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RESUMO

O género Euterpe origina espécies de palmeiras, dentre as quais, deriva a
popularmente conhecida jucara (Euterpe edulis), encontrada no Brasil. Os
frutos de jucara possuem propriedades sensoriais e nutritivas similares as do
fruto do acaizeiro. As propriedades benéficas destes frutos tém chamado a
atencdo de pesquisadores, especialmente pela quantidade de antioxidantes.
O presente estudo objetivou avaliar o efeito do consumo agudo do suco do
fruto jugara sobre os biomarcadores de estresse oxidativo em individuos
saudaveis. Este estudo de intervencdo, caracterizado como um ensaio
clinico cross-over, utilizando-se o suco de jugara e dgua como controle.
Onze voluntarios saudaveis foram avaliados antes e apds 1h, 2h e 4h ao
consumo do suco e agua. Os parametros avaliados foram: potencial
antioxidante redutor férrico (FRAP), &cido Urico, glutationa reduzida
(GSH), glutationa peroxidase (GPx), superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e hidroperoéxidos lipidicos (HL). Analises de variancia para medidas
repetidas revelaram efeito significativo do tratamento nos desfechos FRAP
e GPx, além de interacdo significativa entre tipo de tratamento e tempo no
pardmetro referente a oxidacdo lipidica (HL). Foi observada correlacéo
moderada entre FRAP e acido drico (r = 0,31, p = 0,03). A partir das
mudancas relativas médias foi observado acréscimo de 21,3% ap6s a 12 hora
de ingestdo e 16,1% na 22 hora no parametro GSH. HL diminuiu de 13,5%,
16% e 18,7%, ao longo da 1?2 22 e 42 hora apds o consumo do suco. No
tempo de 2h de ingestdo do suco ocorreu elevagdo maxima nas atividades
de SOD, GPx e CAT, sendo estes de 34,3%, 18% e 8,5% respectivamente.
A ingestdo do suco de jugara evidenciou efeito do tratamento para 0 FRAP e
atividade enzimatica de GPx além de interagdo e diminuigdo da peroxidagdo
lipidica ao longo do tempo. Estudos que investiguem as propriedades
antioxidantes do fruto jugara no organismo humano bem como a
biodisponibilidade de seus flavonoides sdo necessarios.

Palavras-chaves: ensaio clinico, fruto jucara, antocianinas, Euterpe edulis,
atividade antioxidante.






ABSTRACT

The genus Euterpe stems palm species, which derives the popularly
known jugara (Euterpe edulis), found in Brazil. The jucara fruits have
similar nutritional and sensory properties of the fruit of the Acai Palm.
The beneficial properties of these fruits have drawn the attention of
researchers, especially by the amount of antioxidants. The present study
aimed to evaluate the effect of acute consumption of jugara’s juice on
biomarkers of oxidative stress in healthy subjects. This study
intervention is characterized as a cross-over clinical trial, using jugara’s
juice and water as control. Eleven healthy volunteers were evaluated
before and after 1h, 2h and 4h consumption of juice and water. The
parameters evaluated were: ferric reducing antioxidant potential
(FRAP), uric acid, reduced glutathione (GSH), glutathione peroxidase
(GPx), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and lipid
hydroperoxides (LH). Analyses of variance for repeated measures
revealed a significant effect of treatment on outcomes FRAP and GPX,
and a significant interaction between type of treatment and time in the
parameter related to lipid oxidation (HL). Moderate correlation was
observed between FRAP and uric acid (r = 0.31, p = .03). From the
relative average changes it was observed an increase of 21.3% after the
1st hour of ingestion and 16.1% in the 2nd time in parameter GSH. LH
decreased 13.5%, 16% and 18.7% over the 1st, 2nd and 4th after
drinking the juice. At the time of 2h juice ingestion occurred maximum
elevation in the activities of SOD, CAT and GPx, which are 34.3%, 18%
and 8.5% respectively. The juice ingestion showed jucara juice
treatment effective for the FRAP and enzymatic activity of GPx and
interaction of lipid peroxidation and decreased over time. Studies that
investigate the antioxidant properties of the fruit jucara in the human
body as well as the bioavailability of its flavonoids are needed

Keywords: clinical trial, jussara fruit, anthocyanins, Euterpe edulis,
antioxidant status.
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INTRODUCAO

CAPITULO 1- INTRODUCAO

1.1 APRESENTACAO E JUSTIFICATIVA

O género Euterpe origina espécies de palmeiras, dentre as quais,
deriva a popularmente conhecida jucara (Euterpe edulis), comumente
encontrada na Mata Atlantica, desde o sul da Bahia até o Norte do Rio
Grande do Sul (EMBRAPA, 1998; EPAGRI, 1998). Devido a
exploracdo extrativista de seu palmito, a palmeira jucara corre risco de
extincdo, ja que a retirada do palmito culmina na morte da planta,
enquanto que com a coleta do fruto ndo ha a necessidade de corta-la.
Desta forma, o uso do fruto na alimentagdo humana, apresenta-se como
uma alternativa de grande potencial ambiental e econdmico e nutricional
(SILVA; BARRETTO; SERODIO, 2004; COSTA et al, 2008,
BORGES et al., 2013).

A producdo da emulsdo proveniente do fruto processado de
jucara tem atraido a atencdo de produtores rurais em Santa Catarina,
como uma alternativa de renda para as pequenas propriedades rurais
familiares, constando experiéncias formais e informais de fabricacéo e
comercializacdo também no Rio Grande do Sul e S&8o Paulo (MAC
FADDEN, 2005; SILVA, 2005; SCHULTZ, 2008).

Os frutos de jucara possuem propriedades sensoriais e nutritivas
similares aos frutos do acaizeiro (palmeira chamada cientificamente de
Euterpe oleracea) (SILVA; BARRETTO; SERODIO, 2004; BORGES
et al., 2013). Além disso, sofrem mesmo processamento que estes frutos
para obtencdo de uma emulsdo que é destinada a comercializa¢do. Por
estes motivos, alguns autores (MAC FADDEN, 2005; SCHULTZ, 2008;
BORGES, 2010) denominam acai para ambas as emulsdes, provenientes
dos frutos das palmeiras Euterpe edulis e Euterpe oleracea.

De acordo com a legislacdo brasileira acai é o produto extraido
da parte comestivel dos frutos do acaizeiro (Euterpe oleracea) apds
amolecimento através de processos tecnoldgicos, por meios mecanicos
sem filtracdo (BRASIL, 2000). Segundo Rogez (2000) acai é uma
emulsdo obtida do processamento dos frutos das palmeiras do género
Euterpe Martius, nativas do Brasil, que se caracteriza pelo elevado teor
de lipidios e antocianinas (ROGEZ, 2000; LORENZI et al., 2006;
SCHULTZ, 2008). A demanda de acai em nivel nacional cresceu muito
a partir dos anos 90, especialmente por sua descoberta pelo publico
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jovem de classe média a alta do Brasil extra-amazo6nico, como busca de
um alimento exotico e altamente energético (ROGEZ, 2000). Inimeros
beneficios sdo relacionados ao consumo de acai devido ao seu efeito
antioxidante, antienvelhecimento, antiinflamatério, entre  outros
(PORTINHO; ZIMMERMANN; BRUCK, 2012)

As possiveis propriedades benéficas dos frutos jucara, também
tém chamado a atencdo de pesquisadores, especialmente pela grande
guantidade de antioxidantes encontrada (IADEROZA et al.,, 1992;
SCHULTZ, 2008; LIMA et al., 2012; BORGES et al., 2013). Avaliacdo
da atividade antioxidante in vitro, em cultura de células Vero, uma
linhagem de células de origem renal, demonstrou efeito citoprotetor e
antioxidante da polpa desengordurada e 6leo de jugara (BORGES et al.,
2013).

A protecdo do organismo contra os danos oxidativos abrange
um sistema de defesa antioxidante, que pode ser produzido pelo préprio
corpo ou absorvido através da dieta (HALLIWELL, 1996a), atuando
contra 0 excesso de espécies reativas de oxigénio (ERQO) e de espécies
reativas de nitrogénio (ERN). Estas espécies constituem substancias
reativas e instaveis, geradas in vivo, tanto em condicdes fisiologicas
guanto em condicfes patolégicas. Quando atuam como agentes
oxidantes, as ERO e ERN causam efeitos prejudiciais, tais como a
oxidacdo do DNA, proteinas, aminoécidos, lipideos e outras
biomoléculas, resultando em uma variedade de consequéncias
bioldgicas, incluindo lesdo tecidual, mutacdo, carcinogénese,
comprometimento do sistema imunoldgico e morte celular (STOHS,
1996; MCCORD, 2000).

A partir da dieta, o efeito protetor exercido por alguns alimentos
tem sido atribuido principalmente a presenca de compostos
antioxidantes, dentre os quais se destacam os compostos fenélicos, beta-
caroteno, vitamina C e vitamina E (HUANG et al., 2007,
GARAVELLDO etal., 2007; AGUDO et al., 2007).

Os compostos fenolicos, constituintes de um amplo e complexo
grupo de fitoquimicos, sdo produtos secundarios do metabolismo
vegetal que apresentam em sua estrutura um anel aromatico com uma ou
mais hidroxilas, o que possibilita atuarem como agentes redutores,
exercendo protecdo ao organismo contra 0 estresse oxidativo
(SCALBERT; WILLIAMSON, 2000). As antocianinas sdo os principais
antioxidantes do fruto jugara, as quais sdo pigmentos pertencentes a
familia dos flavonoides (IADEROZA et al.,1992; BORGES et al.,
2011). A atividade antioxidante destes compostos ocorre através da
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doagdo de elétrons ou atomo de hidrogénio de sua hidroxila as espécies
reativas (MOTOHASHI; SAKAGAMI, 2009).

Neste contexto, alguns estudos procuraram comparar a
composicdo de compostos antioxidantes entre acai e frutos de jugara.
Segundo laderoza e colaboradores (1992), o contetdo em antocianinas,
pigmento da familia dos flavondides, nos frutos de jucara apresentam
concentragdo quatro vezes superior aos frutos de acaizeiro do norte do
Brasil. Tais achados estdo de acordo com os estudos de Schultz (2008) e
Borges (2010) que encontraram 81% a mais de compostos fendlicos e
353% a mais de antocianinas nos frutos de jucara comparados ao agai.
Ponderando a similaridade entre frutos jugara e os frutos provenientes
do acaizeiro, ressalta-se que poucos estudos tém avaliado o efeito do
consumo agudo de acai sobre o potencial antioxidante e os danos
oxidativos no sangue de individuos saudaveis. Jensen e colaboradores
(2008) encontraram aumento da capacidade antioxidante plasmética e
diminuicdo da peroxidacdo lipidica ap6s o consumo agudo de suco rico
em antioxidantes, onde o maior constituinte era o acai, enquanto
Mertens-Talcott e colaboradores (2008) observaram aumento da
capacidade antioxidante plasmatica duas horas apds o consumo de polpa
de acal.

Especula-se que o fruto jugara venha a ser considerado um
“super fruto” devido sua composi¢do nutricional e teor de antioxidantes.
A avaliacdo toxicolédgica na identificacdo de efeitos adversos sobre a
salde humana obteve resultados positivos indicando que a polpa de
jucara cumpre requisitos para o avanco do desenvolvimento de novos
medicamentos, cosméticos e alimentos (FELZENSZWALB et al.,
2013). No entanto, destaca-se que até o presente momento, ndo foram
encontrados estudos na literatura referentes ao efeito do consumo dos
frutos jucara sobre a atividade antioxidante e a protecdo contra danos
oxidativos em humanos.

Considerando o presente exposto, o estudo justifica-se
principalmente pela importancia da valorizacdo de novas fontes
alimentares ricas em antioxidantes, visto o potencial beneficio do
consumo de alimentos ricos em antioxidantes sobre a saide. Além disso,
destaca-se a promogdo destes alimentos perante a populagéo, a auséncia
de estudos até o presente momento em humanos, ponderando ainda o
impacto ambiental e econémico do fruto da jugara, impulsionando
possivelmente a exploragéo deste fruto no Brasil.

Sendo assim, neste estudo foi elaborada a seguinte pergunta de
partida: Qual é o efeito do consumo agudo do fruto jugara (Euterpe
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edulis) na atividade antioxidante e biomarcador de dano oxidativo em
individuos saudaveis?

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do consumo agudo, a partir de uma intervencao
alimentar Unica, do fruto jucara (Euterpe edulis) sobre a capacidade
antioxidante e biomarcador de dano oxidativo em individuos saudaveis,
antes e apds 1h, 2h e 4h de ingestéo.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Realizar a caracterizagdo quimica, teor de fendlicos totais,
antocianinas monoméricas totais e atividade antioxidante pelo
pardmetro DPPH, do fruto jucara;

Analisar o efeito do fruto de jucara sobre a:

e atividade antioxidante sérica, acido Urico e glutationa reduzida
eritrocitéria;

e atividade antioxidante enzimatica através das dosagens de catalase,
superdxido dismutase e glutationa peroxidase eritrocitarias;

e oxidacdo lipidica sérica, através da concentracdo dos hidroperdxidos
lipidicos.
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CAPITULO 2 - REFERENCIAL TEORICO

2.1 EUTERPE EDULIS MARTIUS E EUTERPE OLERACEA
MARTIUS

A espécie de palmeira chamada Euterpe edulis é encontrada na
Mata Atlantica e se distribui do Norte até o Sul do Brasil, com destaque
para a regido litoranea, desde o Rio Grande do Norte, Paraiba, Alagoas,
Pernambuco, Sergipe, Bahia, Distrito Federal, Goias, Minas Gerais,
Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parand, Santa Catarina e norte
do Rio Grande do Sul (REITZ; KLEIN; REIS, 1978; HENDERSON,
2000; LORENZI et al., 2006; SCHIRMANN, 2009; CALLEGARI,
2003; MAC FADEN, 2005; SILVA, 2005). Além disso, ocupa também
0 nordeste da Argentina e sudeste do Paraguai, em florestas tropicais
entre o nivel do mar e até 1000 metros de altitude (HENDERSON,
2000; CALLEGARI, 2003; MAC FADDEN, 2005; SILVA, 2005).

A palmeira Euterpe edulis é conhecida popularmente como
palmiteiro jucara, jicara, ou ripa. O palmiteiro caracteriza-se por
produzir um palmito de grande qualidade, com valor econémico
altamente elevado e consumo relevante (MAC FADDEN, 2005;
MARTINS-CORDER, et al. 2006; BORGES, 2010). A exploracdo do
palmito acarreta risco de extingdo da espécie, ja que esta é uma planta
gue ndo rebrota e seu corte causa a morte da palmeira (MARTINS-
CORDER, et. al. 2006; COSTA et al., 2008). Recentemente, a procura
pelo palmito deu lugar ao emergente interesse pelos frutos da palmeira
Euterpe edulis, sendo estes considerados fontes promissoras de
antioxidantes, tendo grande similaridade em aparéncia aos frutos da
palmeira Euterpe oleracea (BORGES et al., 2013).

A exploracdo dos frutos jucara permite que a palmeira ndo seja
cortada para a colheita, como ocorre com a producdo de palmito (MAC
FADDEN, 2005; SILVA, 2005; SCHULTZ, 2008). Os beneficios
ambientais podem ser multiplos com a implementa¢éo de um programa
de manejo dos frutos adequado, como a recuperagao e conservagdo das
florestas e maior abundancia de alimento para a fauna polinizadora e
dispersora, entre outros aspectos (COSTA et al., 2006). Além disso, o
desenvolvimento de agroflorestas, com foco na palmeira jugara, pode
alavancar a producdo de frutos potencializando assim, acesso a
mercados e geracdo de renda. Os frutos ap6s retirada da polpa podem
ainda fornecer sementes viaveis de sua utilizagdo, promovendo assim a
propria espécie através do repovoamento de areas onde ja foi extinta
(COSTA etal., 2008).
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Recentemente, vem sendo dada atengéo especial ao potencial do
beneficiamento e producdo de polpa do fruto da palmeira jucara
(Euterpe edulis), similar aos frutos do acaizeiro (Euterpe oleracea),
produzido na Amazbnia. Esta producdo encontra-se em fase de
fomentacdo no panorama nacional, com relevancia para as regides sul,
nos estados de Santa Catarina e Parand, e sudeste, no estado de Séo
Paulo (SILVA; BARRETTO; SERODIO, 2004; MAC FADEN, 2005;
SCHULTZ 2008; COSTA et al.,, 2008). Em outros estados, como a
regido sul da Bahia, a producdo de polpa de jucara € uma atividade
nova, sendo esta, bastante aceita pela populagéo baiana, que a considera
mais doce do que o agai, segundo trabalho de Silva, Barreto e Ser6dio
(2004).

Os frutos da palmeira Euterpe edulis possuem propriedades
sensoriais e nutritivas similares aos frutos provenientes de outras
espécies do mesmo género Euterpe, como a Euterpe oleracea (SILVA,
2005; BORGES et al., 2013). Os frutos pertencentes as palmeiras
Euterpe edulis e Euterpe oleracea, sdo arredondados, drupaceos, de cor
violaceo-purpura, quase negra. Cada fruto possui um caroco e uma fina
camada de polpa constituida pelo epicarpo e a parte externa do
mesocarpo, 0s quais podem formar extensos cachos. A parte interna do
mesocarpo é fibrosa e estd soldada ao endocarpo lenhoso (REITZ;
KLEIN; REIS, 1978; ROGEZ, 2000; SCHIRMANN, 2009). Desta
forma, alguns autores utilizam o termo “acai” para a emulsdo de frutas
do género Euterpe, sejam estas provenientes da Euterpe oleracea ou
Euterpe edulis (MAC FADDEN, 2005; SCHULTZ, 2008;
SCHIRMANN, 2009). No entanto, a legislagdo brasileira reconhece
como acai, o produto extraido da parte comestivel dos frutos somente do
acaizeiro (Euterpe oleracea) (BRASIL, 2000).

A espécie de palmeira Euterpe oleracea é comum na regido do
estuario amazonico, nos Estados do Para, Maranhdo e Amapa, em solos
bastante Umidos e é utilizada principalmente para a producéo de acai
(ROGEZ, 2000; LORENZI et al., 2006; SCHULTZ, 2008).

2.1.1 Consumo de frutos de jucara e ou acai

O acai faz parte dos habitos alimentares indigenas, o que
disseminou este consumo as populagfes rurais do norte do Brasil,
implantando-se até as cidades, contemplando atualmente a alimentagéo
do povo desta regido (ROGEZ, 2000).

No estuario amazénico, o agai, produzido principalmente a
partir dos frutos do agaizeiro, é um alimento muito popular, considerado
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0 segundo principal alimento desta regido, ficando atrds somente da
farinha de mandioca. E consumido frequentemente acompanhado de
farinha de mandioca ou de tapioca como mingau, e ainda como
acompanhamento para peixes, camardo, arroz, feijdo, charque e demais
pratos da culinaria regional, como sorvete e cremes (muito doce)
(ROGEZ, 2000).

Em outras regides do pais, o consumo de acai ocorreu
especialmente a partir dos anos 90, devido a descoberta deste alimento
pelo publico jovem, de classe média a alta, geralmente praticantes de
atividade fisica, adeptos de uma alimentacdo saudavel que proporcione
salde e bem-estar (ROGEZ, 2000). Tradicionalmente no Brasil a polpa
do acai é consumida na forma de suco, tendo também vérias aplicagdes
na culinaria como em tortas, geléias e licores (PORTINHO;
ZIMMERMANN; BRUCK, 2012).

Nas regibes Sul e Sudeste do Brasil, o acai é consumido
principalmente entre as refeicOes, antes de praticar esporte ou logo
depois, havendo maior consumo durante os meses de dezembro a margo
(periodo de verdo e de férias) (ROGEZ, 2000). No Brasil extra-
amazonico, o0 acai é misturado a diversas frutas, sendo consumido
geralmente gelado (GUIMARAES, 1999; ROGEZ, 2000).

Cabe ressaltar que o termo agai pode estar sendo generalizado,
ja que a proveniéncia dos frutos pode por vezes nao ser referida, quando
a comercializacdo deste produto. Desta forma, pode estar havendo
consumo do fruto de jucara, além de acai, dependendo de onde ocorre
esta producdo, com destaque para as regides sul e sudeste.

2.1.2 Processamento dos frutos de jugara e dos frutos do agaizeiro

Os frutos provenientes do género Euterpe, ndo sdo destinados
ao consumo in natura devido a pequena proporcdo de polpa que
apresentam. Os frutos de jugara possuem proporcao de polpa em torno
de 15% do peso dos frutos (SILVA; BARRETTO; SERODIO, 2004;
SCHULTZ, 2008), ja nos frutos do acaizeiro esta propor¢do encontra-se
em torno de 12% a 17% do peso total dos frutos (ROGEZ, 2000;
BACELLAR et al., 2006). Para o consumo humano, os frutos devem
entdo passar por processamentos, que podem ser realizados de forma
manual ou industrial (MAC FADDEN 2005; ROGEZ 2000).

Apbs a colheita dos frutos maduros ocorre a lavagem dos
mesmos, sendo estes embebidos em &gua morna (40 °C) durante 30
minutos para 0 amolecimento do epicarpo (casca) e mesocarpo (polpa)
com posterior despolpamento, que se da, com frequéncia, por meio de
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despolpadeira industrial (ROGEZ, 2000; CALLEGARI, 2003; MAC
FADDEN, 2005; SCHULTZ, 2008). Nenhuma despolpadeira disponivel
no mercado processa 0s frutos com eficiéncia sem a adigdo total de
agua, desta forma, a polpa integral ndo é um produto encontrado no
mercado (OLIVEIRA; CARVALHO; NASCIMENTO, 2000).

A emulsdo obtida a partir do processamento dos frutos das
palmeiras do género Euterpe € classificada de acordo com a adicdo de
agua realizada e a quantidade de s6lidos totais. O acai grosso ou especial
é caracterizado pela quantidade de sdlidos totais acima de 14%; acai
médio ou regular é formado com quantidade de sélidos totais entre 11 e
14% e o acai fino ou popular apresenta solidos totais entre 8 e 11%
(BRASIL, 2000). Até o dado momento, ndo ha esta classificacdo de
acordo com a quantidade de sdlidos totais para os frutos processados
provenientes da jucara, segundo o Ministério da Agricultura do Brasil.

O acai é altamente perecivel devido sua elevada carga
microbiana, podendo haver degradacdo enzimatica, responsavel por
alteracBes de cor e sabor (QUEIROZ; CUNHA; ROGEZ, 1998;
SOUSA; MELO; ALMEIDA, 1999; PORTINHO; ZIMMERMANN;
BRUCK, 2012). Além do tempo de conservacdo, a capacidade
nutricional do acai também pode variar dependendo das condigdes de
solo, plantio, além do transporte e pela presenga de outros componentes
quimicos que sdo adicionados, alterando a capacidade de agdo dos
nutrientes da polpa do acai (PORTINHO; ZIMMERMANN; BRUCK,
2012).

Os frutos de jugara sdo processados de forma similar ao que
ocorre no processamento do acai (MAC FADDEN 2005). A producao
de emulsdo artesanal de jucara tem apresentado rendimento em volume
e concentragdo semelhantes ao acai (COSTA et al., 2008). Ressalta-se
que devido as quantidades de &cidos graxos poliinsaturados, estes
produtos estdo sujeitos a autoxidacdo (ROGEZ, 2000; MENEZES;
TORRES; SRUR, et al., 2008; NASCIMENTO, et al., 2008).

Atualmente, no estado de Santa Catarina, a producdo de frutos
da palmeira Euterpe edulis e seu processamento, ocorre em pequenas
agroindistrias e sdo alternativas de diversificacdo da producdo e da
renda para a agricultura familiar (SCHIRMANN, 2009).

2.1.2.1 Efeito da pasteurizag¢do sobre as antocianinas
As antocianinas, antioxidantes que aparecem em maior

guantidade nos frutos da jucara e acai, sdo sensiveis ao calor quando
retiradas do meio celular, no processamento da bebida. A pasteurizacdo
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pode ocasionar perdas de 5 a 30% de antocianinas, de acordo com as
condicbes de temperaturas e pH utilizadas. Constata-se que ha
diminuigdo das perdas de antocianinas na reducdo do pH, em funcdo das
antocianinas serem mais estaveis em pH baixos (OLIVEIRA; FARIAS
NETO; SILVA, 2007).

Em condicdes intermediarias de tratamento térmico (82,5 °C/1
min a pH 3,75), as perdas em pigmentos sdo inferiores a 15%, a
inativacdo das enzimas é garantida, assim como a destruicdo dos bolores
e leveduras. Desta forma pode-se concluir que a acidificacdo da bebida,
com a adicdo de acido citrico favorece a estabilidade das antocianinas
(OLIVEIRA; FARIAS NETO; SILVA, 2007).

2.1.3 Composicao dos frutos de jucara e do acai

Alguns autores consideram que pela similaridade no sabor entre
acai e frutos de jucara e por se tratarem de espécies do mesmo género,
pode-se tomar como referencial para a polpa do fruto da palmeira jucara,
a ja estudada composicao nutricional da polpa dos frutos do agaizeiro da
Amazonia (COSTA et al., 2006). No entanto ressalta-se que cada
espécie possui suas especificidades.

O Ministério da Agricultura estabelece de acordo com o
regulamento técnico de padrdo de identidade e qualidade que a polpa de
acai e o acai devem ter suas composicdes de acordo com as
caracteristicas dos frutos que Ihe deram origem. A polpa de acai deve ter
guantidade de sélidos totais entre 40 g/100g e 60 g/100g e deve conter
em g/100g de matéria seca, a quantidade minina de 5 g de proteinas, 20
g lipidios totais e 51 g de carboidratos totais. J& 0 agai, considerando sua
classificacdo em fino, médio e grosso, deverd conter em g/100g de
matéria seca, a quantidade entre 20 e 60 g para lipidios totais, 0 minimo
de 6 g para proteinas e maximo de 40 g para carboidratos (BRASIL,
2000).

Os lipidios sdo os macronutrientes encontrados em maior
guantidade na polpa do acai (ROGEZ, 2000; ALEXANDRE; CUNHA;
HUBINGER, 2004). Seu teor encontra-se em torno de 50%, sendo
considerado uma emuls&o de 6leo em 4gua (ROGEZ, 2000).

Segundo Schauss e colaboradores (2006), que caracterizaram a
composicdo de acai liofilizado, observaram que o teor de 4cidos graxos
poliinsaturados, &cidos graxos monoinsaturados e &cidos graxos
saturados contribuiu em 11,1%, 60,2% e 28,7% para o total de acidos
graxos, respectivamente, sendo o acido oléico (53,9%) e acido palmitico
(26,7%) os predominantes.
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O conteldo de lipidios nos frutos de jugara, dependendo de seu
local de colheita, apresentou variacdo de 18,45 a 44,05% de matéria
seca, sendo a predominancia de &cidos graxos monoinsaturados
variando de 45,53 a 56,82% do total da fracdo lipidica deste frutos, de
acordo com a localizacdo de proveniéncia do fruto analisado, sendo o
acido oléico (44,63-55,61% em relacdo a fragdo lipidica total) o maior
constituinte destes &cidos graxos. Os acidos graxos saturados (24,32 -
28,89% em relacdo a porcao total de lipidios) apresentaram quantidade
de &cido palmitico (20,25 - 25,00% em relacdo a fracdo lipidica total)
com maior relevancia. Os acidos graxos poliinsaturados foram
representados pelo acido linoléico, majoritariamente (18,19 - 25,36%) e
a-linolénico, desta forma a jucara é um fruto rico em acidos graxos
insaturados, em torno de 70% (BORGES, 2010).

A quantidade de proteina encontrada é em torno de 10%
(ROGEZ, 2000). Em polpa liofilizada de acai, dezenove aminoacidos
foram identificados, sendo responsaveis por 7,59% do peso total, dentre
0S quais, destacam-se o acido aspartico (0,83%), acido glutdmico
(0,80%), lisina (0,66%), leucina (0,65%), prolina (0,53%), valina
(0,51%), alanina (0,46%), fenilalanina (0,43%) (SCHAUSS et al.,
2006). Alexandre e colaboradores (2004), encontraram valor préximo
aos anteriormente citados, em torno de 10,69 g/100g de matéria seca
para proteinas. Para os frutos de jugara o conteldo de proteina total
variou de 5,13 a 8,21% em matéria seca (BORGES, 2010).

Ja o teor de carboidratos fica em aproximadamente 3,55% para
a polpa de acai (ALEXANDRE; CUNHA; HUBINGER, 2004).
Segundo Schauss e colaboradores (2006), a quantidade de carboidratos
estimada foi de 8 g/100 g de peso seco, com a exclusdo da quantidade de
fibras (44,2 g/100 g) a partir da quantidade de carboidratos totais (52,2
9/100 g) avaliada. De acordo com Rogez (2000), o teor de sacarideos
como glicose, frutose e sacarose é relativamente baixo, apresentando
valor médio de 2,96% da matéria seca.

O teor médio de fibras alimentares totais é de 25,22% da
matéria seca, sendo este 0 segundo composto em maior quantidade na
polpa de acai apds os lipideos (ROGEZ, 2000). Valor proximo foi
encontrado no estudo de Alexandre e colaboradores (2004).

Os minerais encontrados em maior quantidade, tanto na
emulsdo agai quanto na polpa liofilizada proveniente dos frutos do
acaizeiro, foram potassio e célcio, com quantidades proximas a 900 mg
e 300 mg por 100 g de matéria seca (ROGEZ, 2000; MENEZES;
TORRES; SRUR, 2008).
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O estudo realizado por Silva, Barretto e Serddio (2004) que
objetivou comparar a emulsdo advinda dos frutos de acai com a emulséo
proveniente dos frutos jucara produzida no sul da Bahia detectou
diferengas significativas entre a composicdo dos frutos destas duas
espécies. Os resultados demonstraram que os frutos de jucara possuem
elementos minerais em quantidades proximas ou mais elevadas que as
dos frutos do acaizeiro, a exemplo do potéssio, ferro e zinco. O teor de
potéssio na jugara foi 65,7% superior ao encontrado no agai. O ferro e 0
zinco, foram 70,3% e 20,8 %, maior, respectivamente, que nos frutos do
acaizeiro. Os teores de fosforo e cobre foram significativamente maiores
no acai, e o célcio, magnésio e manganés ndo apresentaram diferencas
significativas (SILVA; BARRETTO; SERODIO, 2004).

A Tabela 1 demonstra a analise de composi¢do quimica de
macronutrientes do fruto de jucara e agai realizada por alguns autores.

Tabela 1- Composicdo de macronutrientes dos frutos de jucara e acai:

Autor Ano Esnécies Proteinas  Lipidios Carboidratos
) publicacio P g/100g* g/100g* g/100g*
CUNHA- Acai médio
HUBi‘\IGE:R 2004 congelado 10,69 48,24 3,35
- 8
SHAUSS et al. 2006  Agal 81 325
liofilizado : :
SILVA;
ey S 2004 Agal 776 13,00 1,02
SILVA;
BSAER%EITS? 2004 Jugara 6,72 13,78 1.2
BORGES 2010 Fr_‘utos de 5132821 18_.45Pa
jugara 44 05

* ms = matéria seca

De acordo, com os dados referidos acima, os frutos jucara
apresentam composicdo quimica com qualidade nutricional comparavel
aos frutos do acaizeiro.

Os frutos de jucara, além de propriedades nutricionais
interessantes, especialmente quanto a sua proporcao de &cidos graxos,
vém chamando atencdo de pesquisadores também por sua composicao
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fitoquimica e possiveis efeitos benéficos a salde, vista a caracterizacéo
e quantificacdo de seus compostos fendlicos, dentre os quais se
destacam os flavondides e mais especificamente as antocianinas, que
pertencem a classe dos antioxidantes, sendo importantes na
neutralizacdo das espécies reativas.

2.2 RADICAIS LIVRES, ANTIOXIDANTES E ESTRESSE
OXIDATIVO

2.2.1 Radicais livres

Radical livre (RL) €é qualquer espécie com existéncia
independente (por isso o termo livre) que contém um ou mais elétrons
desemparelhados, que ocupam um orbital atdmico ou molecular
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; HALLIWELL, 2006).

Os elétrons desemparelhados conferem reatividade a esses
atomos e moléculas, tornando-os capazes de reagir com compostos
situados proximos a suas orbitas externas desencadeando, assim, reacoes
de oxido-reducao (HALLIWELL, 19964; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999).

Espécies reativas de oxigénio (ERO) é um termo para designar
radicais derivados do oxigénio e algumas outras espécies ndo radicalares
derivadas do oxigénio que podem facilmente gerar radicais livres. Além
destas, ha também espécies reativas de nitrogénio (ERN), cloro, ferro,
cobre e enxofre e tais espécies possuem 0s seus préprios tipos
particulares de reatividade quimica (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007). ERO e ERN séo geradas in vivo, tanto em condigdes fisioldgicas
guanto em condi¢Bes patolégicas (FANG; YANG; WU, 2002;
HALLIWELL, 1996b). Assim, o termo espécie reativa parece mais
apropriado, uma vez que alguns agentes reativos ndo apresentam
elétrons livres em sua Ultima camada eletronica (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999). Segundo Halliwell (2012), cada espécie reativa
tem suas propriedades quimicas especiais e taxas de reacéo.

As espécies reativas podem ser geradas a partir de trés
maneiras: clivagem hemolitica de uma ligagdo covalente de uma
molécula normal, com cada um dos fragmentos retendo um dos elétrons
emparelhados; perda de um elétron por uma molécula; adigdo de um
elétron a uma molécula normal (DEVASAGAYAM et al., 2004;
HALLIWELL, 2006; JAIN ET al., 2013).

Em condicgdes fisioldgicas do metabolismo celular aerdbico, o
oxigénio molecular (O,) sofre redugdo monovalente, resultando na
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formagdo de agua (H,O). Durante este processo sdo formados os
intermediarios reativos: superoxido ('O,), hidroperoxil (HOO), hidroxil
('OH) e o perdxido de hidrogénio (H,0,) (FRIDOVICH, 1999).

O radical ‘OH é o mais deletério ao organismo e sua meia-vida
curta o que dificulta seu “sequestro” in vivo (HALLIWELL,; CROSS;
GUTTERIDGE, 1992). O peroxido de hidrogénio (H,0O,) isoladamente
¢ praticamente inécuo, porém pode se difundir facilmente através das
membranas celulares (HUSAIN; CILLARD; CILLARD, 1987). O H,0,
é gerado in vivo pela dismutagdo do anion-radical superéxido (O,™) por
enzimas oxidases ou pela B-oxidagdo de &cidos graxos. (HALLIWELL;
CLEMENT; LONG, 2000). Cabe ressaltar ainda, que a forma mais
reativa de oxigénio molecular sdo os atomos de oxigénio singleto, que
podem ser gerados por uma entrada de energia que rearranja os elétrons
(FOOTE et al., 1985).

O oOxido nitrico (NO') e seus derivados formam as ERN de
maior relevancia biolégica para o organismo (BECKMAN, 1996).
Entretanto, ERN envolvem-se em acles fisiologicas de grande
importancia como relaxamento da musculatura lisa e regulagdo da
presséo arterial, como é o caso do dxido nitrico (FRIDOVICH, 1999).

O organismo humano possui um sistema equilibrado de ER e
antioxidantes que permite que algumas ER realizem fungdes Uteis como
producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular,
sinalizacdo celular e sintese de substancias biolégicas importantes, além
de possuirem relagdo relevante com o sistema imune, ja que estas
espécies podem ajudar a eliminar microrganismos infecciosos
(LANDER, 1997; FRIDOVICH, 1999; HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007; IMLAY, 2008; HALLIWELL, 2011).

No entanto, quando em excesso, as espécies reativas podem
desempenhar papel oxidante em macromoléculas bioldgicas, sendo que
guando estes danos alcancam células e tecidos é chamado de dano
oxidativo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Como oxidantes, as
ERO e ERN causam efeitos prejudiciais, como a oxidacdo do DNA,
proteinas, aminoacidos, lipideos e outras biomoléculas, resultando em
uma variedade de consequiéncias bioldgicas, incluindo leséo tecidual,
mutacgdo, carcinogénese, comprometimento do sistema imunoldgico e
morte celular (STOHS, 1996; MCCORD, 2000).

A lipoperoxidagdo (LPO) constitui a oxidacao lipidica de &cidos
graxos poliinsaturados (AGP) nas membranas celulares ou lipoproteinas
do sangue. Esta reacdo ocorre com as etapas de inicia¢do, propagacao e
terminacdo.
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A etapa de iniciacdo é caracterizada pelo sequestro de um
adtomo de hidrogénio do AGP da membrana celular com consequente
formacdo de um radical lipidico (L). Na primeira equagdo da
propagacdo, 0 L reage rapidamente com o O,, produzindo um radical
peroxil (LOO), que, por sua vez, sequestra novo hidrogénio do AGP,
produzindo um hidroperéxido lipidico (LOOH), enquanto gera um novo
L' na segunda equacdo da propagacdo. O término da lipoperoxidacdo
ocorre quando os radicais lipidicos se estabilizam (DE GROOQOT, 1994;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

A LPO acarreta em alteragdes na estrutura e permeabilidade das
membranas celulares, com consequente perda de seletividade nas trocas
ibnicas e liberagdo do conteudo de organelas, além da formacgdo de
produtos citotoxicos, como o malondialdeido (MDA), resultando na
morte celular (HERSHKO, 1989).

As ER possuem meia vida muito curta, o que dificulta sua
medicdo em laboratério. Apesar disso, varias métodologias sdo
disponiveis hoje, cada um com as suas proprias vantagens e
desvantagens (POLJSAK; SUPUT; MILISAV, 2013). Cabe destacar
que ¢é dificil estabelecer como a capacidade antioxidante individual se
comporta, pois pode ser impedindo a formagdo de ER, por eliminacéo
das ER ou reparagdo de danos oxidativos. Além disso, o estado
antioxidante difere significativamente entre os individuos e entre 0s
métodos laboratoriais utilizados in vivo. Ndo h4 valores de referéncia
sobre as concentragOes ideais de antioxidantes na urina, sangue ou
intracelular (POLJSAK; JAMIK; 2010; POLJSAK; SUPUT; MILISAV,
2013).

Em relagdo & detecgdo de produtos derivados da oxidagdo de
macromoléculas, destaca-se a utilizacdo de indicadores da oxidagdo
lipidica, tais como hidroperoxidos lipidicos, isoprostanos, dienos
conjugados e MDA (JACKSON, 1999).

Os ataques aos aminoacidos que compdem as proteinas podem
gerar danos como clivagens de ligacBes, o que pode ter como
consequéncia perda de atividade enzimatica, dificuldades no transporte
ativo através das membranas celulares, degradacdo citosolica de
proteases e morte celular (BERGER et al., 1999; JAIN et al., 2013).

A oxidacdo direta de lisina, arginina, prolina e treonina fornece
derivados carbonilicos, sendo estes amplamente utilizados como
marcador de dano oxidativo em proteinas (VASCONCELOS et al.,
2007).

Danos acumulativos sdo causados ao DNA e RNA. Se a cadeia
do DNA é quebrada, pode ser reconectada em outra posi¢do alterando,
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assim, a ordem de suas bases. Esse é um dos processos basicos da
mutacdo e o0 acumulo de bases danificadas pode desencadear a
oncogénese (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; JAIN et al., 2013).

Além disso, ER podemm interagir com elementos do
citoesqueleto e interferir na fosforilagdo mitocondrial aerdbia, causando
deplecédo de ATP (JAIN et al., 2013).

Ja que as ER ndo sdo completamente removidas in vivo, a
habilidade para reparar ou remover moléculas danificadas
oxidativamente é essencial (GEMS; DOONAN, 2009; PEREZ, et al.
2009; JANG; REMMEN, 2009).

As protecdes conhecidas do organismo contra as ERO e ERN
abrangem a prote¢éo enzimatica ou por micromoléculas, que podem ter
origem no préprio organismo ou ser adquirida através da dieta, esta
defesa exercida é denominada antioxidante.

2.2.2 Antioxidantes

A defesa antioxidante humana é complexa e funciona para
minimizar as concentracdes de espécies reativas enquanto permite que
estas, continuem desempenhando seus papéis fisioldgicos
(HALLIWELL, 2011). Segundo Halliwell (2000) antioxidante €
qualquer substancia que, quando presente em baixa concentracdo
comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne
significativamente a oxidac&o do mesmo.

Na protecdo ao organismo, o sistema de defesa antioxidante
pode atuar como detoxificador das ER, impedindo a sua formacdo, ou
através do reparo de suas lesdes. Este processo relaciona-se com a
remogdo de danos da molécula de DNA e reconstituicdo das membranas
celulares (SIES, 1993).

O sistema antioxidante pode ser absorvido através da dieta,
antioxidantes exogenos, ou ser produzido pelo proprio organismo,
denominados antioxidantes enddgenos, sendo que estes podem ser
classificados em antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (SIES,
1993; HALLIWELL, 1996a).

Dentre os sistemas antioxidantes enzimaticos, destacam-se as
chamadas defesas antioxidantes primarias, que incluem as enzimas
superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), catalase
(CAT), glutationa- S-transferase (GST) e outras que ndo participam
diretamente do processo, mas fornecem suporte a GPx, como a glicose-
6-fosfato desidrogenase (G6PD) e a glutationa redutase (GR)
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000; DROGE, 2002).
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A enzima superoxido dismutase (SOD), catalisa a conversdo do
radical superéxido (O,”) em oxigénio e perdxido de hidrogénio (H,0,).
A catalase atua na dismutacdo do H,0O, em oxigénio e agua, tendo um
dos mais elevados nimeros de turnover de todas as enzimas, visto que
uma molécula de catalase pode converter milhdes de moléculas de
perdxido de hidrogénio a agua e oxigénio a cada segundo (BABIOR,
1997; CHELIKANI; FITA; LOEWEN, 2004; JAIN et al., 2013).

A glutationa opera em ciclos entre sua forma oxidada e sua
forma reduzida. A GSH reduz o H,0O, a H,O em presenca de glutationa
peroxidase (GPx), formando uma ponte dissulfeto e, em seguida, a
glutationa reduzida (GSH) é regenerada (BABIOR, 1997). Oito
isoformas diferentes de glutationa peroxidase (GPx1-8) foram
identificadas até o momento no organismo humano. A glutationa
peroxidase 1 (GPx1) é a mais abundante, encontrada no citoplasma de
quase todos tecidos dos mamiferos tecidos, cujo substrato preferido é o
peroxido de hidrogénio. A glutationa peroxidase 4 (GPx4) tem uma
preferéncia por hidroperéxidos lipidicos, expressa em quase todas as
células de mamiferos em concentragbes muito baixas. A glutationa
peroxidase 2 € uma enzima intestinal extracelular, enquanto que a
glutationa peroxidase 3 é extracelular, abundante no plasma (JAIN et al.
2013).

Sendo assim, de forma geral, os antioxidantes enddgenos
enzimaticos convertem as espécies reativas em outros radicais menos
toxicos (HALLIWELL, 1996a).

Dentre os antioxidantes enddgenos ndo enzimaticos destacam-
se a glutationa reduzida (GSH), bilirrubina, ubiquinona, acido Urico e
proteinas ligadas ao ferro (transferrina e ferritina) (HALLIWELL,
1996a).

O éacido drico se liga a metais de transicdo pré-oxidantes,
impedindo sua reacdo com H,0O, para produzir radical hidroxil. Atua
também na estabilizacdo do ascorbato e reage com grande variedade de
espécies reativas e inibe indiretamente a oxidacdo lipidica pela ligacdo
ao Fe e Cu (JAIN et al., 2013).

Segundo Lotito e Frei (2004b), o aumento do &cido Urico e
consequentemente da atividade antioxidante total in vivo, apdés a
ingestdo de frutas ricas em antioxidantes, pode ocorrer devido ao efeito
do metabolismo da frutose sobre o &cido Urico. A frutose, o agucar
predominante das frutas, tem sido associada ao aumento dos niveis
séricos de urato devido a rapida degradacdo da adenosina trifosfato
(ATP) hepatica usada na reacdo catalisada pela frutoquinase, enzima que
degrada a frutose. A reducdo temporaria da ATP hepética e do fosfato
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inorgénico ocasiona a reducdo da inibigdo das enzimas 5’-nucleotidase e
adenosina monofosfato (AMP) desaminase, respectivamente. Estas duas
enzimas por sua vez quando ativas sdo responsaveis pela degradacao da
AMP & &cido trico (HALLFRISCH, 1990).

Em meio aos antioxidantes ex6genos o organismo utiliza
aqueles provenientes da dieta, tais como acido ascérbico, vitamina E,
vitamina A, zinco, selénio, flavondides e outros compostos fenolicos,
alétm de compostos bioativos encontrados em plantas (BIANCHI;
ANTUNES, 1999; FANG; YANG; WU, 2002; BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006). Segundo Jain e colaboradores (2013), os antioxidantes
dietéticos sdo substancias presentes nos alimentos que diminuem o
efeito adverso das ER em condi¢des fisioldgicas normais.

Para a determinacédo da capacidade antioxidante, muitos estudos
tém examinado a concentracdo de antioxidantes no sangue, tais como
acido ascdrbico, acido Urico e compostos fendlicos, e/ou determinado a
atividade celular de enzimas antioxidantes (FANG; YANG; WU, 2002).

Alguns autores consideram improvavel a acdo antioxidante
direta dos compostos dietéticos devido & sua baixa biodisponibilidade.
Porém, cabe ressaltar que evidéncias epidemioldgicas ainda servem de
base para demonstrar que antioxidantes contidos em frutas e vegetais
podem ajudar a prevenir, ou afetar o desenvolvimento de doencas
(WOOTTON-BEARD; RYA, 2011). No caso dos compostos fendlicos,
a biodisponibilidade destes, pode ser subestimada devido a uma falha ou
incapacidade de medir os metabolitos secundarios durante o processo de
digestdo (MANACH et al., 2004).

Halliwell (2012), por meio de nova abordagem, confere que no
lugar de grandes doses de antioxidantes dietéticos, poderia ser utilizado
0 aumento dos antioxidantes enddgenos (por exemplo, com o
fornecimento de “pro-oxidantes” e assim estimulagdo da defesa
enddgena) diminuindo assim o risco do desenvolvimento de doencas. O
autor defende que se a pessoa nao é deficiente em vitaminas, as defesas
endégenas sdo mais importantes que a ingestdo exacerbada de
antioxidantes como vitamina E, C ou flavonoides.

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos e
antocianinas, sobre o organismo humano, serdo abordadas com maior
profundidade no item 3.3.

A acdo dos antioxidantes na neutralizagdo das espécies reativas,
guando em excesso, pode contribuir para atenuar o estado de estresse
oxidativo que pode ser desenvolvido nestas condices.

2.2.3 Estresse oxidativo
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O termo estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilibrio
entre as concentragdes das ER e 0s mecanismos de defesa antioxidante
do organismo, que resulta em dano oxidativo a biomoléculas como
DNA, lipideos e proteinas (SIES, 1986; DOTAN; LICHTENBERG;
PINCHUK, 2004; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Esta situacéo
pode ocorrer pelo aumento dos agentes pré-oxidantes (ERO e ERN) sem
simultdneo aumento das defesas antioxidantes, porém em outras
ocasides, 0s antioxidantes podem apresentar-se em concentracdes
diminuidas sem elevacdo das ERO e ERN; ou ainda, os fatores
anteriormente citados podem ocorrer de forma concomitante, denotando
situacdo mais severa (SIES, 1986; DOTAN; LICHTENBERG;
PINCHUK, 2004).

O estresse oxidativo estd associado a diversos processos
patolégicos tais como a carcinogénese, mutagénese, aterogénese,
envelhecimento, entre outros (FANG; YANG; WU, 2002). O papel de
espécies reactivas na origem e/ou progressdo da maioria das doencas
humanas ainda néo é claro, apesar de serem importantes no processo de
carcinegénese e doencas neurodegenerativas (HALLIWELL, 2012).

Ha diversos e complexos métodos para avaliar o estado de
estresse oxidativo. Devido & falta de um método padrdo ouro para a
detecgcdo dos danos oxidativos, trés linhas de metodologias tém sido
empregadas: determinacdo da concentragdo de antioxidantes,
determinacéo de indicadores indiretos da atividade das espécies reativas,
como por exemplo, a detec¢do de produtos derivados da oxidacdo de
macromoléculas e avaliacdo direta das espécies reativas (JACKSON,
1999).

A fim de amenizar o quadro de estresse oxidativo, antioxidantes
provenientes de determinados alimentos vém sendo estudados, dentre
eles destacam-se os compostos fendlicos e mais especificamente as
antocianinas, presentes em quantidades relevantes nos frutos jugara,
foco deste estudo.

2.3 COMPOSTOS FENOLICOS, ANTOCIANINAS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE

Os compostos fendlicos sdo os metabdlitos secundarios de
plantas e s30 necessarios para 0 Sseu crescimento normal e
desenvolvimento. Estes compostos apresentam em sua estrutura trés
anéis aromaticos com uma ou mais hidroxilas, o que possibilita atuarem
como agentes redutores, exercendo protecdo ao organismo humano
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contra o estresse oxidativo (SCALBERT; WILLIAMSON, 2000;
ASAMI et al, 2003; DIETRICH; RECHNER; PATZ, 2004,
BENVENUTI et al., 2004).

Berries e frutas como macd, péra contém cerca de 200-300 mg
polifendis por 100 gramas de peso fresco. O produtos fabricados a partir
desses frutos, também podem conter quantidades relevantes de
polifendis (MUSHTAQ; WANI, 2013).

O teor de compostos fendlicos em frutos do tipo berries é
determinado por fatores, como espécie, regido de cultivo, condicGes
climaticas, maturacdo, tempo de colheita e condi¢fes de armazenamento
(BENVENUTI et al, 2004; HAKKINEN; TORRONEN, 2000;
CONNOR et al, 2002; HAKALA et al, 2003; SKUPIEN;
OSZMIANSKI, 2004).

Os compostos fenolicos sdo representados por acidos fendlicos,
taninos, e flavonodides como antocianinas, flavondis e flavandis
(catequinas), diferindo-se quanto a sua estrutura e peso molecular
(SHAHIDI; NACZK 2004; PUUPPONEN-PIMIA et al., 2005;
CIESLIK; GREDA; ADAMUS; 2006).

As antocianinas sdo responsaveis pelas cores vermelha, violeta,
roxa e azul, de determinados frutos (KONG et al., 2003; PRIOR, 2003).
Este grupo de antioxidante compreende um grande grupo de pigmentos
sollveis em &gua. Nas frutas, elas sdo encontradas principalmente nas
camadas externas da hipoderme. Em células, elas estdo presentes em
vacutolos sob a forma de granulos de tamanhos diferentes (SHAHIDI,
NACZK 2004).

As antocianinas diferem no que diz respeito ao nimero de
grupos hidroxilas, o grau de metilagdo destes grupos, o nimero, tipo e
local de ligagdo de moléculas de aglcar e o tipo e nimero de &cidos
aromaticos ligados a aclcares, na molécula (HEIM; TAGLIAFERRO;
BOBILYA, 2002; KONG et al., 2003). A estrutura quimica dos
polifendis € de grande importancia visto que néo € a concentracao destes
gue determina a extensdo de sua absorcdo e a natureza dos metabolitos
na circulacdo sanguinea (MUSHTAQ; WANI, 2013).

A vasta protecdo antioxidante das antocianinas e seus
beneficios terapéuticos, incluem protecdo ao DNA, efeito cardioprotetor,
neuroprotetor, além de propriedades inflamatérias e anticarcinogénica
(HEBER, 2004; JURANIC; ZIZAK, 2005; DUTHIE; GARDNER,;
KYLE, 2003; CIRICO; OMAYE, 2006; PRIOR, 2003; ZAFRA-
STONE, 2007). Estudos demonstraram inibicdo da oxidacdo de LDL
humano (do inglés low density lipoprotein) e lipossomas, além da
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neutralizacdo de radicais livres (SATUE-GRACIA; HEINONEN;
FRANKEL, 1997; KAHKONEN; HEINONEN, 2003).

Alguns trabalhos procuraram quantificar e comparar 0s
compostos fenolicos e a atividade antioxidante entre o acai e frutos de
jucara. Segundo laderoza e colaboradores (1992), o conteldo em
antocianinas dos frutos do acaizeiro (Euterpe oleracea) é de 336 mg/100
g e dos frutos da jucara é de 1.347 mg/100 g. Este estudo indica que 0s
frutos de jucara apresentam uma concentra¢do em antocianinas quatro
vezes superior aos frutos do acgaizeiro do norte do pais.

De acordo com Borges (2010), os frutos de jucara provenientes
de diferentes regides de Santa Catarina, tiveram o contetido de fenolicos
totais entre 14,28 e 48,99 mg equivalente ao acido galico/g (EAG) de
polpa seca desengordurada (PSD). Comparando estes valores com 0s
dados previamente publicados do acai proveniente da AmazOnia 0s
valores variaram entre 2,2 e 502 mg EAG/g PSD (SANABRIA;
SANGRONIS, 2007). No estudo de Borges (2010) a quantidade de
antocianinas encontrada variou entre 3,59 e 10,80 mg/g PSD, sendo
estas quantidades duas a trés vezes maior as demonstradas em estudos
prévios com frutos de acaizeiro (IADEROZA et al., 1992, DEL POZO
INSFRAN; BRENES; TALCOTT, 2004, SCHAUSS et al., 2006,
SANABRIA; SANGRONIS, 2007).

Em relagdo ao potencial antioxidante dos frutos de jucara e acai,
segundo Schultz (2008), nos frutos de jucara os valores para compostos
fenolicos, antocianinas e TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity)
foram respectivamente 398,6 mg.100g™*, 58,5 mg.100g™ e 13,6 pmol.g°
! enquanto que para o acai os valores apresentados foram de 267,3
mg.100g™, 18,4 mg.100g™ e 9,2 pmol.g™'para 0s mesmos parametros
avaliados nos frutos de jucara. Desta forma, em termos de mg.g™ de MS,
de acordo com Schultz (2008), os frutos da Euterpe edulis apresentaram
81% mais compostos fendlicos e 353% mais antocianinas do que o agai
proveniente da Euterpe Oleracea.

Intervencgdes nutricionais através de consumo agudo ou Unico,
com frutos com elevada quantidade de antocianinas vém demonstrando
aumento da capacidade antioxidante em individuos saudaveis (YUAN et
al., 2013; JENSEN et al., 2008; MERTENS-TALCOTT et al., 2008;
HASSIMOTTO; PINTO; LAJOLO, 2008; GARCIA-ALONSO et al.,
2006; MAZZA et al., 2002). Estudo que avaliou o efeito do consumo
agudo de suco rico em antioxidantes, elaborado com uva, cereja, amora
e framboesa, com quantidade equivalente 10 porg¢des de frutas, em 12
individuos saudaveis, observou em 2 a 6 horas ap6s o consumo, sutil
aumento de lipidios ligados a polifendis séricos, associado com uma
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diminuicdo significativa de produtos de peroxidacdo de lipida sérica.
Estes dados indicam que os compostos fendlicos biodisponiveis do suco
foram capazes de se ligar com a fragéo lipidica sérica, reduzindo assim a
peroxidacdo lipidica (GARCIA-ALONSO et al., 2006). Em estudo in
vivo realizado com 6 mulheres saudaveis utilizando suco de amoras
contendo 112 mg de antocianinas/100 g de peso fresco, observou-se
correlagdo direta entre a capacidade antioxidante e &cido ascérbico e
correlacdo inversa entre capacidade antioxidante e acido (drico.
Constatou-se ainda aumento da catalase apOs a ingestdo do suco,
sugerindo associacdo entre as concentragfes de antocianinas e catalase,
além de boa correlagdo entre capacidade antioxidante e acido ascérbico
no plasma humano (HASSIMOTO; PINTO; LAJOLO, 2008).

De acordo com Mazza e colaboradores (2002), o consumo
agudo de 100 g de mirtilo liolifizado com 120 mg de antocianinas, por 5
homens saudaveis, apds refei¢do rica em gordura, demonstrou apos 4
horas de consumo, concentragdes maximas de antocianinas séricas. Em
média o0 consumo de antocianinas foi de 15 mg/kg de peso corporal dos
participantes, sendo que a média de peso destes era de 80 kg. O aumento
das antocianinas totais séricas foi diretamente correlacionado com
aumento da capacidade antioxidante, avaliada pelos métodos ORAC
(Oxygen radical absorbancecapacity) e TEAC (Trolox equivalent
antioxidant capacity).

S&o poucos os estudos que avaliaram o efeito do consumo de
acai sobre o potencial antioxidante sanguineo de individuos saudaveis,
sendo que até o presente momento, ndo foram encontradas pesquisas
referentes ao consumo humano de frutos de jucara. Jensen e
colaboradores (2008) avaliaram o efeito do consumo em dose Unica de
120 ml de suco rico em antioxidantes, onde o principal constituinte era o
acai (Euterpe oleracea) sobre a capacidade antioxidante de 12
individuos saudaveis, encontrando, 2h ap6s a ingestdo, aumento
significativo da capacidade antioxidante e diminuicéo significativa do
TBARS (do inglés, thiobarbituric reactive substances), um marcador de
dano oxidativo a lipideos. O consumo de 7 mL/kg de peso de polpa de
acai (Euterpe oleracea), por 11 individuos saudaveis, demonstrou
aumento significativo da capacidade antioxidante plasmética além de
absorcdo das  antocianinas  plasmaticas, demonstrando a
biodisponibilidade deste grupo em seres humanos saudaveis
(MERTENS-TALCOTT et al., 2008).

De acordo com pesquisas clinicas, a biodisponibilidade de
antioxidantes naturais excede o dos suplementos farmacéuticos
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correspondentes, considerando seus efeitos benéficos a salde
(SZAJDEK; BOROWSKA, 2008).

Apesar de ndo totalmente elucidado, tem sido concebido que o
efeito benéfico dos alimentos ricos em flavondides esta relacionado a
acao antioxidante na protecdo contra o dano oxidativo a macromoléculas
bioldgicas, como lipideos, proteinas e DNA (GERHAUSER, 2008).
Assim, defende-se que os flavondides provenientes da dieta exercem
seus efeitos benéficos através do mecanismo de defesa antioxidante do
organismo, associando-se a menor incidéncia de doencas
cardiovasculares, cancer e outras doengas cronicas (DAUCHET;
AMOUYEL; DALLONGEVILLE, 2005; LOTITO; FREI, 2006;
MIRMIRAN et al., 2009; ZHANG et al., 2009).

Desta forma elaborou-se a seguinte pergunta de partida: Qual é
o efeito do consumo agudo do fruto jugara (Euterpe edulis) na atividade
antioxidante e biomarcador de dano oxidativo em individuos saudaveis?

O Quadro 1 refere o estado da arte, acerca de principais estudos
gue utilizaram como varidveis o efeito da ingestdo Unica de sucos ou
polpa de frutos ricos em antocianinas sobre a atividade antioxidante de
individuos saudaveis. Ressalta-se que somente dois estudos utilizaram
como intervencdo alimentar acai (polpa ou suco) ou ainda suco rico em
berries, sendo 0 agai o berrie presente majoritariamente. Os parametros
avaliados que se encontram em negrito, referem-se aos parametros que
vao ao encontro dos parametros bioquimicos propostos neste trabalho.
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Quadro 1: Estado da arte referente a estudos que utilizaram como
variaveis o efeito do consumo de frutos ricos em antocianinas sobre a
atividade antioxidante de individuos saudaveis.

consumo ds amora

Paramet -
AntoresLocal Temas a':“.u ros Conclusio
avaliados
JEMSEN = In:'.i.:nga: 1.11:11:;;: [ TBARS,CAP-:e | Aumentodacapacidads
colaboradoras o P;En' =5 formagie d= ERO antioxidants 2
2008 - Canadi antioxmidantas @ anti- por células PRI diminuigio da
= inflamatorias {suco de idacio limdi
agai) paroxidagio lipidica
MERTEMNS-
TALCOTT = Inwvastigar o teor da Antocianinas
colaboradoras antocianinas & plasmaticas, ORAC, | Aumento da capacidads
2008 - Fstados | capacidade antioxidanta | dcido urico & saracio antioxidants
Unidos da suco 2 polpa de agal de ERO
. Antocianinas A
Avall zstad, . A sntra
HASSIMOTTO = wvaiar o asiade plasmaticas, CAT, Fspciagan s
antioxidants humano - antocianinas 2 CAT =
colaboradores . GPx, urato, Alfa- -
3008 - Bessil | 25 o consumo dasueo toeofarol seid corralagio antra
= - Das ds amora com ou sem as:;rnbf:ou .I;;}’PI; . | capacidads antioxidante
lzite dzsengordurado DR.:%C b 2 deido ascorbico.
%E}_.Rg[f'f\'rl's Absorgdo, metabolismmo Aumento da capacidads
‘lab a f 2 afzito antioxidants dos antioxidantssnquanto a
‘-ECTCIG ?Ean:;::-ss polifencis do romiapos OFAC, IL-6 geragio ds espéacias
“ Unid ingzstio da axtrato reativas da oxigénio nio
niaos padronizade foi afstada.
CARCIA- FERAP, TEARS,
EI:D\ISI‘D . Investigar se suco rico | proteins carbopilads | Diminuigio significativa
c;hb o-rador-=: em antioxidantas (uva 2 acido drico, da peroxidagio lipidica
2006 - F '] outros bemizs) melhora | polifenois séricos 2 | 2 aumento da oxidagio
= - =5 o estado antioxidants urindrios, dcido proteica.
ascorbico
Antocianinas D aumsnto das
MAZZA & Avwaliar 8 absorgio d= . antocianinas totais
. Coimae & o e plasmaticas, ORAC S e
colzboradoras | antocianinas & o estado = TEAC séricas foi dirstaments
2002 - Canada antioxidants apos o - corralacionado com um

aumento da capacidads
antioxidants

TBARS: Thibarbituric Acid Reactive Substances; CAP-2: call-based antioxidant protection in
arvthroeytas; S0D: superoxido dismutase; CAT: catalase; GPx: glutationa peroxidass; IL-6:
intarlaucina §; FRAP: ferric raducing antioxidant potential; TEAC: Trolox equivalsnt antioxidant
capacity; ORAC: Oxvesn radical absorbance capacity.
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CAPITULO 3 - MATERIAL E METODOS

Inicialmente foi realizada a caracterizacdo quimica do suco de
jucara fornecido aos participantes do estudo. Posteriormente a realizacéo
desta etapa, foi avaliado o efeito do consumo agudo, ou Unico,
administrado em um dia para cada etapa, sendo os tratamentos, fruto
jucara e controle, sendo este a agua. A atividade antioxidante foi
avaliada através do potencial antioxidante redutor férrico (FRAP), acido
Urico, glutationa reduzida (GSH), glutationa peroxidase (GPx),
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e hidroperoxidos lipidicos
(HL).

3.1 CARACTERIZACAO QUIMICA DOS PRODUTOS
ALIMENTICIOS

3.1.1 Obtencéo do fruto jucara

Os frutos jucara foram produzidos por empresa especializada,
seguindo padronizagdes de processamento e pasteurizagdo, da safra de
novembro de 2012. Os frutos jucara foram diluidos em agua, obtendo-se
o teor de solidos totais de 7,5 g/100g, tendo aparéncia pouco densa, com
aspecto de suco.

Todos os reagentes e solventes utilizados foram obtidos de
fornecedores comerciais e as andlises para caracterizagdo quimica dos
frutos foram realizadas no Laboratério de Quimica de Alimentos do
Centro de Ciéncias dos Alimentos da Universidade Federal de Santa
Catarina, em parceria com a Prof2 Dra Roseane Fett.

3.1.2 Composicdo quimica

As metodologias recomendadas pela Association of Official
Analytical Chemicals (AOAC, 2005) foram realizadas para a
determinacdo do conteldo de matéria seca, acidez titulavel (AT),
proteinas, cinzas e pH.

O contelido de matéria seca foi determinado por secagem em
estufa a 105 + 5°C até peso constante AOAC (940.26), ja a acidez
titulavel (AT) foi quantificada por titulagdo com solu¢do de NaOH 0,1
M e expressa como mg &cido citrico/100g, o conteudo de proteinas (F =
6,25), lipidios e cinzas foram determinados pelos métodos da AOAC
(920.152), (933.05) (940.26), respectivamente. O pH foi determinado a
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20 + 5°C, com um medidor digital de pH (Digimed DM-20, Brasil),
calibrado com tampdes pH 4 e pH 7.

Para complementar a caracterizagdo quimica do fruto de jucara
foram avaliados fenolicos totais (FT), antocianinas monoméricas totais
(AMT) e atividade antioxidante pelo método DPPH.

Para a determinacédo de fendlicos totais e avaliacdo antioxidante
pelo método DPPH (radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), foi
preparado extratos a partir da pesagem de 5 g da polpa desengordurada
em tubo de polietileno com capacidade de 50 mL, adicionados de 10 mL
de metanol; agua (50: 50) (v/v) homogeneizado, submetidos ao processo
de extracdo em ultrassom por 30 minutos (USC-1400 Unique, Sé&o
Paulo, Brasil), apés, o extrato foi centrifugados a 2000 x g por 15
minutos (Fanen 280R, Sao Paulo, Brasil). Em seguida coletou-se o
sobrenadante em um baldo volumétrico de 25 mL, e o residuo
centrifugado foi submetido a um novo processo de extragdo com adicéo
de 10 mL de acetona; agua (70:30) (v/v) em ultrassom por 30 minutos,
novamente o extrato submetido ao processo de centrifugacdo a 2000 x g.
Os extratos foram transferidos para um baldo volumétrico de 25 mL e o
volume aferido com &gua ultrapura.

3.1.3 Determinacao de fendlicos totais (FT)

O contetdo de fendlicos totais foi determinado nos extratos
com o reativo de Folin-Ciocalteau (SINGLETON; ROSSI, 1965) com as
leituras realizadas a 765 nm em espectrofotdmetro UV-Vis modelo HP
8452A Hewlett-Packard (Cheadle Heath, Stockport Cheshire, UK). Os
resultados foram expressos em miligramas de equivalente ao &cido
galico (EAG) por grama de polpa de peso fresco (mg EAG/g).

3.1.4 Determinacao de antocianinas monomeéricas totais (AMT)

Para a quantificacdo de antocianinas monoméricas totais
realizou-se a extracdo por maceracdo a frio de 1g de polpa de jucara
com 50 mL de metanol 1,5 M HCI em frasco &mbar a temperatura de 5
+ 2°C por 24h. Em sequéncia os extratos foram centrifugados a 2000 x
g por 15 minutos aferidos volume a 50 mL e quantificados o teor de
antocianinas (BORGES et al., 2011). Para a quantificacdo desses
compostos utilizou-se o método descrito por Giusti e Wrolstad, 2001, os
extratos foram submetidos a condicBes distintas de pH e efetivadas
medidas a 510 nm e a 700 nm usando espectrofotdmetro Hewlett-
Packard modelo HP 8452A (CheadleHeath, Stockport, Cheshire, UK). O
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conteldo de antocianinas monoméricas totais expressas em mg
cianidina3-glicosideo 100 g™* de polpa fresca.

3.1.5 Avaliacéo da atividade antioxidante pelo método DPPH

A avaliacdo da atividade antioxidante dos frutos de jugara foi
quantificada através da capacidade dos antioxidantes presentes nos

extratos sequestrar/retardar o radical estavel DPPH de acordo com o
método descrito por Brand Williams, Cuvelier e Berset (1995). A
solucdo de trabalho de DPPH com absorvancia cerca de 0,980 £ 0,02 em
515 nm foi preparada a partir de uma solucéo estoque DPPH 0,06 mM
DPPH. Uma aliquota 2,9 mL da solucdo de trabalho do DPPH foi
adicionada a uma cubeta e realizada a leitura da absorvancia a 515 nm
(tomin), apés adicionou-se 100 uL do extrato em concentragfes variadas.
A solucdo foi homogeneizada e incubada no escuro durante 30 min a
temperatura ambiente. Em seguida, realizou-se a leitura em 515 nm da

absorvéancia final (tsomin). A porcentagem de inibicdo do radical DPPH'
foi calculada a partir das absorvancias do radical obtidos das diferentes
concentracdes dos extratos.

3.2ESTUDO IN VIVO
3.2.1 Teste piloto

O estudo piloto envolveu 6 participantes recrutados de acordo
com os fatores de inclusdo do estudo demonstrados posteriormente (item
3.2.3). As analises bioquimicas realizadas para avaliacdo da capacidade
antioxidante e da oxidacdo de macromoléculas estdo descritas no item
3.2.7, ou seja, todos os parametros da pesquisa em questao.

3.2.2 Delineamento do estudo

A determinacdo da atividade antioxidante in vivo foi avaliada
através de um ensaio clinico randomizado do tipo cross-over. Os
participantes foram randomizados para fazerem parte do Grupo Jucara
(GJ) ou Grupo Agua (GA), recebendo a quantidade de 450 mL, de suco
do fruto jucara ou agua, de acordo com seu grupo de alocagdo. Apos
uma semana de periodo washout, nova intervencdo foi feita com os
participantes, sendo realizado o cruzamento dos grupos de tratamentos,
GA ou GJ.
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Mertens-Talcott e colaboradores (2008), delimitaram o valor de
7 mL/kg de peso, alcancou resultados positivos referentes a capacidade
antioxidante plasmatica de individuos saudaveis, utilizando polpa e suco
clarificado de acai, sendo assim, uma pessoa com 60 kg consumiria
cerca de 420 mL. No Brasil, em alguns estados, como Rio de Janeiro, a
ingest&o habitual de acai é em torno de 500 g (GUIMARAES, 1999).

3.2.3 Tamanho e critérios para selecdo da amostra

Em estudos prévios que avaliaram o efeito do consumo agudo
de polpa de agaizeiro (Euterpe oleracea) sobre a atividade antioxidante
plasmatica humana, apresentaram tamanho da amostra que variou entre
12 e 14 individuos (JENSEN et al., 2008; MERTENS-TALCOTT et al.,
2008). Neste trabalho, o grupo de estudo foi composto inicialmente por
12 voluntarios, com idade entre 21 e 31 anos, no entanto ocorreu a perda
de um dos participantes por ndo cumprimento dos critérios de incluséo.

Os individuos foram selecionados de modo a atender os
seguintes critérios de inclusdo: ndo fumantes, ndo usuarios de bebidas
alcodlicas, ndo usuarios de suplementos vitaminicos e ndo portadores de
quaisquer doencas, processos infecciosos ou inflamatérios visiveis ou
conhecidos trés meses antes do estudo, além de ndo possuir diagnostico
nutricional de sobrepeso ou obesidade.

Os participantes foram recrutados de forma intencional, que
atenderam aos fatores de inclusdo do estudo, a partir de alunos
matriculados nos cursos de graduacdo ou pds-graduacdo da
Universidade Federal de Santa Catarina.

Para melhor observar o efeito do consumo agudo do fruto de
jucara sobre a atividade antioxidante in vivo os participantes foram
orientados, verbalmente e por escrito (APENDICE A), para durante as
48h antecedentes ao estudo, realizarem refei¢es equilibradas evitando-
se alimentos e bebidas ricos em antioxidantes, como frutas, verduras,
chocolate, café e chas, além de bebidas alcodlicas, ou seja, deveriam
seguir dieta pobre em polifendis nas 48h precedentes. Todos o0s
participantes também foram orientados a ndo praticarem exercicio
fisico, além de ndo se privarem da noite de sono antecedente ao estudo.
O jejum delimitado foi de 8h (MERTENS-TALCOTT et al., 2008).

O Quadro 2 traz o detalhamento de alimentos que foram
permitidos ou restringidos durante o periodo de dieta pobre em
antioxitantes, no periodo de 48h, previamente as intervencdes com fruto
de jucara e agua.



53

Quadro 2: Detalhes dos alimentos e bebidas restringidos durante a dieta
pobre em antioxidantes:

Alimentos permitidos Alimentos néio permitidos
Carne vermelha, suiga, frango, Todas as frutas
Queijo Legumes e verduras
Pdo branco Sucos de frutas ou vegetais
Arroz branco Refrigerantes
Macarrdo comum (ndo integral) Vinho, cerveja, drinks alcodlicos
Manteiga Chas e cafés
Leite Chocolates e bebidas a base de chocolate

Geleias e marmeladas

Molho de tomate, curry. pimenta

Cereais matinais

Bolos

Fonte: Maffei et al., 2006

3.2.4 Procedimentos éticos

Os participantes foram  convidados sem  qualquer
constrangimento e, mediante aceitacdo voluntaria, assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) (ANEXO A), segundo
resolucdo do Conselho Nacional de Salde, n° 196, de 10 de outubro de
1996 (BRASIL, 1996). Este estudo foi submetido ao Comité de FEtica
com pesquisas em seres humanos da Universidade Federal de Santa
Catarina, sendo aprovado sob o nUmero 03412112.5.0000.0121
(ANEXO B).

3.2.5 Caracterizacao nutricional do grupo de estudo

Para a caracterizacdo nutricional dos participantes, foram
coletadas informagGes sobre idade, peso, altura e consumo alimentar. As
medidas de peso e estatura foram utilizadas para o calculo do indice de
massa corporal (IMC), sendo o peso, expresso em quilogramas (kg), €
dividido pela estatura ao quadrado em metros. O IMC foi usado como
indicador do estado nutricional, utilizando-se como parametro a
classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2000). Para a
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obtencdo dos dados sobre o consumo alimentar, foram realizados
registros alimentares nas 48h precedentes as intervencdes alimentares,
sendo estes registrados pelos préprios participantes, em cada uma das
etapas do estudo, durante a dieta pobre em antioxidantes, com o intuito
de verificar o seguimento dos participantes as orientagdes.

3.2.6 Monitoramento do estado de saude dos participantes

Foram realizados exames laboratoriais para garantia de
participantes com o0 estado de salde adequado ao estudo. Foram
avaliadas ureia e creatinina por meio de kits enzimaticos utilizando-se
técnica colorimétrica, em espectrofotdmetro automatico Cobas Mira®.
O hemograma completo e atividades das enzimas aspartato
aminotransferase, alanina aminotransferase, fosfatase alcalina, gama-
glutamil transferase também foram avaliados em analisador de
bioguimica clinica Cobas Mira®. A glicemia de jejum foi avaliada pelo
método da glicose-oxidase/peroxidase segundo as instrucdes do
fabricante (Wiener Laboratérios S.A.l.C. - Rosario, Argentina), ja o
acido Urico foi determinado através do método de Trinder, baseado no
sistema oxidase/peroxidase, de acordo com as instrugdes do fabricante
(Gold Analisa, Minas Gerais, Brasil).

O perfil lipidico foi avaliado por meio das concentragdes séricas
de colesterol total (CT) e dos triglicerideos (TG) por métodos
automatizados e colorimétricos (Trinder), e o HDL-colesterol foi
determinado por método homogéneo (Dade-Behring, Alemanha). O
LDL-colesterol foi calculado pela equacdo de Friedewald [LDL-C = CT
- (HDL + TG/5)] (FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972).
Todas as analises foram feitas em equipamento automatizado (Cobas-
Mira Plus - Roche, Basel, Suica) utilizando-se reagentes Labtest (Lagoa
Santa — MG). O Nao-HDL-c foi calculado pela diferenca entre 0 CT e 0
HDL-c (N&o-HDL-c = CT — HDL-c). Os exames foram realizados no 1°
dia da 12 etapa do estudo cross-over.

3.2.7 Analises bioquimicas
3.2.7.1 Coleta e tratamento das amostras sanguineas
As andlises bioguimicas ocorreram no Laboratério de Pesquisa

em Lipideos, Antioxidantes e Aterosclerose da Universidade Federal de
Santa Catarina, coordenado pelo professor Dr. Edson Luiz da Silva.
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As coletas sanguineas para a realizacdo das analises
bioguimicas foram feitas antes, chamado TO (tempo 0), além de 1h, 2h e
4h ap6s o consumo de jucara ou tratamento controle, dgua. Estes
tempos foram estipulados com bases em outros estudos, que buscaram
avaliar o efeito da ingestdo Unica de frutos ricos em antocianinas sobre a
capacidade antioxidante plasmatica de individuos saudaveis
(HASSIMOTTO et al., 2008; MAZZA et al., 2002). Foram coletadas
amostras sanguineas (8 mL) dos voluntérios, em cada tempo avaliado,
apos jejum de 8h, através de puncdo da veia intermédia do antebraco,
com sistema a vacuo, por um profissional da area da farmacia,
(Vacuntainer-BD-S80 Paulo/Brasil) em tubos secos ou com &cido
etilenoadiaminoacético (EDTA).

O extrato acido foi preparado a partir do sangue coletado no
tubo com EDTA para posterior analise de GSH. Em seguida, para
obtencdo do soro e do plasma o sangue foi centrifugado a 1000 x g por
10 min. Para preparo do extrato acido, apds a coleta de sangue com
EDTA, a amostra foi transferida para microtubos tipo Eppendorf, 600
uL de sangue e 300 pL acido tricloroacético (TCA) 20%, agitado
posteriormente em aparelho tipo vortex e centrifugado 5000 x g, 4 °C
por 10 min. O sobrenadante limpido foi utilizado nas analises de GSH.

Para a determinacdo das enzimas antioxidantes, GPx, SOD e
CAT foi utilizado um hemolisado, a partir de 100 pL de células
(hemaécias) juntamente com 1 mL de solucdo hemolisante (Solucédo de
MgSO, 4nM e Acido Acético 1 nM).

Para obter o hemolisado, aliquotas de sangue total foram
separadas em dois micro-tubos tipo Eppendorf (LmL de sangue em cada
tubo). Ap6s centrifugacdo, 700 x g, por 10 minutos a 4°C, o plasma foi
transferido para outro micro-tubo para analises posteriores. Com 0o
plasma retirado, as hemaceas foram utilizadas. Ocorreram 3 lavagens
com solucdo fisiologica, de maneira suave, homogeneizando as células
com pipeta de Pasteur, havendo a centrifugagéo a 700 x g, 10 minutos a
4°C, a cada lavagem. Apo6s a Ultima centrifugacdo, o sobrenadante foi
desprezado e houve o complemento com o mesmo volume de solucéo
fisioldgica, sendo separados 100 pL destas células juntamente com 1 mL
de Solugéo Hemolisante.

As amostras foram alocadas em — 80 °C até momento de sua
utilizacdo, sendo o tempo de armazenagem padronizado para as duas
etapas do estudo.

3.2.7.2 Atividade antioxidante
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A atividade antioxidante sérica foi determinada através do
potencial antioxidante redutor férrico (Ferric Reducing /Antioxidant
Potential - FRAP) de acordo com a técnica descrita por Benzie e Strain
(1996). Neste ensaio, os antioxidantes presentes no plasma foram
avaliados como redutores do Fe*® a Fe™?, o qual é quelado pela 2,4,6-tri
(2-pyridil)-s-triazina (TPTZ) para formar o complexo Fe™*-TPTZ com
absorbancia maxima em 593 nm. A capacidade antioxidante, expressa
em equivalentes de trolox (Eqgtrolox), foi calculada, utilizando-se a
equacdo da reta com os valores da concentracdo e da absorbancia da
curva-padréo, preparada com diferentes concentragdes de trolox, um
analogo hidrossolUvel da vitamina E.

3.2.7.3 Acido Urico

A concentragdo sérica de acido Urico foi determinada, para
monitoramento do estado de salde dos participantes e da atividade
antioxidante sanguinea nos mesmos, através do método de Trinder,
baseado no sistema oxidase/peroxidase, de acordo com as instrucfes do
fabricante (Gold Analisa, Minas Gerais, Brasil). Os resultados do acido
Urico foram expressos em mmol/L.

3.2.7.4 Glutationa reduzida

A glutationa reduzida (GSH) foi determinada a partir de
aliquota preparada em extrato acido, através do método proposto por
Beutler, Duron e Kelly (1963). A adi¢do de 50 pL de acido 3-
ditionitrobenzdico 10 mM (DTNB) em tubos contendo 800 pL de
Tampao fosfato 0,2 M e 50 pL da amostra, possibilita, apds cerca de 3
min, a obtencdo maxima de formacdo do anion tiolato (TNB) de cor
amarela, de absorbancia maxima em 412 nm. O branco foi preparado
substituindo-se o extrato &cido por dgua deionizada. A concentragdo de
GSH (umol/L) foi calculada, utilizando-se a equacdo da reta com 0s
valores da concentracdo e da absorbancia da curva-padrdo preparada
com diferentes concentracfes de GSH.

3.2.7.5 Glutationa peroxidase

A glutationa peroxidase (GPx) atua sobre vérios substratos,
como os hidroperoxidos organicos. A GPx catalisa a reacdo de
hidroperdxidos com glutationa reduzida (GSH) para formar glutationa
oxidada (GSSG) e o produto de reducdo do hidroperoxido.
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Fisiologicamente, a GPx atua acoplada a enzima glutationa redutase
(GR) que, por sua vez, catalisa a reducdo de GSSG, usando NADPH
como coenzima. A atividade da GPx pode ser medida pela taxa de
oxidacdo de NADPH na presenga de GSH e GR. A azida sodica (N3Na)
é adicionada para inibir a catalase (WENDEL, 1981).

Os reagentes utilizados foram: tampdo fosfato 143 mMpH 7,5
EDTA 1 mM, NADPH 0,29 mM, azida sddica 100 mM, GSH 20 mM,
GR 10 U/mL, t-butil-hidroperéxido 10 mM, KCN 9 mM. Por fim, 5 pL
de amostra foram adicionados e a leitura foi feita imediatamente no
analisador bioquimico semi-automético modelo B1O-2000 (Bioplus®),
conforme programacdo j& previamente configurada.

3.2.7.6 Catalase

A atividade da catalase é diretamente proporcional a
decomposicdo do perdxido de hidrogénio (H,O,) e baseia-se na medida
da velocidade de consumo deste na amostra estudada. A determinacéo
da catalase foi realizada através do monitoramento da decomposicao do
H,0, durante 2 minutos em 240 nm (AEBI, 1984). Em cubetas de
quartzo de 1mL, foram adicionados 955 uL de tampdo fosfato 50 mM
(pH 7,0), 35 pL de H,O, 0,3 M e 10 pL de amostra. A variagdo da
absorbancia a 240 nm por unidade de tempo foi registrada e utilizada
para o calculo da atividade enzimatica da catalase.

3.2.7.7 Superoxido dismutase

A determinacdo da superoxido dismutase (SOD) é baseada na
inibicdo da reaclo do radical superéxido com a adrenalina. A SOD
presente na amostra em estudo compete pelo radical superéxido com o
sistema de deteccdo. A oxidacdo da adrenalina leva a formacdo de um
produto colorido, o adrenocromo, detectado através de leituras da
absorbancia em espectrofotémetro (BOVERIS et al., 1983). A atividade
da SOD foi determinada medindo-se a velocidade de formacdo do
adrenocromo em meio de reagdo contendo 1mL de tampé&o glicina (50
mM, pH 10,0). Apo6s adigéo de 10 pL de adrenalina (60 mM, pH 2,0), a
leitura € iniciada em 480 nm.

Além disso, para a avaliagdo das enzimas antioxidantes, foi
realizada a quantificacdo da proteina da amostra por determinagdo de
proteinas segundo a técnica de Bradford (1976) utilizando a albumina
bovina como padrdo. Aliquotas dos lisados celulares (50 pL) foram
adicionadas em 2 mL de azul de Coomassie e mantidas em ambiente
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escuro, a temperatura ambiente, por 5 min e a leitura da absorbancia foi
realizada em 595 nm.

3.2.7.8 Hidroperdxidos lipidicos

Os hidroperoxidos lipidicos presentes no soro foram
determinados pelo método da oxidacdo do ferro com alaranjado de
xilenol (FOX — do inglés, Fe**xylenolorange), conforme descrito por
Jiang e colaboradores (1992). O principio do método se baseia na rapida
oxidacdo do Fe'” a Fe* em meio 4cido, mediada pelos peréxidos
lipidicos. O Fe**, na presenca de alaranjado de xilenol, forma um
complexo (Fe"-alaranjado de xilenol) que ¢ quantificado
espectrofotometricamente  em 560 nm. A concentracdo de
hidroperdxidos lipidicos (umol/L) foi calculada, utilizando-se a equagéo
da reta com os valores da concentracdo e da absorbancia da curva-
padrdo, preparada com diferentes concentracfes de peroxido de
hidrogénio (H,0,) e da diferenca entre as absorbancias das amostras
tratadas com metanol (branco) e das amostras tratadas com TPP
(trifenilfosfina).

3.3 TRATAMENTO E ANALISE DOS DADOS

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. As eventuais diferencas promovidas pela
administragdo dos dois tratamentos, suco de jucara e dgua e 0s tempos
analisados foram detectadas pela andlise de varidncia para medidas
repetidas (RM-ANOVA), considerando em seu modelo, tipo de
tratamento, tempo e interacdo entre o tipo de tratamento e o tempo. Para
a comparacdo das mudancas relativas entre os tratamentos suco de
jucara e agua, em determinados tempos, foi realizado o teste pareado
para medidas ndo paramétricas Wilcoxon (signed rank test). Foram
estabelecidas correlagdes de Pearson ou Spearman, de acordo com a
simetria dos dados. Foi considerado nivel de significancia menor que
5% (p < 0,05) e os dados foram analisados no software estatistico Stata
versdo 11.0.
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CAPITULO 4 - ARTIGO ORIGINAL
Revista: Journal of Agricultural and Food Chemistry

CONSUMO AGUDO DO FRUTO JUCARA (Euterpe edulis) E
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM INDIVIDUOS SAUDAVEIS

Resumo

O género Euterpe origina espécies de palmeiras, dentre as quais, deriva
a popularmente conhecida jucara (Euterpe edulis), encontrada no Brasil.
Os frutos de jucara possuem propriedades sensoriais e nutritivas
similares as do fruto do acaizeiro. As propriedades benéficas destes
frutos tém chamado a atencdo de pesquisadores, especialmente pela
quantidade de antioxidantes. O presente estudo objetivou avaliar o efeito
do consumo agudo do suco do fruto jugara sobre os biomarcadores de
estresse oxidativo em individuos saudaveis. Este estudo de intervencao,
caracterizado como um ensaio clinico cross-over, utilizando-se o suco
de jucara e agua como controle. Onze voluntarios saudaveis foram
avaliados antes e apds 1h, 2h e 4h ao consumo do suco e agua. Os
pardmetros avaliados foram: potencial antioxidante redutor férrico
(FRAP), acido drico, glutationa reduzida (GSH), glutationa peroxidase
(GPx), superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e hidroperoxidos
lipidicos (HL). Anélises de variancia para medidas repetidas revelaram
efeito significativo do tratamento nos desfechos FRAP e GPx, além de
interacdo significativa entre tipo de tratamento e tempo no pardmetro
referente & oxidacdo lipidica (HL). Foi observada correlacdo moderada
entre FRAP e acido drico (r = 0,31, p = 0,03). A partir das mudancas
relativas médias foi observado acréscimo de 21,3% apds a 1% hora de
ingestdo e 16,1% na 22 hora no pardmetro GSH. HL diminuiu de 13,5%,
16% e 18,7%, ao longo da 1%, 22 e 42 ap6s o0 consumo do suco. No tempo
de 2h de ingestdo do suco ocorreu elevacdo maxima nas atividades de
SOD, GPx e CAT, sendo estes de 34,3%, 18% e 8,5% respectivamente.
A ingestdo do suco de jugara evidenciou efeito do tratamento para o
FRAP e atividade enzimatica de GPx além de interacdo e diminuicdo da
peroxidacdo lipidica ao longo do tempo. Estudos que investiguem as
propriedades antioxidantes do fruto jucara no organismo humano bem
como a biodisponibilidade de seus flavonoides sdo necessarios.
Palavras-chaves: ensaio clinico, fruto jucara, antocianinas, Euterpe
edulis, atividade antioxidante.
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ABSTRACT

The genus Euterpe stems palm species, which derives the popularly
known jugara (Euterpe edulis), found in Brazil. The jucara fruits have
similar nutritional and sensory properties of the fruit of the Acai Palm.
The beneficial properties of these fruits have drawn the attention of
researchers, especially by the amount of antioxidants. The present study
aimed to evaluate the effect of acute consumption of jugara’s juice on
biomarkers of oxidative stress in healthy subjects. This study
intervention is characterized as a cross-over clinical trial, using jugara’s
juice and water as control. Eleven healthy volunteers were evaluated
before and after 1h, 2h and 4h consumption of juice and water. The
parameters evaluated were: ferric reducing antioxidant potential
(FRAP), uric acid, reduced glutathione (GSH), glutathione peroxidase
(GPx), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and lipid
hydroperoxides (LH). Analyses of variance for repeated measures
revealed a significant effect of treatment on outcomes FRAP and GPX,
and a significant interaction between type of treatment and time in the
parameter related to lipid oxidation (HL). Moderate correlation was
observed between FRAP and uric acid (r = 0.31, p = .03). From the
relative average changes it was observed an increase of 21.3% after the
1st hour of ingestion and 16.1% in the 2nd time in parameter GSH. LH
decreased 13.5%, 16% and 18.7% over the 1st, 2nd and 4th after
drinking the juice. At the time of 2h juice ingestion occurred maximum
elevation in the activities of SOD, CAT and GPx, which are 34.3%, 18%
and 8.5% respectively. The juice ingestion showed jucara juice
treatment effective for the FRAP and enzymatic activity of GPx and
interaction of lipid peroxidation and decreased over time. Studies that
investigate the antioxidant properties of the fruit jucara in the human
body as well as the bioavailability of its flavonoids are needed

Keywords: clinical trial, jussara fruit, anthocyanins, Euterpe edulis,
antioxidant status.

INTRODUCAO

Evidéncias epidemiol6gicas demonstram que ingestdo de frutas
e vegetais, ricos em polifendis, reduzem o risco de muitas doencas
cronicas ndo transmissiveis'*®. Estudos tém avaliado os efeitos
benéficos do consumo do fruto do agai e seus compostos despertando a
atencdo de pesquisadores devido seu alto teor antioxidante * > & 7. A
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fruta conhecida no Brasil como acai é proveniente da espécie de
palmeira Euterpe oleracea. No entanto, a espécie Euterpe edulis origina
frutos similares aos frutos da Euterpe oleracea, denominados fruto
jucara, emergindo interesse nestes por ser uma fonte promissora de
antioxidantes ® % 1011 2,

As antomanmas s80 0s prlnC|pa|s antioxidantes do fruto Ju%ara
as quais séo pigmentos pertencentes a familia dos flavonoides ®
atividade antioxidante das antocianinas ocorre através da doacgdo de
elétrons ou atomo de hidrogénio de sua hidroxila aos radicais livres **. O
excesso de radicais livre e/ou espécies reativas (ER) pode ser combatido
pelo sistema de defesa antioxidante do organismo, sendo este produzido
pelo préprio corpo ou absorvido através da dieta *°. As espécies reativas
constituem substancias reativas instaveis, geradas in vivo, tanto em
condigdes fisiologicas quanto em condigdes patoldgicas. Quando atuam
como agentes oxidantes, as espécies reativas de oxigénio (ERO) e
espécies reativas de nitrogénio (ERN) causam efeitos prejudiciais, tais
como a oxidacdo do DNA, proteinas, aminoacidos, lipideos e outras
llaeicl)poléculas, resultando em uma variedade de consequéncias biolégicas

Especula-se que o fruto jucara venha a ser considerado um
“super fruto” devido sua composi¢do nutricional e teor de antioxidantes.
A avaliagdo toxicoldgica na identificacdo de efeitos adversos sobre a
salde humana obteve resultados positivos cumprindo assim o pré-
requisito para o avango do desenvolwmento de novos medicamentos,
cosméticos e alimentos a partir deste fruto **. No entanto, destaca-se que
até o presente momento, ndo foram encontrados estudos na literatura
referentes ao efeito do consumo agudo dos frutos jugara sobre a
atividade antioxidante e a protecdo contra danos oxidativos em
humanos.

Por estas razdes e com o intuito da promocdo e valorizacdo de
novas fontes alimentares ricas em antioxidantes, ponderando que até o
presente momento ndo foram encontrados estudos publicados que
avaliaram o efeito do consumo do suco de jucara sobre o potencial
antioxidante humano, objetiva-se avaliar o efeito do consumo do suco
de jucara (Euterpe edulis) sobre a atividade antioxidante ndo enzimatica
e enzimatica, e peroxidacdo lipidica em individuos saudaveis.

Material e Métodos

Populacéo do estudo
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Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica com pesquisas
em seres humanos da Universidade Federal de Santa Catarina e 0s
participantes foram convidados a participar do estudo sem qualquer
constrangimento e, mediante aceitacdo voluntaria, assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE), segundo resolucdo do
Conselho Nacional de Satide, n° 196, de 10 de outubro de 1996 *,

Os individuos foram selecionados de modo a atender os
seguintes critérios de inclusdo: apresentarem parametros biogquimicos de
funcéo renal, hepatica, perfil lipidico e glicemia de jejum dentro da faixa
de normalidade, ndo fumantes, ndo usuarios de bebidas alcodlicas, nao
usuarios de suplementos vitaminicos e ndo portadores de quaisquer
patologias, processos infecciosos ou inflamatérios visiveis ou
conhecidos trés meses antes do estudo, e ndo possuir diagnostico
nutricional de sobrepeso ou obesidade. A caracterizacdo nutricional dos
participantes foi realizada através dos dados de referentes & idade, peso,
altura e consumo alimentar. As medidas de peso e estatura foram
utilizadas para o calculo do indice de massa corpérea (IMC), em que o
peso expresso em quilograma (kg) € dividido pela estatura em metros ao
quadrado (m?) %. O grupo de estudo foi composto por 11 voluntarios,
com idade entre 24 e 30 anos (média = 26,9 £1,8 anos), com indice de
massa corporal entre 18,8 a 24,0 kg/m2,

Inicialmente 12 individuos foram recrutados para este estudo,
porém 1 individuo foi excluido por apresentar exames laboratoriais de
perfil lipidico acima dos padrdes de referéncia, sendo caracterizado
como dislipidémico. Os 11 individuos remanescentes completaram os
dois tratamentos, sendo realizadas todas as analises propostas neste
estudo, com excecdo da enzima catalase, o qual participaram somente 6
dos 11 individuos devido a problemas técnicos laboratoriais. Ndo foram
observados eventos adversos, fatalidades ou efeitos colaterais durante
toda a duracédo do estudo.

Tratamentos do estudo

As amostras do suco de jucara foram produzidas por empresa
especializada, seguindo a técnica de padronizacdo de processamento e
pasteurizacdo, sendo os frutos da safra de novembro de 2012.

As metodologias recomendadas pela Association of Official
Analytical Chemicals'® foram realizadas para a determinagdo do
conteudo de matéria seca, acidez titulavel (AT), proteina, cinzas e pH.

Para complementar a caracterizagdo quimica do fruto de jucara
foram realizadas as determinacfes de fendlicos totais, antocianinas



64

monomeéricas totais e atividade antioxidante pelo método do DPPH, com
a obtencdo do extrato para a determinacdo destes parametros sendo
realizada de acordo com o método previamente descrito™.

O contetdo de fendlicos totais dos extratos foi determinado pelo
método espectrofotométrico com reativo de Folin-Ciocalteau % com
leituras realizadas a 765 nm em espectrofotdmetro UV-Vis modelo HP
8452A Hewlett-Packard (Cheadle Heath, Stockport Cheshire, UK).

A avaliacdo da atividade antioxidante dos frutos de jucara foi
quantificada através da capacidade dos antioxidantes presentes nos

extratos sequestrar/retardar o radical estdvel DPPH de acordo com o
método descrito por Brand Williams, Cuvelier & Berset (1995)*".

Para a quantificacdo de antocianinas monoméricas totais
realizou-se a extracdo por maceracdo a frio de 1g de polpa de jucara
com 50 mL de metanol 1,5 M HCI em frasco &mbar a temperatura de 5
+ 2°C por 24h conforme previamente descrito %. Para a quantificacéo
desses compostos os extratos foram submetidos a condi¢es distintas de
pH e efetivadas medidas a 510 nm e a 700 nm* usando
espectrofotdmetro Hewlett-Packard modelo HP 8452A (CheadleHeath,
Stockport, Cheshire, UK). O conteido de antocianinas monomeéricas
totais foram expressas em mg de cianidina3-glicosideo 100 g™ de polpa.

Desenho do estudo

O estudo caracteriza-se como um ensaio clinico randomizado
do tipo cross-over. Os participantes foram randomizados para fazerem
parte do Grupo Jucara (GJ) ou Grupo Agua (GA), recebendo a
guantidade estabelecida de 450 mL, de acordo com seu grupo de
alocacdo. Apds uma semana de periodo washout, os tratamentos foram
cruzados entre os participantes de cada grupo, GJ ou GA.

Para melhor observar o efeito do consumo agudo do suco de
jucara sobre a atividade antioxidante in vivo os participantes foram
orientados, verbalmente e por escrito, para durante as 48h antecedentes
ao estudo, realizarem refei¢Ges equilibradas restringindo-se alimentos e
bebidas ricos em antioxidantes, como frutas, verduras, chocolate, café e
chas, além de bebidas alcoolicas, ou seja, seguindo uma dieta pobre em
polifendis nas 48h precedentes.

Para a obtencdo dos dados sobre o consumo alimentar foram
realizados registros alimentares nas 48h precedentes as intervencgdes
alimentares, em cada uma das etapas do estudo, referente a dieta pobre
em antioxidantes, com o intuito de verificar o seguimento dos
participantes as orientacfes. Alimentos permitidos para este periodo
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foram: carne bovina, suina, frango, queijos, pdo branco, arroz branco,
macarrdo comum (ndo integral), manteiga e leite **. Todos os
participantes foram orientados a ndo praticarem exercicio fisico, além de
nég se privarem da noite de sono antecedente ao estudo. O jejum foi de
8h>.

Para o monitoramento do estado de salde dos participantes
foram realizados exames laboratoriais como ureia, creatinina, atividade
das enzimas aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase e
glicemia de jejum através de kits comerciais de acordo com as
instrucdes do fabricante, utilizando-se técnica colorimétrica, em
espectrofotdbmetro automético Cobas Mira®. O perfil lipidico foi
avaliado através das concentragdes séricas de colesterol total (CT) e dos
triglicérides (TG) pelos métodos colorimétricos (Trinder), usando as
enzimas colesterol-oxidase e glicerol-oxidase. A fragdo de HDL-
colesterol (HDL-c) foi determinado por método homogéneo. O LDL-
colesterol (LDL-c) foi calculado pela formula de Friedwald: LDL-c =
CT — (HDL-c + TG/5)®. O Nao-HDL-c foi calculado pela diferenca
entre 0 CT e 0 HDL-c (Ndo-HDL-c = CT — HDL-c).

Teste Piloto

O estudo piloto envolveu 6 participantes recrutados de acordo
com os fatores de inclusdo do referido estudo, demonstrados
anteriormente. Todos 0s parametros bioquimicos utilizados no estudo
principal foram feitos no estudo piloto, afim de ajustar a técnicas e
verificar a viabilidade das analises.

Coleta, preparo e analises sanguineas

Foram coletadas amostras sanguineas (32 mL) dos voluntarios,
apos jejum de 8h, através de puncdo da veia intermédia do antebraco,
com sistema a vacuo, por um profissional da area da farmacia,
(Vacuntainer-BD-Sdo Paulo/Brasil) em tubos secos ou com &cido
etilenoadiaminoacético (EDTA).

As coletas sanguineas para a realizacdo das analises
bioguimicas foram feitas antes do consumo, tempo 0 (TO) e 1h (T1), 2h
(T2) e 4h (T4) apbds o consumo de suco de jucara e &gua. Os tempos
foram estipulados com bases em outros estudos, que buscaram avaliar o
efeito da ingestdo de frutos ricos em antocianinas sobre a capacidade
antioxidante plasmatica de individuos saudaveis 2"*. O potencial
antioxidante foi analisado através das enzimas glutationa peroxidase
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(GPx do inglés Glutathione Peroxidase), superoxido dismutase (SOD do
inglés Superoxide Dismutase) e catalase (CAT do inglés Catalase),
capacidade antioxidante pelo potencial antioxidante redutor férrico
(FRAP do inglés Ferric Reducing Antioxidant Potential), glutationa
reduzida (GSH do inglés Reduced Glutathione) e é&cido drico, e
oxidacdo de macromoléculas hidroperéxidos lipidicos (FOX — do inglés,
Fe*3xylenolorange).

O extrato acido foi preparado a partir do sangue coletado no
tubo com EDTA para posterior analise de GSH®. Em seguida, para
obtencdo do soro e do plasma o sangue foi centrifugado a 1000 x g por
10 min.

Para a determinacdo das enzimas antioxidantes, GPx, SOD e
CAT foi utilizado um hemolisado, partindo-se de 100 pL de células
(hemécias) juntamente com 1 mL de solu¢do hemolisante (Solucdo de
MgSO, 4nM e Acido Acético 1 nM). Para obter o hemolisado, aliquotas
de sangue total foram separadas em dois micro-tubos tipo Eppendorf
(ImL de sangue em cada tubo). Apds centrifugacdo, 700 x g, por 10
minutos a 4°C, o plasma foi transferido para outro micro-tubo para
analises posteriores. Com o plasma retirado, as heméaceas foram
utilizadas. Ocorreram 3 lavagens com solucdo fisiolégica (0 mesmo
volume de células). O mesmo foi centrifugado a 700 x g, 10 minutos a
4°C, entre cada lavagem. Apo6s a Ultima centrifugacdo, o sobrenadante
foi desprezado e ocorreu 0 complemento com o mesmo volume de
solugdo fisiologica. Cerca de 100uL de células juntamente com 1 mL de
Solugdo Hemolisante foram separados em aliquotas.

A GSH foi determinada a partir de aliquota preparada em
extrato acido, através do método proposto por Beutler, Duron e Kelly *.

A atividade antioxidante plasmatica foi determinada através do
FRAP de acordo com a técnica descrita por Benzie e Strain *'.

Os hidroperoxidos lipidicos presentes no soro foram
determinados pelo método FOX, conforme descrito por Jiang e
colaboradores .

A SOD foi baseada na inibicdo da reacdo do radical superéxido
com a adrenalina. A oxidacdo da adrenalina leva & formacdo de um
produto colorido, o adrenocromo, detectado através de leituras da
absorbancia em espectrofotdmetro *. A atividade da GPx foi medida
pela taxa de oxidagdo de NADPH (Nicotinamida Adenina Dinucle6tido
Fosfato) na presenca de GSH e glutationa redutase (GR) **.

A determinacdo da CAT foi realizada através do monitoramento
da decomposicdo do perdxido de hidrogénio (H,O,) de acordo com o
método descrito por Aebi *°.
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Para a avaliacdo das atividades enzimaticas, foi realizada a
guantificacdo da proteina da amostra por determinacdo de proteinas
segundo a técnica de Bradford *.

Analises Estatisticas

Inicialmente, a normalidade dos dados foi verificada pelo teste
de Kolmogorov-Smirnov. As eventuais diferencas promovidas pela
administracdo dos dois tratamentos, suco de jucara e agua e 0s tempos
analisados foram detectadas pela andlise de varidncia para medidas
repetidas (RM-ANOVA), considerando em seu modelo, tipo de
tratamento, tempo e interagdo entre o tipo de tratamento e o tempo. Para
a comparacdo das mudancas relativas entre os tratamentos suco de
jucara e agua, em determinados tempos, foi realizado o teste pareado
para medidas ndo paramétricas Wilcoxon (signed rank test). Foram
estabelecidas correlagdes de Pearson ou Spearman, de acordo com a
simetria dos dados. Os dados foram analisados no software estatistico
Stata versdo 11.0 e foi considerado um nivel de significancia menor que
5% (p < 0,05).

Resultados e Discussao

Composicdo quimica do suco de jucara. A tabela 1 mostra a
composicdo e propriedades antioxidantes do suco de jugara. Percebe-se
gue as antocianinas possuem grande relevancia na composicdo
antioxidante desta bebida.
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Tabela 1: Anélises de composicao e propriedades antioxidantes
do suco de jucara:

Suco Jucara (100 mL) Suco Jucara (450 mL)

Parimetros Avaliados Média DP Média
Umidade (%) 9773 0.71 4375
Cinzas (%) 0,23 0,09 1.0
Proteinas (%) 1,06 0,10 4.7
Fenodlicostotais* 442 71 13,14 19921
Atividade antioxidante (DPPH)** 2801,99 29.96 12608.9
Antocianinas monoméricas totais*** 45195 6,25 20337

DP: desvio-padrio; DPPH, radical 2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl. *Valores expressos em
mg equivalente dcido gilico (EAG) 100g! peso fresco; **Valores expressos em umoL
Trolox 100-!g peso fresco; ***Valores expressos em mg de cianidina 3-glicosideo 100g™

peso fresco;

As antocianinas e outros compostos flavonoides compfem 0s
principais fitoquimicos presentes no fruto jucara ® ** % A quantidade de
antocianinas administrada neste estudo de 2,03 g em 450 mL de porcédo
servida (451,9 mg antocianinas/100 g peso fresco) a cada individuo é
superior a quantidade utilizada em outras investigaces com frutos ricos
em antocianinas. Estudo utilizando suco de amoras com o teor de
antocianinas de 102 mg/100 g de peso fresco delimitou a porcao servida
de acordo com o peso corporal de cada individuo, sendo a quantidade
administrada calculada a partir de 400 mg de cianidina/ 50 kg de peso
corporal®’. Martens-Talcott ® forneceu polpa de acai com 97,2 mg/100 g
de antocianinas totais e suco de acai com a quantidade de 53,1 mg/100
mL de antocianinas totais, sendo a por¢do servida também de acordo
com o peso corporal de cada individuos, de 7 mL/kg de peso, ou seja,
450 g ou mL de cada tratamento, polpa e suco, teria cerca de 437,4 mg e
238,5 mg de antocianinas, respectivamente. Em investigacdo com a
porcdo padronizada de 100 g de mirtilo liofilizado dissolvido em 500
mL de agua, cada individuo recebeu 1,2 g de antocianinas /100 g %.

Atividade antioxidante in vivo. Analises de variancia
(ANOVA) para medidas repetidas revelaram efeito significativo do
tratamento nos desfechos FRAP e GPx. Foi observada interacdo
significativa entre tipo de tratamento e tempo no pardmetro referente a
oxidacdo lipidica FOX. Além disso, ocorreu efeito significativo no
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tempo nas variaveis dependentes GSH, &cido drico e SOD. A tabela 2
demonstra as mudancas absolutas ao longo do tempo nos parametros de
atividade antioxidante e oxidacdo lipidica.

Tabela 2: Concentracdes dos parametros de atividade antioxidante e
oxidacdo lipidica apds as intervengdes ao longo do tempo:

Tratamentos
Agua Jucara
Medida  '"™P®  nggia  EPM Média  Epag vuer  Valor Valor

L] P P P
LI 7] 0.8 008 <0000 041
(UMD 1 1004,4

2 1045.2

4 1005,1
FRAP 0 5142 2582 002 030 044
(UMD 1 SEL1 = 11,46

2 5328 2930

4 4863  =44.43
Acido frice® 0 33 £ 0,33 33 =038 075 0000 012
{mz/dl) 1 33 =038 33 =036

2 3.3 =038 33 =038

4 34 =030 31 037
LIF 0 10,1 0,70 we =097 06 025 00
(UMD 1 113 = 100 08 =100

2 109 =001 08 =138

4 10,1 =124 o3 = 1,63
g 0 0303 =004 0,484 <008 005 002 044
(USOD/me osss  c00i 044 005
proraing) 1 0,364 =004 0,44 = 0,05

2 0410 =004 0562 0 =008

4 0200 =00 0473 =004
GPx® 0 33,2 =244 408 =380 002 011 080
;‘;‘;; me 1 33,2 =152 o0 =172

2 35,8 =263 46,3 =520

4 320 283 7 =234
CAT 0 0000 =001 0103 =001 057 083 053
{U'mg -
- 1 0,00 = 0,01 0008 =001
protins) : . : :

2 0086 =001 0,108 =001

4 0007 =001 0,104 =001

EPM: Erro-padrdo médio; ® n=11, ® n = 6, AbreviagBes: GSH do inglés Reduced Glutathione,
glutationa reduzida; FRAP do inglés Ferric Reducing Antioxidant Potential, capacidade antioxidante
pelo potencial antioxidante redutor férrico; FOX — do inglés, Fe*3xylenolorange, oxidagio de
macromoléculas hidroperéxidos lipidicos; SOD do inglés Superoxide Dismutase, super6xido
dismutase; GPx do inglés Glutathione Peroxidase, glutationa peroxidase; CAT do inglés Catalase,
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catalase. MR-ANOVA: *valor p tratamento; ** valor p tempo; *** valor de p interacdo tratamento e
tempo.

A mudanca percentual média foi calculada a partir
normatizacdo dos dados pelo valor basal, ap6s a ingestdo dos
tratamentos, em relacdo ao seu valor basal, para cada individuo. As
mudancas relativas nos desfechos FRAP, &cido drico, GSH e FOX
podem ser vistas na figura 1.
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Figura 1: Mudangas relativas no FRAP (a), Acido Urico (b), GSH (c) e FOX
(d)

FRAP do inglés Ferric Reducing Antioxidant Potential, capacidade antioxidante
pelo potencial antioxidante redutor férrico; GSH do inglés Reduced
Glutathione, glutationa reduzida; FOX — do inglés, Fe**xylenolorange, oxidagao
de macromoléculas hidroperoxidos lipidicos.

No presente estudo, apds 12 hora de ingestdo do suco de jucara,
0 potencial antioxidante redutor férrico apresentou aumento percentual
médio significativo de 9%, retornando aos valores basais apds 4h. As
mudangas nas concentragfes séricas de &cido Urico no grupo que
consumiu jucara evidenciaram tendéncia similar ao comportamento do
FRAP, ocorrendo elevagdo média percentual, ndo significativa, de cerca
de 6% posterior a 12 hora. A medida de protecdo total antioxidante
geralmente est4 correlacionada com as concentracBes de &cido Urico e
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esta investigacdo denotou correlacdo positiva moderada entre FRAP e
acido urico (r = 0,31, p = 0,03). O aumento concomitante de FRAP e
acido drico demonstra a contribuicdo do &cido drico no potencial
antioxidante sérico, visto que se estima uma contribuicdo do &acido Urico
de até 60%, enguanto os compostos fendlicos contribuem com cerca de
5% 3'. No entanto, considerando a elevacdo maxima das concentragoes
de FRAP e &cido Urico apds 12 hora de consumo do suco, percebe-se que
0 potencial antioxidante redutor férrico excede em 3% o0 aumento
denotado pelo &cido drico, sugerindo que outros componentes podem
estar influenciando o potencial antioxidante sérico.

O estudo de Jin e colaboradores ¥ que avaliou, antes e ao longo
de 8 horas, a ingestdo de 250 mL de suco de groselha 20% e bebida
controle, em 20 individuos saudaveis, ndo demonstrou efeito
significativo sobre a atividade antioxidante através dos métodos ORAC
e FRAP. Ambos os tratamentos continham solugdo de &cido citrico
(50%), aspartame (1%), e acessulfame K (8%). No entanto, foi
encontrado que o &cido (rico plasmatico foi correlacionado com os
valores de FRAP nos tempos 0-8 horas apds o consumo do suco e com
os valores de ORAC no tempo de 3h no grupo teste. Neste mesmo
estudo, os valores de FRAP tiveram uma queda significativa com o
tempo, mas ndo houve efeito do tratamento. Esta queda reflete a redugéo
significativa do acido Urico plasmatico, conferindo uma importante
contribuicdo do acido Urico para a atividade antioxidante plasmatica.
Do mesmo modo, com o intuito de avaliar o efeito da ingestdo de dose
Unica de 400 mL de suco de uvas e berries, contendo 286 mg de
antocianinas e 170 mg de catequinas, Garcia-Alonso e colaboradores *
utilizaram 12 individuos saudaveis, ndo detectando alteragdes
significativas nos valores de FRAP, acido Urico e vitamina C ap6s 1h,
2h, 4h e 6h de consumo. Estes autores® também demonstraram
comportamento semelhante para FRAP e &cido drico, ocorrendo
aumento ndo significativo, entre 1h e 2h apds a ingestdo do suco.

Em investigacdo com a polpa pasteurizada de acai, suco
clarificado de acai, bebida a base de agua (controle) e suco de maca
concentrado, na qual se utilizou a quantidade de 7 mL/kg de peso
corporal para cada tratamento, os valores de &cido Urico também néo
foram alterados, apesar de ter ocorrido aumento significativo da
atividade antioxidante medida pelo método ORAC (do inglés Oxygen
Radical Absorbance Capacity), ap0s os tratamentos, polpa de agai e
concentrado de macd. Ao longo das 12h avaliadas, os autores
demonstraram absorcgéo e efeito antioxidante das antocianinas no plasma
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de llsindividuos saudaveis, com tempo maximo de absor¢do no tempo
de 2h”.

Apesar de ndo ter demonstrado alteracdes significativas ao
longo do tempo, a mudanca relativa média no parametro GSH foi de um
acréscimo de 21,3% ap06s a 12 hora de ingestdo do suco degugara, 16,1%
na 2% hora e 13,1% na 42 hora. Duthie e colaboradores® encontraram
valores similiares apés a administracdo de 750 mL/dia de suco de
cranberry (oxicoco) e placebo, em 20 mulheres saudaveis, por duas
semanas, para as concentracdes de glutationa reduzida (GSH).

No estudo proposto, as concentragfes séricas de HL, denotaram
interacdo significativa entre o tipo de tratamento e o tempo. Além disso,
considerando os valores médios de mudangas relativas, demonstraram
diminuicédo de 13,5%, 16% e 18,7%, ao longo da 12 22 e 4% hora ap0s a
ingestdo do suco de jucara. Os dados de Jensen e colaboradores *
também sugerem uma répida reducdo na peroxidagdo lipidica in vivo,
por meio da avaliagdo do pardmetro das Substincias Reativas ao
Tiobarbitirico (TBARS do inglés Thiobarbituric Acid Reactant
Substances), dentro de 2h ap6s o0 consumo do suco rico em
antioxidantes, sendo o acai o principal ingrediente deste.

De acordo com a figura 1, observa-se na mudanca relativa
demonstrada pelo pardmetro HL, ao longo da 2h ap6s o consumo do
tratamento controle, leve aumento da oxidagdo lipidica possivelmente
devido a producdo de espécies reativas produzidas como consequéncia
do metabolismo aerébio normal. Especula-se que o declinio na atividade
antioxidante ocorra devido ao jejum e também pela deplecdo de
antioxidantes derivados dos alimentos ingeridos anteriormente as coletas
sangufneas .

As mudancas relativas médias nas atividades enziméticas de
SOD, GPx e CAT podem ser vistas na Figura 2.
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Figura 2: Mudancas relativas nas enzimas SOD (a), GPx (b), e CAT (c).

SOD do inglés Superoxide Dismutase, superoxido dismutase; GPx do inglés
Glutathione Peroxidase, glutationa peroxidase; CAT do inglés Catalase,
catalase.

Apos a ingestdo do suco de jugara, no tempo de 2h, houve
elevacdo méaxima nas atividades de SOD, GPx e CAT, sendo estes de
34,3%, 18% e 8,5% respectivamente. O efeito do consumo de sucos
ricos em antocianinas sobre a atividade enzimatica de individuos
saudaveis ainda parece inconclusivo. Estudo que avaliou a ingestdo de
suco de amora o qual, forneceu 400 mg de cianidina/50 kg de peso
corporal, por 6 mulheres saudaveis, com dosagens sanguineas antes e
apos 0,5, 1, 2, e 4h de ingestdo, ndo denotaram mudancas nas atividades
da GPx e CAT. Apo6s o consumo do suco de amoras diluido em agua,
ndo houve correlacao entre atividade antioxidante e cianidina (r = -0,09).
Por outro lado, ocorreu elevada correlagdo entre atividade antioxidante e
acido drico (r = -0,79) e concentracBes de acido ascorbico (r = 0,93),
evidenciando efeito antioxidante ao aumento das concentracdes de acido
ascorbico e néo pela presenca dos polifendis presentes nas amoras 2’.

Ap6s a administracdo de 750 ml/dia de suco de cranberry
(oxicoco) e placebo a base de dgua com flavorizante sabor morango e
sacarose, em 20 mulheres saudaveis, por duas semanas, as atividades
antioxidantes de SOD, CAT e GPx foram similiares para os dois grupos,
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suco de cranberry e placebo *°. J& Yuan e colaboradores *°, ap6s

intervencdo de duas semanas com dieta rica em sucos de frutas e
vegetais em 24 individuos saudaveis detectaram aumento na atividade
enzimatica de GPx e CAT em todos os participantes comparados ao
tempo basal, embora ndo tenha sido obsevada influéncia sobre a
atividade de SOD.

De acordo com a figura 2, nas mudangas relativas das atividades
enzimaticas de SOD e GPx, percebe-se sutil aumento ap6s a ingestdo do
tratamento controle. Pequenas variagGes, porém ndo significativas, apds
0 consumo de agua sugere efeito fisiolégico no organismo, além disso,
estas modificagdes podem ser um reflexo de variagbes diurnas que
ocorrem nos parametros séricos medidos “*.

A falta de resultados conclusivos para alguns pardmetros pode
estar relacionada a alta variabilidade intra e inter individuos, por isso
considera-se interessante que o efeito do suco de jugara fosse testado em
estudo com ndmero maior de participantes ou em individuos mais
susceptiveis ao estresse oxidativo devido ao pequeno nudmero de
voluntarios relativamente jovens e saudaveis.

Estudos que avaliaram a atividade antioxidante de forma aguda,
utilizando sucos ricos em antocianinas, porém que empregaram
metodologias que diferem das propostas neste trabalho encontraram
resultados positivos, como Jensen e colaboradores *, que utilizando suco
rico em antioxidantes, sendo o acai o principal ingrediente deste, e
placebo em forma de capsulas a partir de flocos de batatas, evidenciaram
aumento da atividade antioxidante sérica comparado ao grupo placebo
guanto a protecdo antioxidante celular eritrociraria.

O estudo de Mazza e colaboradores %, utilizou refeigao rica em
gorduras com 100 g de mirtilo liofilizado contendo 1,2 g de antocianinas
totais ou suplemento controle a base de carboidratos digeriveis,
contendo 76,4 g de glicose. As variaveis dependentes para atividade
antioxidante foram ORAC e TEAC (Trolox equivalent antioxidant
capacity). Houve uma correlacdo positiva significativa entre as
antocianinas séricas e o estado antioxidante pés-prandial, sugerindo que
0s compostos do mirtilo responsaveis pelo aumento da atividade
antioxidante sdo provavelmente as antocianinas. J& em estudo que
procurou avaliar o efeito do consumo agudo de 300 g de mirtilo, em 10
homens jovens, denotou reducéo significativa no dano ao DNA induzido
por H,0, apds 1h de ingestao, quando comparado ao grupo controle *2,

O efeito das antocianinas sobre a habilidade para modificar
biomarcardores relacionados ao estresse oxidativo especialmente em
humanos, é controversa *. De acordo com alguns autores, antocianinas
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possuem uma baixa biodisponibilidade 2> ** % > %A apsorcdo de
antocianinas e outros flavondides em humanos sdo afetados pela
estrutura quimica destes compostos, bem como outros fatores incluindo
interacdes quimicas com outros alimentos e componentes intestinais,
além das caracteristicas da composicdo das fontes de
antocianinas/flavonoides %.

Muitos flavonoides sdo metabolizados in vivo, afetando assim
suas propriedades antioxidantes. Apds extensiva revisao Lotito e Frei
*Tconcluiram que o efeito agudo na atividade antioxidante total apés o
consumo de alimentos ricos em flavonoides, pode ser explicado pelas
mudancas na concentragdo do metabdlito antioxidante do &cido urico.

Apesar das fortes evidéncias da atividade antioxidante dos
flavonoides in vitro, sua eficacia in vivo é limitada *"* *®. A meia-vida
dos flavonoides no plasma humano é curta, sendo a concentracdo
méaxima normalmente ocorre entre 1 e 3h apds o consumo dos alimentos
ricos em flavonoides, com o valor menor que 0,15 pM para
antocianidinas. Além disso, a biotransformacdo ocorrida com os
flavonoides na mucosa intestinal afeta as propriedades fisicas dos
flavonoides, tornando-os mais sollveis em &gua e também com
frequéncia afetando sua atividade antioxidante. Em geral, os metabdlitos
dos flavonoides sdo antioxidantes menos potentes devido a modificacdo
em seu grupo fenol ***°.  Além disso, os flavonoides podem ser
degradados por bactérias intestinais *’.

Em conclusdo, o suco de jugara, apés 1h de ingestdo, exerceu
aumento do potencial antioxidante férrico excedendo em 3% o0 aumento
evidenciado pelo &cido drico, sugerindo que componentes do suco
tenham influenciado a capacidade antioxidante sérica. Além disso,
houve efeito do tratamento sobre a atividade enzimética de GPx e sobre
0 potencial antioxidante redutor férrico. Evidenciou-se ainda efeito
significativo na interacdo entre tempo e tipo de tratamento com a
diminuicdo da peroxidacéo lipidica ao longo do tempo. Desta forma,
estudos que investiguem as propriedades antioxidantes do fruto jucara
no organismo humano bem como a biodisponibilidade de seus
flavonoides s@o necessarios.
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CAPITULO 5 - CONSIDERAGOES FINAIS

O interesse no fruto jucara é emergente devido seu teor de
antioxidantes e vista a contribuicdo para a sustentabilidade da Mata
Atlantica. Desta forma, considera-se relevante a exploragdo,
popularizagédo e promocdo deste fruto.

Na investigacdo proposta, a ingestdo Unica do suco de jucara
exerceu aumento do potencial antioxidante férrico excedente em 3%
comparado ao aumento evidenciado pelo &cido Urico, sugerindo que
componentes do suco tenham influenciado a capacidade antioxidante
sérica. Além disso, houve efeito do tratamento sobre a atividade
enzimatica de GPx e sobre o potencial antioxidante redutor férrico.
Evidenciou-se ainda efeito significativo na interacdo entre tempo e tipo
de tratamento com a diminuicdo da peroxidagdo lipidica ao longo do
tempo.

Estes resultados possibilitam e incentivam a implementacédo de
estratégias, mediante a promoc¢do do consumo regular de frutas ricas em
antioxidantes, que promovam um aumento da capacidade antioxidante,
com consequente protecdo contra doencas cronicas nao transmissiveis.
Além disso, estima-se a valorizacdo do fruto jucara, considerando que
ndo foram encontrados estudos em humanos até o presente momento e
seu potencial antioxidante.

Cabe ressaltar que novas pesquisas, acerca do efeito
antioxidante do suco de jugara com nimero maior de participantes ou
em individuos mais susceptiveis ao estresse oxidativo, em determinadas
doencas cronicas ndo transmissiveis, devem ser incentivadas. Além
disso, ponderando seus possiveis promissores beneficios a saude,
pesquisas acerca da biodisponibilidade de seus compostos biativos
também devem ser encorajadas.

Considera-se ainda a importancia da exploracdo destes frutos
para a sustentabilidade ambiental da Mata Atlantica, viabilizando fonte
de renda aos agricultores, tendo em vista sua relevancia e incremento
nutricional & saide humana.
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APENDICE A - ORIENTAGOES FORNECIDAS AOS

PARTICIPANTES

ORIENTAGOES GERAIS

Orientacfes gerais quanto a alimentacdo durante o estudo e quanto aos

procedimentos realizados:

e Evitar o consumo, durante as 48 horas precedentes ao inicio do
estudo, de frutas, verduras, sucos de frutas e verduras,
oleaginosas (como castanhas e nozes), chads, cha mate,
chimarrdo, vinho e outras bebidas alcodlicas, chimarréo, café e
chocolate (Ver quadro abaixo);

e Dar preferéncia a alimentos como arroz branco, pdo branco,
massas, carne, peixes e produtos lacteos (leite, queijos) (Ver

guadro abaixo);

Restrigbes alimentares durante as 48 horas de dieta pobre em

antioxidantes.

Alimentos Permitidos

Alimentos nio permitidos

Came bovina, suina, aves,
presunto

Leites e queijos

Pio branco (nio o integral)
Arroz branco (nio o integral}
Batata

Macarrdo sem molho de tomate
Manteiga, margarina

Agua

peixes e

Todas as frutas (frescas e desidratadas)
Todas as verduras e legumes
Oleaginosas (castanhas e nozes)

Sucos de frutas ou verduras

Refrigerantes a base de cola, guarand e oufras
bebidas efervescentes

Chas, cha mate, chimarrio e café
Vinhos e outras bebidas alcodlicas
Chocolate e bebidas achocolatadas
Geléia de frutas e goiabada

Molho de tomate, catchup, curry, pimenta e ouftras
especiarias

Todos os cereais matinais (granola, aveia, flocos de

milho, etc)

Arroz e pio integral
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e Realizar jejum total nas 8 horas antes do inicio do estudo;

¢ No dia do consumo do fruto jugara, acai ou agua, dirigir-se ao
HU a partir 7:30 horas da manha (tente ser pontual) para a
primeira coleta sanguinea;

e Apobs esta etapa vocé consumird cerca de 400 mL de suco
jucara, acai ou agua;

e Apbs 1h, 2h e 4h serdo realizadas novas coletas sanguineas;

e Durante o periodo entre as coletas sanguineas vocé devera
permanecer sem consumir qualquer alimento ou bebida.

Reqistro alimentar de 2 dias

REGISTRO ALIMENTAR - 2 DIAS
Como fazer: Anotar tudo o que comer e beber durante 2 dias.

Atividades necessarias:
1) Marque o horério que recebeu o alimento;

2) Marque o tipo de refeicdo (café da manha, lanche, almogo,
jantar);

3) Marque a quantidade que vocé comeu. Sé o que engoliu, o que
ficou no prato ndo deve ser marcado.

= Frutas, paes, bolachas, doces duros (quantas fatias, pedagos ou
unidades);

= Arroz, macarrdo, saladas, legumes, purés, carne picada ou moida,
doce mole e outros (quantas colheres de sopa ou escumadeiras);

= feijdo, sopas (quantas colheres de sopa ou conchas)

4) Marque o tipo de preparacao (frito, cozido, assado ou ensopado);
5) Marque qual o pedago de frango consumido (peito, coxa, asa,
sobrecoxa);
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6) Marque todo alimento que foi consumido fora do horario das

refeicbes - BELISCOS

ATENCAO

Este registro € muito importante para o sucesso do seu
atendimento, portanto procure ser 0 mais sincero e preciso

possivel.
Dial
Horirio e Tipo de Refeicdo Alimento Quantidade
Ex: 8h —Café da manhi Pio branco 2 fatias médias




102

APENDICE B —- QUESTIONARIO DE INCLUSAO

Questionario Clinico
Questionario Inclusdo “Efeito do consumo agudo do fruto jucara
(Euterpe edulis) e do acai (Euterpe oleracea) na capacidade
antioxidante e biomarcadores de danos oxidativos de individuos
saudaveis”.

Paciente n°:
1. Nome:
2. Telefone:
3. E-mail:

4. Data de Nascimento:

5. Anos de estudo:

6. Escolaridade:
() Analfabeto ( )1°grau incompleto () 1° grau completo
() 2°grauincompleto () 2° grau completo () superior

incompleto
() superior completo

7. Cordapele:( )Branco( )Pardo( )Amarelo () Negro
8. Fuma:Sim( ) N&o( ) Parou ha quanto tempo?

9. Quantos cigarros/dia:

10. Costuma ingerir bebida alcodlica? Sim(  )Ndo ( )

11. Qual é a mais frequente? Dose:

12. Atividade fisica regular: Sim( )Nao( )

13. Qual? Frequéncia:

14. Utiliza suplementos vitaminicos: Sim () Ndo () Qual(is):



15.

16.

17.

18.

19.

20.
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Esté utilizando medicamentos: Sim () Nado () Qual(is):

Nos ultimos 3 meses (90 dias)

Patologias: Sim( ) Ndo ( ) Qual:

Diabetes, Hipertensdo, Colesterol elevado, Triglicérides
alterados, Problema respiratério, Doenca cardiovascular,
Doenga  hepatica, Doenga  renal,  Hipertireoidismo,
Hipotireoidismo

Processo infeccioso ou inflamatério:

Diagnéstico Nutricional

Peso:
Altura;

IMC: Diagnostico nutricional:

Assinatura do participante

Assinatura do pesquisador
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APENDICE C - Nota de Imprensa

Fruto jucara: potencial antioxidante, incremento nutricional e ambiental
O consumo Unico do suco de jugara demonstrou aumento da defesa
antioxidante sérica e enzimatica em individuos saudaveis.

O género de palmeiras Euterpe origina espécies, dentre as quais,
deriva a popularmente conhecida jugara (Euterpe edulis), comumente
encontrada na Mata Atlantica, desde o sul da Bahia até o Norte do Rio
Grande do Sul. Devido a exploragdo extrativista de seu palmito, a
palmeira jucara encontra-se em risco de extincdo, ja que a retirada do
palmito culmina na morte da planta. Ja a coleta do fruto ndo exige seu
corte possibilitando e exploragdo do mesmo como alternativa de grande
potencial ambiental, econdmico e nutricional. A producdo da emulsdo
proveniente do fruto jucara possui propriedades sensoriais e nutritivas
similares ao acai, proveniente dos frutos do agaizeiro (palmeira chamada
cientificamente de Euterpe oleracea). Por estas razfes € comum, para
facilitar a comercializac8o, denominar agai para a emulséo advinda dos
frutos processados de jugara.

Inimeros beneficios sdo relacionados ao consumo de acai
devido ao seu efeito antioxidante, antienvelhecimento, antiinflamatério,
entre outros, porém até o presente momento, ndo foram encontrados
estudos referentes a ingestdo humana do fruto jucara. No entanto,
ressalta-se que os frutos jucara tém chamado a atencdo de pesquisadores
pelo grande teor de antioxidantes apresentado.

A protecdo antioxidante do organismo abrange um sistema que
pode ser produzido pelo préprio corpo ou absorvido através da dieta,
atuando contra 0 excesso de espécies reativas, que se caracterizam por
substancias reativas e instveis capazes de provocarem a oxidacdo de
biomoléculas ocasionando lesdes teciduais e outros prejuizos ao
organismo. Os principais antioxidantes encontrados nos frutos jucara
sd0 as antocianinas, responsaveis por sua coloragéo escura, pertencentes
a familia dos flavonoides. Neste contexto, investigacdes evidenciaram
maior quantidade de antocianinas e atividade antioxidante nos frutos
jucara em comparacgao aos frutos do agaizeiro.

Assim, objetivando a busca por novas fontes alimentares ricas
em antioxidantes, visto o potencial beneficio destes alimentos sobre a
salde humana e ponderando o impacto ambiental e econémico do fruto
jucara, foi realizada uma pesquisa pela mestranda Alyne Lizane
Cardoso, vinculada ao Programa de Pds-Graduacdo em Nutricdo da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), sob auxilio de bolsa de
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Comissdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).
O estudo proposto foi orientado pela Professora Patricia Faria Di Pietro,
coordenadora do Grupo de Estudos em Nutricdo e Estresse Oxidativo
(GENEO) e avaliou o efeito da ingestdo Unica do suco de jugara sobre
biomarcadores de estresse oxidativo em individuos saudaveis.

A partir de dosagens sanguineas antes e apés, 1h, 2h e 4h de
ingestdo de 450 mL de suco de jucara, em 11 individuos saudaveis,
evidenciou-se aumento do potencial antioxidante redutor férrico,
aumento da atividade enzimatica da glutationa peroxidase além ter sido
demonstrado efeito de interagdo, com a diminuicdo da oxidacdo lipidica
ao longo do tempo, sugerindo efeito protetor quanto aos danos
provocados pelas espécies reativas.

Desta forma, considera-se relevante a exploracéo,
popularizagdo e promocgdo deste fruto. Além da importdncia da
exploracdo destes frutos para a sustentabilidade ambiental da Mata
Atléntica, considera-se que estes resultados possam contribuir para o
incentivo a estratégias, mediante a promog¢do do consumo regular de
frutas ricas em antioxidantes, que promovam um aumento da capacidade
antioxidante, com consequente protecdo contra doencgas crénicas nao
transmissiveis.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO (TCLE)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NUTRICAO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIA DOS
ALIMENTOS
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
Resolugdo n. 196 de 10 de outubro de 1996, segundo o Conselho
Nacional de Satde
Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo titulo é
“EFEITO DO CONSUMO AGUDO DO FRUTO JUCARA (Euterpe
edulisy SOBRE A CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E
BIOMARCADOR DE DANO OXIDATIVO EM INDIVIDUOS

SAUDAVEIS”.

O fruto jugara vem sendo reconhecido por ser um alimento rico
em antioxidantes, sendo estes compostos importantes para a prevencao
de diversas doencas crbnicas. Este fruto produz polpa semelhante ao
acai, com quantidade superior de antioxidante em seus frutos, no entanto
ainda ndo se conhece o efeito do seu consumo sobre a atividade
antioxidante plasmatica humana, até o presente momento.

Assim, o objetivo deste estudo é avaliar o efeito do consumo
agudo do suco do fruto jugara sobre a capacidade antioxidante e
biomarcador de dano oxidativo em individuos saudaveis.

As etapas e 0s procedimentos da pesquisa serdo as seguintes:

1) verificacdo do peso e altura corporal; aplicacdo de 2 registros
alimentares nas trés etapas de estudo;

2) Restricdo do consumo de frutas, vegetais, chas, bebidas
alcodlicas, café e chocolate 48 horas antes do consumo do agai
ou jugara;

3) Jejum de 8 horas antes da 12 coleta sanguinea;

4) Consumo de 450 mL de suco de acai ou 450 mL de suco de
jucara, ou 450 mL de &gua, dependendo da etapa do estudo;

5) Coleta sanguinea, por profissional devidamente treinado, antes
e 1, 2 e 4 horas apds o consumo do suco do fruto jucara ou
agua.

Todas estas etapas serdo realizadas no Laboratério de

Comportamento Alimentar da USFC. Os alunos que aceitarem participar
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livremente do estudo receberdo, ao final do estudo, orientagdes sobre
alimentacdo saudavel e sobre seu estado nutricional atual. Espera-se a
producdo de novos conhecimentos cientificos, que possibilitem conduzir
a implementacdo de estratégias, mediante incentivo do consumo de
frutas ricas em antioxidantes, que promovam uma diminuicdo do
estresse oxidativo, com consequente reducdo do risco e incidéncia de
diversas doencas cronicas nao transmissiveis.

O presente estudo ndo trard nenhum risco para sua integridade
fisica ou moral. Entretanto, podera ocorrer dor durante a coleta
sanguinea. Os materiais para coleta sanguinea serdo todos descartaveis.

Garantimos que as informacBes fornecidas serdo utilizadas
apenas neste trabalho sem a identificacdo dos participantes. Sua
participacdo é voluntaria, podendo desistir a qualquer momento do
estudo, sem qualquer conseqiiéncia para vocé. Caso tenha alguma
duvida em relacéo ao estudo ou ndo quiser mais fazer parte do mesmo,
pode entrar em contato com a pesquisadora, Alyne Lizane Cardoso,
através do telefone (48) 9924-4426 ou email
alyne.cardoso@hotmail.com.

Eu, , fui
esclarecido sobre a pesquisa “EFEITO DO CONSUMO AGUDO
DO FRUTO JUCARA (Euterpe edulis) NOS BIOMARCADORES
DE ESTRESSE OXIDATIVO EM INDIVIDUOS SAUDAVEIS” e
aceito participar livremente da mesma.

Floriandpolis, ___de __ de 2012.




