as experiéncias realizadas (n = 30) os casos em negrito representam os valores significativos (p < 0,05).

COL10 COL20 COL28 HDL10 HDL20 HDL28 LDL10 LDL20 LDL28 TG10 TG20 TG28 GLIC10 GLIC20 GLIC28 FA10 FA20

COL10
COL20 0,66
COL28 0,60 0,60
HDL10 0,77 0,52 0,46
HDL20 0,65 0,77 0,48 0,73
HDL28 0,70 0,57 0,78 0,75 0,73
LDL10 0,94 0,55 0,55 0,72 0,60 0,66
LDL20 0,54 0,93 0,46 0,44 0,64 0,44 0,48
LDL28 0,58 0,55 0,97 0,44 0,44 0,73 0,55 0,44
TG10 0,26 0,39 0,40 -0,07 -0,06 0,19 0,17 0,40 0,35
TG20 0,19 0,27 0,45 0,16 -0,08 0,19 0,09 0,19 0,43 0,55
TG28 0,36 0,49 0,68 0,20 0,16 0,43 0,32 0,44 0,61 0,72 0,69
GLIC10 0,06 0,17 0,17 -0,12 -0,09 -0,06 -0,01 0,26 0,20 0,21 0,09 0,11
GLIC20 -0,14 0,07 -0,06 -0,17 -0,06 -0,20 -0,13 0,18 -0,08 0,06 -0,04 0,08 0,65
GLIC28 -0,17 0,05 0,02 -0,26 -0,06 -0,22 -0,18 0,08 -0,04 0,14 0,02 0,18 0,49 0,66
FA10 0,17 0,41 0,16 0,06 0,42 0,12 0,13 0,33 0,17 0,08 -0,09 0,04 -0,26 -0,46 -0,16
FA20 0,18 0,44 0,15 0,10 0,30 0,11 0,07 0,40 0,14 0,04 0,17 -0,02 0,03 -0,13 -0,18 0,60
FA28 0,18 0,30 0,49 0,13 0,21 0,33 0,15 0,21 0,50 0,23 0,19 0,28 0,02 -0,21 -0,06 0,60 0,41
TGP10 0,12 0,02 -0,40 0,06 0,15 -0,17 0,05 0,06 -0,38 -0,11 -0,44 -0,39 -0,06 -0,01 -0,10 0,21 0,10
TGP20 0,16 0,03 -0,11 0,02 0,08 -0,09 0,05 0,00 -0,08 -0,22 -0,29 -0,43 0,08 0,09 -0,25 -0,14 0,21
TGP28 0,33 0,24 0,38 0,15 0,19 0,32 0,21 0,14 0,37 0,02 -0,02 -0,08 0,09 0,03 -0,12 -0,03 0,33
TBLDL28 -0,01 0,41 0,11 0,07 0,29 0,09 -0,07 0,46 0,13 -0,02 0,02 0,08 -0,09 -0,06 -0,12 0,21 0,13
TBPL10 0,01 0,08 0,45 0,03 0,14 0,19 -0,02 -0,02 0,41 0,07 0,16 0,20 0,34 0,30 0,57 0,02 0,07
TBPL20 0,14 0,22 0,36 0,06 -0,02 0,14 0,02 0,21 0,28 0,31 0,25 0,26 0,39 0,39 0,58 -0,25 0,04
TBPL28 -0,03 0,07 0,42 0,03 0,10 0,15 -0,08 0,01 0,37 -0,02 0,13 0,14 0,31 0,15 0,44 -0,01 0,06
DIELDL28 0,16 0,11 0,26 -0,03 0,05 0,19 0,24 0,11 0,32 0,31 0,09 0,22 -0,30 -0,42 -0,21 0,44 0,01
ORAC10 -0,04 0,17 0,16 0,07 0,14 0,10 0,07 0,35 0,19 0,05 -0,01 0,30 -0,03 0,03 0,10 0,09 0,01
ORAC20 0,00 0,10 -0,14 0,01 0,04 -0,16 -0,11 0,11 -0,12 0,00 -0,12 -0,02 -0,24 -0,28 -0,29 0,26 0,12
ORAC28 0,04 0,00 -0,03 0,12 -0,03 -0,09 -0,08 0,01 0,03 0,03 -0,06 -0,01 -0,13 -0,26 -0,17 0,10 -0,12
TRAP10 -0,10 -0,17 -0,31 -0,09 -0,19 -0,26 -0,16 -0,21 -0,32 -0,04 0,05 -0,14 0,19 0,23 0,22 -0,22 0,02
TRAP20 0,14 0,11 0,24 0,11 0,10 0,25 0,13 -0,01 0,25 0,22 0,08 0,13 0,07 -0,03 0,07 0,01 -0,19

TRAP28 -0,40 -0,54 -0,36 -0,22 -0,38 -0,36 -0,44 -0,59 -0,36 -0,20 -0,04 -0,19 -0,12 0,00 0,07 -0,16 -0,20




FA28 TGP10 TGP20 TGP28 TBLDL28 TBPL10 TBPL20 TBPL28 DIELDL28 ORAC10 ORAC20 ORAC28 TRAP10 TRAP20 TRAP28
COL10
COL20
COL28
HDL10
HDL20
HDL28
LDL10
LDL20
LDL28
TG10
TG20
TG28
GLIC10
GLIC20
GLIC28
FA10
FA20
FA28
TGP10 -0,03
TGP20 -0,25 0,51
TGP28 0,16 0,03 0,67
TBLDL28 -0,07 0,10 0,12 0,04
TBPL10 0,27 -0,26 -0,16 0,10 -0,08
TBPL20 0,09 -0,10 0,06 0,27 0,04 0,59
TBPL28 0,21 -0,25 -0,06 0,07 0,10 0,80 0,66
DIELDL28 0,37 -0,06 -0,15 0,11 0,15 -0,29 -0,25 -0,33
ORAC10 0,00 -0,11 -0,36 -0,41 0,25 0,00 0,02 0,05 0,12
ORAC20 -0,09 0,11 0,07 -0,18 0,29 -0,28 -0,15 -0,17 0,05 0,32
ORAC28 -0,04 0,14 0,04 -0,18 0,16 -0,09 0,11 0,06 -0,01 0,33 0,81
TRAP10 -0,30 0,09 0,15 0,11 -0,20 0,03 0,06 -0,14 -0,32 -0,38 0,11 0,00
TRAP20 0,04 -0,18 -0,01 0,25 -0,19 0,16 0,07 -0,04 0,11 -0,45 -0,26 -0,15 0,39
TRAP28 -0,22 -0,07 -0,11 -0,18 -0,14 0,14 -0,11 0,03 -0,21 -0,39 0,17 0,14 0,59 0,21
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5. CONCLUSOES

O presente trabalho objetivou estudar a agdo dos polifendis presentes na bebida agali,
particularmente as antocianinas em humanos, no plasma e na fracdo LDL do colesterol. Os
resultados encontrados mostraram que o consumo de acai a 14% de matéria seca, 1.890 mg de
antocianinas/L, 5.152 mg de polifendis /L (em EAG) e apresentando uma atividade antioxidante de
192,7 mmol ET/L, tem um efeito positivo na oxidabilidade das LDL"s através do método TBARS,
sendo este um efeito qualitativo, j& que o quantitativo tanto do colesterol total quanto das fragdes
(HDL-C e LDL-C) nao sofreu modificagdes no mesmo periodo.

A capacidade antioxidante do plasma medida através do protocolo de anélise TRAP foi
aumentada nos primeiros 20 dias de consumo, efeito intimamente relacionado a prevencdo dos
efeitos oxidativos prejudiciais a satide humana.

Apo6s o agrupamento atraves da metodologia de Clusters, pode-se observar que houve
melhoria na oxidabilidade tanto do LDL quanto do plasma no grupo com maior oxidabilidade
inicial, verificado através da analise TBARS.

Pretende-se a partir desse estudo, incentivar a pesquisa sob aspectos funcionais ndo sé dos
frutos de Euterpe oleracea, mas também de outros frutos amazénicos, a fim de estimular a

producdo, consumo e valorizagao destes produtos.
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