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RESUMO

CARDOSO, Alyne Lizane. Frutos jucara (Euterpe edulis):
Propriedades biologicas e efeito da ingestdo aguda sobre a
biodisponibilidade de acidos fendlicos e biomarcadores de estresse
oxidativo em individuos saudaveis, 2018; Tese (Doutorado em Nutri¢éo)
—Programa de P6s-Graduagédo da Universidade Federal de Santa Catarina.

A palmeira Euterpe edulis, conhecida como jucara, produz frutos
similares aos frutos do acaizeiro (Euterpe oleracea e Euterpe precatoria).
Os frutos jugara séo ricos em compostos fendlicos, com destaque para as
antocianinas. A palmeira jucara pertence a Mata Atlantica e encontra-se
atualmente em risco de extingdo. Por este motivo, a utilizacéo destes frutos
na alimentacdo torna-se uma alternativa com potenciais beneficios
nutricional, econdmico e ambiental. O objetivo deste trabalho foi revisar
os efeitos bioldgicos atribuidos aos frutos jucara e avaliar o efeito da
ingestdo Unica sobre biomarcadores de estresse oxidativo, absorcéo e
excrecdo de antocianinas e acidos fendlicos, em individuos saudaveis.
Além disso, a presente tese comparou a composicdo de compostos
fendlicos nos sucos de jucara e acai e seus respectivos efeitos
antioxidantes em individuos saudaveis. O estudo foi realizado em trés
etapas. A etapa 1 foi constituida de revisdo dos efeitos bioldgicos
relacionados aos frutos jugara e subprotudos nos Ultimos cinco anos. Os
critérios de elegibilidade foram: analisar a composicdo nutricional e
efeitos bioldgicos in vitro e in vivo. A etapa 2 avaliou a absorcdo e
excrecao dos principais compostos do suco de jucara no plasma e urina de
dez individuos saudaveis, além do potencial antioxidante sérico e
eritrocitario. Amostras de sangue foram coletadas antes e ap6s 0,5; 1; 2 e
4 h o consumo de uma Unica dose de suco de jucara, enquanto a urina foi
coletada na linha de base e intervalos 0-3 e 3-6 h apds a ingestéo de suco.
A etapa 3 refere-se a um ensaio clinico cross-over que avaliou a
composicao de vinte dois compostos fendlicos em amostras comerciais de
suco de jucara e acai, além de avaliar o efeito antioxidante da ingestéo
Unica destes sucos na defesa enzimatica, capacidade antioxidante total e
estado oxidativo total no sangue de onze individuos saudaveis. Como
resultados, a etapa 1, de reviséo, elegeu 25 artigos para estudo. Os frutos
jucara demonstraram diversos efeitos bioldgicos, como atividade
antioxidante in vivo, melhora dos perfis lipidico e glicémico, modulacao
do estado inflamatério e efeito prebidtico em estudos in vitro
experimentais em animais. A etapa 2 da tese identificou oito &cidos



fendlicos conjugados na urina derivados da degradagdo das antocianinas,
como &cido protocacechuico, éacido vanilico glucuronidado, &cido
hipurico, &cido vanilico, acido hidroxibenzoico, acido hidroxifenilacético
e outros 4cidos fendlicos derivados do suco como kempferol
glucuronidade e derivado do &cido ferulico. A ingestdo Unica do suco
também atenuou o estado oxidante total sérico (TOS, do inglés Total
Oxidant Status) apds 0,5h de ingestao, em relacdo ao valor basal. Na etapa
3, andlise intergrupos de variancia de medidas repetidas evidenciou
interacdo significativa entre tempo e tratamento para o desfecho TOS,
enquanto analises intragrupos evidenciaram que 0S sucos jugara e agai
foram capazes de atenuar TOS ap6s 1 hora (p < 0,05 e p < 0,001) e ap6s
2 horas (p < 0,01 e p < 0,001) de ingestdo, o que ndo demonstrado para
bebida controle. Conclui-se que a literatura cientifica demonstra que
muitos efeitos bioldgicos relacionados a potencias beneficios dos frutos
jucara sdo associados & composicdo nutricional destes frutos. Porém, se
faz necessario padronizar estratégias metodoldgicas e expandir o
conhecimento para ensaios clinicos com seres humanos. No ensaio com
consumo Unico de fruto jugara, constatou-se metabdlitos urinarios
originarios das antocianinas, bem como atenuacédo do estado oxidante total
sérico, fornecendo evidéncias do potencial antioxidante do suco em seres
humanos enquanto que no ensaio com o consumo dos sucos de jucara e
acai evidenciou-se que houve atenuacdo similar entre os sucos do estado
oxidante total. Ensaios clinicos em individuos saudaveis ou portadores de
comorbidades, sdo incentivados, para melhor entendimento da ingestao
dos frutos jucara na prevencédo ou terapéutica de doencas.

Palavras-chave: Enterpe edulis. Jucara. Acai. Antocianinas.
Antioxidante. Acidos fendlicos. Biodisponibilidade.



ABSTRACT

The palm tree Euterpe edulis palm, known as jucara, produces spherical
fruits similar to those of the Euterpe oleracea and Euterpe precatéria
palm trees, famous by the production of acai. The jucara fruits have been
getting recognition in the scientific world for their interesting nutritional
composition, which are rich in phenolic compounds, with emphasis on
anthocyanins and phenolic acids. For this reason, in recent years, several
biological effects have been associated with the jucara fruits. In spite of
these associations only one clinical trial was carried out in healthy
individuals and no clinical trials evaluating absorption or excretion of the
major bioactive compounds of jucara fruits in humans have been
identified. Still, the sustainable exploitation of the Euterpe edulis fruits
has contributed to the preservation of this species in the Atlantic Forest,
which is now considered in extinction risk. Jucara fruit has become an
option in people's diet with nutritional, economic and environmental
benefits. The aim of this thesis was to review the biological effects
attributed to jucara fruits and to evaluate the single intake of jugara juice
on biomarkers of oxidative stress, anthocyanin and phenolic acid
bioavailability in healthy individuals. A secondary objective is to evaluate
the composition of phenolic compounds and antioxidant potential of
commercial acai and jucara juices. The study was conducted in three
stages. Stage one consisted in a review of the biological effects related to
the fruit jucara and its by-products (juice, pulp, lyophilized extract or fruit
by-products) in the last five years in the electronic databases Medline and
Sciente Direct. The eligibility criteria for the studies were: to analyze the
chemical and nutritional composition of Euterpe edulis fruits, to evaluate
biological effects in vitro and in vivo. Investigations that tested methods
of extracting bioactive compounds from fruits, or evaluating other parts
of the plant as seeds, were excluded. The second stage of the present thesis
occurred by doing a clinical trial that evaluated the absorption and
excretion of the main compounds of jugara juice in the plasma and urine
in ten healthy individuals in addition to the antioxidant serum and
erythrocyte potential. Blood samples were collected before and after and
0.5; 1; 2 and 4 h after a single dose of jugara juice, while urine was
collected at the baseline and intervals 0-3 and 3-6 h after juice ingestion.
The third stage of the thesis was composed by a clinical trial that
evaluated the composition of twenty two phenolic compounds in
commercial samples of jucara and acai juice; also evaluated the
antioxidant effect of a single intake of these juices in the enzymatic
defense, total antioxidant capacity and oxidative state of healthy



individuals. As a result, step one, of review, chose 25 articles for study,
among which, the fruits and their by-products seem to have improved the
antioxidant activity in vivo, besides presenting benefits related to the lipid
and glycemic profiles and modulation of the inflammatory state in
experimental studies in animals. Phase 2 of the thesis identified eight
phenolic acids conjugated in the urine, derived from the degradation of
anthocyanins, such as protocacechuic acid, glucuronidated vanillic acid,
hippuric acid, vanillic acid, hydroxybenzoic acid, hydroxyphenylacetic
acid and other phenolic acids derived from juice such as kempferol
glucuronide and ferulic acid. Single juice intake also attenuated serum
total oxidant status after 0.5h of ingestion, relative to baseline. In stage
three, analysis of variance of repeated measures showed a significant
interaction between time and treatment for the TOS outcome (p <0.00).
Intragroup analyzes showed that jucara and acai juices were able to
attenuate TOS after 1 hour (p = 0.05 and p = 0.00) and after 2 hours (p =
0.01 and p = 0.00) of intake, while there was not reported effect for drink
control. These results showed that jucara and acai exerted similar effects
on biomarker of oxidative damage. Results of stage 3. The review showed
that many biological effects related to potential benefits of jucara fruits
are studied especially in experimental models in animals. Although the
results seem promising, it is necessary to standardize important strategies
such as the intervention used (juice, pulp, or lyophilized powder), besides
the time of consumption. Moreover, the evaluation of the absorption and
excretion of the bioactive compounds of the jugara fruits showed the
extensive and complex metabolism of the anthocyanins, being necessary
more studies that approach and deepen this subject. Jucara fruit can be
considered a food rich in bioactive compounds and can be an alternative
food that will have its identity strengthened, gaining space in nutritional
aspects. For this, clinical trials in healthy individuals or carriers of
pathologies, are encouraged, to better understand the ingestion of the
jucara fruits in preventing or healing diseases.

KEY WORDS: Enterpe edulis. Jucara. Acai. Anthocyanins. Antioxidant.
Phenolic acids. Bioavailability.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

1.1 APRESENTAGCAO DO PROBLEMA E JUSTIFICATIVA

O género Euterpe origina uma espécie de palmeira conhecida
popularmente como palmeira jucara (Euterpe edulis), comum na Mata
Atlantica, encontrada nas regides Sul e Sudeste do Brasil (EMBRAPA,
1998; LORENZI, 2010; Da SILVA et al., 2014; SCHULZ et al., 2016).
Devido a exploraco extrativista desenfreada de seu palmito, a palmeira
jucara atualmente é considerada em risco de extin¢do. Por este motivo, a
utilizacdo dos frutos da palmeira jucara na alimentagdo humana constitui
uma alternativa de grande potencial nutricional, ambiental e econémico
(BORGES et al. 2011; Da SILVA et al., 2014; SCHULZ et al., 2016). O
mesmo género Euterpe da origem as espécies Euterpe oleracea e Euterpe
precatoria, sendo a primeira tipicamente cultivada no Para e a segunda
espécie comum no estado do Amazonas, notdrias por conceberem o acai
(YAMAGUCHI et al., 2015).

Ha tempos o acai é extensamente estudado por demonstrar
beneficios a saude, ja sendo demonstrados efeito antioxidante, anti-
inflamatdrio e cardioprotetor (JENSEN et al.,, 2008; MERTENS-
TALCOTT et al., 2008; SOUZA et al., 2010; XIE et al., 2011; UDANI et
al., 2011 POULOSE et al., 2012; KANG et al., 2012; BARBOSA et al.,
2016; PALA et al., 2018), revisados por Yamagushi e colaboradores
(2015).

Nos Gltimos anos, os frutos da palmeira Euterpe edulis vém
ganhando espa¢o no meio cientifico por apresetarem caracteristicas
similares aos frutos dos acaizeiros (Euterpe precatéria e Euterpe
oleracea) porém, com maior concentracdo de componentes bioativos
(SCHULZ et al., 2016).

IntervencBes com subprodutos dos frutos jucara (polpa, suco e
extrato) demonstraram efeitos bioldgicos importantes como modulagéo
do estado antioxidante in vitro (SCHULZ et al., 2017) e in vivo em
modelos animais (CARDOSO et al., 2015a), além de ensaio clinico em
individuos saudaveis (CARDOSO et al., 2015b). Ainda, intervencdes
com frutos jucara demonstraram efeitos promissores sobre parametros
como triglicerideos (CARDOSO et al. 2015b) LDL (do inglés low-density
lipoprotein) - colesterol (CARDOSO et al., 2015b; NOVELLO et al.,
2015), melhora da resposta glicémica (OYAMA et al. 2016) e efeito
prebidtico (GUERGOLETTO et al., 2016).
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Os beneficios a salde associados a jucara estao relacionados ao
seu perfil de polifendis, principalmente flavonoides (antocianinas) e
acidos fendlicos (SCHULZ et al.,, 2016; BORGES et al., 2013).
Antocianinas exercem sua atividade antioxidante através da doacdo de
elétrons ou atomo de hidrogénio do radical hidroxil as espécies reativas
(MOTOHASHI; SAKAGAMI, 2009). Espécies reativas sdo produtos do
metabolismo celular e relacionam-se com processos fisiologicos no
organismo (HALLIWELL, 2006; VALKO et al, 2007), no entanto,
guando em excesso, sdo capazes de gerar danos oxidativos em
macromoléculas celulares com consequente perda de fungdes bioldgicas e
desequilibrio homeostatico (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).

Estudos que avaliaram o efeito antioxidante a partir de
intervencdes alimentares agudas, utilizando sucos, polpas ou frutos ricos
em antocianinas, demonstraram resultados positivos com aumento da
atividade antioxidante e diminui¢do de marcadores relacionados a danos
oxidativos, em individuos saudaveis (JENSEN et al, 2008; MARTENS-
TACOLTT et al, 2008; HASSIMOTO et al, 2008; JIN et al, 2011; DEL
BO et al, 2013, CARDOSO et al, 2015; TOALDO et al, 2015).

Previamente, de acordo com nosso conhecimento, nosso Grupo
de Estudos em Nutricao e Estresse Oxidativo (GENEO) foi 0 pioneiro em
publicar um ensaio clinico avaliando a ingestdo do suco de jucara por
individuos saudaveis, demonstrando interacdo significativa sobre o
marcador de peroxidacdo lipidica e diminuicdo deste ao longo de 4 horas
de ingestdo (CARDOSO et al., 2015a). A partir deste pioneiro estudo,
surgiram especulagdes sobre quais seriam 0s compostos bioativos
presentes nos frutos jucara responsaveis por esta melhora da capacidade
antioxidante demonstrada e se antocianinas ou seus metabolitos poderiam
ter influenciado tais resultados.

Ressalta-se que para a avaliacdo da atividade biolégica de
qualquer composto é necessario compreender seu metabolismo e
farmacocinética (TSUDA, 2012; POJER et al, 2013). A
biodisponibilidade das antocianinas é considerada muito baixa, com
concentracdes plasmaticas maximas estimadas em nanomol ou nanograma
e excre¢do urinaria inferior a 0,1% da ingestéo (TSUDA, 2012; POJER et
al., 2013). Além disso, as antocianinas sdo extensivamente metabolizadas
em 4&cidos fendlicos, os quais também podem estar relacionados a
beneficios & salde (TSUDA, 2012; CARDONA et al., 2013). Esta
conversao de antocianinas em acidos fendlicos pode ocorrer por meio de
degradacdo quimica pela microbiota intestinal (CZANK et al., 2013; De
FERRARS et al., 2014).
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Com base no exposto, a presente tese se justifica no crescente
numero de publicactes avaliando efeitos bioldgicos dos frutos jucara nos
Gltimos anos, demonstrando a importancia de compilacdo destes dados
afim de direcionar perspectivas futuras em torno destes frutos e a salde
humana. No entanto, a grande maioria destes estudos in vivo foram
realizados em modelos experimentais animais e, embora os resultados
tenham sido promissores, ainda é necessario padronizar algumas
estratégias e expandir os efeitos para ensaios clinicos.

Os potenciais beneficios a salde dos frutos jucara estdo
relacionados a sua composigao nutricional, ricos em compostos fenélicos
em especial antocianinas. No entanto, as antocianinas sdo reconhecidas
por apresentarem biodisponibilidade baixa e ampla metabolizagéo in vivo.
Por essa razéo, considera-se relevante investigar a biodisponibilidade dos
principais compostos bioativos presentes nos frutos de jucara e seus
metabdlitos gerados durante a absorcdo e excrecdo, possibilitando a
confirmacdo da sugestdo de seus beneficios a saide, em ensaio clinico
com seres humanos. Ainda, considerando a similaridade dos frutos jucara
com os frutos do agaizeiro, mas ponderando possiveis diferencas na
composicdo de compostos fendlicos, espera-se comparar o efeito
antioxidante dos sucos agai, jucara e bebida controle em individuos
saudaveis.

Entende-se que fontes alimentares e seus compostos bioativos
podem se relacionar com a manutencdo da salde humana. O estudo
justifica-se pela importancia da promocao e valorizagdo de novas fontes
alimentares ricas em antioxidantes e que demonstrem efeitos positivos
sobre biomarcadores de estresse oxidativo, vista a importancia destes
desfechos na etiologia de doengas cronicas ndo transmissiveis e ainda pela
popularizacdo do fruto jucara, valorizando seu impacto ambiental e
econdmico, impulsionando possivelmente a expansao de sua producdo e
€0oNsumo no pais.
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1.2 RELEVANCIA, ORIGINALIDADE E CONTRIBUIGAO PARA O
CONHECIMENTO

Estudos demonstram que o consumo regular de frutas pode
promover efeito protetor ao organismo por prevenir o desenvolvimento
de doengas crdnicas ndo transmissiveis. Isto ocorre especialmente pela
presenca de compostos antioxidantes nas frutas, com destaque para 0s
polifenois (CROWE et al., 2011; SPENCER; CROZIER, 2012; DEL RIO
etal., 2013).

Frutas roxas nativas, e consideradas exdticas, de paises tropicais,
vém chamando a atencéo de pesquisadores per serem ricas em compostos
bioativos, com quantidades relevantes de antocianinas (ACN) (COSTA
etal., 2013; HARASYM; OLEDZKI, 2014).

Como j& mencionado, as antocianinas sdo antioxidantes
amplamente estudados e podem contribuir para a estabilizacdo de
espécias reativas (MOTOHASHI; SAKAGAMI, 2009). O excesso de
espécies reativas é capaz de gerar danos oxidativos em macromoléculas
celulares com consequente perda de funcdes bioldgicas e desequilibrio
homeostatico (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).

Os frutos jucara sdo reconhecidos por terem grandes quantidades
de compostos fendlicos e antocianinas (BORGES et al.,2013; BICUDO;
RIBANI; BETA, 2014; SCHULZ et al., 2016), os quais tém sido
associados a diversas atividades bioldgicas para a salde humana. Dentre
estas, a atividade antioxidante ganha destaque sendo a mais estudada até
0 presente momento (BORGES et al., 2013; SCHULZ et al., 2015;
CARDOSO et a., 2015a). Outros efeitos também ja demonstrados em
estudos in vitro ou em estudos experimentais com animais sdo anti-
inflamatdrio, prebiético (GUERGOLETTO et al.,, 2016), além de
apresentar acdo sobre a diminuicdo de concentragOes séricas de glicose
(OYAMA et al., 2016), LDL-c (CARDOSO et al., 2015b; NOVELLO et
al., 2015) e triglicerideos (CARDOSO et al., 2015b). A maioria dos
estudos foram realizados in vitro ou em modelos experimentais em
animais.

O estudo pioeiro em avaliar o efeito da ingestdo dos frutos jugara
por seres humanos foi realizado por nosso Grupo de Estudos em Nutri¢éo
e Estresse Oxidativo (GENEO), demonstrando efeito antioxidante por
meio da atenuacgdo de dano oxidativo ao longo de 4 horas de ingestdo
Unica (CARDOQOSO et al., 2015a), possivelmente pela acdo dos compostos
bioativos preventes na exposi¢do administrada. A partir deste estudo se
especulou se as antocianinas presentes no suco seriam 0S COmpostos
responsaveis por esta acao antioxidante.
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Apesar de diversos beneficios a salde serem associados as
antocianinas, sua biodisponibilidade é considerada muito baixa, sendo
possivel a metabolizacdo destes compostos em acidos fendlicos pela agéo
da microbiota intestinal (TSUDA, 2012; POJER et al, 2013,
FERNANDES et al., 2014; LILA etal. 2016). Os &cidos fendlicos também
sdo relacionados a diversos beneficios a salde em especial por
apresentarem acdo antioxidante (HELENO et al., 2015) e poderiam ser 0s
responsaveis pelos beneficios associados as antocianinas (POJER et al.,
2013; FERNANDES et al., 2014).

A relevancia da presente proposta se da pela valorizagdo de
novas fontes alimentares que possam estar relacionadas com a
manutencdo da saude humana. Pesquisas que auxiliem as escolhas
alimentares individuais ou a formulacdo de medidas de prevencdo de
doencas cronicas ndo transmissiveis por meio da alimentacdo tém sido
incentivadas  por  politicas puablicas  (JOSEPH; NADEAU;
UNDERWOOD, 2002, POJER et al., 2013).

Considera-se emergente o interesse pela comunidade cientifica a
avaliacdo bioldgica dos frutos jucara como alimento, devido a sua
composicdo quimica nutricional (SCHULZ et al., 2016). A partir do
crescente e recente nimero de publicacdes acerca dos efeitos bioldgicos
exercidos pelos frutos jugara e da importancia destes achados para a
salde, considera-se relavante a compilagcdo e organizacdo de dados
cientificos sobre esta temética a fim de auxiliar o delineamento de
perspectivas futuras em torno destes frutos e a salide humana.

E notavel a escassez de ensaio clinico em seres humanos para
melhor esclarecer os efeitos da polpa de jucara e seus derivados, 0s quais
podem influenciar a prevencdo ou a terapéutica de doengas crdnicas.
Ainda, é importante enfatizar que os compostos fendlicos presentes nos
sucos estdo relacionados a diversos efeitos biolégicos avaliados in vitro e
em animais, sendo eles metabolizados pela microbiota intestinal, podendo
contribuir para os efeitos bioldgicos de seus compostos principais.

Quanto a originalidade da proposta, até o presente momento nédo
foram encontradas investigacGes que abordem a absor¢éo e excre¢do dos
compostos bioativos, antocianinas, e seus metabolitos como os acidos
fendlicos, em plasma e urina de seres humanos, a partir da ingestdo do
sudo de jucara. Reforcando que os frutos jucara necessitam ser estudados
com maior profundidade para melhor compreensdo do efeito de sua
ingestdo sobre o organismo humano, considerando ainda, que o agai é um
dos berries mais estudados pela comunidade cientifica (YAMAGUCHI et
al., 2015) também se espera contribuir para o conhecimento a partir da
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comparacao do efeito antioxidante promovido pelos sucos de acai e jucara
em seres humanos.

No que tange a sustentabilidade ambiental, estudos acerca da
utilizacdo do fruto jugara na alimentacdo humana podem alavancar sua
popularizagdo perante a populacéo e impulsionar a sua produ¢do no pais.
Desta forma a presente pesquisa pode contribuir no fortalecimento da
identidade dos frutos jucara, promovendo a expansdo e a valorizagdo de
seus frutos e proporcionar um maior conhecimento sobre seus principais
efeitos bioldgicos e beneficios a saude.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

Revisar os efeitos bioldgicos atribuidos aos frutos jucara e avaliar
o efeito da ingestdo Unica sobre biomarcadores de estresse oxidativo,
absorcdo de antocianinas e biodisponibilidade acidos fendlicos, em
individuos saudaveis.
1.3.2 Objetivos Especificos

e Revisar os efeitos bioldgicos atribuidos aos frutos jugara;

Realizar a caracterizacdo quimica e nutricional do suco de jucara;
e Analisar os compostos fenolicos presentes no suco de jucara;

e Auvaliar a absorc¢do e excrecdo de antocianinas e acidos fenolicos
no plasma e urina apés ingestdo do suco de jugara;

e Avaliar os biomacadores de estresse oxidativo (capacidade
antioxidante sérica - TAC, estado oxidativo total - TOS, catalase
- CAT, superdxido dismutase - SOD e glutationa peroxidase -
GPx) apds a ingestdo aguda de suco de jugara e agai.
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1.4 ESTRUTURA GERAL DO DOCUMENTO

O presente projeto de tese esta estruturado em capitulos, sendo
neste primeiro, abordado a apresentacdo do problema e justificativa,;
relevancia, originalidade e contribuicdo para o conhecimento, além dos
objetivos que norteiam o mesmo. O capitulo dois suporta o referencial
tedrico, o qual apresenta um resumo da literatura cientifica que permeia o
assunto estudado. O capitulo seguinte descreve a metodologia detalhada
aplicada.

No capitulo quatro serdo apresentados os resultados da tese sob a
forma de artigos cientificos, conforme modelo aprovado na 18?2 Reunido
Ordinéria do Colegiado Delegado do Programa de Pds-Graduagdo em
Nutrigdo da Universidade Federal de Santa Catarina. As consideragdes
finais serdo apresentadas no capitulo cinco, seguida das bibliograficas
utilizadas, apéndices e anexos referidos ao longo do texto.

O presente projeto de tese foi redigido de acordo com as normas
do Programa de P6s-Graduacdo em Nutricdo da Universidade Federal de
Santa Catarina (PPGN/UFSC), sendo formatado de acordo com as normas
da Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT).

Fonte: Universidade Federal de Santa Catarina (2011).
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CAPITULO 2 - REFERENCIAL TEORICO

2.1 EUTERPE EDULIS MARTIUS E EUTERPE OLERACEA
MARTIUS

O género Euterpe possui 28 espécies de palmeiras distribuidas
nas América do Sul e Central, ocupando florestas de terras baixas e
montanhas Umidas (LORENZI, 2010). Este género possui grande
importancia econdmica devido a exploracdo de seus frutos na preparacao
do acai, considerado bebida energética exportada para muitas partes do
mundo. Alguns autores consideram agai somente o produto obtido ap6s
processamento dos frutos das palmeiras Eutere oleracea Martius e
Euterpe precatéria Martius, tipicas dos estados do Para e Amazonas
(YAMAGUCHI et al., 2015).

Euterpe edulis Martius é uma palmeira nativa da Mata Atlantica
distribuida nos estados do sul e sudeste do Brasil, sendo conhecida
popularmente como jugara, palmeira jucara ou palmiteiro (LORENZI,
2010). Durante anos a palmeira jucara ficou conhecida pela extracdo de
seu palmito. O corte do palmito desta palmeira resulta na morte da planta
pois ndo é possivel seu rebrotamento resultando assim na sua morte
(BOURSCHEID et al., 2011). Lamentavelmente a conservacdo da
palmeira Euterpe edulis foi seriamente lesada pelo desmatamento intenso
e extracdo ilegal do seu palmito (SCHULZ et a., 2016).

Por esta razdo, a exploracdo sustentavel das espécies Euterpe
edulis, por meio da exploracdo de seus frutos na alimentacdo humana,
pode tornar o fruto jucara uma op¢do de grande valor nutricional,
econdmico e ambiental (BORGES et al., 2011; SCHULZ et al., 2016; Da
SILVA et al., 2014). Além disso, o desenvolvimento de agroflorestas,
com foco na palmeira jucara, pode potencializar a exploracdo de seus
frutos, promovendo acesso a mercados e geracao de renda a agricultores
(COSTA etal., 2008).

Os frutos jucara sdo similares aos frutos do agaizeiro (Euterpe
oleracea), esféricos e quando maduros apresentam coloracdo roxa ou
negra com mesocarpo carnoso e fino com a presenca de uma semente no
seu interior ocupando cerca de 85% do fruto (LORENZI et al., 2006;
SCHIRMANN, 2009; BICUDO; RIBANI; BETA, 2014; SCHULZ et al.,
2016). A palmeira Euterpe edulis produz cachos com 3 a 5 kg de frutos,
sendo mais fartos de marco a junho (LORENZI, 2010).

Os frutos originarios das palmeiras do género Euterpe ndo séo
destinados ao consumo em sua forma in natura devido a pequena
proporcao de polpa (YAMAGUCHI et al., 2015; BICUDO; RIBANI;
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BETA, 2014). Por esta razdo, passam por processamentos para serem
destinados & comercializagdo e ao consumo humano (SCHULZ et al.,
2016; CARDOSO et al., 2018).

A cadeia produtiva da polpa de jucara segue as seguintes etapas:
remocao dos cachos, selecdo dos frutos, lavagem dos frutos, maceracao e
mistura com diferentes quantidade de agua, despolpamento (separagao do
epicarpo e mesocarpo das semesntes). A polpa obtida pode ser destinada
ao consumo imediato ou passar pelo processo de pasteurizacdo, de forma
similar ao que ocorre aos frutos do acaizeiro (Euterpe oleracea). Este
processo origina um creme roxo comumente chamado de polpa
(BICUDO; RIBANI; BETA, 2014; SCHULZ et al., 2016).

Até meados de 2004, a comercializacdo de agai nas regides sul e
sudeste brasileiras era feita integralmente pelo acai proveniente da
Amazonia (Euterpe oleracea). Contudo, a partir de 2004, foi instalada
empresa especializada na regido sul, em Santa Catarina mais
precisamente, a qual comecou a fornecer para esta regido também com a
polpa de jucara e seus derivados, muito similares aos provenientes do acai
(Euterpe oleracea e Euterpe precatéria) (BOURSCHEID et al., 2011).

Em 2016, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
submeteu a consulta pablica o Projeto de Instrucdo Normativa, a ser
publicado, para padrdes de identidade e qualidade de diversas polpas e
frutos, considerando os subprodutos derivados dos frutos da Euterpe
edulis. E a primeira vez que se pondera identificar os padrbes de
identidade e qualidade dos frutos jucara. A emulsdo obtida a partir dos
frutos jucara é classificada em jugara grossa, média ou fina, de acordo com
a adicdo de agua e a quantidade de sélidos totais. A jucara grossa ou
especial possui quantidade de solidos totais acima de 14%; jucara média
ou regular apresenta teor de sélidos totais entre 11 e 14% e jucara fina ou
popular exibe sélidos totais entre 8 e 11% (BRASIL, 2016). O Projeto de
Instrucdo Normativa também caracteriza de forma semelhante, o acai
proveniente da Euterpe oleracea, considerando as mesmas proporgdes de
solidos totais, o qual ja detinha padrBes de indentidade e qualidade para
sua producdo desde 2000 (BRASIL, 2000).

E possivel considerar que a producéo e comercializagio dos frutos
jucara se encontra em estruturagdo no pais, com relevancia para as
producdes nas regides sul (Santa Catarina e Parand) e sudeste (Sao Paulo)
(COSTA et al., 2008; BORGES et al., 2013). Dados relacionados a
producdo e exportagdo dos frutos jucara sdo escassos. O estado de Santa
Catarina ¢ o maior produtor de frutos jucara no Brasil, com 84% da
producgdo nacional e quantidade em torno de 162 toneladas (CONAB —
Companhia Nacional de Abastecimento, 2013).
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Dados parecem escasos, porém em 2012 a produgdo de frutos
jucara ficou em torno de 193 toneladas enquanto a producdo de acai
permeia a quantidade de 202 toneladas, no Brasil (CONAB - Companhia
Nacional de Abastecimento, 2013; BRASIL, 2015).

Os termos para comercializagdo e marketing dos produtos
provenientes do fruto jucara, como polpa e suco, ainda sdo polémicos, pois
a designacgdo acai atribui importancia comercial por sua popularidade,
enguanto o nome jucara confere relevancia e apelo socioambiental pela
importdncia frente ao bioma da Mata Atlantica (CHAIMSOHN;
CHIQUETTO, 2013). Pesquisadores ponderam que o termo “jucai” possa
vir a ser considerado (CHAIMSOHN; CHIQUETTO, 2013).

O agai e a polpa de jucara, podem ser considerados pereciveis
pela alta carga microbiana que apresenta. Além disso, devido as
guantidades de acidos graxos insaturados presentes na matriz alimentar,
este produto esta sujeito a oxidacdo, ocorrendo assim alteracbes de cor e
sabor (PORTINHO; ZIMMERMANN; BRUCK, 2012). Pela
perecibilidade, é indispensavel a aplicacdo de algum método de
conservagdo para prolongar a vida Gtil do agai (ROGEZ, 2000, AGUIAR;
MENEZES; ROGEZ, 2013), sendo a pasteurizacdo o método mais
utilizado (KAZUMY et al.,, 2015). No entanto, este método de
conservagdo pode degradar os compostos bioativos presentes no acai,
devido as altas temperaturas atingidas, impactando na qualidade sensorial
e nutricional deste alimento (PACHECO-PALENCIA, DUCAN,
TALCOTT, 2009, HOFFMAN-RIBANI, HUBER, RODRIGUEZ
AMAYA, 2009).

O consumo de acai no Brasil é amplamente difundido na regido
norte. A popularizacdo do acai nesta regido teve contribuicdo da
populacdo indigena, introduzindo-o inicialmente nas populages rurais e
posteriormente nas populagdes urbanas (ROGEZ, 2000). No norte do pais
0 acai é ingerido comumente como acompanhamento de peixes e farinha
de tapioca, estando adocado ou ndo (YAMAGUCHI et al., 2015).

Na Gltima década houve um aumento consideravel da ingestdo do
acai como bebida energética nas outras regides do pais, especialmente
para as regides sul e sudeste (YAMAGUCHI et al., 2015). Nestas regiGes
0 acai é ingerido frequentemente misturado com xarope de guarana e
outras frutas como banana, morango, abacaxi, manga, abacate e kiwi, na
forma de polpa ou suco (PAGLIARUSSI, 2010).

Além de conquistar evidéncia em &mbito nacional, a utiliza¢do do
acai como bebida energética tem se destacado em paises da Europa e
América do Norte, além de China e Japdo (PAGLIARUSSI, 2010;
HEINRICH et al., 2011; YAMAGUSHI et al., 2015).
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A partir do acai, diversos produtos sdo elaborados
industrialmente, com destaque para bebidas concentradas, polpas
congeladas, sucos, polpas liofilizadas e producéo de 6leos (COSTA etal.,
2013). Além da inddstria de alimentos, o acai vem ganhando espago
também nas industrias farmacéutica e de cosméticos (YAMAGUCHI et
al, 2015).

Embora o fruto jucara (Euterpe edulis) seja muito similar aos
frutos das palmeiras Euterpe oleracea e Euterpe precatdria no contexto
sensorial, as quais originam o popular agai, a composi¢cdo quimica
nutricional dos frutos jucara é em grande parte, com maior concentragéo
de componentes bioativos quando comparadas as espécies supracitadas
(Euterpe oleracea e precatoria). Por esta razdo, considera-se emergente o
interesse pela comunidade cientifica a avaliacdo biolégica dos frutos
jucara como alimento, devido a sua composi¢do quimica nutricional
(SCHULZ et al., 2016). A figura 1 aprasenta a palmeira jucara (Euterpe
edulis) e os frutos jucara.

FiguralA: Palmeira Euterpe edulis Fonte: SCHULZ et al., 2016,
adaptado de LORENZI, 2010.
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Figura 1B: Frutos jucara (Euterpe edulis). Fonte: SCHULZ et al., 2016.

2.1.1 Composicao dos frutos de jucara e do acai

A composicdo quimica e nutricional dos frutos jucara tem sido
descrita por muitos estudos (BORGES et al. 2011; BORGES et al., 2013;
BICUDO; RIBANI; BETA, 2014; CARDOSO et al., 2015b; NOVELLO
etal., 2015; SCHULZ et al., 2017; VIEIRA et al., 2017).

A polpa ou bebida produzida a partir dos frutos jucara possuem
importantes propriedades nutricionais para a salde humana, sendo rica
em calorias, fibras, antocianinas, minerais e acidos graxos insaturados
(BORGES et al.,, 2011; BORGES et al., 2013; BICUDO; RIBANI,
BETA, 2014). A forma como os frutos jucara sdo preparados podem
resultar em diferentes composic¢@es quimicas (BORGES et al., 2011).

A polpa de jucara apresenta alta densidade energética (0,8
kcal/mL), principalmente pela presenca de lipidios (INADA et al., 2015).
Os lipidios sdo 0s macronutrientes majoritarios nos frutos jucara
(BORGES et al., 2011; INADA et al., 2015; SCHULZ et al., 2015).
Dependendo da regido de crescimento das palmeiras Euterpe edulis e
ainda do ciclo de maturacéao dos frutos, o teor de lipidios pode apresentar
variagcOes, em torno de 18,5 — 44,1% (BORGES et al., 2011) ou entre 7,1
e 22,1 g/100 g em matéria seca (SCHULZ et al., 2015), demonstrando
grande variagdo durante o amadurecimento dos frutos.

Considerando a distribuicdo de &cidos graxos, os frutos jugara
apresentam composicdo em torno de 30% de saturados, 35% de
monoinsaturados e 35% de poli-insaturados, de acordo com a regido de
cultivo em Santa Catarina (BORGES et al., 2011; SCHULZ et al., 2015).
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Os &cidos graxos insaturados sdo predominantes, representando cerca de
50-70% do total da fracdo lipidica. A proporc¢do de acido oleico e &cido
linoleico, em matéria seca, variou entre 44% e 55%, e entre 18% e 25%,
respectivamente (BORGES et al., 2011). Schulz et al. (2015) também
evidenciaram que acido oleico sdo os principais nos frutos jucara,
representando em torno de 35-42% do total de acidos graxos, em matéria
seca.

Poucos estudos identificaram e quantificaram minerais nos frutos
jucara. Da Silva et al. (2013) demonstraram grande quantidade de
magnésio em amostras de frutos jugara, 974,4 mg/100 g (matéria seca).
No ensanto, outros estudos apresentaram quantidades muito inferiores
para este mineral, 183 mg/100 g (matéria seca) (SCHULZ et al., 2015),
98,0 mg/100 g (c) e 47,4 mg/100 g (matéria seca) (INADA et al., 2015).

Considerando a avaliacdo do cobre, os valores evidenciados por
Da Silva et al. (2013) e Novello et al. (2015) foram de 9930 ng/100 g e
1110 pg/100 g (matéria seca), respectivamente, representando
guantidades de grande relevancia sendo suficientes para alcancar o valor
de referéncia da recomendacdo dietética para adultos (RDA -
Recommended Dietary Allowance) das DRIs (Dietary Reference Intake)
para este mineral (900 pg/dia) (IOM, 2001). Inada e colaboradores (2015)
apresentou quantidades inferiores a 500 png/100 g (matéria seca).

Da Silva et al. (2013) denotaram grande quantidade de zinco
(27,1 mg/100 g — matéria seca) no fruto jucara, entretanto outros estudos
evidenciaram concentragdes mais baixas, como Schulz et al. (2015) com
2,8 mg/100 g (matéria seca), Novello et al. (2015) com 2,0 mg/100 g
(matéria seca) e Inada et al. (2015), com 0,9 mg/100 g (matéria seca).

Estudos apresentaram quantidades interessantes de manganés,
33,6 mg/ 100 g (matéria seca) (Da Silva et al. 2013) e 23,9 mg/100 g
(matéria seca) (Novelo et al. 2015), enquanto Schulz et al. (2015) e Inada
et al. (2015) evidenciaram valores inferiores, 8,4 e 3,0 mg/100 g (matéria
seca), respectivamente. Contudo, todos os valores reportados sao
superiores aos valores de recomendacdo de ingestdo diaria para homens
(2,3 mg/dia) e mulheres (1,8 mg/dia) adultos (IOM, 2001), para uma
ingestdo de 100 g de jucara.

Em relagdo as quantidades de ferro, Da Silva e colaboradores
(2013) encontraram grandes quantidades deste mineral em 100 g de polpa
(65,3 mg, em matéria seca) comparado a outros estudos, 0s quais
denotaram 7,2 mg (SCHULZ et al, 2015), 5,2 mg (NOVELLO et al,
2015), e 4,3 mg (INADA et al, 2015) em 100 g de materia seca, valores
0s quais suprem cerca de metade dos valores das recomendagdes
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dietéticas diarias de ferro para adultos (homens: 8 mg/dia; mulheres: 18
mg/dia) (I0M, 2001).

Schulz et al. (2017) avaliaram a bioacessibilidade de minerais in
vitro demonstrando que as fracfes bioacessiveis do ferro variaram entre
0 a 29,5% com aumento conforme o amadurecimento dos frutos
avaliados.

Quantidade relevantes de potassio foram observados em diversos
estudos: 998,67 a 1325, 88 mg dependendo do estagio de maturacdo dos
frutos (0-69 dias) (SCHULZ et al., 2017), seguido por 1291, 5 mg
(SCHULZ et al., 2015), 1090,8 mg (DA SILVA et al., 2013), 892,2 mg
(NOVELLDO et al. 2015), e 419,1 mg (INADA et al., 2015), todos ao
valores em 100 g de matéria seca.

Considerando célcio, Da Silva et al. (2013) demonstrou a
guantidade de 1040,6 mg/100 g (ms) enquanto Schulz et al. (2015)
demonstrou quantidades importantes deste mineral, 596,7 mg/100 g (ho
estagio 7 de maturacdo dos frutos, correspondendo ao 69° dia ap6s o
surgimento dos frutos), suprindo aproximadamente metade do valor de
ingestdo diario recomendado para este mineral em adultos (IOM, 2006).

Outros estudos evidenciaram valores inferiores de célcio, 76,4
mg e 100 mg/100 g (matéria seca) (NOVELLO et al., 2015; INADA et
al., 2015). Além disso, este mineral apresentou relevante
bioacessibilidade a partir da avaliaco in vitro dos frutos jucara, entre 14,3
e 65,6%, entre 7 estagios diferentes de maturacéo (0 a 69 dias) (SCHULZ
etal., 2017).

Considerando as vitaminas presentes nos frutos jucara, de acordo
com Rufino et al. (2010), a quantidade de vitamina C presente nos frutos
jucara € pequena, comparando-0s com outros frutos tropicais (em 100 g
de matéria fresca).

A quantidade de vitamina C nos frutos pode apresentar variacoes
devido as caracteristicas do solo, clima, praticas agricolas, estagio de
amadurecimento dos frutos, bem como colheita, transporte,
armazenamento e processo de despolpa. No entanto, o teor de vitamina C
presente nos frutos jucara é silimiar a outros frutos ndo citricos como
amora e ameixa (4 — 11 mg/100 mL) (INADA et al., 2015).

Considerando os carotenoides presentes nos frutos jucara, Rufino
et al. (2010) demonstraram quantidade de 1900 pg/100 g em matéria
fresca, enquanto Silva et al. (2014) e Inada et al. (2015) apresentaram
quantidades menores (737 pg e 414 pg/100 g em matéria fresca,
respectivamente). E possivel desta forma considerar os frutos jucara
fontes moderadas de carotenoides, a partir da diviso de Britton e Khachik
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(2009), a qual cassifica as quantidades de carotenoides em baixa (0-100
ng), moderada (100-500 pg), alta (500-2000 pg) e muito alta (> 2000 pg).

Novello e colaboradores (2015) em estudo experimental com
animais, caracterizaram o teor de B-caroteno no extrato liofilizado de
jucara, denotando valor de 2,93 pg/ 100 g, quantidade similar as
encontradas no estudo de Schauss et al (2006) para agai liofilizado (3 pg/
100 g em matéria seca), enquanto Inada et al. (2015) apresentou valor
exacerbadamente superior (86 pug/ 100 g) em matéria seca, denotando
grande variacdo entre os estudos possivelmente pelas condi¢Ges que
envolvem o plantio destas palmeiras.

Os frutos jucara sdo amplamente estudados ainda pelo teor
relevate de compostos bioativos, como as antocianinas e &cidos fendlicos,
0s quais sdo associados a potentes atividades biol6gicas (SCHULZ et al.,
2016).

Da Silva et al. (2014) identificou quantidade importante de
compostos fendlicos sollveis na polpa de jucara (4087 mg/100 g em
matéria seca) com frutos maduros coletados em Sdo Paulo. Ja Inada e
colaboradores (2015) encontraram valores ineferiores para compostos
fendlicos solUveis (1695 mg/100 g em matéria seca) em extrato liofilizado
com frutos provenientes do Rio de Janeiro, enquanto Bicudo et al. (2014)
encontraram valores muito inferiores de compostos fendlicos sollveis e
insolUveis (244 mg/100 g em matéria seca) para os frutos jucara coletados
no Parana.

O perfil de &cidos fendlicos nos frutos jugara compreende:
protocatechuico, p-hidroxibenzoico, vanilico, clorogénico, cafeico,
siringico, p-cumarico, sinapico e ferdlico (BORGES et al.,, 2013;
BICUDO; RIBANI; BETA, 2014; INADA et al., 2015, SCHULZ et al.,
2015). Inada e colaboradores (2015) identificaram pela primeira vez, na
polpa de jucara, acidos fendlicos como m-cumarico, transcinamico, 4-
hidroxifenilacético e 3,4-dihidroxifenilacético.

A quantidade de acidos fendlicos varia de acordo com o estagio
de amadurecimento dos frutos. O &cido fen6lico majoritario em todos os
estagios de amadurecimentos dos frutos é o &cido protocatechuico
(SCHULZ et al., 2015). Estudos sugerem que 0 estagio de
amadurecimento e o local geografico das palmeiras pode interferir na
composicdo de compostos fendlicos nos frutos jucara (BORGES et al.,
2011; BICUDO; RIBANI; BETA, 2014).

O principal constituinte da classe de compostos fendlicos nos
frutos jucara sdo as antocianinas (BORGES et al., 2011; BORGES et al.,
2013; BICUDO; RIBANI; BETA, 2014). As antocianinas encontradas
em maior quantidade nos frutos jucara sdo cianidina-3-O-rutinosideo e
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cianidina-3-O-glicosideo (BORGES et al., 2011; BICUDO; RIBANI;
BETA, 2014; INADA et al., 2015; CASTRO et al., 2014; CARDOSO et
al., 2015b; NOVELLO et al., 2015; GUERGOLETTO et al., 2016).

Outros subtipos de antocianinas foram identificadas em amostras
de jucara: cianidina-3-sambunosideo (CARDOSO et al., 2015a;
NOVELLO et al., 2015; De BRITO et al., 2007); pelargonidina-3-
glicosideo (CARDOSO et al.,, 2015a; De BRITO et al., 2007);
pelargonidina-3-rutinosideo (NOVELLO et al., 2015; De BRITO et al.,
2007), peonidina-3-rutinosideo (DA SILVA et al., 2014; CARDOSO et
al., 2015a; NOVELLO et al., 2015), peonidina-3-glicosideo (BICUDO;
RIBANI; BETA, 2014), e delfinidina-3-glicosideo (CARDOSO et al.,
2015a; NOVELLO et al., 2015).

Recentemente Vieira e colaboradores (2017) investigaram o0s
principais compostos fenolicos em extratos de jucara utilizando ultra
cromatografia em espectrometria de massas. Este estudo demonstrou
guantidades de antocianinas, cerca de 26 mg/g em base seca do total de
31 mg/g de compostos fendlicos, em base seca. Cianidina-3-O-
rutinosideo foi o tipo de antocianina mais abundante (73% do total dos
compostos  fendlicos presentes). Outros compostos bioativos
identificados em propor¢cdes menores foram cianidina-3-O-glicosideo,
pelargonidina-3-glicosideo, quercetina, rutina, kaempferol, kaempferol-
3-rutinosideo, apigenina, catequina, acido elagico e 4,5 dicafeoilquinico.
Os autores consideram os frutos jucara fontes promissoras de compostos
fendlicos, especialmente antocianinas (VIEIRA et al., 2017).

E importante ressaltar que a composicdo nutricional e de
compostos bioativos dos frutos jucara podem sofrer variagGes, sendo
influenciados por diversos fatores: local de plantio e condigdes de
crescimento das palmeiras como altitude, incidéncia de luz solar e estagio
de maturacdo dos frutos (BORGES et al., 2011; BORGES et al., 2013;
DA SILVA etal., 2014; SCHULZ et al., 2015).

Estudos j& demonstraram efeito antioxidante exercido pelos
frutos jucara in vitro (BORGES et al., 2011; BORGES et al., 2013;
VIEIRA et al., 2013; BICUDO; RIBANI; BETA, 2014), em modelos
experimentais animais (CASTRO et al., 2014) e em seres humanos
(CARDOSO et al., 2015b). Estes mecanismos podem atenuar a producéo
excessiva de espécies reativas (ER) e 0 estado de estresse oxidativo, os
quais serdo abordados com maior profundidade na se¢do seguinte.



44

2.2 RADICIAIS LIVRES e ESTRESSE OXIDATIVO

Radical livre é definido como qualquer molécula quimica que
contenha um ou mais elétrons desemparelhados, ocupando isoladamente
um orbital molecular ou atdmico. O elétron desemparelhado confere
reatividade aos radicais, tornando-os capazes de reagir com compostos
situados proximos a suas orbitas externas desencadeando assim reacdes de
oxidorreducdo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

As espécies reativas de oxigénio (ERO) podem ser definidas
como metabdlitos intermedidrios do oxigénio com ou sem elétron
desemparelhado e consistem na classe mais importante de radicais gerados
em sistemas vivos. Muitas vezes os termos “radicais livres” e “espécies
reativas de oxigénio” sdo utilizados como sindnimos, porém nem sempre
este uso é verdadeiro, ja que existem compostos reativos que nao usufruem
de elétron desemparelhado, como o caso do perdxido de hidrogénio
(H202) (LUSHCHAK, 2014; SIES, 2015). Além destas, ha também
espécies reativas de nitrogénio (ERN), cloro, ferro, cobre e enxofre e tais
espécies possuem o0s seus proprios tipos particulares de reatividade
quimica (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

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

ERO e ERN relacionam-se com processos fisiologicos no
organismo humano, incluindo processos envolvidos na morte celular,
protecdo contra patdgenos, vias de sinalizacéo celular e regulacdo do ténus
vascular (VALKO et al., 2006; VALKO et al., 2007).

A redugdo monovalente do oxigénio molecular forma o radical
anion superéxido (O2") (MILLER etal., 1990). O O, gerado no interior
da mitocondria, é considerado uma ERO primaria, podendo interagir com
outras moléculas, originando assim ERO secundérias, como o0 H,O; e 0
radical hidroxil (OH*) (CADENAS; SIES, 1998; HALLIWELL, 2006;
VALKO et al., 2007; BARBOSA, 2010). Dentre as ERN destaca-se 0
anion peroxinitrito (ONOO™), formado a partir do O,""e déxido nitrico
(NO) (CARR; MCCALL; FREI, 2000).

Nas células eucarioticas mais de 90% das ERO séo produzidas
pela mitocéndria do figado e musculos, por meio da cadeia transportadora
de elétrons. Em quantidades menores, as ERO podem ser produzidas pelo
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reticulo endoplasmatico, membranas nucleares e oxidases, sendo
influenciadas pela presenca dos ions ferro e cobre (KOURY;
DONANGELO, 2003; GREEN; BRAND; MURPHY, 2004,
LUSHCHAK, 2014).

Os ions de ferro e cobre, agem como catalisadores das reacdes na
formacéo de ER. A participacao desses metais ocorre por meio das reacdes
de Fenton e Haber-Weiss. A reagdo de Fenton origina o radical hidroxil
(OH"), pela reacdo do H20, com os ions supracitados, enquanto na reacao
de Haber-Weiss os ions catalisam a reacdo entre H,O, e O gerando da
mesma forma OH® (GREEN; BRAND; MURPHY, 2004; SCHNEIDER,;
OLIVEIRA, 2004; SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

Diversos fatores ambientais (radiacdo ultravioleta, patgenos,
poluentes) e relacionados a dieta (ingestdo excessiva de carboidratos,
gorduras e baixo consumo de vitaminas) podem promover a formagéo de
ER (MAIESE, 2009; BLOOMER; FISHER-WELLMANN, 2009;
BHOOSHAN; PANDEY; RIZV, 2009, LIU et al., 2018).

O excesso de ER conduz a oxidacdo de biomoléculas com
consequente perda de fungdes bioldgicas e/ou desequilibrio homeostatico,
cuja manifestacdo € o dano oxidativo em células e tecidos (HALLIWELL;
WHITEMAN, 2004; HALLIWELL, 2011). Os danos oxidativos podem
acarretar efeitos prejudiciais ao organismo, como a oxidagdo do &cido
desoxirribonucleico (DNA), proteinas, aminoacidos, lipideos e outras
biomoléculas (STOHS, 1996; MCCORD, 2000; HALLIWELL, 2011).

Quando as ERO oxidam acidos graxos, componentes das
membranas celulares, ocorre a peroxidagdo lipidica (LPO). Este processo
se constitui de reacGes em cadeia, representadas pelas etapas de iniciacéo,
propagacdo e terminacdo (SIEMS; GRUNE; ESTERBAUER, 1995;
FERREIRA; MATSUBARA, 1997). O OH-, retira um &omo de
hidrogénio dos acidos graxos poliinsaturados da membrana celular, sendo
considerado principal iniciador deste processo (WELCH et al., 2002). No
entanto, a participacdo do ferro exerce papel importante na etapa de
iniciacédo, por meio da reagdo Fe3*/ Fe?*. Os ions catalisam a conversdo de
hidroperdxidos lipidicos (LOOH) em radicais LO" (radical alcoxil) e LOO®
(radical peroxil), potencialmente reativos.

A LPO acarreta em alteragGes na estrutura e permeabilidade das
membranas celulares, com consequente perda de seletividade nas trocas
ibnicas e liberacdo do conteddo de organelas, além da formacdo de
produtos citotdxicos, como o malondialdeido (MDA), resultando na morte
celular (HERSHKO, 1989).

Em relagéo a oxidagao proteica, 0 excesso de ER pode prejudicar
as clivagens de ligacGes, tendo como consequéncia perda de atividade
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enzimatica, dificuldade no transporte ativo através das membranas
celulares, degradacdo citosélica de proteases e morte celular (BERGER et
al., 1999; JAIN et al., 2013).

Danos ao DNA inclui a quebra da molécula, a qual pode ser
reconectada em outra posicao, alterando assim a ordem de suas bases. Esse
é um dos processos basicos da mutagdo e o acimulo de bases danificadas
pode desencadear a oncogénese (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
JAIN et al., 2013).

A oxidacdo de biomoléculas gera metabdlitos especificos, 0s
quais podem ser identificados e quantificados. Apesar das ER possuirem
meia vida curta, o que dificulta sua mensuracéo em analises laboratoriais,
varias métodologias encontram-se disponiveis, cada uma com vantagens
e desvantagens (POLJSAK; SUPUT; MILISAV, 2013). Geralmente, o
aumento de componentes celulares oxidativamente modificados € aceito
como biomarcador de estresse oxidativo (LUSHCHAK, 2014). Os
pardmetros para avaliacdo de danos oxidativos incluem a mensuracéo de
lipidios oxidados (PINCHUK; LICHTENBERG, 2014), proteinas
carboniladas (VASCONCELOS et al., 2007; YAN, 2014) e oxidacéo em
acidos nucleicos (SANTOS et al, 2013).

Quando ocorre incapacidade dos sistemas bioldgicos em
neutralizar a producéo excessiva de ER, caracteriza-se o estado de estresse
oxidativo (HALLIWELL, 2011). Dentre os fatores que promovem o
estresse oxidativo encontram-se: aumento da produgdo de ER; deplecdo
das reservas antioxidantes; inativagdo das enzimas antioxidantes ou
diminuicdo da producédo das enzimas antioxidantes (LUSHCHAK, 2014).

Se o sistema antioxidante é capaz de neutralizar as concentragdes
de ER fazendo com que estes valores retornem as concentragdes iniciais,
este evento pode ser chamado de “estresse oxidativo agudo”. Caso as
concentragBes de ER aumentem exacerbadamente, estas sdo capazes de
modificar componentes celulares, alterando substancialmente a
homeostase, este estado pode ser chamado “estresse oxidativo cronico”
(LUSHCHAK, 2014).

O papel do estado de estresse oxidativo na origem e/ou progressao
de doencas ainda ndo se encontra completamente elucidado, mas recebe
ampla atencdo pela relagdo com o envelhecimento (FLORA, 2007),
doencas cardiovasculares (VICTOR; ROCHA, 2007), doencas
neurodegenerativas (SWERDLOW, 2007; HALLIWELL, 2012),
obesidade e carcinegénese (HALLIWELL, 2012).

A exposicdo ao excesso de ER proveniente de fontes diversas
levou ao organismo desenvolver uma séria de mecanismos de defesa
(CADENAS, 1997). Os mecanismos de defesa consistem na prevencéo da
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formagcédo de ER e reconstitui¢do de estruturas bioldgicas lesadas (sistemas
de reparo) (BARBOSA, 2010; FORMAN; DAVIES; URSINI, 2014).

2.3 DEFESA ANTIOXIDANTE

Os antioxidantes séo definidos como moléculas que protegem um
alvo bioldgico de danos oxidativos, regenerando o substrato oxidavel ou
prevenindo a oxidacdo do mesmo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007,
HALLIWELL, 2011). A eficacia da acdo antioxidante depende da
localizagdo dos antioxidantes no interior das células e tecidos, bem como
a concentracdo e local da producdo das ER (FORMAN; DAVIES;
URSINI, 2014). O estado antioxidante pode diferir entre os individuos e
ndo ha valores de referéncia para as concentracfes de antioxidantes no
sangue, urina, ou no interior das células (POLJSAK; JAMIK; 2010;
POLJSAK; SUPUT; MILISAV, 2013).

A defesa antioxidante pode ser dividida em enzimatica e ndo
enzimatica. A defesa antioxidante enzimatica conta com a atuacdo de
enzimas antioxidantes primarias, representadas pela superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), 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). Os antioxidantes ndo enzimaticos sdo substancias
gue podem ter origem enddgena, como exemplo do é&cido drico e
glutationa reduzida (GSH), ou ter origem exdgena, sendo adquiridos
através da dieta, a exemplo de vitaminas, minerais e compostos fenélicos
(BARBOSA, 2010; HALLIWELL, 2011).

A enzima SOD ¢é encontrada sob duas formas: SOD-Cu/Zn
situada no citoplasma e SOD-Mn na mitocondria. Estas enzimas catalisam
a conversdo do O™ em H20- e oxigénio (O,). Ja a enzima CAT converte
0 H202 em O3 e 4gua (H20) (VINCENT; INNES; VINCENT, 2007). A
GPx localiza-se no citoplasma ou na mitocondria e possui a funcéo de
reduzir hidroperéxidos em H,O. A enzima GPx também desempenha
papel importante no ciclo da glutationa, convertendo a GSH em oxidada
(GSSG). Devido a agdo oxidante promovida pela GSSG, é imprescindivel
a atuacdo da (GR), responsavel pela recuperacdo da GSH (GSSG a GSH),
promovendo assim o equilibrio deste ciclo (ROVER; HOEHR;
VELLASCO, 2001; GREEN; BRAND; MURPHY, 2004; VINCENT;
INNES; VINCENT, 2007). Até o presente momento, oito isoformas
diferentes de glutationa peroxidase (GPx1-8) foram identificadas no
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organismo humano, com afinidade por H.O, e também LOOH (JAIN et
al., 2013).

Percebe-se que as enzimas CAT e GPx atuam com 0 mesmo
proposito de impedir o acimulo de H;O,. Esta acdo é de grande
importancia, visto que a partir do H.O,, por meio das reagdes de Fenton e
Haber-Weiss, ocorre a formagdo do OH®, o qual ndo possui sistema
enzimatico habil de defesa (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999;
LUSHCHAK, 2014). O OH" ¢ altamente reativo atuando diretamente na
formagdo de danos oxidativo, além de ser iniciador do processo de
peroxidacdo lipidica. Desta forma é de grande importancia o equilibrio
entre as enzimas antioxidantes promovendo assim a integridade celular
(VALKO et al., 2007; LUSHCHAK, 2014).

Dentre os antioxidantes enddgenos ndo enzimaticos destacam-se
0 acido Urico e a glutationa reduzida (GSH). O acido Urico € proveniente
do metabolismo das purinas (MATSUMOTO; HOPKINS, 2004) e pode
contribuir para 0 aumento da atividade antioxidante plasmatica ap6s a
ingestdo de determinadas frutas ricas em frutose, produzindo o chamado
“efeito frutose” (LOTITO; FREI, 2004). O acido trico pode ser formado
pela degradacdo da frutose-1-fosfato por meio da acdo da enzima
frutoquinase (YAMAMOTO et al, 1999). A GSH atua em interacdo direta
com as ERO ou servindo de substrato para a enzimas (LUSHCHAK,
2010).

Em relacdo a defesa antioxidante exdgena, componentes
antioxidantes adquiridos por meio da ingestdo de frutas e vegetais, como
vitaminas, minerais e compostos bioativos, como os compostos fenolicos,
dentre os quais se destacam as antocianinas, podem contribuir para o
aumento da atividade antioxidante plasmatica (VALKO et al., 2007;
BOUAYED; BOHN, 2010; KARDUM et al, 2014; HARASYM;
OLEDZKI, 2014).

Inicialmente, acreditava-se que 0s antioxidantes presentes nos
alimentos diminuiriam a atividade antioxidante enddgena, possivelmente
por mecanismos de feedback de inibicdo. No entanto, atualmente alguns
autores acreditam que os compostos fendélicos podem estimular o sistema
de protecdo antioxidante endégeno, conferindo protecéo celular e tecidual
(FORMAN; DAVIES; URSINI, 2014).

Dentre os antioxidantes provenientes da dieta alimentar, a classe
dos compostos fendlicos e mais especificamente as antocianinas, serao
abordadas com maior profundidade no item seguinte pela presenca em
quantidades relevantes nos frutos jucara, foco deste estudo.
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2.3.1 Frutos jucara e Atividade Antioxidante

Os frutos jucara sdo riscos em compostos fendlicos, como ja
descrito. Por esta razéo, o efeito antioxidante dos frutos jugara é o mais
descrito na literatura, dentre os efeitos bioldgicos ja estudado (BICUDO;
RIBANI; BETA, 2014; CARDOSO et al., 2015b; SCHULZ et al., 2015).

A avaliacdo da capacidade antioxidante dos extratos do fruto
jucara por meio da desativacdo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) (BORGES et al., 2011; BICUDO; RIBANI; BETA, 2014;
CARDOSO et al., 2015a; SCHULZ et al., 2015; RUFINO et al., 2010;
VIEIRA et al., 2013) e do método potencial antioxidante redutor férrico
(FRAP) (BORGES et al., 2013; INADA et al., 2015; CARDOSO et al.,
2015b; SCHULZ et al., 2015; RUFINO et al., 2010; VIEIRA et al., 2013)
foram as metodologias mais utilizadas entre os estudos cientificos que
propuseram avaliar a atividade antioxidante dos frutos jucara até o
presente momento. O método ORAC (do inglés “Oxygen Radical
Absorbance Capacity”) relacionado a capacidade de absor¢do dos
radicais de oxigénio, também j& foi realizado com extrato de jucara
(BICUDO; RIBANI; BETA, 2014; INADA et al., 2015).

A capacidade antioxidante avaliada por FRAP, em amostras de
extratos de frutos jucara, apresenta variacdes entre 1158,0 (BORGES et
al., 2013) e 2155,0 (CARDOSO et al. 2015b) pmol de equivalente de
Trolox/100 g (matéria seca). Considerando amostra de acai (Euterpe
oleracea), o valor de capacidade antioxidante avaliada por FRAP se
mostra superior (3217,0 umol de equivalente de Trolox/100 g (matéria
seca) (ZIELENSKI et al, 2014).

Valores para o parametro de DPPH podem apresentar grandes
variagdes, com valores entre 745,3 umol de equivalente de Trolox/g em
matéria seca (BICUDO; RIBANI; BETA, 2014) e 2802 pmol de
equivalente de Trolox/g em matéria seca (CARDOSO et al., 2015a).Estes
valores de capacidade antioxidante sdo 2,3 a 21 vezes mais altos em
extrato de jucara quando comparados aos teores demonstrados para o
fruto de agai (Euterpe oleracea e Euterpe precatéria, 133,4 e 320,3 umol
de equivalente de Trolox/g em matéria seca, respectivamente) (KANG et
al., 2012).

Os valores de ORAC nos extratos de jucara variaram entre
1088,1 e 2071,5 umol de equivalente de trolox/g em matéria seca no
estudo realizado por Bicudo et al. (2014), enquanto os valores
apresentados por Inada et al. (2015) para 0 mesmo parametro, demonstrou
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valor intermediario (1544 pmol de de equivalente de trolox/g em matéria
seca).

O estresse oxidativo pode ocorrer devido ao desequilibrio entre a
producdo celular de ER e a capacidade antioxidante na protecdo contra
essas lesdes (LOWE, 2014). A producéo excessiva de EROs € relacionada
a danos celulares, necrose e apoptose celular devido a oxidacdo de
proteinas, lipidios e DNA (HALLIWELL, 2011).

Estudo recente avaliou o efeito de bioprodutos oriundos dos
frutos da Euperpe edulis (polpa liofilizada, polpa liofilizada
desengordurada e 6leo) em ratos com esteatose hepatica ndo alcodlica
tratados com dieta hiperlipidica durante 4 semanas. Os animais foram
divididos em dieta padrdo, dieta hiperlipidica, dieta hiperlipidica
combinada com 6leo, polpa liofilizada ou polpa liofilizada
desengordurada. Os grupos que receberam polpa de jucara
(desengordurada ou ndo) apresentaram atenuacdo da esteatose e
peroxidacdo lipidica nos tecidos, enquanto o 6leo ndo apresentou o
mesmo efeito. O subprodudo que apresentou melhores resultados foi a
polpa de jucara liofilizada desengordurada, possivelmente devido ao alto
contéudo de compostos fenodlicos, especificamente as antocianinas
(FREITAS et al., 2016). A peroxidacdo lipidica é considerada um
marcador de dano lipidico celular, pois os lipidios sdo alvos suscetiveis
de oxidacéao devido sua estrutura molécular (DEL BO et al., 2015). Além
disso, antocianinas sdo potentes antioxidantes, 0s quais atuam na
peroxidacdo lipidica por meio da doagdo de elétrons ou atomos de
hidrogénio para as ER (MOTOHASHI; SAKAGAMI,2009).

A investigacdo de Castro et al. (2014) avaliou o efeito da adicdo
de polpa de jucara liofilizada & dieta ou em combinagdo com treinamento
aerébico de intensidade moderada sobre biomarcadores de estresse
oxidativo e inflamatorios no tecido hepatico em camundongos ApoE -/-.
Animais que receberam exercicio moderado demonstraram diminuicdo na
atividade antioxidande da SOD, independente de receberem jugara como
intervencdo. A possivel explicacdo para a diminuicdo da atividade da
SOD ¢ a diminuicéo da geracdo de ERO no figado devido ao exercicio.
Esta diminuicdo do estresse oxidativo esta relacionada com a diminuigdo
da exigéncia de reposta protetora devido ao treinamento moderado
(CASTRO et al., 2014).

O estudo experimental de Novello e colaboradores (2015) dividiu
animais em cinco grupos de andlise: controle positivo - G1 (ratos
knockout de ApoE, com dieta padronizada - AIN-93M), controle negativo
- G2 (ratos C57BL / 6, com dieta AIN-93M), G3 e G4 (ratos knockout de
ApoE, com dieta AIN-93M adicionada de 2% e 6% de extrato de jugara
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liofilizado, respectivamente) e G5 (ratos knockout de ApoE, com dieta
com AIN-93M adicionada de 50 mg/kg/d de sinvastatina, utilizado para
diminuir as concentracfes de colesterol total). Camundongos ApoE -/-
apresentam deficiéncia em um receptor proteico e, por essa razdo, tém
niveis elevados de colesterol e alta suscetibilidade para desenvolver
aterosclerose e esteatose hepatica (KOSTOGRYS et al., 2012). Estes
animais tém sido utilizados para investigar fatores de risco para distirbios
do metabolismo lipidico e potencial terapéutico de compostos naturais em
doencas hepéticas. Essas condicGes estdo relacionadas a producédo
exacerbada de ER (GONCALVES et al., 2012; NOVAES et al., 2012) e,
portanto, fontes alimentares ricas em compostos fendlicos com potencial
antioxidante séo de grande interesse. Novello et al. (2015) demonstraram
diminuicdo significativa nas atividades enzimaticas de CAT e SOD foi
observada nos grupos G3 e G4 gquando comparado aoc grupo controle
positivo (G1). Ademais, 0s autores relataram que o extrato de jugara
possivelmente forneceu atividade antioxidante exercida por essas
enzimas através da acdo dos ACNs e seus metabolitos (NOVELLO et al.,
2015).

Cardoso e colaboradores (2015a) avaliaram o potencial
antioxidante do extrato de jucara em ratos dislipidémicos (ApoE -/-). Os
grupos tratados com 2%, 6% e 10% de extrato de jucara adicionado a
dieta e uma dieta com 2% de o-tocoferol apresentaram atividade da CAT
diminuida em relagdo aos camundongos controle (C57BL/6) com dieta
padrdo. Além disso, o grupo de animais que recebeu dieta com extrato de
6% de jugara apresentou menor atividade de SOD que 0s demais grupos.
Segundo os autores, nem sempre os compostos fendlicos influenciam a
atividade antioxidante enzimatica, sendo que resultados contraditorios
podem ocorrer por diversos fatores, como etiologia do estresse oxidativo
nos estudos experimentais, modelos animais utilizados e fonte de
compostos fenodlicos investigada (CARDOSO et al., 2015a).

O recente estudo de Freitas et al. (2017a) investigou o efeito da
intervencdo com jugara em quatro grupos de ratos Wistar, durante 50 dias,
0s quais receberam: dieta comercial (controle), G2 (dieta comercial
adicionada de 4% de extrato de jucara), G3 (dieta comercial adicionada
de 10% de polpa liofilizada de jucara) e G4 (dieta comercial adicionada
de 10% de polpa liofilizada de jucara desengordurada). Os resultados
mostraram que os grupos G3 e G4 diminuiram a peroxidagdo lipidica.
Além disso, o grupo que recebeu polpa desengordurada (G4) diminuiu a
atividade enzimatica de CAT, glutationa S-transferases e SOD quando
comparado aos demais grupos. Os autores relacionaram estes resultados
com a diminuicdo da producdo de ER pela acdo de antioxidante
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(FREITAS et al., 2017a; LEI et al., 2016). Ressalta-se que a polpa
liofilizada de jucara apresentau maior concentracdo de antocianinas neste
estudo.

Freitas et al. (2017b) apresentaram o efeito antioxidante e toxico
de dietas de cafeteria adicionadas de extrato de jucara, nos tecidos renais
e cardiacos em ratos Wistar. Os principais resultados foram o aumento
significativo na atividade da CAT nos tecidos de animais alimentados
com as seguintes dietas: dieta de cafeteria adicionada de 5% de extrato
liofilizado de Euterpe edulis, dieta de cafeteria adicionada de 10% de
extrato liofilizado de Euterpe edulis e dieta de cafeteria adiciada de 10%
de extrato liofilizado desengordurado de Euterpe edulis. Néo foi
evidenciado efeito sobre a peroxidacéo lipidica a partir das intervences
propostas com extrato proveniente do fruto jugara. Entretanto o estudo
sugere prevencdo do estresse oxidativo causado pela dieta de cafeteria,
devido ao aumento da atividade enzimatica em tecidos cardiacos de
animais alimentados com Euterpe edulis. Os autores hipotetizaram que 0s
extratos de Euterpe edulis impediram a inibigdo da expressdo destas
enzimas, promovendo assim um aumento da sua atividade antioxidante
enzimatica.

Até o presente momento o Unico ensaio clinico com seres
humanos e ingestdo de um subproduto do fruto jugara foi realizado pelo
nosso grupo de pesquisa. Em um ensaio clinico com ingestéo de suco de
jucara, individuos saudaveis tiveram biomarcadores de estresse oxidativo
avaliados antes e ap6s 1 h, 2 he 4 h de uma Unica dose de 450 mL (451,9
mg de C3-G /100 g de antocianinas monoméricas totais e 442,7 mg de
Equivalente Acido Galico (EAG)/100 g de fendlicos totais). Os frutos
foram processados com a adi¢do de agua e apresentava 33,4 g de sélidos
totais de jucara na amostra ingerida. Andlise de varidncia de medidas
repetidas revelaram uma diminuicdo significativa da peroxidacdo lipidica
ao longo do tempo (interacdo entre tempo e tratamento). O tratamento
teve um efeito significativo na GPx, com uma atividade maxima de 2 h
apos o consumo agudo (CARDOSO et al. 2015h).

Considerando os estudos expostos acima é possivel considerar
gue os resultados de estudos experimentais em animais que avaliaram o
efeito da intervengdo com jucara sobre enzimas antioxidantes ainda
permanecem controversos. Alguns estudos demonstram diminuicdo da
atividade enzimatica de SOD e CAT (CARDOSO et al. 2015a;
NOVELLO et al. 2015; FREITAS et al. 2017a), enquanto outros estudos
reportaram aumento da atividade enzimatica tecidual de CAT (FREITAS
et al. 2017b) e GPx em amostras de hemolisado em ensaio clinico
(CARDOSO et al. 2015b).
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Antioxidantes exdgenos obtidos a partir da alimentacdo podem
melhorar a atividade antioxidante enddgena fortalecento os mecanismos
de defesa antioxidante neutralizando ER, diminuindo assim os niveis de
atividade das enzimas antioxidantes (BHOOSHAN; PANDEY; RIZV,
2009; HARASYM; OLEDZKI, 2014).

De acordo com Lei et al. (2016), as enzimas antioxidantes
promovem a neutralizagdo de ER. Assim, a diminui¢do da producdo de
ER ou sua atenuacdo podem ser correlacionadas com a diminuicdo da
expressdo das enzimas antioxidantes. Assim a diminuicdo da producdo de
ER pode ocorrer por meio da acdo de compostos bioativos, como as
antocianinas e seus metabdlitos, presentes nos extratos oriundos dos
alimentos (TSUDA, 2012), os quais podem atingir os tecidos afetando
assim o potencial antioxidante endégeno.

No entanto, sugere-se que as antocianinas podem estimular a
defesa antioxidante endégena por mecanismos indiretos como ativacdo
de genes que codificam estas enzimas (SHIH; YEH; YEN, 2005), reparo
e estimulo da atividade das enzimas antioxidantes SOD e GPx
(TOUFEKTSIAN et al., 2008). De acordo com a revisdo de Del Bo e
colaboradores (2015), acerca do efeito dos berries sobre biomarcadores
de estresse oxidativo, ensaios clinicos que utilizaram intervencdes com
frutos ricos em antocianinas, demonstraram que a modulagdo de enzimas
antioxidantes endogenas parece permanecer incerta, uma vez que
trabalhos demonstram aumento na atividade destas enzimas ap0s
intervencdo, enquanto outros ndo expressam resultados significativos.
Ainda assim, a atividade antioxidante enzimatica é influenciada por
varios fatores, como o modelo animal e o tipo de extrato utilizado em
ensaios experimentais (CARDOSO et al., 2015a).

Os compostos fendlicos séo relacionados com a modulacdo de
biomarcadores de estresse oxidativo (DEL BO et al., 2015). Por essa
razdo, € necessario investigar a biodisponibilidade dos principais
compostos bioativos presentes nos frutos de jucara e seus metabdlitos
gerados durante a digestdo e absorcdo em humanos ou modelos
experimentais in vivo, possibilitando a confirmacdo da sugestdo de seus
beneficios a saude.

2.3.2 Antocianinas e Acidos fenélicos
Estudos tém demonstrado que a ingestdo de frutas e verduras,

promove efeito protetor ao organismo, especialmente pela presenca de
compostos fendlicos, diminuindo o risco para diversas doencas cronicas
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ndo transmissiveis (CROWE et al., 2011, SPENCER; CROZIER, 2012;
DEL RIO et al., 2013; GUERRA et al., 2015; LIU et a. 2018). A ingestdo
de pelo menos 400 g de frutas e verduras é recomendada pela Organizagéo
Mundial da Saide. No entanto, ndo ha recomendagdes para a ingestdo de
antioxidantes, sendo a variedade da dieta, a melhor forma de obté-los
(ARGUELLES et al., 2007).

Frutas nativas da América do Sul tém sido menos estudadas em
comparacdo a frutas da Europa e América do Norte (CLERICI;
CARVALHO-SILVA, 2011; COSTA et al., 2013). Porém, o interesse por
frutas nativas e exaticas de paises tropicais vem crescendo, especialmente
pela composicdo nutricional de tais frutas com altos teores de compostos
fenolicos, como as antocianinas (SCHRECKINGER et al., 2010; COSTA
etal., 2013; HARASYM; OLEDZKI, 2014).

Os compostos fenolicos sdo metabdlitos secundarios de plantas
atuando em seu crescimento, desenvolvimento, protecdo e atracdo de
agentes polinizadores (SCALBERT; WILLIAMSON, 2000). Esses
compostos sdo classificados em flavonoides e ndo flavonoides e
apresentam pelo menos um anel aromatico com uma ou mais hidroxilas,
as quais possibilitam sua atuacdo como agentes redutores, exercendo
protecdo ao organismo contra 0 estresse oxidativo (SCALBERT;
WILLIAMSON, 2000; ASAMI et al., 2003; DIETRICH; RECHNER,;
PATZ, 2004; BENVENUTI et al., 2004; CROZIER et al., 2006). Além
disso, no organismo humano, exercem protecdo celular ou tecidual pelo
estimulo do sistema de protecdo antioxidante endégeno (FORMAN;
DAVIES; URSINI, 2014).

Os flavonoides possuem moléculas de 15 carbonos com dois
(Figura 1; A e B) anéis aromaticos conectados por uma ponte de trés
carbonos (Cs-C3-Cs). As principais subclasses destes compostos sdo as
flavonas, flavondis, flavan-3-ois, isoflavonas, flavononas e
antocianidinas. A estrutura basica dos flavonoides pode ter diversos
substituintes, sendo a maioria glicosideos (DEL RIO et al., 2013) e é
apresentada na figura 1-A.

As antocianidinas (fracdo livre dos aclcares) mais comuns sao:
pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina, e malvidina,
as quais formam conjugados com glicosideos e &cidos organicos,
originando diversas estruturas de antocianinas (JAGANATH; CROZIER,
2011; OZEKI et al.,, 2011; TSUDA, 2012). A figura 1-B apresenta
estrutura das antocianidinas.

As antocianinas sdo responsaveis pelas cores vermelha e azul em
frutas, flores e folhas (STRACK; WRAY, 1993). Estes compostos
naturais sdo representados na alimentagdo humana pelos berries, frutas
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vermelhas, azuis e roxas. As diferengas estruturais das antocianinas
podem ocorrer através do nimero e posi¢do do grupo hidroxil (OH), grau
de metilacdo, natureza, nimero e local das moléculas de agucar, além do
numero de &cidos aromaticos anexados a molécula de acucar. O processo
de glicosilacdo confere as antocianinas aumento da estabilidade e
solubilidade em 4gua (MAZZA et al., 2007).

Por intermédio de vias indiretas, as antocianinas promovem a
defesa antioxidante enddgena por meio de mecanismos como: estimulo da
atividade antioxidante enzimatica da SOD e GPx, consequentemente
aumentando a concentracdo de glutationa e ativacdo de genes que
codificam estas enzimas (SHIH; YEH; YEN, 2005; TOUFEKSIAN et al.,
2008; POJER et al., 2013).

Figura 2: Estrutura quimica dos flavonoides (BRAVO, 1998) (A) e Estrutura das
antocianidinas, as quais diferem-se em: pelargonidina (R: = H, Rz = H); cianidina
(R1 = OH, R; = H); Delfinidina (R1 = OH, R, = OH); peonidina (R1 = OCHjs, R,
= H); petunidina (R1 = OCHs, R = OH); malvidina (R; = OCHj3,R, = OCHa) (B)
(CROZIER; JAGANATHB; CLIFFORD, 2009).
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Estudos tém sugerido que as antocianinas exercem efeitos
benéficos a salde, destacando-se efeito antioxidante, anti-inflamatdrio,
propriedades anticarcinogénicas, protecdo contra  doengas
cardiovasculares, bem como diminui¢éo do risco de diabetes e distarbios
cognitivos (ZAFRA-STONE et al., 2007; HE; GIUSTI, 2010; TSUDA,
2012; FERNANDES et al., 2014; PALA et al., 2018).

Como a presente investigacdo prop0e avaliar o efeito antioxidante
da ingestdo aguda do suco de jucara em individuos saudaveis, o quadro 1
sumariza artigos que avaliaram a exposicao da ingestdo Unica de frutos,
sucos ou polpas ricos em antocianinas sobre biomarcadores de estresse
oxidativo em individuos saudaveis. Os unitermos utilizados para esta
busca foram: “anthocyanin” and “antioxidant” or “oxidative stress” and
“acute” or “single” and “ingestion” or “consuption” and “clinical trial”,
utilizando a base de dados Scopus.

Quadro 1: Estudos que avaliaram a ingestdo Unica de frutos, sucos ou
polpas ricos em antocianinas sobre biomarcadores de estresse oxidativo
em individuos saudaveis.

ingestdo de 120
mL de suco de
berries  (maior
constituinte o
acai) e placebo

ERO por células
PMN.

Autores /| Objetivo Biomarcadores | Concluséo
Ano de estresse

oxidativo

avaliados in

Vivo
Jensen et al.,| 12 individuos; TBARS, CAP-¢, /[\ Atividade
2008 Investigar a| formacéo de | antioxidante

(CAP-e) apds 1h
e 2h.

\/ TBARS  apds
2h.

(em  céapsulas)
antes e apoés
0,5h, 1h e 2h.
Mertens- 12 individuos; Antocianinas /]\ ORAC
Talcottetal., | Avaliar a | plasmaticas, (plasma) apos
2008 ingestio de 7 | ORAC, 4cido| ingestdo da polpa
mL/kg de peso | Urico e formacdo| de acai, suco
de cada | de ERO clarificado de
individuo, das | intracelular.
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intervencbes de
polpa de acali,
suco clarificado
de acai e bebida
placebo, antes e
apos 0.5,1, 2, 4,
6, e 12 h no
sangue e nos
periodos de 0-3,
3-6, 6-9, 9-12, e
12-24h na urina.

acai e bebida
placebo.
Concentracdes
maximas
antocianinas
foram detectadas
2332 ng/L em
2,2h para polpa e
1138 ng/L em 2h
apos ingestdo do
suco.

Urina:
capacidade
antioxidante foi
significativament
e maior em todos
0s tratamentos no
tempo 9-12h.

de

Hassimotto;
Pinto;
Lajolo, 2008

6 individuos;
Avaliar a
ingestdo de suco
de amora
contendo 400
mg de
cianidina/50 kg
de peso corporal,
diluidos em

200 mL de agua
(SAA), 200 mL
de leite
desengordurado
(SAD), antes e
apo6s 0,5, 1, 2, e
4h de ingestéo.

Urina foi
coletada antes e
ao longo dos
periodos 0-1, 1-
2, 2-4, e 4-6h.

Antocianinas
plasmaticas.
Enzimas
antioxidantes:
CAT e GPx.
ORAC, DPPH,
acido drico,
vitamina C.

A\ Vitamina C
(apds sucos de
amora)

CAT (entre 30
mim e 2h)
Correlagdo forte
direta entre
atividade
antioxidante
(ORAC) e
vitamina C (r =
0,93)
Correlagéo
inversa
atividade
antioxidante e
cido drico (r= -
0,79)

Urina:
capacidade

entre
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antioxidante

(ORAC e DPPH)
foram associadas
com as
concentrac@es de
antocianinas e

CAT.

acido Urico.
Jin et al.,| 20 individuos; ORAC, FRAP,| Correlacdo entre
2011 Investigar a| vitamina C,| FRAP e 4cido
ingestdo de 250 | 4cido Urico. | Urico; Correlagdo
mL de suco de| Acidos fendlicos| entre ORAC ¢
groselha e | plasmaticos acido Urico.
bebida controle NVitamina C
antes e apos 8h.
Del Boetal., | 10 individuos; | Antocianinas  [NACN apés 1h e
2013 Avaliar a| plasmaticas; 2h.
ingestdao de 300| Avaliagdo  do||, Dano oxidativo
g de mirtilos e| dano oxidativo| ao DNA em 1h.
controle ao DNA
(geléia), antes e| (induzido  por
apoés 1h, 2h e| H20y).
24h.
Mathinson et | 12 individuos; | GSH, GSSH. /NGSH - SBCC
al., 2014 Avaliar a| Enzimas apos 24h.
ingestdo do| antioxidantes: |NSOD - EFC e
extrato das| GPx, SOD. SBCC em 24h.
folhas de | Danos NGPx - EFC em
cranberry oxidativos:  8-| 2h
(oxicoco) OH-dG
(EFC), suco de
baixa caloria de
cranberry
(SBCCQC) e
placebo antes e
apos 2h, 4h, 8h e
24h.
Cardoso et| Avaliar a| Enzimas Efeito tratamento
al., 2015 ingestdo de 450 | antioxidantes: sobre FRAP e
mL de suco de| GPx, SOD, | GPx.
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jucara e controle | Parametros Interacdo  entre
(agua). antioxidantes: tempo e
FRAP,  &cido| tratamento  em
drico. LOOH.
Dano oxidativo:
LOOH.
Toaldo et al., | Avaliar a Oxidagdo |, TBARS
2015 ingestdo de 400 lipidica: (comparado  ao
mL de suco de| TBARS, LOOH. | controle)
uva \/ LOOH
(convencional e (comparado  ao
organico), basal)
utilizando
controle (agua),
antes e apds 1h.

TBARS: do inglés Thibarbituric Acid Reactive Substances; CAP-e: do inglés
cell-based antioxidant protection in erythrocytes; PMN:
células polimorfonucleares; ORAC: do inglés Oxygen radical absorbance
capacity; CAT: catalase; GPx: glutationa peroxidase; DPPH: radical 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl; FRAP: do inglés Ferric Reducing Antioxidant
Potential; LOOH: Hidroperoxidos lipidicos; ACN: antocianinas; GSH:
glutationa reduzida; GSSH: glutationa oxidada; SOD: superoxido dismutase; 8-
OHdG, 8-hydroxydeoxyguanosine.
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2.3.3 Absorcdo e biodisponibilidade das antocianinas e &cidos
fendlicos

A quantidade de compostos bioativos presente nos alimentos
pode ndo refletir a quantidade absorvida e metabolizada pelo organismo.
Um composto bioativo pode apresentar determinada atividade biol6gica
in vitro e in vivo em animais, porém ndo ser biodisponivel, ou ser
rapidamente metabolizado e excretado, tornando-se assim ineficaz no
organismo humano. Por isso, o entendimento dos fatores que levam a
liberacdo dos compostos da matriz do alimento, a extensdo da absorgéo e
0 seu papel real no organismo sdo cruciais para determinagdo dos seus
mecanismos de acéo e da sua influéncia na promocdo e manutencéo da
salde humana (HORST; LAJOLO, 2012).

A liberagdo dos compostos bioativos da matriz alimentar
(bioacessibilidade) torna um composto disponivel para sua absorcao
(LILA et al., 2016). A absorcdo consiste no movimento do composto do
limen digestivo para a circulacdo sanguinea, enquanto a distribuicéo é o
processo no qual os compostos sdo difundidos do espaco intravascular
para o extra vascular; o metabolismo ocorre por meio da conversdo de um
composto as suas respectivas formas mais eletrofilicas, tornando-as mais
suscetiveis a excre¢do, pelas vias renal ou biliar (HOST; LAJOLO, 2012).
Os componentes fenolicos presentes na secre¢do biliar podem ser
reabsorvidos via circulacdo entero-hepética, que é tipica dos &cidos
biliares, ou excretados pelas fezes e pela urina (LILA et al., 2016).

A biodisponibilidade das antocianinas tem sido revisada
extensivamente por diversos autores e apesar de muitos beneficios serem
relacionados a esses compostos, sua biodisponibilidade é considerada
muito baixa (KAY, 2006; TSUDA, 2012; POJER, 2013; FERNANDES
e al., 2014; LILA et al., 2016). Por esta razéo, o estudo das antocianinas
pode formar um paradoxo para cientistas, pois como seria possivel as
antocianinas influenciarem e serem relacionadas a beneficios a sadde se
seriam tdo mal absorvidas, sendo detectadas na circulagdo em
concentracgdes tragos (LILA et al., 2016).

As antocianinas podem aparecer rapidamente no plasma, devido
a absorcdo gastrica, porém a maior parte da absor¢do ocorre no intestino
delgado. Desta forma, motilidade do trato gastrointestinal e fatores que
alterem o esvaziamento gastrico podem afetar a cinética de absorcdo
(LILA et al., 2016).
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Estudos em modelos experimentais com animais, as antocianinas
alcancaram o sistema circulatério em poucos minutos, entre 6 e 20
minutos ap6s a ingestdo, atingindo concentragdes maximas no plasma
apos 15 a 60 minutos (MATSUMOTO et al., 2001; PRIOR; WU, 2006;
McGHIE; WALTON, 2007; POJER et al, 2013; FERNANDES et al.,
2014). Kay (2006) observou em seu estudo de revisdo, que a concentracdo
maxima de antocianinas em seres humanos esta entre 1,4 e 592 nmol/L e
ocorre em 0,5 e 4 horas ap0s a ingestéo (doses de 68 a 1300 mg). A média
de excre¢do urinaria evidenciada é entre 0,03% e 4% da dose ingerida,
com eliminagdo e meia-vida entre 1,5 e 3h.

A solubilidade em &gua limita a absor¢do das antocianinas por
difusdo passiva, sendo requerido mecanismo de transporte especifico da
molécula de glicosideo, transportador de glicose sodio dependente
(SGLT1) através da parede do intestino, havendo hidrolise da molécula de
aglicona no intestino delgado (MANACH; MAZUR; SCALBERT, 2005;
KAY, 2006; LILA et al., 2016). Em contraste, as porcOes agliconas das
antocianinas (antocianidinas), sdo mais hidrofébicas e atravessam por
difusdo passiva através da mucosa epitelial (HOLLMAN 2004; ARTS et
al., 2004; POJER, 2013). Considera-se que a biodisponibilidade das
antocianinas depende significativamente de sua estrutura quimica, sendo
influenciada pela natureza da molécula de glicosideo e também pela sua
estrutura aglicona (CROZIER; JAGANATHB; CLIFFORD, 2009;
POJER et al., 2013; LILA et al., 2016).

Em condi¢Bes &cidas, as antocianinas so relativamente estaveis.
No entanto, sob condi¢cdes de pH béasico ou neutros, as antocianinas
tornam-se instaveis. Na forma chalcona, as antocianinas sdo mais
sensiveis & fatores fisico-quimicos, podendo ocorrer degradacgao
irreversivel (BROUILLARD; HARBORNE, 1988). Desta forma as
antocianinas sdo pouco modificadas pelas condi¢des gastricas (pH baixo),
mas sdo extensivamente transformadas pela bile, sais biliares e pela
microflora intestinal (pH neutro) (GALVANO et al. 2009; FERNANDES
etal., 2014).

No que se refere a composicdo da matriz alimentar, outros
antioxidantes, micronutrientes e macronutrientes, podem afetar a absorcéo
e a capacidade antioxidante das antocianinas (YANG et al., 2011). Estes
fatores podem dificultar a avaliacdo das antocianinas no plasma e urina,
porém ndo impossibilita sua avaliagdo em termos de absorcao e excrecéo
(CROZIER; JAGANATHB; CLIFFORD, 2009). Em relagdo a meios
lipofilicos, Fernandes e colaboradores (2014), acreditam que este tipo de
matriz pode facilitar a solubiliza¢&o e absorcéo dos flavonoides.
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A microbiota colénica hidrolisa a porcao glicosidea das agliconas
e as degrada em acidos fendlicos e aldeidos (KEPPLER; HUMPF 2005;
McGHIE; WALTON, 2007; GALVANO et al., 2009; FERNANDES et
al., 2014; LILA et al.,, 2016). Os 4cidos fendlicos, incluindo &cido
siringico, acido vanilico, &cido galico e acido protocatecuico, tém sido
considerados metabdlicos das antocianinas. Dentre os 4cidos fendlicos
avaliados, o0 &cido protocatecuico tem sido ponderado como principal
metabdlito da fracdo de antocianina cianidina-3-glicosideo (KEPPLER;
HUMPF, 2005; AVILA et al.,, 2009; FORESTER; WATERHOUSE,
2010).

Ao se avaliar os beneficios das antocianinas a saide é importante
considerar também os potenciais efeitos desses metabdlitos no organismo
humano (VITAGLIONE et al, 2007; AZZINI; VITAGLIONE;
INTORRE, 2010; POJER et al., 2013). Alguns autores acreditam que 0s
efeitos benéficos produzidos pelas antocianinas sejam atribuidos pela
liberacdo continua de seus metabdlitos, como os acidos fendlicos, através
do intestino para a corrente sanguinea (VITAGLIONE et al., 2007;
CROZIER; JAGANATHB; CLIFFORD, 2009; POJER et al., 2013;
FERNANDES et al., 2014; FANG, 2014). Sugere-se que a propor¢éo de
acidos fendlicos derivados das antocianinas aumenta conforme a
passagem pelo trato gastrointestinal e quanto mais as antocianinas sao
metabolizadas, mais o pool de &cidos fendlicos aumenta (LILA et al.,
2016).

A proporcdo da absorcdo dos metabolitos depende da
susceptibilidade de organelas (como receptores, enzimas e
transportadores) e podera variar de acordo com a microflora intestinal e
perfil genético de cada individuo avaliado, ndo sendo possivel quantificar
a magnitude destas variagdes (CROZIER; JAGANATHB; CLIFFORD,
2009). Além disso, idade, género, habitos alimentares e ainda a
metodologia aplicada, também poderdo influenciar a avaliacdo da
biodisponibilidade das antocianinas (FERNANDES et al., 2014).

Outros fatores que podem contribuir para a baixa concentracéo
sérica das antocianinas seriam as baixas concentracfes alcancadas pelos
metabdlitos, insuficientes para deteccdo, e ainda a ligacdo das
antocianinas a outros componentes, nao participando assim das fraces
analisadas (MAZZA, 2007; FERNANDES et al., 2014).

Desta forma percebe-se que sdo muitos os desafios relacionados
a avaliagdo da biodisponibilidade das antocianinas em ensaios clinicos ou
em modelos experimentais animais dentre 0s quais se destacam a
baixissima concentragdo circulante das formas intactas ou agliconas e a
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falta de padrdes analiticos para a vasta diversidade de metabdlitos
possiveis (POJER et al., 2013; LILA et al., 2016)

Além de serem originados da metabolizacéo das antocianinas, 0s
acidos fendlicos estdo presentes em diversos alimentos e tém sido
extensivamente estudados devido suas propriedades bioativas,
especialmente por sua relagdo com a prevencao de doencas. Os &cidos
fendlicos sdo rapidamente metabolizados no corpo humano, circulando
como metabolitos gluconidados, sulfatados e metilados, podendo
apresentar bioatividades. Estes compostos sdo divididos em dois grupos
principais: acidos hidrobenzoicos e &cidos hidroxicinamico, derivados
dos &cidos benzdico e cindmico, respectivamente (HELENO et al., 2015).

As principais reacfes envolvidas na formacdo dos &cidos
fendlicos sdo desaminacdo, hidroxilacdo e metilacdo (GROSS, 1985). A
degradacdo da cadeira lateral do &cido cindmico pode originar o &cido
benzoico, enquanto reacbes de hidroxilagio e metilacdo no anel aromético
dos acidos benzéicos podem originar seus derivados como &cido
protocatechuco e acidos p-hidrozibenzoico (GROSS, 1985).

Os acidos fenolicos apresentam atividade biologicas em especial
propriedade antioxidantes devido a presenca do grupamento hidroxil
ligado nas estruturas dos anéis aromaticos. Estas moléculas podem atuar
como agentes redutores, doadores de hidrogénio, inibidores de oxigénio
singlete, captadores de O~ e quelantes de metais sobre OHe LOO"
(TERPINC et al, 2011). Para isso muitos autores medem as
concentracBes de 4cidos fendlicos no plasma e urina apds a ingestdo de
uma matriz alimentar contendo compostos fenélicos (HELENO et al.,
2015).

Desta forma, ao se considerar os efeitos benéficos associados aos
alimentos ricos em antocianinas e a baixa biodisponibilidade destes
compostos demonstradas in vivo, tais afirmagdes constituem um
paradoxo. Como possivel plausabilidade para explicar estes paradoxos,
Fernandes e colaboradores (2014) sugerem que a atividade biol6gica
proposta para as antocianias pode ser decorrente de seus metabdlitos, que
em sinergismo, podem ser responsaveis pelos beneficios associados a
esses antioxidantes (Figura 2) (FERNANDES et al., 2014).
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Figura 3: Absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo das

antocianinas adaptado de Fernandes et al. 2014.
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Conforme descrito na figura 2, as antocianinas em pequena
proporcao podem ser absorvidas diretamente no estdbmago ou podem ser
conjugadas no figado por processos de sulfatacdo, glucuronidacdo e
metilagdo. As antocianinas metabolizadas que alcangam o c6lon sofrem
degradacdo com a predominancia de &cidos fendlicos, podendo ser
excretados pelas fezes. No entanto, parte das antocianinas metabolizadas
pelo figado seguem para o sistema urinario, ondem sofrem mais processos
de conjugacdes e também podem ser transformadas em &cidos fendlicos,
0S quais também sdo mais encontrados em maior quantidade quando
comparados ao teor de antocianinas nas amostras de urina (FERNANDES
etal., 2014; LILA et al., 2016).

Ainda, os &cidos fendlicos mais comumente encontrados a partir
da deglosilacdo da cianidina-3-O-glicosideo sdo os acidos protocatecuico,
3,4 dihidroxifenilacético, cafeico e 3,4 dihidroxibenzaldeido. A partir de
processos de metabolizac8o estes acidos fendlicos podem originar os
acidos 4-hidroxifenilacético, fertlico e 4-hidroxibezoico. Este ultimo
pode dar origem ao acido hipdrico, além disso o &cido protocatecuico
pode ainda originar os acidos vanilico e protocatecuico glucuronidado, os
quais podem ser conjugados formando o &cido vanilico glucuronidado
(DE FERRARS et al., 2014), conforme apresentado na figura 3.
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Figura 4 - Metabolizagdo da cianidina-3-O-glicosiseo em 4&cidos
fendlicos adaptado de De Ferrars et al. (2014).
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CAPITULO 3- METODOS
3.1 ETAPAS DA PESQUISA

O estudo foi dividido em trés etapas. Inicialmente foi realizada
revisdo de literatura referente a composicdo fitoquimica e efeitos
bioldgicos relacionados aos frutos jugara e produtos derivados (suco,
polpa e extrato liofilizado), Etapa 1. A Etapa 2 da presente tese foi
caracterizada por um ensaio clinico com o objetivo de avaliar a absor¢édo
e excregdo dos principais compostos bioativos do suco de jucara em
plasma e urina de dez individuos saudaveis ap0s ingestdo aguda do suco,
além do potencial antioxidante sérico e dos eritrocitos nos mesmos
individuos.

A Etapa 3 ocorreu em fase independente das demais e foi
constituida de um novo ensaio clinico que prop6s identificar e quantificar
0s compostos fendlicos presentes em amostras de sucos de jucara e acai,
além de comparar o potencial antioxidante sanguineodestas intervencgdes
em onze individuos saudaveis.

Os sucos foram produzidos pela empresa Duas Rodas, empresa
especializada localizada em Jaragua do Sul, Santa Catarina, seguindo
padrdes de qualidade para o processamento e armazenamento das
amostras.

A presente proposta contou com o financiamento do Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), por
contemplacéo no Edital MCT/CNPq N° 14/2012 — UNIVERSAL.

3.2 ETAPA 1: ATUALIZACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS
DO FRUTO JUCARA (EUTERPE EDULIS)

3.2.1 Revisdo nao sistematica

A revisdo foi conduzida nas bases de dados Medline (via
Pubmed) e Science Direct (via Scopus). Os artigos elegiveis seguiram os
seguintes critérios: avaliar os efeitos biol6gicos in vitro, in vivo ou por
meio de ensaios clinicos a partir de exposic¢do a polpa, suco ou extrato de
frutos jugara (Euterpe edulis); avaliar a composicéo fitoquimica dos
frutos ou seus derivados (polpa, suco ou extrato) e ser publicado nos
Gltimos cinco anos. Nao houve restricdo da lingua escrita.

Os artigos que avaliaram métodos os quais objetivaram otimizar
a extracdo de compostos dos frutos, estudos com énfase em aspectos
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boténicos e que avaliaram outras partes da palmeira, como sementes ou
produtos obtidos das sementes foram excluidos.

Os titulos e resumos de todos os manuscritos foram revisados e
guando houve duvida acerca da tematica abordada, o manuscrito foi lido
por completo.

A pesquisa foi conduzida entre maio de 2016 e agosto de 2017.
Vinte e cinco artigos foram selecionados como elegiveis para este estudo,
0s quais abordaram propriedades antioxidante, efeito sobre parametros
metabdlicos, anti-inflamatorio, entre outros efeitos.

3.3 ETAPA 2 e 3: ENSAIO CLINICOS
3.3.1 Caracterizacédo dos sucos de jucara e acai

Os frutos jucara (Euterpe edulis) e do agaizeiro (Euterpe oleracea),
para os o0s dois ensaios clinicos realizados, foram processados e
fornecidos por empresa especializada localizada em Jaragua do Sul, Santa
Catarina. Amostras de 5 L por embalagem foram disponibilizadas e
posteriormente porcionadas nas quantidades administradas no estudo. Os
frutos jucara utilizados no preparo do suco foram colhidos em Garuva, no
estado de Santa Catarina, em novembro de 2015 enquanto os fruros para
0 preparo do acai foram provenientes do Para, colhidos em meados de
marc¢o de 2015.

As amostras de suco de jucara foram utilizadas nos dois ensaios
clinicos realizados, Etapas 2 e 3 da tese, em momentos distintos e
independentes. Ja o suco de acai foi utilizado somente na Etapa 3 da tese,
referente ao 2° ensaio clinico descrito.

Os parametros quimicos foram determinados seguindo os
métodos recomendados pela Associacdo de Quimica Analitica Oficial
(AOAC, 2005): o teor de umidade (925,09) foi determinado secando a
amostra em estufa a 105 ° C até atingir peso constante; o teor de cinzas
foi avaliado por por incineracdo em mufla (940.26); o teor de proteina
(920,87) foi calculado a partir do teor de nitrogénio total determinado pelo
método de Kjeldahl, utilizando um fator de converséo de 6,25 e os lipidios
totais (920,85) foram determinados de acordo com o método de extracao
de Soxhlet.

De acordo com a anélise de sélidos totais, a amostra de jucara
utilizada apresentou o valor de 6,64 g/100 g, valor inferior & jucara fina
ou popular (8 a11% de sdlidos totais), de acordo com Projeto de Instrucédo
Normativa, a ser publicado, para padrdes de identidade e qualidade para
frutos da Euterpe edulis (BRASIL, 2016), tendo aspecto liquido. As
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amostras de acai (Euterpe oleracea) apresentaram o o teor de sélidos
totais de 6,68 g/100 g, valor inferior a classificacdo de acai fino ou
popular, detendo aparéncia liquida (BRASIL, 2000).

3.3.2 Preparo das amostras

As andlises para caracterizacdo quimica dos frutos foram
realizadas no Laboratorio de Quimica de Alimentos do Centro de
Ciéncias dos Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina, em
parceria com a Prof® Dra Roseane Fett.

O preparo dos extratos para quantificagdo dos compostos
fenolicos totais e capacidade antioxidante foi realizado de acordo com
Rufino et al. (2010). Neste preparo, 2 mL de amostra de jucara e acai
foram extraidos com 10 mL de metanol em ultrasom a 25 + 2 °C por 60
minutos e centrifugados a 5300/g por 15 minutos (Fanen 280R, S&o
Paulo, Brasil). Apds esta etapa, foi coletado o sobrenadante e o residuo
centrifugado foi extraido novamente com 5 mL de acetona 70:30 (v/v)
nas mesmas condigBes citadas anteriormente. O novo sobrenadante
extraido foi adicionado ao sobrenadante da primeira extragdo e o volume
foi aferido para 25 mL em baldo volumétrico.

A extracdo das antocianinas foi realizada por maceragdo a frio
com base na metodologia descrita por Borges et al. (2011), na qual 4 mL
de cada amostra foram extraidos com 50 mL de metanol 1,5 M HCI em
frasco &mbar a temperatura de 5 £ 2 °C por 24 h. Os extratos foram
filtrados em papel filtro (Whatman n° 1) e o contetido de antocianinas no
extrato imediatamente avaliados.

3.3.3 Determinacéo dos fenolicos totais

O contelido de fendlicos totais foi determinado com o reativo de
Folin-Ciocalteau (SINGLETON; ROSSI, 1965). Uma aliquota de 100 pL
de cada suco de amostra adicionada em 4 mL de agua deionizada, seguida
pela adigdo de 0,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu e 1,5 mL de solucdo
de carbonato de sddio a 20% m/v. O volume foi ajustado para 10 mL com
agua deionizada sendo homogeneizado em seguida. A absorbancia foi lida
em 765 nm utilizando espectrofotetro (Spectro Vision, modelo SB1810-S
- Pequim, China). Os resultados foram expressos em mg equivalentes de
acido galico 100 g 2.
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3.3.4 Determinacao de antocianinas monomeéricas totais

A quantificacdo das antocianinas monomeéricas totais (AMT), nas
amostras de sucos analisadas, foi avaliada pelo método diferencial de pH
de acordo com Giusti e Wrolstad (2001). Aliquotas de jucara (0,2 mL)
foram adicionadas em 1,8 mL de solucdo tampéo de cloreto de potéssio
(0,025 M, pH 1,0) e acetato de sédio (0,4 M; pH 4,5), separadamente,
com absorbancia medida apés 10 min na auséncia de luz em
comprimentos de onda de 515 e 700 nm. As AMT foram calculadas
utilizando a equagéo:

__ AXPM xFD x 100
- eXC

AMT

Onde A = absorbancia (A515—A7oo) pH 1.0 — (A515—A7oo) pH 4,5; PM =
peso molecular da cianidina-3-O-glicosideo (449,2 g mol™); FD = fator
de diluicdo; ¢ = absortividade molar da cianidina-3-O-oglicosideo (26900
mol L™); e C = concentracdo (mg mL™). As AMT foi expresso em mg
de equivalents de cianidina-3-O-glicosido 100 g

3.3.5 Avaliacgdo antioxidante

3.3.5.1 Avaliacdo da atividade antioxidante pelos métodos DPPH e FRAP

A determinacdo da atividade antioxidante pela neutralizacéo do
radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) foi baseada no método de
Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995). A solugdo de trabalho foi
obtida pela diluicdo da solugdo de DPPH com metanol para obter
absorbancia em torno de 0,800 (+ 0,02) a 515 nm utilizando
espectrofotdbmetro Spectro Vision (SB 1810-60 S - Pequim, China).
Aliquota de 2,9 mL desta solucédo foi misturada com 100 pL dos extratos
em diferentes concentragdes. A solucdo foi agitada em tubos e incubada
no escuro por 30 min em temperatura ambiente. A absorbancia foi medida
em 515 nm. A inibicdo dos radicais livres de DPPH, em termos
percentuais (1%), foi calculada da seguinte forma:

O inihicin — absorbancia da amostra t=30min
% l7l~lbl(;a.0 .. absorbéncia do controle t=0min x 100
Curva padrdo foi utilizada e os resultados foram expressos em
mg capacidade antioxidante equivalente a acido ascérbico 100 g* de

amostra.
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A capacidade antioxidante pelo potencial redutor férrico (FRAP)
foi avaliada por meio do método de Benzie e Strain (1996). Extratos
diluidos em aliquotas de 200 uL foram adicionados em 200 UL de cloreto
férrico (FeCls), homogeneizados e acondicionados em banho de dgua por
30 minutos a 37 + 2 °C. Em seguida, solucdo de TPTZ (2,4,6-tripyridyl-
s-triazine) (3,6 mL) foi adicionada aos tubos e novamente
homogeneizada. Ap6s 10 minutos de repouso a absorbancia foi
mensurada em 620 nm. Os resultados foram expressos em pmol de
capacidade antioxidante equivalente em &cido ascorbico e sulfato ferroso
100 g%

3.3.5.2 Preparo das amostras para analises em CLAE (Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia)

As andlises em CLAE foram realizadas no laboratorio de
Eletroforese Capilar no Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Santa Catarina sob supervisdo do prof. Gustavo Amadeu
Micke.

O suco de jucara e de acai foram diluidos em agua ultrapura (1:2
m/m) e centrifugados a 8000 g por 10 min a 4°C, sendo o sobrenadante
utilizado para realizar as andlises de caracterizacdo do suco. As
antocianinas foram identificadas e quantificadas pelo sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (Shimadzu LC-20AT, Kyoto,
Japdo) equipado com um detector de arranjo de diodos (DAD; Shimadzu,
SPD-M20A, Kyoto, Japdo), utilizando coluna de fase reserva C18 (150
mm x 4,6 mm DI) com tamanho de particula de 5 um (Supelco, Nucleosil,
Bellefonte, PA, EUA). O grandiente usado foi bindrio com fase mével
alternada A (metanol) e B (3% de acido férmico em agua) com um fluxo
programado de 1,0 mL/min. O volume de injecdo foi de 20 pL para todas
as amostras e a deteccdo foi realizada em 520 nm.

Os picos identificados foram confirmados usando padrdes
auténticos de cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutinosideo
(Extrasynthese, Genay, Lyon, Franga), dissolvido em metanol acidificado
(0,1% HCI). A quantificacao foi realizada utilizando curvas de calibracéo.

3.3.5.3 Condicdes para as analises em Cromatografia Liquida acoplada
ao Espectdmetro de Massas com lonizacéo do tipo Elecospray (LC-ESI-
MS/MS)

O conteudo de compostos fendlicos para as amostras de jucara e
acai foi determinato por LC-ESI-MS/MS em um sistema de CLAE
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(Agilent Technologies - Waldbronn, Alemanha) acoplado em um
espectdmetro de massas ion linear (QTRAP® 3200 (Applied Biosystems
/ MDS Sciex, Concord, Canadd) equipado com uma fonte
TurbolonSpray™ (electrospray-ESI). A separacéo foi realizada com uma
coluna Synergi (4,6 um de tamanho de particula, 150 mm, 2,0 mm). O
gradiente de eluicdo foi composto pela fase mdvel A (methanol 95% em
agua) e fase B (&cido férmico 0,1% em &gua), seguindo: 0-5 min, 10% de
A; 5-7min, 90% A; 7-10 min, e 90% de A; 10-17 min, 10% de A. A taxa
de fluxo foi de 250 pL/min, as analises foram realizadas no modo idnico
negativo e a agulha capilar foi mantida em 4500 V. Os parametros MS /
MS foram géas de cortina, 10 psi; temperatura, 400 °C; gas 2,45 psi; e
dissociacao ativada por colisdo (CAD), médio. Os teores de compostos
fendlicos foram expressos em mg por 100 g de matéria seca. A
quantificacdo foi baseada em curvas de calibracdo usando padrfes
fendlicos ultra-puros e as concentra¢des foram expressas em umol e nmol.

3.3.6 Ensaio Clinico
3.3.6.1 Participantes

As amostras dos ensaios clinicos foram compostas por individuos
saudaveis, de acordo com os parametros de monitoramento avaliados,
conforme outros estudos com populacGes saudaveis (CARDOSO et al.,
2015a; KUNTZ et al., 2014). A amostra de individuos foi recrutada a
partir de alunos matriculados nos cursos de graduacéo e p6s-graduagéo da
Universidade Federal de Santa Catarina, de forma intencional.

Em estudos prévios que avaliaram o efeito do consumo Unico da
polpa de acai sobre a atividade antioxidante plasméatica humana (JENSEN
etal., 2008; MERTENS-TALCOTT et al., 2008) e a farmacocinética das
antocianinas a partir da ingestdo de suco e polpa de acai (MERTENS-
TALCOTT et al., 2008), o tamanho da amostra variou entre 12 e 14
individuos. Estudos que avaliaram a absorcdo de antocianinas em
individuos saudaveis, a partir da ingestdo de frutos com altas
concentragdes destes compostos também realizaram estudo com 10 e 13
individuos (WICZKOWSKI et al, 2010; SEYMOR et al, 2014; McKAY
et al, 2015).

Para o primeiro ensaio clinico realizado, Etapa 2 da tese, dez
voluntérios, seis mulheres e quatro homens, com idade entre 23 e 30 anos
(média de 26,11 £ 2,62 anos) e indice de massa corporal (IMC) entre 18,5
e 29,9 kg / m? participaram do estudo.
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No segundo clinico realizado, Etapa 3 da tese, onze individuos,
seis mulheres e cinco homens, com idade entre 25 e 30 anos (média 27 £
2,83 para mulheres e 25 + 2,16 para homens) e IMC entre 20,67 (+ 1,23)
e 24,50 kg / m? (+ 1,50), respectivamente, completaram o protocolo de
estudo.

Os parametros selecionados para inclusdo de participantes
saudaveis foram fundamentados em estudos que avaliaram o efeito
antioxidante de frutos ricos em antocianinas por individuos saudaveis
(KUNTZ et al, 2014; KARDUM et al, 2014; CARDOSO et al., 2015a).
Para ambos o0s ensaios clinicos, os individuos atendiam aos seguintes
critérios de inclusdo: ndo fumar, ndo serem usuarios de bebidas
alcodlicas, ndo utilizar suplementos vitaminicos e ndo serem portadores
de quaisquer doencas (cardiovasculares, endocrinas, gastrointestinais,
renais ou hepaticas), processos infecciosos ou inflamatorios visiveis ou
conhecidos trés meses antes do estudo, além de ndo possuirem
diagndstico nutricional de desnutricdo ou obesidade (IMC > 30 kg/m?).
Esses critérios foram avaliados por questionario de histéria clinica
elaborado pelo grupo de pesquisa (Apéndice 1).

Os participantes foram convidados a participar do estudo sem
qualquer constrangimento e receberdo as explicacdes necessarias para o
entendimento do protocolo experimental utilizado, bem como riscos e
beneficios. Os participantes que aceitaram participar, assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE). As informagdes fornecidas
pelos participantes foram sigilosas e utilizadas somente para este trabalho.

O protocolo deste estudo segue os preceitos estabelecidos na
Resolucdo do Conselho Nacional de Salde n° 466 de 2012 (BRASIL,
2013) e esta englobado em proposta com objetivos mais amplos intitulada:
“Efeito do consumo agudo e prolongado do fruto jugara (euterpe edulis) e
do acai (euterpe oleracea) sobre a capacidade antioxidante,
biomarcadores de danos oxidativos e parametros metabdlicos em
individuos saudéaveis” e foi aprovado pelo Comité de Etica com pesquisas
em seres humanos da Universidade Federal de Santa Catarina, sob o
ntmero 33131414.2.0000.0121.

3.3.6.2 Desenhos do estudo: ensaio clinico

Nosso grupo de pesquisa evidenciou efeito antioxidante da
ingestdo aguda do suco de jucara em individuos saudaveis (CARDOSO
et al., 2015b). Na Etapa 2 da presente tese foi avaliada a absor¢do e
excrecao dos principais compostos bioativos do suco de jugara em plasma
e urina de dez individuos saudaveis apds ingestdo aguda do suco, além do
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potencial antioxidante sérico e eritrécitario dos mesmos individuos.De
acordo com artigos de revisdo, as antocianinas parecem ser absorvidas e
eliminadas do organismo rapidamente, atingindo concentragdes maximas
consideradas baixas no plasma (POJER et al., 2013; FERNANDES et al.,
2014). Segundo Kay (2006), a concentracdo plasméatica maxima de
antocianinas alcangada no plasma ocorre 0,5 a 4h ap6s seu consumo.

Nesta etapa, 0 jejum recomendado foi de 8h, sendo realizadas as
coletas sanguineas por profissional habilitado, antes da ingestdo de 400
mL de suco de jucara (tempo zero — TO) e ap6s 0,5h (T1); 1h (T2); 2h
(T3) e 4h (T4). A urina foi coleta anteriormente a ingestdo e nos intervalos
de 0-3h e 3-6h. Apo6s as coletas os pacientes foram acomodados no
Laboratério de Comportamento Alimentar (UFSC) para realizacdo de um
lanche. O delineamento desta etapa esta descrito na figura 5.

Figura 5: Desenho do estudo referente & avaliagéo da absor¢éo e excre¢do
dos compostos bioativos do suco de jucara, apds ingestao Unica

Coletas urina
0-3h -
Diieta pobre em antioxidantes T 3-6h
Dlonitorarentn: Registro Alimentar (2 d)

| 48h 8h 0h0,5h 1h 2h 4k ‘
o E—

Ilonitoramento: ‘—) ¢ \ﬁ Coletas sanguineas
. Tejura
exames bioguiricos

v
Ingestio suco de jugara

Na Etapa 3 da presente tese, o efeito do consumo Unico do suco
de jucara foi comparado ao suco de acai e controle (agua) através de um
ensaio clinico randomizado, do tipo cross-over e os desfechos avaliados
foram biomarcadores de estresse oxidativo.O estudo envolveu trés fases,
com a administracdo do suco de jucara, suco de acai e controle, havendo
intervalo (“washout”) de uma semana entre cada intervengdo
administrada. Os participantes foram alocados de forma aleatéria entre 0s
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trés grupos, Grupo Acai (GA), Grupo Jugara (GJ) e Grupo Controle (GC),
a cada etapa da investigacdo. A quantidade administrada de cada bebida
foi de 400 mL. O jejum foi de 8h, sendo realizadas as coletas sanguineas
antes da ingestdo, chamada de tempo 0 (T0), e ap6s 1h (T1) e 2h (T2).
Apds as coletas sanguineas os pacientes foram acomodados no
Laboratério de Comportamento Alimentar (UFSC) para realizagdo de um
lanche. O delineamento desta etapa esta descrito na figura 6.

Figura 6: Desenho do estudo referente a ingestdo Unica do suco de jugara
em comparacao ao suco de acai e bebida controle.
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Para padronizar a ingestdo e limitar, em ambos ensaios clinicos
realizados, a ingestdo de antioxidantes durante o estudo, os participantes
foram orientados verbalmente e por escrito a absterem-se de alimentos
ricos em antioxidantes no periodo de 48h prévios & administracao do suco.
Os participantes receberam uma lista alimentos divididos em trés
categorias: alimentos permitidos, alimentos permitidos com restricdes e
alimentos ndo permitidos (Apéndice 2) (KUNTZ et al., 2014). Os
participantes foram ainda instruidos a preencherem dois registros
alimentares referentes as 48h precedentes a cada intervencéo, para avaliar
0 seguimento das orientacdes fornecidas (Apéndice 3). Todos o0s
participantes também foram orientados a ndo praticarem exercicio fisico
intenso e ndo se privarem de noites de sono nestas 48h antecedentes as
coletas sanguineas.
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Exames laboratoriais foram avaliados para garantia de
participantes com o estado de saude adequado ao estudo. Os individuos
que tiverem algum dos parametros avaliados fora dos limites de referéncia
foram excluidos da amostra.

A funcdo hepética foi avaliada pelos marcadores enziméticos
aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase e fosfatase alcalina,
enquanto a funcéo renal foi avaliada pelos parametros de ureia e creatinina
séricas. A glicemia de jejum foi avaliada pelo método da glicose-
oxidase/peroxidase segundo as instrugdes do fabricante (Wiener
Laboratérios S.A.l.C. - Rosario, Argentina).

A concentracdo sérica de 4cido Urico foi determinada para
monitoramento do estado de salde dos participantes e como marcador de
atividade antioxidante sérica. O método de Trinder foi utilizado para esta
medida sendo baseado no sistema oxidase/peroxidase, de acordo com as
instrucdes do fabricante (Gold Analisa, Minas Gerais, Brasil). Os
resultados do acido Urico foram expressos em mmol/L.

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 (do inglés high density
lipoprotein)-colesterol foi determinado por método homogéneo (Dade-
Behring, Alemanha). O LDL-c foi calculado pela equacéo de Friedewald
[LDL-c = CT - (HDL-c + 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 Néo-HDL-c foi calculado pela
diferenca entre 0 CT e 0 HDL-c (Ndo-HDL-c = CT — HDL-c).

3.3.6.3 Avaliacdo Antropométrica e Composicao Corporal

A avaliacdo antropométrica foi realizada no Laboratdrio de
Antropometria da Universidade Federal de Santa Catarina, coordenado
pela professora Dr. Yara Moreno, em ambos 0s ensaios clinicos.

Para a afericdo do peso corporal foi utilizada balanca digital
Marte (Marte, Minas Gerais, Brasil) e a estatura foi aferida em
estadidmetro (AlturaExata). As medidas de peso e estatura foram
utilizadas para o calculo do indice de massa corporal (IMC), onde 0 peso
corporal, expresso em quilogramas (kg), € dividido pela estatura ao
guadrado em metros (OMS, 2000).

A composicdo corporal foi avaliada somente no ensaio clinico
referente & absorcdo e excre¢do de antocianinas e acidos fendlicos. A
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avaliacdo ocorreu por meio da absortometria radioldgica de dupla energia
(do inglés dual-energy absorptiometry - DXA) com software associado
(DXA Lunar Prodigy), havendo rastreamento do corpo para descri¢do das
medidas absolutas e percentuais da composigédo de gordura, massa magra
e mineral 6ssea, relatados em quilogramas.

3.3.6.4 Tratamento das amostras sanguineas

As analises bioquimicas foram realizadas no Laboratorio de
Pesquisa em Lipideos, Antioxidantes e Aterosclerose da Universidade
Federal de Santa Catarina, coordenado pelo professor Dr. Edson Luiz da
Silva.

Amostras sanguineas foram coletadas por meio de puncéo da veia
intermédia do antebrago, com sistema a vacuo, por um profissional da area
da enfermagem (Vacuntainer-BD-Sao Paulo/Brasil) em tubos com e sem
a presenca do anticoagulante cido etilenoadiaminoacético (EDTA). As
coletas sanguineas ocorreram no Hospital Universitario Polydoro Ernani
de S8o Thiago — UFSC e Laboratério de Comportamento Alimentar.

Para obtenc&o do soro e plasma o sangue foi centrifugado a 1000
X g por 10 min. Para a determinacdo das enzimas antioxidantes, GPx, SOD
e CAT, foi preparado hemolisado a partir de 100 pL de células (hemacias)
juntamente com 1 mL de solug¢do hemolisante (Solucdo de MgSQO4 4nM e
Acido Acético 1 nM).

Para obter o hemolisado, aliquotas de sangue total foram
separadas em dois microtubos 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. As hemacias
foram utilizadas apds trés lavagens com solugdo fisioldgica (com
centrifugacdo a 700 x g, 10 minutos a 4°C, a cada lavagem). Ap6s a Gltima
centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado, sendo complementado
mesmo volume de solugdo fisioldgica. Por fim, foi adicionado 1 mL de
Solugdo Hemolisante a 100 pL destas células (hemacias e solucdo
fisioldgica). As amostras foram alocadas em freezer - 80 ° C até momento
de sua utilizag&o.

3.3.6.5 Avaliacdo do estado antioxidante e oxidante sanguineo

O estado antioxidante total (TAC - do inglés total antioxidant
status) foi medido de acordo com o método automatizado de Erel (2004),
0 qual avalia a capacidade dos antioxidantes presentes na amostra em
neutralizar o cation ABTS (2,2’-azinobis-(3-ethylbenz-thiazoline-6-
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sulfonic) diammonium salt), originando composto cromoforo com
absorcdo méxima em 660 mn. Os resultados foram expressos em
milimoles de equivalente de Trolox/L (mmol TE/L).

O estado oxidativo total (TOS — do inglés total oxidation status)
foi avaliado de acordo com Erel (2005), que mede a oxidacdo do
complexo ion ferroso-ion-dianisidina em ion férrico pelos oxidantes da
amostra avaliada. O ifon férrico forma um complexo colorido com o
alaranjado de xilenol em meio &cido. A intensidade da cor é proporcional
ao numero total de moléculas presentes, e pode ser lida em
espectrofotdmetro. O ensaio é calibrado com peroxido de hidrogénio e os
resultados sdo expressos em pumol H2O2 Equiv./L com leitura em 560 nm
(adaptado de EREL, 2005).

TAC e TOS tiveram as leituras de absorbéncia realizadas em
leitor de microplacas (Epoch-Biotek Instruments, Winooski, Vermont,
EUA), utilizando o software GEN5®.

As enzimas antioxidantes foram avaliadas em amostras de
hemécias hemolisadas. A CAT catalisa a conversdo de duas moléculas de
H202 em oxigénio molecular e duas moléculas de dgua. O método é
baseado na reagdo das enzimas com metanol na presenca de H2O,, Nesta
reacdo € produzido formaldeido, o qual pode ser medido
colorimetricamente com o composto Purpald em 240 nm (JOHANSSON,;
BORG, 1988).

A enzima SOD é responsavel pela dismutacdo do Oz~ em H20-
e oxigénio molecular. Esta enzima foi medida por meio de kit (Sigma
Aldrich), usando sal de tetrazolio e solugéo de trabalho, a qual produz
composto colorido sollvel em agua. A taxa de reducdo do Oy é
linearmente relacionada & a¢do da xantina oxidase € é inibida pela SOD.
Portanto, 50% de inibicdo da atividade da SOD pode ser determinada por
composto colorimétrico com absorbancia a 450 nm.

A GPx atua sobre varios substratos, como os hidroperéxidos
organicos. A GPx catalisa a reacdo de hidroperdxidos com glutationa
reduzida (GSH) para formar glutationa oxidada (GSSG) e o produto de
reducdo do hidroperdxido. Fisiologicamente a GPx atua acoplada a
enzima glutationa redutase (GR) que, por sua vez, catalisa a reducéo de
GSSG, usando Nicotinamida Adenina Dinucle6tido Fosfato (NADPH)
como coenzima. A atividade da GPx pode ser medida pela taxa de
oxidacdo de NADPH na presenca de GSH e GR. A azida sédica (N3Na) é
adicionada para inibir a acéo da catalase (WENDEL, 1981).

Os seguintes reagentes foram utilizados: tampéao fosfato 143 mM
pH 7,5 EDTA 1 mM, NADPH 0,29 mM, azida s6dica 100 mM, GSH 20
mM, GR 10 U/mL, t-butil-hidroper6xido 10 mM, Cianeto de potéssio
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(KCN) 9 mM. Por fim, 5 puL de amostra foram adicionados e a leitura foi
feita imediatamente em eleitor de placas no analisador ELISA, conforme
programacdo ja previamente configurada, a 340 nm. As enzimas
antioxidantes analisadas foram expressas em unidade / mg de
hemoglobina (U/mg Hb).

As dosagens de hemoglobina foram realizadas por kit comercial
(Labtest Diagndstica S.A., Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil), o qual
consiste na adi¢do de 2,5 mL de reagente de corolacdo em aliquota de 10
pL de sangue total, sendo as leituras realizadas ap6s 5 minutos em 540
nm.

3.3.6.6 Identificacdo dos metabdlitos em plasma e urina

As andlises de identificacdo e quantificacdo dos metabolitos em
plasma e urina dos compostos fen6licos presentes no suco de jugara foram
realizadas somente na Etapa 2 da tese. Esta etapa foi realizada na
Universidade de S&o Paulo, no Laboratério de Quimica, Bioquimica e
Biologia Molecular de Alimentos, sob a supervisdo da prof. Neuza
Mariko Aymoto Hassimotto.

A extracdo de compostos fenolicos foi realizada utilizando placas
para realizagdo da extraco de fase sélida (Weluicdo Waters OASIS HLB
- Milford, MA), as quais foram pré-condicionadas com 250 pL de metanol
e 250 pL de 4cido acético a 0,2%. Apds a coleta das amostras biologicas,
aliquota de plasma foi diluida com 1,5 mL de acido oxalico (10 mM) e
aplicada na coluna de C18 (0,3 g de LC-C18 Supelclean, Supelco, EUA),
previamente condicionada com metanol e acido oxalico (10 mM).
Posteriormente a coluna foi lavada com &cido oxalico (10 mM) e eluida
com metanol acidificado com 5% de TFA. O eluato foi rotaevaporado até
secura a 40° C. O residuo foi ressuspendido com metanol acidificado com
5% de acido acético e filtrado com membrana de 0,43pm
tetraflouroetileno (Millipore, Bedford, MA). Amostras de urina foram
acidificadas com &cido trifluoracético 0,2 %.

Aliquotas das amostras acidificadas foram aplicadas nas colunas
nas placas e os compostos fendlicos foram eluidos usando metanol
acidificado com 0,2% de &cido acético. O eluato foi seco por CentriVap
Benchtop Vacuum Concentrators (Labconco, Kansas City, MO, EUA) e
reconstituido com metanol acidificado com &cido acético a 5% e por fim
filtrado com filtro PTEF (politetrafluoretileno) de 0,43 um (Millipore,
Bedford, MA, EUA).
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3.3.6.7 Analise em CLAE

Os metabolitos foram quantificados utilizando cromatografo
liquido 1260 Infinity Quaternary LC System (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, EUA), com bomba quaternaria e auto-injetor acoplado
DAD (do inglés Diode Array Detector). A coluna utilizada foi 5 Prodigy
ODS3 (250 x 4,60 mm) (Phenomenex Ltd., Reino Unido) com uma taxa
de fluxo de 1 mL/min e temperatura da coluna a 25 °C. A fase foi
constituida de dois solventes: (A) 0,5% de acido férmico em agua e (B)
0,5% de acido férmico em acetonitrila. O gradiente utilizado foi de 10%
(B) no inicio, 10% aos 5 min, 20% aos 15 min, 25% aos 25 min, 35% aos
33 min, 50% aos 38 min, 90% aos 43-44 min e 10% em 45 min.
Antocianinas e outros compostos fendlicos foram detectados
monitorando a eluicdo a 525 e 270 nm, respectivamente. A quantificacéo
foi baseada em curvas de calibragdo usando os padr8es comerciais PCA,
VA, &cido isovanilico (iVA), HA, &cido hidroxibenzoico (HBA) e acido
hidroxifenilacético (HPA). A quantificacdo foi baseada em padrdes de
curvas de calibracéo; as concentragdes foram expressas em mmol/L.g ~*
umol/L.g ~ ! de creatinina para amostras de urina e os valores de
eliminacdo foram expressos em pmol e nmol.

3.3.6.8 Analise em LC-ESI-MS/MS

Os metabolitos exdgenos foram identificados por LC-ESI-
MS/MS usando cromatégrafo liquido (Shimadzu, Japdo) acoplado a
espectrometro de massa Esquires-LC (Bruker Daltonics, Billerica, MA)
com uma interface de ionizagdo por electrospray (ESI). A condigdo de
cromatografia foi a mesma usada para quantificagdo por HPLC-DAD.
Depois de passar pelo detector (DAD), o fluxo foi alterado para 0,2
mL/min para injecdo das amostras no espectrdmetro de massa. ESI foi
deixado em modo positivo para antocianinas e modo negativo para 0s
outros compostos. A condicdo do espectrémetro de massas foi de energia
de colisdo 4500 e 4000 V para os modos positivo e negativo,
respectivamente, e a temperatura capilar a 275 °C. A varredura de m/z foi
de 100 a 1500. Os compostos foram identificados de acordo com a
comparagdo com tempos de retencdo de padrbes auténticos, quando
possivel, assim como pela similaridade do espectro de absorg¢éo, perfil de
fragmentacdo e comparacdo com a literatura.
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3.3.7 Anélise dos dados

Na etapa dois da tese, a normalidade dos dados foi verificada pelo
teste de Shapiro-Wilk. Os dados foram apresentados como média + desvio
padrdo (DP) ou erro padrdo (EP). Mudancas relativas nos biomarcadores
de estresse oxidativo utilizaram dados p6s-consumo em comparagao com
os valores basais a fim de determinar a diferenga entre 0s parametros
inicial e final ao longo das 4 h. A area sob a curva (AUC) foi calculada
usando a Regra Trapezoidal. O teste de Kruskal-Wallis foi realizado para
as distribuicbes ndo paramétricas. As comparacfes entre 0s valores
intragrupos foram avaliadas pelo teste t ou Wilcoxon signed rank test. Os
dados foram analisados na versao Stata versdo 11.0 para Windows (Stata
Corporation, College Station, TX, EUA), considerando-se um nivel de
significancia inferior a 5% (p <0,05).

Para a etapa trés da presente tese, a normalidade dos dados foi
verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados foram apresentados como
média £ desvio padrdo (DP) ou erro padrao (EP). Mudangas relativas nos
biomarcadores de estresse oxidativo utilizaram dados pds-consumo em
comparacgdo com os valores basais a fim de determinar a diferenca entre
o0s parametros inicial e final ao longo das 2 h. Analise de variancia para
medidas repetidas foram realizadas. J& as comparaces intragrupos foram
avaliadas pelo teste t ou Wilcoxon signed rank test. Os dados foram
analisados na versdo Stata versdo 11.0 para Windows (Stata Corporation,
College Station, TX, EUA), considerando-se um nivel de significancia
inferior a 5% (p <0,05).
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CAPITULO 4 - RESULTADOS

Este capitulo apresenta o artigo sobre de revisdo de literatura
referente a caracterizacdo fitoquimica e aos efeitos bioldgicos exercidos
pelos frutos jucara e seus subprotudos (extrato liofilizado, polpa ou suco),
no formato de revisdo narrativa de literatura, sendo aceito para publicacdo
no periddico internacional Planta Medica (CARDOSO et al. 2018).

Ainda, este capitulo inclui o manuscrito 2, artigo original da tese,
0 qual avaliou a absorcéao e excrecdo de acidos fendlicos apds a ingestdo
do suco de jucara, submetido em periddico internacional. Apresenta-se
também o manuscrito 3, com resultados acerca da caracterizagdo de
compostos fenolicos e comparacdo da atividade antioxidante apds
ingestdo Unica dos sucos comerciais de jucara e acai, por individuos
saudaveis.
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Resumo: A palmeira Euterpe edulis, conhecida como jugara, produz
frutos esféricos e roxos, semelhantes aos das palmeiras Euterpe oleracea
e Euterpe precatoria, 0s quais sdo reconhecidos por originarem o agai. O
fruto jucara vem ganhando relevancia no meio cientifico por sua
interessante composicdo nutricional, rico em antioxidantes, e pelo seu
modelo de producdo sustentavel. Atividades bioldgicas importantes tém
sido associadas ao fruto jugara e seu uso na alimentagéo tornou-se uma
importante alternativa nutricional, ambiental e econémica. O objetivo
desta revisao é compilar dados cientificos recentes sobre a caracterizacao
fitoquimica e atividades bioldgicas dos frutos da Euterpe edulis. A
revisdo de literatura foi realizada nas bases de dados eletrdnicas Medline
e Science Direct. Os critérios de elegibilidade para os estudos foram:
caracterizar os fitoquimicos presentes no fruto da palmeira Euterpe
edulis, avaliar os efeitos bioldgicos in vitro ou in vivo com polpa, extrato,
suco ou produto oriundos do fruto jugara. As investigacfes que utilizaram
outras partes da planta (sementes), ndo avaliaram atividades biol6gicas ou
testaram metodologias para extracdo de compostos foram excluidas. A
partir dos estudos identificados, 25 foram elegiveis para este estudo. A
relacdo dos beneficios a salde associados ao fruto jucara parece ocorrer
pela melhora da atividade antioxidante in vivo, 0os beneficios sobre os
perfis lipidico e glicémico e a modulacdo do estado inflamat6rio em
estudos experimentais em animais.
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Introducéo

Estudos demonstram que o consumo de frutas pode promover
efeitos protetores sobre o organismo, especialmente devido ao teor de
compostos fenolicos encontrados nestes (CROWE et al, 2011;
SPENCER; CROZIER, 2012; DEL RIO et al., 2013). Ha um interesse
crescente em frutas nativas e exoticas de paises tropicais, particularmente
pela composicdo nutricional destas com altos valores de antocianinas
(ACN) (COSTA et al., 2013; HARASYM; OLEDZKI, 2014).

O acai é proveniente da palmeira Euterpe, membro da familia
Arecaceae. As espécies mais populares de palmeiras que originam o acai
sdo Euterpe oleracea Martius e Euterpe precatoria Martius
(YAMAGUCHI et al., 2015). Segundo Yamagichi et al. (2015) apenas
estas duas espécies sdo comercialmente utilizadas para producéo de acai.
No entanto, é possivel que produtos obtidos a partir dos frutos jugara
também sejam chamados de acai para tornd-los comercialmente
relevantes, apesar de pertencerem a espécie diferente de palmeira
(CHAIMSOHN; CHIQUETTO, 2013).

A espécie palmeira Euterpe edulis Martius, nativa da Mata
Atlantica e popularmente conhecida como jucara (ou jussara) e agai-do-
sol, vem ganhando relevancia na literatura cientifica nos Gltimos anos. A
palmeira jugara produz fruto roxo esférico, com caracteristicas sensoriais
comparaveis as do acai, mas com possivel beneficio superior nutricional
(BORGES et al.,, 2011; BORGES et al., 2013; BICUDO; RIBANI;
BETA, 2014; INADA et al., 2015; SCHULZ et al., 2016). No entanto, a
extracdo excessiva de palmito da palmeira jucara a direcionou para o risco
de extingdo. Por esse motivo, a exploragao sustentavel dessa espécie pode
tornar o uso do fruto jugara na alimentacdo uma Otima alternativa
nutricional, ambiental e econémica (BORGES et al., 2011SCHULZ et al.,
2016; DA SILVA et al., 2014).

Estudos sobre os efeitos biol6gicos da palmeira Euterpe edulis
sdo recentes e parecem promissores com destaque para os efeitos
antioxidante, antiinflamatério e cardioprotetor ja demonstrados (DE
CASTRO et al., 2014; CARDOSO et al., 2015a; CARDOSO et al.,
2015b; NOVELLO et al., 2015; OYAMA et al., 2016). Em 2016, os
constituintes fitoquimicos e aspectos botanicos da palmeira Euterpe
edulis foram compilados na reviséo de Schulz et al.(2016).

De acordo com nosso conhecimento, a presente revisao € a
primeira investigacdo que visa resumir a caracterizacdo fitoquimica e,
principalmente, as atividades bioldgicas com énfase nos frutos de Euterpe
edulis. Os frutos da palmeira Euterpe edulis originam uma polpa que
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alguns pesquisadores consideram muito semelhante ao acai, com
composicdo nutricional interessante. Efeitos bioldgicos relacionados aos
frutos jucara estdo emergindo na literatura cientifica, sendo desta forma
relevante reunir esses dados para contribuir com o caminho de pesquisas
cientificas futuras sobre estes frutos.

A pesquisa foi realizada nas bases de dados on-line Medline (via
PubMed) e Science Direct (via Scopus). Os artigos selecionados para este
estudo apresentaram 0s seguintes critérios de elegibilidade: ndo ter
restricdo de linguagem escrita, avaliar algum efeito de relevancia
bioldgica in vitro, in vivo em animais ou por ensaios clinicos, com
administragdo de polpa, suco ou extrato da fruta jucara; avaliar a
caracterizacdo fitoquimica dos frutos jucara e ser publicado nos dltimos
cinco anos. Estudos que avaliaram a otimizacdo de metodologias de
extracdo de compostos presentes nos frutos, com énfase em aspectos
botanicos e que avaliaram outras partes da planta (sementes ou produtos
de sementes) ndo foram considerados nesta revisdo. Um fluxograma da
selecdo de estudos esta apresentado como informagdo complementar.

A pesquisa foi conduzida entre maio de 2016 e agosto de 2017.
Os titulos e resumos dos artigos foram revisados e, quando as informacgdes
ndo foram suficientes, 0 manuscrito completo foi acessado. Vinte e cinco
artigos foram selecionados como elegiveis para este estudo, os quais
abordaram propriedades antioxidante, efeito sobre parametros
metabdlicos, anti-inflamatorio, entre outros efeitos.

Caracterizacéo quimica

A composicdo quimica do fruto jucara foi demonstrada por
diversos estudos. Ressalta-se que o fruto jucara deve passar por
processamento para poder ser consumido devido a pequena proporgao de
polpa que apresenta. Apds a selecdo e lavagem, os frutos jucara sdo
macerados e misturados com diferentes quantidades de agua, onde a polpa
(epicarpo e mesocarpo) ¢é separada das sementes. Este processo resulta em
um liquido cremoso, roxo escuro com sabor caracteristico, comumente
chamado de polpa (BORGES et al., 2011; BICUDO; RIBANI; BETA,
2014). A forma como a jucara é processada e a quantidade de &gua
adicionada podem interferir na composi¢do fitoquimica da polpa
(BORGES et al., 2011).

A polpa ou bebida produzida a partir do fruto jucara possui
importantes propriedades nutricionais para a alimentacdo humana,
podendo ser considerada fonte de energia, fibras, antocianinas, minerais
e acidos graxos insaturados (BORGES et al., 2011; BICUDO; RIBANI;
BETA, 2014).
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A polpa de jucara apresenta alta densidade energética (0,8
kcal/mL), principalmente pela presenca de lipidios (INADA et al., 2015).
Os lipidios sdo os principais macronutrientes da polpa de jucara
(BORGES et al., 2011; INADA et al., 2015; SCHULZ et al., 2015).
Dependendo da regido de crescimento das palmeiras e do ciclo de
maturacdo dos frutos, o teor de lipidios pode apresentar uma grande
variacdo, em torno de 18,5% a 44,1% (BORGES et al., 2011) oude 7,1 a
22,1 ¢g/100 g em base seca (SCHULZ et al., 2015). Em relacdo a
distribuicdo de &cidos graxos, a polpa de jucara possui cerca de 30% de
saturados, 35% de monoinsaturados e 35% de poli-insaturados, de acordo
com a regido de crescimento do estado de Santa Catarina (BORGES et
al., 2011; SCHULZ et al., 2015). Os acidos graxos em maior quantidade
sdo insaturados, representados por cerca de 50 a 70% da fracdo lipidica
total, em base seca, sendo as proporg¢des de acido oleico e acido linoleico
em torno de 44% a 55% e 18% a 25%, respectivamente (BORGES et al.,
2011). Schulz et al. (2015) também encontraram o acido oleico como
sendo o principal acido graxo presente no fruto jucara em base seca,
representados por cerca de 35 a 42% do total de acidos graxos.

Minerais

Poucos estudos identificaram e quantificaram o teor de minerais
nos frutos jugara. A maioria dos minerais é encontrada na polpa destes
frutos (INADA et al., 2015).

Da Silva et al. (2013) demonstraram grande quantidade de
magnésio em amostras de fruto jucara, 974,4 mg / 100 g (base seca). No
entanto, outros estudos apresentaram quantidades inferiores para este
mineral, 183 mg / 100 g (base seca) (SCHULZ et al., 2015), 98,0 mg /
100 g (base seca) (NOVELLO etal., 2015) e 47,4 mg / 100 g (base seca)
(INADA et al., 2015).

Considerando a avaliagdo do cobre, os valores encontrados por
Da Silva et al. (2013) e Novello et al. (2015) foram de 9930 ug/100g e
1110 pg/100g em base seca, respectivamente, sendo estes valores
suficientes para atingir os valores de recomendacdo (Recommended
Dietary Allowances - RDA) para individuos adultos (900 pg/dia) (I0OM,
2001). Inada et al. (2015) apresentaram valor inferior, abaixo de 500
0/100 g (base seca).

Embora Da Silva et al. (2013) tenham evidenciado grande
guantidade de zinco (27,1 mg/100 g em base seca) para os frutos jugara,
outros estudos mostraram quantidades inferiores, como Schulz et al.
(2015) com 2,8 mg/100 g (em base seca), Novello et al. (2015) com 2,0
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mg/100 (em base seca) e Inada et al. (2015) com 0,9 mg/100 g (em base
seca).

Estudos demonstraram quantidades interessantes de manganés
por Da Silva et al. (2013) e Novello et al. (2015), 33,6 mg e 23,9 mg/100
g (ambos avaliados em base seca) respectivamente, enquanto Schulz et
al. (2015) e Inada et al. (2015) apresentaram valores inferiores de 8,4 e
3,0 mg/100 g (em base seca), respectivamente. Apesar das diferencas
apresentadas, todos os valores foram superiores aos valores de Ingestdo
Adequada (Al do inglés Adequate Intake) para homens (2,3 mg/dia) e
mulheres (1,8 mg/dia) adultos (I0M, 2001).

O teor de ferro presente nos frutos jucara merecem destaque. Da
Silva et al. (2013) denotaram quantidade muito maior desse mineral, 65,3
mg / 100 g (em base seca) em comparagdo com a quantidade apresentada
por outros estudos, 7,2 mg (SCHULZ et al., 2015), 5,2 mg (NOVELLO
etal., 2015) e 4,3 mg (INADA et al., 2015) em 100 g (em base seca). Com
excecdo do valor apresentado por Da Silva et al. (2013), que excede 0s
valores da RDA (homens: 8 mg/d; mulheres: 18 mg/d) (I0M, 2001), em
100 g, os demais estudos demonstraram atingir quase a metade destas
recomendacfes diarias. Apesar da quantidade de ferro encontrada nos
frutos, suas fracdes bioacessiveis avaliadas in vitro parecem ser baixas,
segundo Schulz et al. (2017), sendo este valor de bioacessibilidade de 0 a
29,5% com taxas crescentes de acordo com o avang¢o do amadurecimento
dos frutos.

Outros nutrientes relevantes sdo potassio e calcio. Grandes
guantidades de potassio foram observadas por diversos estudos: 998,67 a
1.325,88 mg dependendo do estagio de maturacdo - O até 69 dias
(SCHULZ et al., 2017), seguido por 1291,5 mg (SCHULZ et al., 2015),
1090,8 mg (DA SILVA et al.,2013), 892,2 mg (NOVELLO et al., 2015)
e 419,1 mg (INADA et al., 2015), todos os valores em 100 g (base seca).
Em relacéo ao célcio, Da Silva et al. (2013) encontraram 1040,6 mg/100
g (base seca), demonstrando valores que excedem a RDA (homens e
mulheres: 1000 mg/dia) (I10M, 2001), enquanto Schulz et al. (2015)
mostraram aproximadamente metade do valor de RDA para este mineral,
596,7 mg/100 g (no 7° estagio de maturacdo, o qual corresponde ao 69°
dia apds os frutos surgirem nos cachos). J& o estudo de Schulz e
colaboradores (2017) evidenciaram valores entre 327,59 - 672,20 mg/100
g (base seca), de acordo com o estidgio de maturacdo, 0 a 69 dias,
avaliados em sete etapas.

Novello et al. (2015) e Inada et al. (2015) encontraram valores
muito menores para o mineral célcio, 76,4 mg e 100,0 mg/100 g (base
seca), respectivamente. Além disso, céalcio apresentou alta
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bioacessibilidade (14,3% - 65,5%) em compara¢do com outros minerais
avaliados em diferentes estagios de maturacdo (0 até 69 dias) (SCHULZ
etal., 2017).

Considerando o fésforo, estudos mostraram grandes disparidades
entre 0s valores encontrados, enquanto Da Silva et al. (2013) apresentou
1324,5 mg, Inada et al. (2015) e Novello et al. (2015) encontraram 41,2 e
26,7 mg/100 g (base seca), respectivamente. Para sddio 397,3 mg e 149,3
mg foram os maiores valores encontrados por Silva et al. (2013) e Novello
et al. (2015) (NOVELLO et al., 2015) por 100 g (base seca),
respectivamente, enquanto Inada et al. (2015) e Schulz et al. (2015)
mostraram valores muito inferiores, 17,3 mg e 14,2 mg por 100 g (base
seca), respectivamente.

Vitaminas

Segundo Rufino et al. (2010) a quantidade de vitamina C
apresentada nos frutos jucara, comparada a outras frutas tropicais, pode
ser considerada modesta em 100 g de matéria fresca. A variabilidade do
teor de vitamina C se deve as caracteristicas do solo, clima, préaticas
agricolas e estagio de maturacdo, bem como processo de colheita,
transporte, armazenamento e despolpamento. No entanto, o teor de 4cido
ascorbico na polpa de jucara é semelhante a outros frutos néo citricos,
como amora e ameixa (4 mg a 11 mg/100 g) (INADA et al., 2015).

Em relagdo aos carotenoides, Rufino et al. (2010) encontraram a
quantidade de 1900 pg/100g (em base fresca) em frutos jugara coletados
em Santa Catarina. Em contrapartida, os valores de carotenoides totais
encontrados por Silva et al. (2014) e Inada et al. (2015) (737 ug e 414
1g/100 g em base fresca, respectivamente) foram inferiores. De acordo
com a classificacdo de fontes de carotenoides proposta por Britton e
Khachik (2009) (por 100 g / base fresca): baixa: 0-100 pg; moderado:
100-500 pg; alta: 500-2000 pg e muito alta:>2.000 ug), a polpa de jugara
pode ser considerada uma fonte alta ou moderada de carotenoide.

Silva et al. (2014) mostraram um maior valor de equivalente de
atividade de retinol (27,8 pug / 100 g fwb) em comparacgéo ao estudo de
Inada et al. (2015) (7 ug / 100 g dwh).

Novello et al. (2015) em estudo experimental evidenciaram a
quantidade de B-caroteno, em extrato liofilizado de jucara, de 23,9 pg/kg
de extrato, enquanto Inada et al. (2015) relataram 86 pg/100 g em base
seca. Esta quantidade é maior que a quantidade de B-caroteno mostrada
no extrato liofilizado de acai (Euterpe oleracea) por Schauss et al. (2006),
em torno de 3 pug/100 g em base seca.
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Compostos fenolicos

A palmeira jucara fornece frutos com alto valor nutricional, os
quais contém compostos bioativos, como antocianinas, outros
flavonoides e acidos fendlicos, comumente associados a potentes
atividades bioldgicas (SCHULZ et al., 2016). A Tabela 1 resume as
atividades bioldgicas avaliadas nos frutos da palmeira Euterpe edulis.

Silva et al. (2014) apresentaram grande teor de fendlicos
soluveis, 4.087 mg/100 g (base seca), em polpa de frutos jucara maduros
coletados no Sudeste do Brasil (S8o Paulo). Inada et al. (2015)
encontraram menor teor de compostos fendlicos soltveis (1.695 mg/100g
em base seca) consistindo em 95% do teor compostos fendlicos totais,
enquanto compostos insollveis compreenderam 5% em amostras de
jucara produzidas por empresa especializada, com frutos da safra de 2012,
do sudeste do Brasil (Rio de Janeiro). Bicudo et al. (2014) encontraram
valores muito menores de compostos fendlicos sollveis e insollveis (244
mg/100g em base seca). Neste estudo, os frutos também foram da safra
de 2012 e classificados em trés estadios de maturacdo, de acordo com a
cor externa.

O perfil de &cidos fendlicos nos frutos jucara é constituido pelos
acidos galico, protocatecuico, p-hidroxibenzéico, vanilico, clorogénico,
cafeico, siringico, p-cumarico, sinapinico e fertlico (BORGES et al.,
2013; BICUDO et al., 2014; INADA et al., 2015; SCHULZ et al., 2015).
Inada et al. (2015) foram os primeiros a identificar os acidos fendlicos m-
cumarico, transcinamico, 4-hidroxifenilacético e 3,4-di-
hidroxifenilacético na polpa dos frutos jucara.

A quantidade de &cidos fendlicos varia durante os estagios de
maturacao dos frutos. O principal acido fendlico encontrado em todos os
estagios de maturacdo dos frutos jucara foi o &cido protocateclico
(SCHULZ et al., 2015). Segundo alguns autores, 0 amadurecimento do
fruto e sua localizacdo geografica podem interferir nos compostos
fendlicos dos frutos da palmeira jucara (BORGES et al., 2011; BICUDO
et al.,2014).

Os principais compostos fenolicos presentes na polpa de jucara
sdo as antocianinas (BORGES et al.,, 2011; BORGES et al., 2013;
BICUDO et al.,2014). Os subtipos de antocianinas encontradas em maior
guantidade nos frutos jucara sdo a cianidin-3-O-rutinosideo seguido pelo
cianidina-3-O-glicosideo (BORGES et al.,2011; BICUDO et al., 2014;
INADA et al., 2015; DA SILVA et al., 2014; DE CASTRO et al., 2014;
NOVELLO et al.,2015; GUERGOLETTO et al., 2016). No entanto De
Brito et al. (2007) identificaram quantidade maior de cianidina-3-
glicosideo (53%) em comparagdo a cianidina-3-rutinosideo (46%).
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Outros subtipos de antocianinas ja identificados nas amostras de
jucara foram: cianidina-3-sambunosideo (DE BRITO et al.; 2007;
CARDOSO et al., 2015b; NOVELLO et al.,2015), pelargonidina-3-
glicosideo (DE BRITO et al., 2007; CARDOSO et al., 2015b),
pelargonidina-3-rutinosideo (DE BRITO et al., 2007; NOVELLO et al.,
2015), peonidina-3-rutinosideo (DA SILVA et al., 2014; CARDOSO et
al., 2015b; NOVELLO et al., 2015), peonidina-3-glicosideo (BICUDO et
al.,2014) e delfinidina-3-glicosideo (CARDOSO et al.,2015b;
NOVELLO et al., 2015).

Ainda, o estudo realizado por Peron et al. (2017) demonstrou que
as antocianinas presentes nos frutos jucara se degradaram mais
lentamente que aquelas presentes nas uvas (tipo Italia) apos efeito da
temperatura (50 e 90 °C). Compostos fendlicos foram encontrados nas
amostras avaliadas mesmo apds os tratamentos térmicos realizados, no
entanto, a temperatura de 90°C diminuiu a atividade antioxidante dos
extratos.

Entretanto, apesar desses resultados, ressalta-se que a ingestéo de
jucara ocorre em sua forma fresca, apos o processamento dos frutos com
adicdo de agua.

Uma pesquisa recente investigou as principais antocianinas e
compostos fenolicos ndo antocianinas em extratos de jugara, usando
espectrometria de massa com cromatografia liquida de ultra-performance.
Este estudo encontrou grandes quantidades de antocianinas, cerca de 26
mg/g em base seca, de um total de 31 mg de compostos fenolicos/g em
base seca. A cianidina-3-O-rutinosideo foi a antocianina mais abundante
(73% do conteido total de compostos fenélicos). Outros compostos
fenolicos encontrados ainda foram: cianidina-3-O-glicosideo,
pelargonidina-3-O-glicosideo, quercetina, rutina, miricetina, kaempferol,
kaempferol-3-orutinosideo, luteolina, apigenina, catequina, acido elagico
e 4,5-dicafeoilquinico. Os autores consideraram os frutos jucara fonte
promissora de polifendis, principalmente antocianinas (VIEIRA et al.,
2017).

As estruturas quimicas das antocianinas conhecidas nos frutos
jucara sdo apresentadas na Figura 1.

Vale ressaltar que a composicdo nutricional e o teor dos
compostos bioativos dos frutos jucara podem sofrer variagfes, uma vez
que sdo influenciados por diversos fatores como: sele¢do dos frutos, local
da colheita dos frutos e diferengas nas condigdes de crescimento das
palmeiras como a altitude, incidéncia de luz solar e estagio de maturacéo
dos frutos (BORGES etal., 2011; BORGES et al., 2013; DA SILVA et
al., 2013; SCHULZ et al.,2015).
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Atividade antioxidante

O fruto jucara é considerado rico em compostos fenélicos, sendo
seu efeito antioxidante o mais descrito na literatura cientifica. A
capacidade do fruto jucara em estabilizar espécies reativas vem sendo
demonstrada por diversos estudos (BICUDO; RIBANI; BETA, 2014), 15,
SCHULZ et al., 2015).

A avaliacdo da atividade antioxidante pela desativacéo do radical
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (BORGES et al., 2011; BICUDO;
RIBANI; BETA, 2014; CARDOSO et al., 2015b; SCHULZ et al., 2015;
RUFINO et al., 2010; VIEIRA et al., 2013) e o potencial antioxidante
redutor férrico (FRAP) (BORGES et al., 2013; INADA et al., 2015;
CARDOSO et al., 2015b; SCULZ et al., 2015; RUFINO et al., 2010;
VIEIRA et al., 2013) tém sido os marcadores mais estudados,
considerando os frutos jugara. A capacidade antioxidante pelo radical
oxigénio (ORAC) também ja foi utilizada (BICUDO; RIBANI; BETA,
2014; INADA et al., 2015).

A capacidade antioxidante avaliada pelos valores de FRAP s&o
variadas, ja sendo demonstrados valores de 1.158,0 umol de equivalente
Trolox/100 g em base seca (BORGES et al.,, 2013) e 2.155 pmol
equivalente Trolox/100 g em base seca (CARDOSO et al., 2015a).

Considerando o marcador DPPH, alguns estudos demonstraram
grandes diferencas. Bicudo, Ribani e Beta (2014) evidenciaram
concentracdo de 745,3 umol de equivalente Trolox /g em base seca)
enquanto nosso grupo de pesquisa apresentou valor de 2802 umol de
equivalente Trolox / g em base seca (CARDOSO et al., 2015a). Os
valores de DPPH nas amostras de jucara foram superiores aos valores
encontrados para o agai (Euterpe oleracea e Euterpe precatoria - 133,4 e
320,3 umol de equivalente Trolox/g em base seca respectivamente)
(KANG et al., 2012).

Os valores de ORAC na polpa de jucara variaram entre 1.088,10
- 2.071,55 pmol equivalente Trolox/g em base seca, em estudo realizado
por Bicudo et al. (2014) enquanto os valores ORAC relatados por Inada
et al. (2015) foram intermedidrios (1.544 umol equivalente Trolox/g em
base seca). Apesar de ambos os estudos considerarem amostras
liofilizadas, as amostras de Bicudo et al (2014) foram processadas pelos
pesquisadores antes das analises com frutos do sul do Brasil, enquanto os
frutos utilizados por Inada et al (2015) foram provenientes do sudeste do
Brasil, sendo processados por empresa especializada. Os valores de
capacidade antioxidante do fruto jucara entre os estudos sugerem alta
capacidade antioxidante para estes frutos. Entretanto, diferencas em
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relacdo aos resultados entre as investigacGes podem ser atribuidas ao
periodo de crescimento dos frutos, estacdo do ano, localiza¢do geogréfica,
variacdo do cultivar, métodos de extracdo e processamento das amostras
utilizados, diferencas nas unidades de andlise e padrdes
espectrofotométricos empregados, o que dificulta comparacdo direta
entre os estudos.

Apesar do potencial efeito antioxidante ja bem demonstrado dos
frutos jucara in vitro, poucos ensaios clinicos avaliaram biomarcadores
de estresse oxidativo in vivo. Os compostos bioativos presentes nos
berries exercem importante relagdo com o estresse oxidativo atuando
como estabilizadores de radicais livres. O estresse oxidativo ocorre
devido ao desequilibrio entre a produgdo celular de espécies reativas e a
capacidade antioxidante de neutralizar essas lesdes (LOWE, 2014). A
producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ERO) estd
relacionada a danos celulares, necrose e apoptose celular devido a
oxidacdo de proteinas, lipidios e DNA (HALLIWELL, 2011).

Um estudo recente avaliou o efeito de bioprodutos dos frutos da
Euterpe edulis (polpa liofilizada, polpa liofilizada desengordurada e 6leo)
na doenca hepatica gordurosa nédo alcodlica (DHGNA) induzida por dieta
rica em gordura durante quatro semanas em ratos. Os animais foram
divididos em: dieta padréo, dieta rica em gordura ou combinada com éleo,
polpa liofilizada ou polpa liofilizada desengordurada. Os grupos que
receberam polpa (desengordurada ou ndo) atenuaram a esteatose e a
peroxidacdo lipidica nos tecidos, enquanto o grupo que recebeu o 6leo
nao apresentou o0 mesmo efeito. O produto mais promissor pareceu ser a
polpa liofilizada desengordurada, possivelmente devido ao baixo
contetido lipidico e altas concentracfes de antocianinas e compostos
fenolicos (FREITAS et al., 2016). Lipidios sdo alvos suscetiveis de
oxidacdo devido a sua estrutura molecular e a peroxidagdo destas
moléculas é considerada marcador de dano lipidico (DEL BO et al.,
2015). Além disso, as antocianinas sdo consideradas potenciais
antioxidantes que atuam na atenuacdo da peroxidacdo lipidica por meio
da doacéo de elétrons ou do atomo de hidrogénio do seu radical hidroxila
para as espécies reativas (MOTOHASHI; SAKAGAMI, 2009).

Uma investigagdo avaliou a combinagdo de polpa de jucara
liofilizada adicionada a dieta ou em combinag¢do com treinamento de
exercicio aerdbico de intensidade moderada sobre biomarcacdores de
estresse oxidativo hepéatico e parametros inflamatérios em camundongos
ApoE -/- (DE CASTRO et al.,2014). Os animais que receberam exercicio
apresentaram diminuicéo da atividade da SOD independente da dieta com
jucara, demonstrando assim efeito do exercicio na atividade da SOD.
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Sugere-se que a atenuagdo do estresse oxidativo ocorre pela diminuicéo
da producdo de ERO pelo figado devido ao exercicio, diminuindo assim
a demanda da atividade antioxidante das enzimas como a SOD (DE
CASTRO et al., 2014).

No entanto, outros estudos experimentais observaram efeito
sobre enzimas antioxidantes ap6s intervencdo com extrato de jugara. Um
estudo avaliou as enzimas antioxidantes nos figados de camundongos
ApOE -/- com intervencao de extrato liofilizado de jucara, apds selecionar
0 melhor método para extracéo de antocianinas (NOVELLO et al., 2015).
O método de extracdo com etanol e &cido citrico resultou na maior
concentracdo de antocianinas. Os animais foram divididos em cinco
grupos: controle positivo - G1 (nocaute de ApoE, e dieta controle - AIN
- Instituto Americano de Nutricdo - M93), controle negativo - G2 (C57BL
/ 6, AIN - 93M), G3 e G4 (nocaute de ApoE que receberam AIN - 93M
mais 2% e 6% de extrato de jucara liofilizado, respectivamente), e G5
(nocaute de ApoE, os quais receberam AIN-M93 mais 50 mg/ kg/d de
sinvastatina). Entre os resultados, diminuig&o significativa nas atividades
enzimaticas de catalase (CAT) e SOD foram observadas em G3 e G4
guando comparados ao grupo controle positivo. Os autores relataram que
0 extrato de jucara possivelmente promoveu atividade antioxidante
através da acdo de antocianinas e seus metabolitos, poupando assim as
atividades das enzimas antioxidantes avaliadas.

Outro estudo avaliou o potencial antioxidante de intervengdo
com frutos jucara em camundongos dislipidémicos (ApoE -/-). Os grupos
tratados com 2%, 6% e 10% de extrato de jucara adicionada a dieta
padrdo, além de grupo tratado com dieta padrdo mais 2% de a-tocoferol
apresentaram atividade diminuida de CAT em rela¢do aos camundongos
controle (C57BL/6) tratados com dieta padrdo. Além disso, o grupo de
animais que recebeu dieta com extrato de 6% de jucara apresentou menor
atividade de SOD que os demais grupos (CARDOSO et al., 2015b).

Camundongos ApoE -/- apresentam deficiéncias em um receptor
proteico e, por essa razdo, tém niveis elevados de colesterol e alta
suscetibilidade para desenvolver aterosclerose e esteatose hepatica
(KOSTOGRYS et al., 2012). Estes animais tém sido utilizados para
explorar fatores de risco para distdrbios do metabolismo lipidico e
potencial terapéutico de compostos naturais em doencas do figado. Essas
condi¢des estdo relacionadas a producdo exacerbada de espécies reativas
(GONGALVES et al., 2012; NOVAES et al., 2012; CARDOSO et al.,
2015b) e, portanto, fontes alimentares ricas em compostos fendlicos com
potencial antioxidante sdo de grande interesse.
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O recente estudo de Freitas et al. (2017a) investigou o efeito da
intervencéo com jucara durante 50 dias em quatro grupos de ratos Wistar
separados em grupos que receberam: dieta comercial - controle; G2: dieta
comercial com extrato dos frutos da Euterpe edulis (4%), G3: dieta
comercial com polpa liofilizada (10%), G4: dieta comercial mais polpa
liofilizada e desengordurada (10%). Os resultados mostraram que 0s
grupos G3 e G4 diminuiram a peroxidacao lipidica. Além disso, o grupo
que recebeu polpa desengordurada diminuiu a atividade enzimatica de
CAT, Glutationa S-Transferases (GST) e SOD quando comparado aos
demais grupos. O maior teor de antocianinas no grupo G4 pode ter
contribuido para a modulacdo do potencial redox, segundo os autores.

Freitas et al. (2017b) investigaram o efeito antioxidante e toxico
dos frutos jucara em tecidos renais e cardiacos em ratos Wistar
alimentados com dieta de cafeteria. Os principais resultados foram
aumento significativo na atividade da CAT em tecidos de animais
alimentados com dieta de cafeteria mais 5% de extrato liofilizado de
Euterpe edulis, 10% de extrato liofilizado de Euterpe edulis e 10% de
extrato liofilizado e desengordurado de Euterpe. edulis. Nenhum efeito
foi demonstrado sobre a peroxidacdo lipidica nos tecidos cardiacos e
renais. O estudo sugere diminuicdo do estresse oxidativo devido ao
aumento da atividade enzimética em tecidos cardiacos de animais
alimentados com extratos dos frutos de Euterpe edulis. Os autores
hipotetizaram que extratos de jucara preveniram a inibicdo da expressdo
dessas enzimas, promovendo assim o aumento da atividade de algumas
enzimas antioxidantes.

De acordo com nosso conhecimento, o Unico ensaio clinico com
seres humanos foi realizado pelo nosso grupo de pesquisa. Em um ensaio
clinico com ingestao Unica de 450 mL de suco de jugara, biomarcadores
de estresse oxidativo foram avaliados antes e ap6s 1 h, 2 h 4 h de
consumo, em individuos saudaveis. Os frutos foram processados com
adicdo de agua e houve 33,4 g de sélidos totais de jugara na amostra
ingerida. Medidas repetidas de analise de variancia revelaram interacdo
significativa (entre tempo e tratamento) com diminuicdo da peroxidacdo
lipidica ao longo do tempo. O tratamento teve um efeito significativo
sobre a enzima glutationa peroxidase (GPx), com atividade maxima em
2h apds o consumo agudo. Esta é a primeira e Unica evidéncia encontrada
sobre a ingestdo dos frutos jucara e demonstrou efeito positivo do suco
sobre o estado antioxidante e pardmetro de danos oxidativos em
individuos saudaveis (CARDQOSO et al., 2015a).

Os resultados de estudos experimentais que avaliaram o efeito de
extratos de frutos jucara sobre enzimas antioxidantes ainda permanecem
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controversos. Alguns estudos mostraram diminuicdo na atividade de
enzimas antioxidantes, como SOD e CAT (CARDOSO et al., 2015b;
NOVELLO etal., 2015; FREITAS et al., 2017a), enquanto outros estudos
relataram aumento na atividade enzimética CAT do tecido em um modelo
animal (FREITAS et al., 2017b) e GPx em amostra de hemolisado em
ensaio clinico em humano (CARDOSO et al., 2015a).

Antioxidantes provenientes da dieta podem melhorar a atividade
antioxidante end6gena por fortalecerem os mecanismos de defesa contra
0 excesso de espécies reativas, neutralizando radicais livres ou
diminuindo seu nivel de atividade (HARASYM; OLEDZKI, 2014;
BHOOSHAN KP; PANDEY, 2009).

Segundo Lei et al. (2016), as enzimas antioxidantes podem atuar
diminuindo a producdo de espécies reativas podendo haver assim
diminuicdo da expressdo destas enzimas. A diminui¢do da geracdo de
espécies reativas pode ocorrer através da acdo de compostos bioativos
presentes nos extratos, como antocianinas e seus metaboélitos (TSUDA,
2012), os quais podem atingir os tecidos e afetar o potencial antioxidante
enddgeno.

Contudo, propde-se que por vias indiretas as antocianinas
poderiam estimular a defesa antioxidante enddgena por alguns
mecanismos como ativacdo de genes que codificam estas enzimas (SHIH;
YEH; YEN, 2005), reparacdo e estimulacdo da atividade das enzimas
antioxidantes SOD e GPx, melhorando assim a formacéo de glutationa
(TOUFEKTSIAN et al., 2008). Considerando o efeito dos frutos ricos em
antocianinas em ensaios clinicos, em geral, a modula¢do das enzimas
antioxidantes endodgenas permanece incerta, uma vez que alguns
trabalhos relatam aumento apo6s a intervencdo, engquanto outros nao
apresentam achados significativos (DEL BO et al.,2015). Ainda, quando
avaliada em estudos experimentais em animais, a atividade antioxidante
enzimatica é influenciada por varios fatores como modelo animal e tipo
de extrato utilizado (CARDOSO et al., 2015b).

Considerando o efeito do extrato de jucara sobre a peroxidacdo
lipidica, alguns estudos demonstraram a atenuacéo deste biomarcador de
dano oxidativo (CARDOSO et al., 2015a; FREITAS et al.,2016;
FREITAS et al.,2017a).

A peroxidacdo lipidica é um processo associado a producao
significativa de espécies reativas no interior das células. Esses processos
podem causar danos as membranas celulares, proteinas e ao DNA. Por
essa razdo, a diminuicdo da producdo de radicais livres pode,
consequentemente, gerar menos danos as estruturas celulares (NOVAES
etal., 2012).
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Os compostos fendlicos sdo geralmente relacionados as
propriedades bioativas e a modulacdo de biomarcadores de estresse
oxidativo. A diminuicdo dos perdxidos lipidicos séricos possivelmente
ocorre devido a absorcdo dos polifendis dos frutos jucara que agem na
estabilizacdo de radicais livres como radicais peroxil. Por essa raz&o, séo
necessarios mais estudos considerando a biodisponibilidade dos
principais compostos bioativos presentes nos frutos jucara e seus
metabolitos produzidos durante a digestdo e absor¢do, em modelos
experimentais humanos, possibilitando assim a confirmagdo dos
potenciais beneficios a salide sugeridos.

Parametros metabdlicos

Diversos estudos relacionam o efeito de frutas ricas em
antocianinas sobre parametros metabdlicos, especialmente em
biomarcadores associados a protecdo cardiovascular. Os efeitos
cardioprotetores de tais exposi¢fes sdo frequentemente atribuidos ao
conteudo de polifendis destes alimentos (RODRIGUEZ-MATEOS et al.,
2014; REIS et al., 2016).

As doencas cardiovasculares (DCV) constituem o principal
problema de saide pudblica na vida moderna (REIS et al., 2016). A
avaliacdo de lipoproteinas sdo pardmetros preditores para analisar fatores
de risco ou protecdo para DCV. Niveis elevados de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL-c) e lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL)
estdo associados a um maior risco de desenvolvimento de DCV, enquanto
alta concentracdo de lipoproteina de alta densidade (HDL-c) pode ser
considerado fator de protecdo (GORDON et al., 1977; GRAMMER et al.,
2015).

Por outro lado, os berries podem ser relacionados a prevencéo da
aterosclerose por meio da inibicdo da peroxidacéo lipidica e melhora do
estado antioxidante (RODRIGUEZ-MATEOS et al., 2014; REIS et al,
2016). Outros efeitos dos berries estdo associados a reducdo das
concentracGes de colesterol total, diminuindo assim a possibilidade de
dano endotelial e deposicdo de colesterol nas células (FREITAS et al.,
2017a). Neste contexto, os beneficios atribuidos aos berries sobre
parametros metabdlicos sdo associados as antocianinas. A acdo das
antocianinas esta relacionada a diminuicdo das concentrag@es de LDL-c,
inibi¢do da oxidacéo lipidica e aumento da concentracdo fecal de 4cidos
esterois (NILE; PARK, 2014; KRUGER et al., 2014).

Os frutos jugara possuem composi¢do nutricional interessante
por apresentarem alto teor de antocianinas e acidos graxos insaturados
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(BORGES et al., 2011; SCHULZ et al., 2015). A ingestdo de &cidos
graxos insaturados também esta associada a beneficios para a salde,
diminuindo triglicerideos e a lipogénese hepatica (HARRIS;
BULCHANDANI, 2006).

Nos dltimos anos, a avaliacdo dos parametros metabdlicos em
estudos experimentais em animais a partir da administragdo de extrato de
jucara tem chamado a atencdo de pesquisadores. Alguns estudos in vivo
utilizaram camundongos deficientes em ApoE devido a aceleracdo do
processo de aterosclerose nestes animais. Dentre os estudos analisados na
presente revisdo duas investigacdes avaliaram o efeito dos frutos jucara
em ratos ApoE (DE CASTRO et al.,2014; CARDQOSO et al., 2015b). A
Tabela 2 apresenta os resultados de estudos experimentais que investigam
o0 efeito da suplementacdo de extrato dos frutos de Euterpe edulis e
avaliacao do perfil lipidico.

Estudo conduzido com grupo de camundongos knockout ApoE,
0s quais receberam dietas suplementadas com 10% de extrato de jucara,
apresentaram reducdo significativa no peso em comparagdo com 0S
grupos suplementados com 2% e 6% de extrato de jucara e com 2% de
acetato de a-tocoferol. O grupo que recebeu dietas adicionadas de 10%
de extrato de jugara apresentou reducdo nas concentragdes de ndo-HDL-
¢ em relagdo aos grupos que receberam dietas com 2% de extrato de jucara
e 2% de acetato de a-tocoferol. Neste estudo, a diminuigdo nas
concentracdes de triglicerideos foi considerado o efeito mais promissor
nos grupos de animais que receberam dietas suplementadas com extrato
de jugara (2%, 6% e 10%), fato que pode estar envolvido com a atenuagéo
da esteatose hepatica (CARDOSO et al., 2015b).

Estudo experimental em modelo animal com ratas prenhes
relatou o efeito da suplementacdo do extrato de jugara sobre perfil
lipidico, glicémico e de marcadores inflamatérios, durante as fases de
gestacdo e lactacdo (MORAIS et al., 2014). Os grupos que receberam
extrato liofilizado de jucara (dieta controle com 0,5% de jucara
adicionado - CJ - e dieta enriquecida com gordura vegetal hidrogenada
com 0,5% de jucara - TJ), durante 21 dias, diminuiram as concentracfes
de colesterol total (CT) e triglicerideos em relagdo ao grupo que recebeu
apenas dieta adicionada de gordura vegetal hidrogenada. Um estudo
recente (ARGENTATO et al., 2017) cujo protocolo é muito semelhante
ao de Morais et al. (2014), demonstrou diminuicao do ganho de peso e de
triglicerideos na prole em que a dieta materna foi adicionada de 0,5% de
extrato de jucara liofilizado, durante a gestacéo e lactagéo.

Em outra investigacdo (mais detalhes sobre o delineamento do
estudo na secdo "Atividade Antioxidante™), em que 0s grupos receberam
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dieta padrdo AIN-93M suplementadas com 2% e 6% de jucara liofilizada,
ou dieta padronizada AIN-93M acrescida de 50 mg/kg/d de sinvastatina,
0s animais apresentaram diminuicdo significativa na glicemia, LDL-c,
razdes de CT/HDL-c e LDL-c/HDL-c em comparacdo com a dieta padréo
de tratamento (controle positivo). Os animais que receberam extrato de
jucara (2% e 6%) apresentaram valores inferiores de CT, demonstrando
bons resultados na reducdo do risco cardiovascular (NOVELO et al.,
2015).

Estudo experimental em animais demonstrou o efeito da adicéo
de extrato de jucara em dietas hipercaldricas e hiperlipidicas sobre
pardmetros metabdlicos ap6s dez semanas de consumo. O principal
resultado encontrado foi que 0s grupos que receberam dietas adicionadas
de 0,5% de jucara denotaram melhorar na resposta glicémica. Os animais
gue receberam dietas ricas em calorias e lipidios com 0,5% e 2% de
extrato de jucara ndo apresentaram alteragdes na composicao corporal.
Inesperadamente, 0s animais que receberam dieta normocaldrica com
adicdo de 2% de jucara ganharam massa corporal. Os valores de
adiponectina no grupo com dietas adicionadas de 0,5% de extrato de
jucara diminuiram em comparacgdo ao grupo controle (OYAMA et al,
2016).

Ja o recente estudo de Freitas et al. (2017a) relatou que grupos de
ratos Wistar que receberam polpa liofilizada e desengordurada de jucara
(10%) adicionada na dieta, diminuiram as concentracGes séricas de CT,
enquanto outros parametros como glicose, triglicerideos, HDL-c, AST
(aspartato aminotransferase) e ALT (alanina aminotransferase) nao
apresentaram diferengas significativas entre os grupos.

Os diferentes modelos animais utilizados e as disparidades nas
concentracdes de extrato de jugara em estudos experimentais dificultam a
comparacao entre as investigacdes. Alguns estudos relataram perda de
peso (CARDOSO et al., 2015b; ARGENTATO et al., 2017), diminuigédo
nas concentracdes de triglicerideos (MORAIS et al., 2014; CARDOSO et
al., 2015b; ARGENTATO et al., 2017), reducéo do LDL-c (CARDOSO
et al., 2015b; NOVELLO et al.,2015) e diminui¢do do CT (MORAIS et
al., 2014; NOVELLO et al., 2015; FREITAS et al., 2017a). Enquanto
outras investigacGes em animais ndo demonstraram efeito sobre o perfil
lipidico (DE CASTRO et al., 2014; OYAMA et al., 2016; FREITAS et
al., 2017a). Apesar do efeito cardioprotetor dos berries ser amplamente
estudado devido seu contetido de compostos bioativos e antocianinas, 0s
efeitos de intervencgdes com extrato obtidos a partir dos frutos jucara sobre
o perfil lipidico ainda parecem ser inconclusivos e por essa razao, novos
estudos séo encorajados.
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Considerando o efeito do fruto jucara sobre a glicemia, estudo
realizado por Oyama et al. (2016) encontrou como principal resultado a
melhora da resposta glicémica em camundongos alimentados com dieta
normocaldrica, hipercalérica ou hiperlipidémica acrescentadas de 0,5%
de extrato liofilizado de jucara. Da mesma forma, Argentato et al. (2017)
também demonstrou diminuicdo da glicemia na prole de maes
alimentadas com dieta adicionada de 0,5% de extrato de jucara liofilizada.
Outros estudos também evidenciaram diminui¢do significativa da glicose
sérica apos adicdo de 2% e 6% de extrato liofilizado de jucara nas dietas
de camundongos knockout modelo ApoE em comparacdo com o grupo
controle (NOVELLO et al., 2015).

Ha evidéncias de que os compostos fenolicos podem auxiliar a
homeostase da glicose através da estimulacdo de transportadores de
glicose do tipo 4 (GLUT4). Além disso, as antocianinas podem ativar a
proteina quinase pelo monofosfato de adenosina (AMPK), que atua na
captacdo de glicose pelos tecidos, promovendo a lipdlise e a reducao da
sintese do colesterol (TAKIKAWA et al., 2010).

Evidéncias apresentadas por estudos experimentais em animais
parecem promissoras, porém existe a preocupacdo de que até o presente
momento ndo tenha sido localizado ensaio clinico de ingestdo prolongada
de fruto jucara por seres humanos para melhor elucidar os efeitos da
ingestdo de polpa ou suco de jucara sobre parametros metabolicos,
afetando diretamente a prevencdo ou terapéutica de doengas crénicas.
Estudos em animais sdo importantes para avaliar potenciais atividades
bioldgicas, mas devem ser interpretados com cautela devido a limitagdes
destes modelos.

Além disso, ensaios clinicos randomizados s&o delineamentos
confidveis para inferir relacBes de causa e efeito. A fim de estabelecer
interacdes entre compostos fendlicos e resultados clinicos, intervencdes
controladas sdo necessarias (RODRIGUEZ-MATEOS et al., 2014).

Percebe-se que apesar dos potenciais beneficios relacionados aos
frutos jucara sobre parametros metabdlicos, ainda se faz necessario que
algumas estratégias sejam padronizadas, como a concentracdo do extrato
utilizado, ou mesmo o uso de suco, polpa ou extrato liofilizado; tempo de
consumo e biomarcadores laboratoriais, para assim verificar a influéncia
desta intervencdo na prevencgdo ou tratamento complementar de doencas
cronicas.

Ainda, é necessario considerar as diferengas entre a
biodisponibilidade de compostos fendlicos entre animais e humanos
(RODRIGUEZ-MATEOS et al., 2014). Desta forma, a forma mais eficaz
de avaliar o efeito real de intervencdes ricas em polifendis nos humanos,
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especialmente na cardioprotecdo, seria através de ensaios controlados e
randomizados controlados (RODRIGUEZ-MATEOS et al., 2014).

Sendo assim, mais esforcos devem ser direcionados para elucidar
0s mecanismos relacionados aos efeitos do fruto jucara por meio de
modelos experimentais in vivo, considerando a metabolizacdo dos
compostos fenolicos em concentracdes bioldgicas.

Efeito anti-inflamatorio

A inflamagdo é um processo inerente do sistema imunolégico
caracterizado como uma resposta organica a alguma lesdo. As citocinas
sdo moléculas imuno-modulatdrias que sdo usadas como marcadores para
auxiliar a quantificacdo da resposta inflamatéria (JOSEPH;
EDIRISINGHE; BURTON-FREEMAN, 2014).

O fator nuclear kappa B (NF-xB) é um fator de transcrigdo que,
qguando ativado, estimula a expressdo de genes responsaveis pela
producdo de citocinas. Os biomarcadores pré-inflamatorios incluem
proteinas de fase aguda, citocinas (fator de necrose tumoral - TNF-a,
interleucina 6 - IL-6, interleucina 1p - IL-1B, proteina quimioatrativa de
mondcitos 1- MCP-1); e moléculas de adesdo (E-selectina, P-selectina,
molécula de adesdo vascular sSVCAM-1, molécula de adeséo intercelular
soltvel - sSICAM-1). Marcadores anti-inflamatérios podem ser avaliados
por meio da quantificagdo de citocinas como IL-10 e adiponectina
(JOSEPH; EDIRISINGHE; BURTON-FREEMAN, 2014). Além disso, a
expressao génica de fatores de transcrigdo e receptores em células imunes
podem ser estimuladas ou inibidas, sendo também considerados
biomarcadores do estado inflamatério (JOSEPH; EDIRISINGHE;
BURTON-FREEMAN, 2014).

A resposta inflamatdria pode influenciar a producédo de ERO e,
portanto, o estado redox. Este ciclo favorece a formacdo de um estado de
estresse oxidativo e inflamatorio causando danos & salde e promovendo
0 desenvolvimento de doencas cronicas (JOSEPH; EDIRISINGHE;
BURTON-FREEMAN, 2014).

Nesse contexto, os compostos fendlicos poderiam conferir
protecdo contra doencas cronicas relacionadas a inflamacdo (JOSEPH;
EDIRISINGHE; BURTON-FREEMAN, 2014). Os polifen6is podem
atuar ativando ou inibindo vérias vias de sinalizacdo por meio da
modulacdo de proteinas, resultando na intensificacdo de fatores de
transcri¢do (por exemplo, fator nuclear kappa B - NF-kB), alterando a
ativacdo de receptores bem como seus ligantes como Receptor Ativado
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por Proliferador y (PPAR-y do inglés Proliferator-Activated Receptor y)
(TANGNEY; RASMUSSEN, 2013).

As antocianinas constituem a subclasse de polifendis com
guantidades relevantes no fruto jucara. Sugere-se que importantes
atividades bioldgicas dos berries estdo relacionadas as antocianinas,
dentre elas, o efeito anti-inflamatério (WALLACE, 2011; JOSEPH;
EDIRISINGHE; BURTON-FREEMAN, 2014). A acéo das antocianinas
no estado inflamatdrio pode ocorrer por meio do controle da migracéo e
proliferacdo das células, bem como pela inibicdo da producdo de
mediadores inflamatérios (WALLACE, 2011; JOSEPH; EDIRISINGHE;
BURTON-FREEMAN, 2014; ZHANG; LIU; TSAO, 2016).

Encontrar estratégias dietéticas que atuem sobre o estado
inflamatdrio, tém implicacfes importantes para reduzir o risco de doencas
crbnicas e podem ajudar a atualizar as diretrizes com o objetivo de
promover a salde (JOSEPH; EDIRISINGHE; BURTON-FREEMAN,
2014).

Neste sentido, alguns estudos experimentais em animais
avaliaram o efeito da suplementacdo de jugara sobre marcadores
inflamatdrios. No estudo de Freitas et al. (2017a) (mais detalhes podem
ser encontrados na secdo 'Atividade antioxidante’) o grupo G4 (10% de
extrato liofilizado e desengordurado de jugara adicionado na racdo de
ratos Wistar por 50 dias) apresentou diminuicdo nas citocinas
inflamatdrias (IL-17, IFN-y e TNF-o) comparado com 0S outros grupos
(6leo e apenas polpa liofilizada). No entanto, 0 G4 também foi associado
com a diminuig&o de biomarcadores anti-inflamatorios (IL-4 e 1L-10) em
comparagao com os outros tratamentos. A possivel explicacdo dos autores
foi de que a diminui¢&o na produgéo de citocinas pro-inflamatérias pode
gerar uma redugdo nos mediadores anti-inflamatérios, contribuindo para
manter a homeostase tecidual (JIANG et al.,, 2016). Ainda, a
suplementacdo de jucara foi considerada uma alternativa promissora para
modular a resposta inflamatoria.

Um estudo suplementou jucara (0,5%) em dieta controle e dieta
enriquecida com 6leo vegetal hidrogenado (com alto teor de acidos graxos
trans) durante a gestacdo e lactacdo, em ratos Wistar. Os resultados
mostraram que as dietas com alto teor de &cidos graxos trans aumentaram
os marcadores inflamatérios (TNF-a e TNFRI), enquanto que 0s grupos
gue receberam jucara adicionada a dieta aumentaram o marcador anti-
inflamatdrio IL-10 no tecido adiposo marrom (ARGENTATO et
al.,2017).

O estudo realizado por Morais et al. (2014) (mais detalhes na
secdo Parametros Metabdlicos) relataram que os grupos de ratas
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(gestantes ou lactantes) que receberam dieta com adicdo de 0,5% jucara
(CJ e TJ) diminuiram citocinas pré-inflamatdrias como IL-6, TNF-a e
expressao génica de IL-6R, TNF-aR e receptor do tipo toll-4 (TLR-4).
Ainda, o marcador anti-inflamatério IL-10 e a relacdo IL-10/TNF-a
foram superiores no grupo CJ em comparagdo ao grupo T. Os autores
acreditam que o efeito anti-inflamat6rio propiciado com a intervencéo
com jucara possa estar associado ao seu conteldo de polifendis,
particularmente antocianinas e acidos graxos poli-insaturados.

Morais et al. (2015) observaram em estudo experimental em
animais que a suplementacdo de 0,5% de jucara em dieta com gordura
vegetal hidrogenada (dieta rica em &cidos graxos trans) diminuiu a
ativacdo da via NFxB e o TNFa receptor | (TNFR1) no figado de ratos.
Possivelmente, esses efeitos contribuiram para a diminuicdo dos
marcadores pré-inflamatérios IL-6 e TNF-o. no figado e no tecido adiposo
branco retroperitoneal. Além disso, 0s grupos que receberam intervencdo
com 0,5% de jucara aumentaram os marcadores anti-inflamatérios, como
IL-10 e relacdo IL-10/ TNF-a no figado da prole, quando comparados ao
grupo que recebeu apenas dieta enriquecida com gordura vegetal
hidrogenada. O contetdo fendlico na dieta materna demonstrou efeito
protetor contra o estado de inflamag&o na prole avaliada.

Outro estudo experimental em animais evidenciou que a ingestdo
de 2% de extrato liofilizado de jugara em dieta hipercal6rica e
hiperlipidica de camundongos promoveu diminuicdo dos marcadores IL-
10 e IL-6, diminuindo a inflamag&o. No entanto, a concentracao de 0,5%
de jucara ndo foi capaz de alterar esta condicdo (OYAMA et al., 2016).

Um estudo realizado por Castro et al. (2014) demonstrou
diminuicdo de 42% na expressdo de proteina-mRNA1 de mondcito
(marcador relacionado com o processo aterogénico) no figado de
camundongos knockout ApoE expostos apenas ao treinamento fisico
enquanto a suplementacdo de jucara ndo mostrou efeito sobre esse
marcador.

Em suma, extratos obtidos a partir dos frutos jucara adicionados
as dietas de animais parecem influenciar o estado inflamatério de forma
promissora. A maioria dos estudos analisados evidenciou diminuicéo dos
marcadores prd-inflamatorios ap6s a suplementagdo com jucara,
particularmente os marcadores TNF-o (FREITAS etal., 2017a; MORAIS
et al., 2014; MORAIS et al., 2015) e IL-6 (OYAMA et al., 2016;
MORAIS et al., 2014; MORAIS et al., 2015). No entanto, algumas
investigacdes relataram diminuicdo nos marcadores anti-inflamatorios,
como o mediador I1L-10 (OYAMA et al., 2016; FREITAS et al., 2017a),
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enquanto outros mostraram um aumento no mesmo mediador (MORAIS
etal., 2014; ARGENTATO et al., 2017; MORAIS et al., 2015).

Contudo, devido a diversidade de modelos animais,
concentracdes de jucara ingerida e variedade de biomarcadores, ¢ dificil
inferir conclusdes mais especificas sobre 0s pardmetros avaliados.

Embora os berries sejam relacionados a melhora do estado
inflamatdrio em seres humanos (JOSEPH; EDIRISINGHE; BURTON-
FREEMAN, 2014), ainda faltam ensaios clinicos controlados que
avaliem o efeito do fruto, suco ou polpa de jucara sobre parametros
inflamatdrios em individuos com condic8es patoldgica ou nao.

E importante e necessario que os estudos incluam biomarcadores
do estado inflamatério mais completos e ndo isolados para um melhor
entendimento da relagdo do fruto jucara na modulacéo da inflamacéo. Por
esta raz&o, ensaios clinicos séo incentivados.

Os estudos que avaliaram o consumo do fruto jucara sobre
alteracdes dos biomarcadores atribuem este efeito ao seu contetdo de
compostos fenodlicos, particularmente antocianinas. Entretanto, €
importante ressaltar que a modulacdo da microbiota intestinal pelas
antocianinas pode estar relacionada com os mecanismos pelos quais estes
antioxidantes exercem seus beneficios (JAKOBSDOTTIR et al., 2013).
Sugere-se que a regulacdo dos marcadores pro-inflamatérios possa
ocorrer através da modulacdo da microbiota pelas antocianinas e seus
metabdlitos (MORAIS et al., 2014). Desta forma, mais estudos nesta area
S30 Necessarios.

Outros efeitos

Morais et al. (2015) evidenciou que a adi¢do de 0,5% de jucara
na dieta materna (grupo TJ) restaurou o conteldo fecal de
Bifidobacterium spp., e aumentou a expressdo de RNAm das zonulas
ocludentes (ZO-1). As zénulas ocludentes séo proteinas de membrana que
regulam a permeabilidade celular e exercem a funcdo de barreira celular
(HAMADA et al., 2010). Assim, alteracBes na expressdo de RNAm da
proteina de ZO-1 pode alterar a jungdo entre as células, melhorando a
permeabilidade intestinal (HAMADA et al., 2013). Os autores levantam
a hipétese de que o aumento de Bifidobacterium spp. nos grupos tratados
com extrato de jugara desempenharam papel importante na diminuigdo de
marcadores pro-inflamatérios (mostrados na “se¢do Anti-inflamatéria™).
Este efeito também pode estar relacionado com a diminuicdo da
permeabilidade da mucosa intestinal devido ao aumento da expressdo de
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Z0O-1. Os autores associam a modulagdo da microbiota intestinal com os
metabolitos dos compostos de jucara pelo trato gastrointestinal.

A investigacdo realizada por Morais et al. (2014) também
demonstrou aumento de microrganismos probidticos (Lactobacillus spp.)
no célon de prole cujas maes foram alimentadas com dieta adicionada de
0,5% de extrato de jucara. Os autores acreditam que a modulagdo da
microbiota intestinal pelos compostos presentes no fruto jucara (fibras e
polifendis) promoveu a melhora do estado inflamatério, reduzindo o risco
de desenvolvimento de doencas cronicas.

Ainda neste sentido, a microbiota intestinal em cultura anaerébia
in vitro foi modulada por polpa de jugara. Houve aumento significativo
na populagdo de bifidobactérias (bactérias benéficas) apos 24 horas de
fermentagdo em comparacdo ao grupo placebo (controle negativo:
nutriente basal sem substrato e com adi¢do de prebidtico). A maioria das
antocianinas foi degradada durante a digestdo, mas 46% do total de
compostos fenodlicos resistiram a digestdo, tornando-os importantes
fontes de atividade antioxidante que podem atingir o cdlon. Este é o
primeiro estudo a avaliar os possiveis efeitos prebidticos da polpa de
jugara. Os pesquisadores observaram que 0s estudos em humanos devem
ser encorajados para comprovar ainda mais a eficacia desta polpa
(GUERGOLETTO et al., 2016).

Ressalta-se que Felzenszwalb et al. (2013) avaliaram o efeito
toxicoldgico da polpa de jucara, ndo sendo relatados efeitos adversos.
Recentemente, a jugara também chamou atencdo no desenvolvimento de
novos produtos. Geraldi et al. (2017) acrescentaram polpa de jugara e
probidtico comercial (Lactobacillus acidophilus) em iogurtes para avaliar
a sobrevivéncia do probidtico apds digestdo gastrica e entérica simulada
in vitro. A polpa de jucara parece ser uma boa estratégia na producéo de
iogurtes aumentando a resisténcia dos probidticos em até 14 dias de
armazenamento, mesmo ap6s a estimulagdo de condicOes
gastrointestinais. Os autores sugerem com este estudo que os polifendis,
em particular as antocianinas, podem ter melhorado a viabilidade
probidtica.

O estudo de Argentato et al. 2017 também avaliou a
suplementacéo de jucara (0,5%) em dietas maternas enriquecidas com
6leo vegetal hidrogenado (com alto teor de acidos graxos trans) em
biomarcador de gasto energético. A intervencdo com jucara (0,5%)
aumentou a expressdo da proteina desacopladora 1 (UCP-1) no tecido
adiposo marrom, parametro relacionado ao gasto energético através da
termogénese. Os autores atribuiram seus resultados aos compostos
bioativos do fruto jucara e acreditam que este fruto pode ser usado para
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prevenir a obesidade. No entanto, 0s mecanismos pelos quais 0s
compostos fendlicos podem afetar a termogénese ainda ndo séao
totalmente compreendidos. Além disso, a composi¢do dos frutos de
jucara, ricos em acidos graxos oleico e palmitico, adicionados ainda em
dieta rica em lipidios, também poderia ter influenciado o aumento da
expressdo da UCP-1.

Parece haver um interesse emergente em relacionar o fruto jucara
e seu efeito sobre probidticos. A partir dos resultados expostos sugere-se
aumento da expressdo do RNAm das zénulas colénicas (ZO-1); aumento
de probiéticos (Bifidobacterium e Lactobacillus spp.) e ainda aumento da
resisténcia de probiodticos quando adicionados a produtos lacteos
amplamente consumidos, como o0 iogurte. Em geral, os autores
relacionam os achados positivos a composicao nutricional do fruto jucara,
ricos em antocianinas e acidos graxos insaturados. Esses resultados
parecem promissores e poderiam ser representativos na prevencdo de
doencas cronicas. No entanto, vale ressaltar que a modulacdo da
microbiota intestinal a partir da ingestdo do fruto jucara em seres
humanos ainda ndo foi demonstrada.

Concluséo

Estudos acerca de estratégias alimentares para a prevengéo de
doencas vém ganhando relevancia na sociedade moderna. Alimentos
fontes de compostos naturais e bioativos podem influenciar e auxiliar a
manutencdo da salde. E necesséario encorajar pesquisas para elucidar
novas descobertas que confirmem os efeitos biolégicos de alimentos e
bebidas. E importante considerar que alguns alimentos podem exercer
influéncia sobre a prevencdo de muitas doengas cronicas.

O objetivo desta revisdo foi avaliar criticamente a existéncia de
dados clinicos sobre o fruto jucara e os efeitos biolégicos. Os dados
revisados consideraram o fruto jugara e seus derivados como suco, extrato
e polpa liofilizada. Um capitulo sobre a caracterizagdo nutricional do
fruto jucara também foi incluido para auxiliar na compreenséo de seus
efeitos biol6gicos.

Sugere-se que o fruto jucara exerga efeitos positivos sobre a
peroxidacdo lipidica, estado inflamatdrio, concentracdes séricas de
glicose e ainda sobre microrganismos probidticos. O efeito do fruto sobre
os parametros de perfil lipidico e enzimas antioxidantes ainda parecem
ser controversos, enquanto alguns estudos demonstram efeitos positivos
e outros nao.
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A maioria dos estudos in vivo foi realizado em modelos animais
e, embora o0s resultados tenham sido promissores, ainda € necessario
padronizar algumas estratégias, como a concentracao do extrato utilizado
Ou mesmo o uso de suco, polpa ou po liofilizado obtido a partir do fruto
jucara; além do tempo de consumo e biomarcadores laboratoriais.

Os resultados positivos encontrados ap6s a administracdo do
fruto jucara sdo atribuidos a sua interessante composi¢do nutricional.
Componentes do fruto do jucara, como compostos fenolicos,
especialmente antocianinas e &cidos graxos insaturados, sdo sugeridos
como responsaveis por esses efeitos.

E importante enfatizar que os compostos fendlicos sdo
metabolizados pela microbiota intestinal, e seus metabolitos podem
exercer efeitos sobre a permeabilidade do intestino e contribuir para 0s
efeitos bioldgicos dos compostos principais. A biodisponibilidade e o
metabolismo dos polifen6is podem ser diferentes entre animais e
humanos. Desta forma, é notavel a escassez de ensaio clinico em seres
humanos para melhor esclarecer os efeitos da polpa de jucara e seus
derivados, os quais podem influenciar a prevengdo ou a terapéutica de
doencas cronicas.

Como ja mencionado, é possivel que usualmente o fruto jucara
seja denominado acai para torna-lo comercialmente relevante, apesar de
pertencer a uma espécie diferente de palmeira (CHAIMSOHN;
CHIQUETTO, 2013). Com esta presente revisdo, se espera que 0S
potenciais beneficios a saude da ingestdo do fruto jucara e seus derivados
se expandam no que tange seu efeito sobre a nutricdo humana e ainda
fortalecam sua identidade.

Além disso, a palmeira Euterpe edulis € uma palmeira importante
para a fauna e flora da Mata Atlantica. Portanto, um maior conhecimento
sobre seus principais efeitos biolégicos pode promover a conservacao
destas espécies, as quais se encontram em risco de extincdo atualmente.

Informagdes de Apoio

Um fluxograma acerca da selecdo dos estudos relatados na
presente revisdo se encontra disponivel como Informagdo de Apoio
(Figura 1S).

Agradecimentos

Gostariamos de agradecer ao Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (Edital Universal do CNPq,



109

MCT/CPNq 14/2012, nimero 483929 / 2012-3) e a Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES). Por fim,
gostariamos também de agradecer ao Programa de P6s-Graduagdo em
Nutrigdo da Universidade Federal de Santa Catarina.

Conflito de interesses
Os autores declaram ndo haver conflito de interesses.

References

ARGENTATO PP, MORAIS CA, SANTAMARINA AB, CESAR HC,
ESTADELLA D, ROSSO VV, PISANI LP. Jussara (Euterpe edulis
Mart.) supplementation during pregnancy and lactation modulates UCP-
1 and inflammation biomarkers induced by trans-fatty acids in the
brown adipose tissue of offspring. Clinical Nutrition Experimental,
v.12, 50-65, 2017.

BHOOSHAN KP, PANDEY KB, RIZV, S. I. Plant polyphenols as
dietary antioxidants in human health and disease.
Oxidative Medicine and Cellular Longevity, v. 2, 270-278, 20009.

BICUDO, MO, RIBANI, RH, BETA, T. Anthocyanins, Phenolic acids
and antioxidant properties of jucara fruits (Euterpe edulis M.) along the
on-tree ripening process. Plant Foods for Human Nutrition, v. 69,
142-147, 2014.

BORGES, GSC, GONZAGA, LV, JARDINI, FA, MANCINI FILHO, J,
HELLER, M, MICKE, G, COSTA ACO, FETT R. Protective effect of
Euterpe edulis M. on Vero cell culture and antioxidant evaluation based
on phenolic composition using HPLC—-ESI-MS/MS. Food Research
International,; v. 51, 363-369, 2013.

BORGES, GSC, VIEIRA, FGK, COPETTI, C, GONZAGA, LV,
ZAMBIAZI, RC, MANCINI FILHO, J, FETT R. Chemical
characterization, bioactive compounds, and antioxidant capacity of
jussara (Euterpe edulis) fruit from the Atlantic Forest in southern Brazil.
Food Research International, v. 44, 2128-2133, 2011.



110

BRITTON G, KHACHIK F. Carotenoids nutrition and health. In:
Britton G, Liaaen-Jensen S, Pfander H, editors. Carotenoids in food.
Boston: Birkhauser Basel, v.5, 45-66, 2009.

CARDOSO, AL, DI PIETRO, PF, VIEIRA, FGK, BOAVENTURA,
BCB, DE LIZ, S, BORGES, GSC, FETT, R, ANDRADE, DF, DA
SILVA, EL. Acute consumption of jucara juice (Euterpe edulis) and
antioxidant activity in healthy individuals. Journal of Functional
Foods, v. 17, 152-162, 2015a.

CARDOSO, LM, NOVAES, RD, CASTRO, CA, NOVELLO, AA,
GONCALVES, RV, RICCI-SILVA, ME, RAMOS, HJO, PELUZIO,
MCG, LEITE, JPV. Chemical composition, characterization of
anthocyanins and antioxidant potential of Euterpe edulis fruits:
applicability on genetic dyslipidemia and hepatic steatosis in mice.
Nutricién Hospitalaria, v. 32, 702-709, 2015b.

CHAIMSOHN, FP, CHIQUETTO NC. Construgdo do marco legal para
a produgdo de agai de jugara: contribui¢des da “oficina interestadual
sobre legislacdo, comercializacdo e marketing para exploragédo de frutos
da palmeira jucara”. Revista Conexdo, v. 9, 244-253, 2013.

COSTA, AGV, GARCIA-DIAZ, DF, JIMENEZ P, SILVAPI.
Bioactive compounds and health benefits of exotic tropical red-
blackberries. Journal of Funct Foods, v. 5, p. 539-549, 2013.

CROWE, F. L.; RODDAM, A. W.; KEY, T.J.; APPLEBY, P. N.; et al.
Fruit and vegetable intake and mortality from ischaemic heart disease:
results from the European Prospective Investigation into Cancer and
Nutrition (EPIC) - Heart study. European Heart Jounal, 32, 1235-
1243, 2011.

DA SILVA PPM, DO CARMO LF, SILVA GM, SILVEIRA-DINIZ
MF, CASEMIRO RC, SPOTO MHF. Physical, chemical, and lipid
composition of jucara (Euterpe edulis Mart.) pulp. Brazilian
Journal of Food and Nutrition, v. 24, 7-13, 2013.

DA SILVA, NA, RODRIGUES, E, MERCADANTE, AZ, DE ROSSO
VV. Phenolic compounds and carotenoids from four fruits native from
the Brazilian Atlantic forest. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 62, 5072-5084, 2014.



111

DE BRITO ES, ARAUJO MCP, ALVES RE, CARKEET C,
CLEVIDENCE B, NOVOTNY JA. Anthocyanins present in selected
tropical fruits: Acerola, jambol&o, jussara, and guajiru. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v. 55, 9389-9394, 2007.

DE CASTRO, CA, NATALI, AJ, CARDOSO, LM, FERREIRA-
MACHADO, AB, NOVELLO, AA, DA SILVA, KA, TAFURI, NF, DA
MATA, SL, PEDROSA, ML, PELUZIO, MC. Aerobic exercise and not
a diet supplemented with jussara acai (Euterpe edulis Martius) alters
hepatic oxidative and inflammatory biomarkers in ApoE-deficient mice.
British Journal of Nutrition, v. 112, 285-294, 2014.

DEL BO C, MARTINI D, PORRINI M, KLIMIS-ZACAS D, RISO P.
Berries and oxidative stress markers: an overview of human intervention
studies. Food & Function, v.6, 2890-2917, 2015.

DEL RIO, D, RODRIGUEZ-MATEQS, A, SPENCER, JP,
TOGNOLINI, M, Borges G, Crozier A. Dietary (poly)phenolics in
human health: structures, bioavailability, and evidence of protective
effects against chronic diseases. Antioxid Redox Signal, v.18, p.1818-
1892, 2013.

FELZENSZWALB |, DA MARQUES MRC, MAZZEI JL, AIUB CAF.
Toxicological evaluation of Euterpe edulis: A potential superfruit to be
considered. Food and Chemical Toxicology, v. 58, 536-544, 2013.

FREITAS RB, MELATO FA, OLIVEIRA JM, BASTOS DS,
CARDOSO RM, LEITE JPV, LIMA LM. Euterpe edulis effects on
cardiac and renal tissues of Wistar rats fed with cafeteria diet. Nutricion
hospitalaria, v. 34, 186-192, 2017b.

FREITAS RB, NOVAES RD, GONCALVES RV, MENDONCA BG,
SANTOS EC, RIBEIRO AQ, LIMA LM, FIETTO LG, PELUZIO
MCG, LEITE JPV. Euterpe edulis: extract but not oil enhances
antioxidant defenses and protects against nonalcoholic fatty liver disease
induced by a high-fat diet in rats. Oxidative Medicine and Cellular
Longevity, 1-9, 2016.

FREITAS RB, ROMULO DN, BIANCA GM, ELIZIARIA CS,
MURILO SA, LUCIANQ GF, LUCIANA ML, MARIA DO CARMO
P, REGGIANI VVG, JOAO PAULO, L. Euterpe edulis extracts



112

positively modulates the redox status and expression of inflammatory
mediators. Food and Agricultural Immunology, 2017a; doi:
10.1080/09540105.2017.1360255

GERALDI MV, TULINI FL, SOUZA VM, DE MARTINIS ECP.
Development of yoghurt with jucara pulp (Euterpe edulis M.) and the
probiotic Lactobacillus acidophilus La5. Probiotics Antimicrob
Proteins,v. 10, p. 71-76, 2017.

GONCALVES RV, NOVAES RD, LEITE JP, VILELA EF,
CUPERTINO MC, NUNES LG, MATTA SL. Hepatoprotective effect
of Bathysa cuspidata in a murine model of severe toxic liver injury.
International Journal Of Experimental Pathology, v. 93, 370-376,
2012.

GORDON T, CASTELLI WP, HIORTLAND MC, KANNEL WB,
DAWBER TR. High density lipoprotein as a protective factor against
coronary heart disease. The Framingham Study. American Journal
of Medicine, v. 62, 707-714, 1977.

GRAMMER TB, KLEBER ME, MARZ W, SILBERNAGEL G,
SIEKMEIER R, WIELAND H, PILZ S, TOMASCHITZ A, KOENIG
W, SCHARNAGL H. Low-density lipoprotein particle diameter and
mortality: the Ludwigshafen risk and cardiovascular health study.
European Heart Journal, v.36, 31-38, 2015.

GUERGOLETTO KB, COSTABILE A, FLORES G, GARCIA S,
GIBSON GR. In vitro fermentation of jucara pulp (Euterpe edulis) by
human colonic microbiota. Food Chemistry, v. 196, 251-258, 2016.

HALLIWELL B. Free radicals and antioxidants — quo vadis? Trends in
Pharmacological Sciences, v. 32, 125-130, 2011.

HAMADA K, KAKIGAWA N, SEKINE S, SHITARA Y, HORIE T.
Disruption of ZO-1/claudin-4 interaction in relation to inflammatory
responses in methotrexateinduced intestinal mucositis. Cancer
Chemotherapy and Pharmacology, v. 72, 757-765, 2013.

HAMADA K, SHITARA'Y, SEKINE S, HORIE T. Zonula occludens-1
alterations and enhanced intestinal permeability in methotrexate-treated


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28432677
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28432677

113

rats. Cancer Chemotherapy and Pharmacology, v. 66, 1031-1038,
2010. doi: 10.1007/s00280-010-1253-9.

HARASYM J, OLEDZKI R. Effect of fruit and vegetable antioxidants
on total antioxidant capacity of blood plasma. Nutrition, v.30, 511-517,
2014.

HARRIS WS, BULCHANDANI D. Why do omega-3 fatty acids lower
serum triglycerides? Current Opinion in Lipidology, v.17, 387-393,
2006.

INADA, KOP, OLIVEIRA, AA, REVOREDO, TB, MARTINS, ABN,
LACERDA, ECQ, FREIRE, AS, BRAZ, BF, SANTELLI, RE,
TORRES, AG, PERRONE, D, MONTEIRO MC. Screening of the
chemical composition and occurring antioxidants in jabuticaba
(Myrciaria jaboticaba) and jussara (Euterpe edulis) fruits and their
fractions. Journal of Functional Foods; v.17, 422-433, 2015.

IOM - Institute of Medicine (US). Panel on Micronutrients. Dietary
reference intakes for vitamin A, vitamin K, arsenic, boron, chromium,
copper, iodine, iron, manganese, molybdenum, nickel, silicon,
vanadium, and zinc. Washington (DC): National Academy Press 2001;
Available at: https://www.ncbi.nIm.nih.gov/books/NBK222310/
Accessed

JAKOBSDOTTIR G, BLANCO N, XU J, AHRNE S, MOLIN
G, STERNER O, NYMAN M. Formation of short-chain fatty acids,
excretion of anthocyanins, and microbial diversity in rats fed
blackcurrants, blackberries, and raspberries. Journal of

nutrition and metabolismo,1-12, 2013.

JIANG M, KLEIN M, ZANGER UM, MOHAMMAD MK, CAVE MC,
GAIKWAD NW, DIAS NJ, SELCER KW, GUO Y, HE J, ZHANG X,
SHEN Q, QIN W, LI J, LI S, XIE W. Inflammatory regulation of steroid
sulfatase: A novel mechanism to control estrogen homeostasis and
inflammation in chronic liver disease. Journal of Hepatology, v. 64,
44-52, 2016. doi:10.1016/j.jhep.2015.07.022

JOSEPH SV, EDIRISINGHE |, BURTON-FREEMAN BM. Berries:
Anti-inflammatory effects in humans. Journal
of Agricultural and Food Chemistry, v. 62, 3886-3903, 2014.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK222310/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jakobsdottir%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23864942
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blanco%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23864942
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23864942
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ahrn%26%23x000e9%3B%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23864942
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Molin%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23864942
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sterner%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23864942
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nyman%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23864942

114

KANG J, THAKALI KM, XIE C, KONDO M, TONG Y, OU B,
JENSEN G, MEDINA MB, SCHAUSS AG, WU X. Bioactivities of
acai (Euterpe precatoria Mart.) fruit pulp, superior antioxidant and anti-
inflammatory properties to Euterpe oleracea Mart. Food Chemistry,
v.133, 671-677, 2012.

KOSTOGRYS RB, FRANCZYK-ZAROW M, MASLAK E, GAJDA
M, MATEUSZUK L, JACKSON CL, CHLOPICKI S. Low
carbohydrate, high protein diet promotes atherosclerosis in
apolipoprotein E/low-density lipoprotein receptor double knockout mice
(apoE/LDLR—/-). Atherosclerosis, v. 223, 327-331, 2012.

KRUGER MJ, DAVIES N, MYBURGH KH, LECOUR S.
Proanthocyanidins, anthocyanins and cardiovascular diseases. Food
Research International, v. 59, 41-52, 2014.

LEI XG, ZHU JH, CHENG WH, BAO Y, HO YS, REDDI AR,
HOLMGREN A, ARNER ES. Paradoxical roles of antioxidant
enzymes: basic mechanisms and health implications. Physiological
Reviews, v. 96, 307-364, 2016.

LOWE F. Biomarkers of oxidative stress. In: Laher I, editor. Systems
Biology of Free Radicals and Antioxidants. Springer, Berlin,
Heidelberg, v. 2:3, 65-87, 2014.

MORAIS CA, OYAMA LM, CONRADO RM, ROSSO VV,
NASCIMENTO CO, PISANI LP. Polyphenols-rich fruit in maternal
diet modulates inflammatory markers and the gut microbiota and
improves colonic expression of ZO-1 in offspring. Food Research
International, v. 77, 186-193, 2015.

MORAIS CA, OYAMA LM, OLIVEIRA JL, GARCIA MC, ROSSO
VV, AMIGO LSM, NASCIMENTO CM, PISANI LP. Jussara (Euterpe
edulis Mart.) supplementation during pregnancy and lactation modulates
the gene and protein expression of inflammation biomarkers induced by
trans-fatty acids in the colon of offspring. Mediators of Inflammation,
2014. doi: 10.1155/2014/987927.

MOTOHASHI N, SAKAGAMI H. Anthocyanins as Functional Food
Colors. In: Hoop H, Swart P, editors. Bioactive Heterocycles, VII,
20009.



115

NILE SH, PARK SW. Edible berries: Bioactive components and their
effect on human health. Nutrition, v. 30, 134-144, 2014.

NOVAES RD, GONCALVES RV, MARQUES DC, CUPERTINO MC,
PELUZIO MC, LEITE JP, MALDONADO IR. Effect of bark extract of
Bathysa cuspidata on hepatic oxidative damage and blood glucose
Kinetics in rats exposed to paraquat. Toxicologic Pathology, v. 40, 62-
70, 2012.

NOVELLO, AA, DA CONCEICAO, LL, DIAS, MMS, CARDOSO,
LM, DE CASTRO, CA, RICCI-SILVA, ME, LEITE, JPV, PELUZIO,
MCG. Chemical characterization, antioxidant and antiatherogenic
activity of anthocyanin-rich extract from Euterpe edulis Mart. in mice.
Journal of Food and Nutrition Research, v.54,101-112, 2015.

OYAMA, LM, SILVA, FP, CARNIER, J, DE MIRANDA, DA,
SANTAMARINA, AB, RIBEIRO, EB, DO NASCIMENTO, CMO, DE
ROSSO, VV. Jucara pulp supplementation improves glucose tolerance
in mice. Diabetology & Metabolic Syndrome, v. 8, 1-8, 2016.

PERON DV, FRAGA S, ANTELO F. Thermal degradation kinetics of
anthocyanins extracted from jugara (Euterpe edulis Martius) and
““‘Italia” grapes (Vitis vinifera L.), and the effect of heating on the
antioxidant capacity.Food Chemistry, v. 232, 836-840, 2017.

REIS JF, MONTEIRO VVS, GOMES RS, DO CARMO MM, DA
COSTA GV, RIBERA PC, MONTEIRO MC. Action mechanism and
cardiovascular effect of anthocyanins: a systematic review of animal and
human studies. Journal of Translational Medicine, v. 14, 315, 2016.

RODRIGUEZ-MATEQS A, HEISS C, BORGES G, CROZIER A.
Berry (poly)phenols and cardiovascular health. Journal
of Agricultural and Food Chemistry, v. 62, 3842-3851, 2014.

RUFINO MSM, ALVES RE, BRITO ES, PEREZ-JIMENEZ J,
SAURA-CALIXTO F, MANCINI FILHO J. Bioactive compounds and
antioxidant capacities of 18 non-traditional tropical fruits from Brazil.
Food Chemistry, v. 121, 996-1002, 2010.

SCHAUSS AG, WU X, PRIOR RL, OU B, PATEL D, HUANG D,
KABABICK JP. Phytochemical and nutrient composition of the



116

freezedried Amazonian palm berry, Euterpe oleraceae Mart. (acai).
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 54, 8598-8603, 2006.

SCHULZ M, BILUCA FC, GONZAGA LV, BORGES GD, VITALI L,
MICKE GA, DE GOIS JS, DE ALMEIDA TS, BORGES DL, MILLER
PR, COSTA AC, FETT R. Bioaccessibility of bioactive compounds and
antioxidant potential of jucara fruits (Euterpe edulis Martius) subjected

to in vitro gastrointestinal digestion. Food Chemistry, v. 228, 447-454,
2017.

SCHULZ, M, BORGES GSC, GONZAGA LV, SERAGLIO SKT,
OLIVO IS, AZEVEDO MS, NEHRING P, GOIS JS, ALMEIDA TS,
VITALI L, SPUDEIT DA, MICKE GA, BORGES DLG, FETT R.
Chemical composition, bioactive compounds and antioxidant capacity
of jucara fruit (Euterpe edulis Martius) during ripening. Food Research
International, v. 77, 125-131, 2015.

SCHULZ, M, BORGES, GSC, GONZAGA, LV, COSTA, ACO, FETT,
R. Jucara fruit (Euterpe edulis Mart.): Sustainable exploitation of a
source of bioactive compounds. Food Research International, v. 89,
14-26, 2016.

SHIH PH, YEH CT, YEN GC. Effects of anthocyanidin on the
inhibition of proliferation and induction of apoptosis in human gastric
adenocarcinoma cells. Food and Chemical Toxicology, v. 43, 1557-
1566, 2005.

SPENCER, JPE, CROZIER A. Flavonoids and related compounds:
bioavailability and function of flavonoids: oxidative stress and disease.
1st edition. Boca Raton: Florida CRC Press; v. 30, p. 45-78, 2012,

TAKIKAWA M, INOUE S, HORIO F, TSUDA T. Dietary
anthocyanin-rich bilberry extract ameliorates hyperglycemia and insulin
sensitivity via activation of AMP-activated protein kinase in diabetic
mice. Journal of Nutrition, v.140, 527-533, 2010.

TANGNEY CC, RASMUSSEN HE. Polyphenols, inflammation, and
cardiovascular disease. Current Atherosclerosis Reports, v.15, 324,
2013. doi: 10.1007/s11883-013-0324-x.



117

TOUFEKTSIAN MC, LORGERIL M, NAGY N, SALEN P, DONATI
MB, GIORDANO L, MOCK HP, PETEREK S, MATROS A,
PETRONI K, PILU R, ROTILIO D, TONELLI C, de LEIRIS J,
BOUCHER F, MARTIN C. Chronic dietary intake of plant-derived
anthocyanins protects the rat heart against ischemia-reperfusion injury.
Journal of Nutrition, v.138, 747-752, 2008.

TSUDA T. Dietary anthocyanin-rich plants: biochemical basis and
recent progress in health benefits studies. Molecular Nutrition & Food
Research, v. 56, 159-170, 2012.

VIEIRA GS, CAVALCANTI RN, MEIRELES MAA, HUBINGER
MD. Chemical and economic evaluation of natural antioxidant extracts
obtained by ultrasound-assisted and agitated bed extraction from jussara
pulp (Euterpe edulis). Journal of Food Engineering, v. 119,196-204,
2013.

VIEIRA GS, MARQUES ASF, MACHADO MTC, SILVA VM,
HUBINGER MD. Determination of anthocyanins and non-anthocyanin
polyphenols by ultra performance liquid chromatography/electrospray
ionization mass spectrometry (UPLC/ESI-MS) in jussara (Euterpe
edulis) extracts. Journal of Food Science and Technology, v. 54,
2135-2144, 2017.

WALLACE TC. Anthocyanins in cardiovascular disease. Advances
in Nutrition, v. 2, 1-7, 2011. doi: 10.3945/an.110.000042.

YAMAGUCHI, KKL, PEREIRA, LFR, LAMARAOQ, CV, LIMA ES,
Da VEIGA-JUNIOR, VF. Amazon acai: chemistry and biological
activities: a review. Food Chemistry, v. 179, 137-151, 2015.

ZHANG H, LIU R, TSAO R. Anthocyanin-rich phenolic extracts of
purple root vegetables inhibit pro-inflammatory cytokines induced by
H202 and enhance antioxidant enzyme activities in Caco-2 cells.
Journal of Functional Foods, v. 22, 363-375, 2016.
d0i:10.1016/j.jff.2016.01.004.






Referéncias

Atividade bioldgica

Fendlicos Totais (FT)
and Antocianinas
(ACN)

Resultados

SCHULZ etal., 2017

Bioacessibilidades de
compostos  bioativos
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foram  maiores  nos
estratos nos estagios 5
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células Vero
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seca)
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e efeito sobre a
dislipidemia e
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grupos de animais que
receberam 6% de extrato
de jucara diminuiram
atividade de SOD em
comparagdo aos outros
grupos. Grupo que
recebeu 10% de jugara
adicionada a dieta
diminuiu as




concentracBes de LDL-c
e triglicerideos.
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2015

Atividade antioxidante
e antiaterogénica
avaliadas in  vivo
(ratos) e in vitro

ACN: 25,83 g/kg (base
seca)

Cianidina-3-
glicosideo: 9,52 g/kg
(base seca)
Cianidina-3-
rutinosideo: 16,31
g/kg (base seca)

Os grupos que
receberam jucara, 2% e
6%, apresentaram
diminuicdo significativa
das atividades
antioxidants de CAT e
SOD guando
comparados aos grupos
controle positivo.
Animais que receberam
6% de jucara adicionada
nas dietas, diminuiram as
concentracGes de LDL-c
e CT.

OYAMA etal., 2016

Efeito sobre a
tolerancia de glicose
em ratos

Dados ndo
apresentados

Os grupos de animais
que receberam 0,5% de
jucara  nas  dietas,
melhoraram a resposta
glicémica.

MORAIS etal., 2014

Parametros
metabdlicos, efeito

ACN: 2624 * 86
(base fresca)

A prole, na qual as mées
foram alimentadas com
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antiinflamatério e
expressdo de UCP-1

Cianidina-3-
glicosideo: 71,4 +2,1
mg/100g (base fresca)
Cianidina-3-
rutinosideo: 191,0 +
6,5 mg/100g (base
fresca)

FT: 415.1 + 22.3 (base
fresca) mg/100g

0,5% de extrato de jucara
liofilizado  apresentou
diminuigéo a
concentracao de
triglicerideos,  glicose
sérica e ganho de peso.
Ainda, 0 mesmo grupo
apresentou aumento do
marcador
antiinflamatério IL-10 e
aumentou a expressao da
proteina desacopladora 1
(UCP-1) no tecido
adiposo marrom.

FREITAS
2017a

et

al.,

Efeito  antoxidante,
pardmetros
metabdlicos e efeito
antiinflamatério

Cianidina-3-
glicosideo e cianidina-
3-rutinosideo,
respectivamente mas
néo foram
quantificadas

Grupos G3  (dieta
commercial adicionada
de 10% de polpa de
jucara liofilizada) e G4
(dieta comercial com
10% de polpa de jucara

liofilizada e
desengordurada)
diminuiram a

peroxidacdo lipidica.G4




apresentou  diminuicéo
nas atividades
enzimaticas de CAT,
GST e SOD, e ainda
reducéo nas
concentragOes de CT.
Ainda, G4 apresentou
menor  expressdo  de
citocinas pro-
inflamatorias e
antiinflamatdrias.

FREITAS
2017b

et

al.,

Efeitos antioxidante e
toxicos em tecidos
cardiaco e renalem
ratos Wistar

Dados
apresentados

nao

Os principais resultados
foram aumento
sigificativo na atividade
de CAT nos tecidos dos
grupos de animais que
receberam dieta de
cafeteria adicionada de
5% e 10% de extrato de
jucara liofilizado, e ainda
10% de extrato de jucara
liofilizado e
desengordurado. Néo foi
observado efeito sobre a
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peroxidacdo lipidica nos
tecidos renal e cardiaco
apo6s intervencdo com
jucara.

FREITAS et al,
2016

Efeito de subprodutos
dos frutos jucara

(polpa liofilizada,
polpa liofilizada
desengorduradae 6leo)

sobre DHGNA
induzida por dieta rica
em gordura em ratos

FT (mg GAE/Q) (base
seca):

4,10 £ 0,13 (polpa
liofilizada)

495 £ 0,07 (polpa
liofilizada
desengordurada)
Antocianinas (mg
GAE/qg) (base seca):
2130 + 114 (polpa
liofilizada)

3121 + 139 (polpa
liofilizada
desengordurada)

Os grupos que
receberam polpa
(desengordurada ou néo)
atenuaram esteatose e
peroxidacdo lipidica
tecidural, enquanto 6leo
ndo demonstrou mesmo
efeito. O subproduto
mais promissor pareceu
ser a polpa liofilizada
desengordurada,
possivelmente pelo
menor teor de lipidios e
alto teor de antocianinas
e polifenois.

MORAIS etal., 2015

Efeito antiinflamatério
em prole de ratas com
maées alimentadas com
extrato de jucara

ACN: 2624 + 8,6
(base fresca)
Cianidina-3-
glicosideo: 71,4 +2,1
mg/100g(base fresca)

Adicdo de 0,5% de
extrato de  jucara
adicionada a dietas de
maes restaurou 0
contetdo  fecal de




Cianidina-3-
rutinosideo: 191,0 +
6,5 mg/100g (base
fresca)

FT: 415,1 + 22,3 (base
fresca) mg/100g

Bifidobacterium spp. E
aumentou a expressao de
RNAm de zbnulas
ocludentes (ZO-1) do
colon. Ainda, 0 mesmo

grupo diminuiu
biomarcadores pro-
inflamatdrios e

aumentou  mediadores
antiinflamatorios.

MORAIS etal., 2014

Efeito da
suplementacéo de
extrato de jugara em
dieta materna sobre
estado inflamatorio,
perfil  lipidico e
glicémico da prole

Dados nédo
apresentados

Os grupos
(gestantes ou lactantes)
de ratos que receberam
dietas com 0,5% de
extrat de jucara
diminuiram
biomarcadores pro-
inflamatérios.
Entrentanto grupos que
receberam jucara
apresentaram maior teor
de citocinas anti-
inflamatorias em
comparacdo aos grupos
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controle. Ainda, grupos
que receberam extrato de
jucara diminuiram as
concentracbes de CT,
triglicerideos e glicose
sérica.

GUERGOLETTO et
al., 2016

Fermentagdo in vitro
pela microbiota
colbnica

FT: 3474 + 98,0
mg/100 g (base seca)
Cianidina-3-

glicosideo: 966 + 54,9
mg/100 g (base seca)
Cianidina-3-
rutinosideo: 322 +
43,7 mg/100 g (base
seca)

A microbiota intestinal
foi modulada pela polpa
de jugara, in vitro. A
polpa de jucara foi capaz
de modular a populagédo
de microorganismos e
assim a produgdo de
acidos graxos de cadeia
curta.

GERALDI et
2017

al.,

Adicdo de polpa de
jucara e probidtico
comercial
(Lactobacillus

acidophilus) em
iogurte para avaliar a
resisténcia do
probidtico durante

Dados nédo
apresentados

A polpa de jucara parece
ser uma boa estratégia
para a produgdo de
iogurtes, aumentando a
resisténcia do probidtico
por até14 dias
armazeado, mesmo apds
o0 estimulo de condicdes




armazenamento, apos
digestdo gastrica e
intestinal, in vitro.

gastrointestinais.
Sugere-se com  este
estudo que os polifenois
em particular
antocianinas, podem ter
melhorar a viabilidade
do probidtico.

129



130

Tabela 2 Estudos expenmentais que investigaram o efeito da suplementacfio de Ruferpe edulis no perfil lipidico

Authors Modelo Tempo Concentragio HDL- LDL- C olesterol Triglicerideos
animal adicionada na colesterol colesterol Total
dieta diet

DE CASTERO ApoE knockout 12 semanas 2% Sem efeito MNao avaliado Sem efeito Sem efeito
et al, 2014

2% Sem efeito Sem efeito Sem efeito Diminuiu
CARDOSOet  ApoE knockout 75 dias 6% Diminuin Sem efeito Setn efeito Diminuin
al., 2015k 10%% Diminuiu Diminuiu Sem efeito Diminuin
HNOVELLOet  ApoE knockout 75 dias 2% Sem efeito Diminuiu Sem efeito Sem efeito
al, 2015 6% Sem efeito Diminuin Diminuin Zem efeito
OTAMA etal, Sem modelo 10 semanas 2% MNio avaliade MNio avaliado Aumentou Sem efeito
2016 especifico
FEEITAS et Wistar (Rottus 4 semanas 10%% Sem efeito Sem efeito Diminuiu Sem efeito
al., 2017 a norvergicus)
MORAIS etal., Wisiar 3 semanas 0.5%% Sem efeito No evaluated Diminui Diminuu
2014
ARGENTATO Wistar 3 semanas 0.5% Sem efeito Mo evaluated Diminuiu Diminuiu

et al., 2017
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Antocianinas
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4.2 MANUSCRITO 2: ARTIGO ORIGINAL

Atividade antioxidante e perfil metabdlico de excre¢do de
acidos fendlicos ap0s ingestao aguda do suco de jucara (Euterpe
edulis)

Resumo

A palmeira jucara produz frutos esféricos e roxaos, 0s quais sdo ricos em
compostos fendlicos, especialmente antocianinas, e que podem originar
uma polpa para consumo humano. O presente ensaio clinico objetivou
avaliar a absorgdo e excrecgdo dos principais compostos bioativos do suco
de jucara no plasma e urina de dez individuos saudaveis que consumiram
0 suco de jucara, além do potencial antioxidante sérico em eritrocitos dos
mesmos individuos. Amostras de sangue foram coletadas antes e ap6s 0,5,
1, 2 e 4 horas do consumo Unico de 450 mL de suco de jugara, enquanto
a urina foi coletada antes do consumo do suco e em intervalos de 0-3 e 3-
6 horas apds ingestdo do suco. Ndo foram detectados compostos,
antocianinas ou acidos fenolicos em plasma. No entanto, na urina, oito
compostos, dentre acidos fendlicos e conjugados de acidos fendlicos,
foram identificados, sendo esses derivados da degradacdo de
antocianinas (acidos protocatecuico, vanilico glucuronidado, hipdrico,
vanilico, hidroxibenzoico, hidroxifenilacético) e outros derivados
proprieamente do suco (kaempferol glucuronidado) e derivado do &acido
ferllico. A ingestdo (nica do suco de jucara foi capaz de diminuir
significativamente o estado oxidante total sérico apés 0,5 hora comparado
aos valores basais, com aumento significativo dos metabélitos de &cidos
fendlicos excretados na urina (p< 0,05) entre o periodo de 0-3 horas. Este
trabalho demonstra a possivel relagdo entre a formacéao de metabolitos das
antocianinas encontrados na urina e a atenuagdo do estado oxidante total
sérico, fornecendo evidéncias do potencial antioxidante do suco em seres
humanos.

Palavras-chaves: jucara, compostos fendlicos, antocianinas, acidos
fendlicos, atividade antioxidante
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Introducéo

A ingestdo de frutas e vegetais tem sido inversamente associada
com o desenvolvimento de doengas cronicas, tais como doencas
cardiovasculares, diversos tipos de cancer e doencas neurodegenerativas
(CROWE et al., 2011; DEL RIO et al., 2013a; GUERRA et al., 2015;
SLAVIN; LLOYD, 2012).

A palmeira Euterpe edulis, encontrada na Mata Atlantica, popularmente
conhecida como jucara, produz frutos esféricos e de coloragdo roxa, 0s
quais produzem polpa com caracteristicas sensoriais e nutricionais muito
similares ao acai (Euterpe oleracea). E possivel que a polpa produzida a
partir dos frutos jucara seja chamada de acai devido a relevancia
comercial desse nome, apesar de pertencerem a espécies diferentes de
palmeiras (CHAIMSOHN; CHIQUETO, 2013). Estudo prévio afirmou
qgue os frutos jugara apresentam em sua composi¢do nutricional
quantidade superior de compostos bioativos quando comparados ao acai
(SCHULZ et al., 2016). Ainda, a extracdo excessiva do palmito da
palmeira jucara direcionou essa planta para seu atual risco de extincao.
No entanto, ressalta-se que o consumo dos frutos estimula o cultivo e a
preservacdo da espécie Euterpe edulis, de modo que a utilizacdo dos
frutos jucara na alimentagdo é considerada uma alternativa sustentavel
com relevancia nutricional e econdmica.

Estudos tém sugerido beneficios dos frutos jucara devido ao seu efeito
antioxidante in vitro (BORGES et al., 2013) e in vivo por meio de estudos
em modelos experimentais com animais (MARQUES CARDQOSO et al.,
2015b; NOVELLO et al., 2015) e ensaio clinico com seres humanos
(CARDOSO et al., 2015). Neste sentido, em ensaios experimentais com
animais foram demonstrados potenciais beneficios sobre triglicerideos
(MARQUES CARDOSO et al., 2015), diminuicdo das concentracGes de
LDL-colesterol (MARQUES CARDOSO et al., 2015; NOVELLO et al.,
2015), melhora da resposta glicémica (OYAMA et al., 2016) e efeito
prebidtico (GUERGOLETTO etal., 2016). Recentemente nosso grupo de
pesquisa publicou um estudo de revisdo sobre os efeitos bioldgicos dos
frutos jucara associando-os a beneficios a salide (CARDOSO et al.,
2018).

Esses beneficios a salde tém sido relacionados aos frutos jucara
recentemente, especialmente devido ao seu perfil de compostos fenolicos,
em particular pela presenca das antocianinas e &cidos fendlicos
(BORGES et al., 2013; INADA et al., 2015; SCHULZ et al., 2016).

As antocianinas sdo associadas a protecdo contra o estresse
oxidativo, efeito anti-inflamatério e propriedades anticarcinogénicas



134

(HE; GIUSTI, 2010; NORBERTO et al., 2013; TSUDA, 2012). No
entanto, a biodisponibilidade das antocianinas € considerada muito
baixa,com contragdes da sua forma intacta estimadas no plasma em
nanomol ou nanograma e excrecao urinaria inferior a 0,1% (POJER et al.,
2013; TSUDA, 2012). Desta forma, as antocianinas podem ser
metabolizadas em &cidos fenodlicos, os quais também podem ser
responsaveis pelas propriedades bioldgicas associadas a ingestdo de
alimentos ricos em compostos fendlicos (CARDONA et al., 2013;
TSUDA, 2012).

Esta conversdo quimica das antocianinas em acidos fendlicos pode
ocorrer pela acdo da microbiota intestinal (CZANK et al., 2013a; DE
FERRARS et al., 2014). Desta forma, quando os &cidos fendlicos sdo
considerados metabdlitos das antocianinas, sua biodisponibilidade
aumenta em torno de 12% (CZANK et al., 2013a; DE FERRARS et al.,
2014).

Os acidos fendlicos tipicos gerados a partir da metabolizacéo das
antocianinas sdo o0s 4acidos: protocatecuico (APC), siringico (AS),
vanilico (AV), hiparico (AH), e galico (AG) (KAY; KROON;
CASSIDY, 2009). Além disso, os acidos galico, protocatecuico, p-
cumarico, vanilico, fertlico, clorogénico, cafeico e siringico também séo
encontrados no fruto jucara (BICUDO; RIBANI; BETA, 2014; BORGES
et al., 2013; INADA et al., 2015; SCHULZ et al., 2015). Os acidos
fenolicos também apresentam propriedades bioativas e podem se
relacionar com a prevencéao de doencas (HELENO et al., 2015).

A avaliacdo da ingestdo de alimentos ricos em compostos
fendlicos, como os frutos jucara, pode aprimorar o conhecimento do
impacto desses alimentos sobre fatores de risco para doengas cronicas e
auxiliar no delineamento de pesquisas futuras. Porém, ressalta-se que
ensaios clinicos em seres humanos investigando os efeitos da ingestao do
suco de jugara sdo escassos, apesar de seu consumo e comercializagao ser
difundido. Previamente, a ingestdo Gnica do suco de jucara por individuos
saudaveis promoveu atenuacdo de biomarcador de dano oxidativo e
aumentou a atividade antioxidante sérica (CARDOSO et al., 2015). No
presente estudo, espera-se expandir o conhecimento sobre os frutos
jucara, avaliando a absorcdo e excre¢do de seus principais compostos
bioativos e das antocianinas, em plasma e urina de individuos saudaveis,
apos ingestdo Unica.de 400 mL de suco.
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Materiais e Métodos

Reagentes. Os seguintes materiais foram utilizados: 2,2'-azinobis-(3-
acido acético etilbenzotiazolino-6-sulfénico  (ABTS), acetona,
acetonitrila, acidoc itrico, (2,2-difenil-1- picrilhidrazilo (DPPH), ion-o-
dianisidina ferroso, reagente de fenol Folin—Ciocalteu, &cido formico,
acido galico, é&cido cloridrico, metanol, B-nicotinamida adenina
dinuclettido fosfato (NADPH), padrBes de fendlicos ultra-puros, 4-
amino-3-hidrazino-5-mercapto-1,2,4-triazol (Purpald), acetato de sodio,
kit para determinacgdo de superoxido dismutase, 2,4,6-tripiridil-s-triazina
(TPTZ) e 6-hidroxi-2,5,7,8- tetrametilcromano-2-acido carboxilico
(Trolox), foram adquiridos de Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis,
MO, USA). Acido ascorbico, acido borico, cloreto férrico, sulfato ferroso,
peréxido de hidrogénio, cloreto de potassio, carbonato de sddio,
hidréxido de sédio e acido sulfdrico foram obtidos da Vetec (Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil). Os padrdes analiticos cianidina-3-O-
glicosideo e cianidina-3-O-rutinosideo  foram  adquiridos da
Extrasynthese (Genay, Lion, Franca). Os parametros avaliados acido
arico, ureia, creatinina, atividade enzimatica da aspartato
aminotransferase, alanina aminotransferase, glicose sérica de jejum,
colesterol total sérico, triglicerideos e creatinina urinaria foram obtidos
Labtest Diagnostica S.A. (Lagoa Santa, Minas Gerais, Brazil).

Caracterizacédo do Suco de Jucara

Caracterizacédo quimica do suco. O suco de jucara foi produzido por
empresa especializada localizada no sul do Brasil. Aliquotas de 5 L foram
disponibilizadas pela empresa sendo posteriormente divididas nas
guantidades administradas no estudo. Os frutos jugara utilizados para o
preparo do suco foram colhidos em Garuva (latitude: 26 ° 01 '36 S,
longitude: 48 ° 51 ' 18” W, altitude: 25 m), no Estado de Santa Catarina,
Brasil, em novembro de 2015.

Os parametros quimicos foram determinados seguindo os métodos
recomendados pela Associacdo de Quimica Analitica Oficial (AOAC,
2005): o teor de umidade (925,09) foi determinado secando a amostra em
estufa a 105 °C até atingir peso constante; o teor de proteina bruta
(920,87) foi calculado a partir do teor de nitrogénio total de acordo com
0 método de Kjeldahl, utilizando fator de conversdo de 6,25. Os lipideos
totais (920,85) foram determinados de acordo com 0 método de extracao
de Soxhlet.
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Fenolicos Totais. O teor de fendlicos totais foi avaliado pelo método
espectrofotométrico reativo de Folin-Ciocalteu (SINGLETON, 1965).
Aliquota de 100 pL de suco de amostra foi adicionada em 4 mL de agua
deionizada, seguida da adicdo de 0,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu
e 1,5 mL de solugdo a 20% m/v de carbonato de sddio. O volume foi
ajustado para 10 mL com &gua deionizada sendo homogeneizada em
seguida. ApOs 2 h, a absorbancia foi lida a 765 nm utilizando
espectrofotdmetro (Spectro Vision, modelo SB1810-S - Pequim, China).
Os resultados foram expressos em mg equivalentes de &cido galico 100

gt

Antocianinas monoméricas totais. Antocianinas monoméricas totais
(AMT) foram avaliadas pelo método diferencial de pH de acordo com
Giusti e Wrolstad (2001). Aliquotas de jucara (0,2 mL) foram adicionadas
em 1,8 mL de solucdo tampéo de cloreto de potassio (0,025 M, pH 1,0) e
acetato de sodio (0,4 M, pH 4,5), separadamente, com absorbancia
medida ap6s 10 min na auséncia de luz em comprimentos de onda de 515
e 700 nm.

O contetido do AMT foi calculado usando a equacao:

A X MW xXFD x 100
AMT = ————,

exC

Quando A = absorbancia (Asis—Azo) pH 1.0 — (Asi5—Azo0) pH 4,5; PM
= peso molecular da cianidina-3-O-glicosideo (449,2 g mol™); FD = fator
de diluicdo; ¢ = absortividade molar da cianidina-3-O-glicosideo (26900
mol L™); e C = concentracdo (mg mL ™). AMT foram expressas em mg
de equivalente de cianidina-3-O-glicosideo 100 g

Atividade Antioxidante

Ensaio de estabilizagdo de radicais DPPH. A atividade de estabilizacdo
de radicais DPPH foi baseada no método de Brand-Williams, Cuvelier e
Berset (1995). A solucgdo de trabalho foi obtida pela diluicdo da solugédo
de DPPH com metanol para obter uma absorbéancia de cerca de 0,800 (+
0,02) a 515 nm usando um espectrofotdmetro UV-Visivel Spectro Vision
SB 1810-60 S (Pequim, China). Uma aliquota de 2,9 mL desta solucédo
foi misturada com 100 pL dos extratos em diferentes concentragdes. A
solugdo foi agitada em tubos e incubada por 30 min em temperatura
ambiente no escuroA inibicdo dos radicais livres de DPPH, em termos
percentuais (1%), foi calculada da seguinte forma: % inibicdo =
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[1 — (absorbancia da amostra t = 30 min/absorbancia do controle t = 0
min)] x 100.

Foi utilizada uma curva padrdo, e os resultados foram expressos
em mg de cido ascorbico equivalente 100 g*.

Potencial Antioxidante Redutor Férrico (FRAP do inglés
Ferric ion reducing antioxidant power). A capacidade de reducdo foi
determinada de acordo com 0 método descrito por Benzie e Strain (1996).
O extrato (200 uL) e 200 pL de FeCls (3 mmol L™ ! em &cido citrico 5 mol
L ~ 1) foram misturados e incubados por 30 min em banho-maria a 37 °C.
Uma solucdo de TPTZ (3,6 mL) foi entdo adicionada e misturada. A
absorbancia (620 nm) foi lida ap6s10 min em espectrofotdmetro UV-
Visivel Spectro Vision SB 1810-60 S (Pequim, China). Os resultados
foram expressos em mg de capacidade antioxidante equivalente ao acido
ascorbico e sulfato ferroso por 100 g .

Preparacdo de amostras para anélises em CLAE-DAD
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com com detector
“diodearray" do inglés HPLC - High-performance liquid
chromatographic with detector Diode Array). O suco de jugara foi diluido
em agua ultrapura (1:2 m/m) e centrifugado a 8000g por 10 min a 4°C,
sendo o0 sobrenadante utilizado para realizar a analise de caracterizacdo
do suco. As amostras foram extraidas duas vezes.

Analises em CLAE. As antocianinas foram identificadas e quantificadas
por sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Shimadzu LC-
20AT, Kyoto, Japdo) equipado com detector de arranjo de diodos (DAD;
Shimadzu, SPD-M20A, Kyoto, Japdo) em coluna C18 de fase reversa
(150 mm x 4,6 mm DI) com tamanho de particula de 5 um (Supelco,
Nucleosil, Bellefonte, PA, EUA). Utilizou-se gradiente binario com fase
movel alternada em A (metanol) e B (3% de &cido férmico em dgua) com
fluxo de programacdo de 1,0 mL/min. O volume injetado foi de 20 pL
para todas as amostras e a detec¢do foi realizada a 520 nm.

Os picos identificados foram confirmados utilizando padrdes
auténticos de cianidina 3-O-glicosideo e ciadinina3-O-rutinosideo
(Extrasynthese, Genay, Lyon, Franca), dissolvido em metanol acidificado
(0,1% HCI). A quantificagdo foi realizada usando curvas de calibragéo.

Condigdes LC-ESI-MS/MS - Cromatografia Liquida acoplada ao
Espectémetro de Massas com lonizacdo do tipo Elecospray (do inglés
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Liquid chromatography - Electrospray tandem mass spectrometry). O
contetido de compostos fendlicos (principalmente acidos fendlicos)
também foi determinado por cromatografia liquida - ionizacdo por
eletropulverizagdo - espectrometria de massa em tandem (LC-ESI-
MS/MS) em um sistema de 1200 HPLC (Agilent Technologies -
Waldbronn, Alemanha) acoplado a um espectrdbmetro de massas
quadrupolo hibrido de fon linear QTRAP® 3200 (Applied
Biosystems/MDS Sciex, Concord, Canada) equipado com uma fonte de
TurbolonSpray™ (electrospray-ESI). A separacdo foi realizada por uma
coluna Synergi (tamanho de particula de 4,6 pum, 150 mm, 2,0 mm). O
gradiente de eluicdo em cromatografia liquida foi composto por fase
movel A (95% de metanol em agua) e fase B (0,1% de acido férmico em
agua), sendo: 0-5 min, 10% de A; 5 a 7 min, 90% A; 7 a 10 min e 90%
A; 10 a 17 min, 10% A. A taxa de fluxo foi de 250 pL / min e a analise
foi realizada no modo iénico negativo, com a agulha capilar mantida a
4500 V. As condicdes dos parametros MS/MS foram gas de cortina, 10
psi; temperatura, 400 °C; gas 1,45 psi; gas 2,45 psi; e gés de dissocia¢do
ativada por colisdo (CAD), médio. O contetido de compostos fendlicos
foi expresso em mg por 100 g de matéria seca. A quantificacdo foi
baseada em curvas de calibracéo usando padrdes de fendlicos ultra-puros
e as concentragdes foram expressas em pmol e nmol.

Ensaio Clinico em Seres Humanos

Participantes. Dez voluntarios, seis mulheres e quatro homens, com
idade entre 23 e 30 anos (média de 26,11 + 2,62 anos) e indice de massa
corporal (IMC) entre 18,5 e 29,9 kg/m? foram selecionados. As
caracteristicas fisicas dos participantes sdo apresentadas na Tabela 1.

Os voluntarios foram selecionados de acordo com o0s seguintes
critérios de inclusdo: ndo ser portador de patologias crbnicas nao
transmissiveis, além de doencas enddcrinas, gastrointestinais, renais ou
hepaticas; ndo possuir infecgdes ou processos inflamatorios visiveis ou
conhecidos nos Gltimos trés meses do inicio do protocolo de estudo; ndo
utilizar medicamentos ou suplementos alimentares, ndo fumar e ndo
ingerir bebidas alcodlicas com regularidade. Além destes, os demais
critérios foram: possuir IMC inferior a 30 kg/m? e ndo apresentar
intolerdncia gastrica ou complicacg@es relacionadas a ingestdo do suco de
jucara. Esses critérios foram avaliados por um questionario de histdria
clinica elaborado pelo grupo de pesquisa.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade
Federal de Santa Cantarina (nimero de protocolo 33131414.2.0000.0121)
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e 0 termo de consentimento livre e esclarecido foi assinado por todos os
participantes antes do inicio do estudo.

Tabela 1 Caracteristicas dos participantes do estudo

Parameters Women (n = 6) Men (n=4)
Idade (anos) 27 +2.83 25+ 2,16
Peso (kg) 57,04 £ 6,15 73,32 +8,18
Altura (cm) 1,66 + 0,05 1,73+0,05
IMC (kg/m?) 20,67 +£1,23 24,50 £1,50
% Massa gorda 29,48 + 4,64 16,28 + 3,45
% Massa 70,52 £ 4,64 83,73+ 3,45

gordura ,
Dados estdo expressos como média + DP, n =10; IMC: Indice de
Massa Corporal.

Desenho experimental in vivo. Os participantes foram orientados a
seguirem uma dieta com baixo teor antioxidante nas 48 horas precedentes
ao protocolo de pesquisa (KUNTZ et al., 2014 e adaptado por CARDOSO
et al., 2015). O consumo alimentar foi monitorado nas 48 horas em
registros alimentares. Os participantes também foram instruidos a ndo
praticarem atividade fisica intensa e ndo se privarem de noite de sono nas
24 horas que antecederam o ensaio clinico.

Os participantes receberam 400 mL de suco de jugara ap6s jejum
de 12 h. Amostras de sangue (0, 30, 60, 120, 240 min) e de urina (linha
de base, 0-3, 3-6 h) foram coletadas. O protocolo se baseou em evidéncias
de que as antocianinas parecem ser rapidamente absorvidas e eliminadas
em cerca de 4 horas (FERNANDES et al., 2014; KAY, 2006; LILA et al.,
2016; POJER et al., 2013). Efeitos adversos ndao foram observados
durante o protocolo de estudo.

O sangue dos participantes também foi coletado para avaliar
biomarcadores de estresse oxidativo, perfis lipidico e glicémico, funcdes
hepética e renal para garantia da participacéo de voluntéarios saudaveis.

Avaliacdo antropométrica. As medidas de peso e altura foram utilizadas
para o célculo do IMC (FAO/WHO, 2010). A composicdo corporal foi
avaliada usando equipamento de absortometria de raios X de dupla
energia (DXA, do inglés...) e software associado (DXA Lunar Prodigy).
A partir da leitura do DXA foram estimadas de forma absoluta em
quilogramas e percentuais o teor de gordura e massa livre de gordura,
sendo apresentados na Tabela 1 os dados em percentuais.
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Coletas de sangue e analises bioquimicas. O sangue foi coletado por
profissional habilitado através de puncéo de veia intermedidria através de
um sistema de véacuo (Vacutainer-BD, S&o Paulo, SP, Brasil) utilizando
tubos com e sem &cido etilenodiaminotetracético (EDTA).

Para a separagdo de soro e plasma, os tubos foram centrifugados (1000
x g, 15 min) a 4 °C. Os hemolisados de eritrocitos utilizados nas
avaliacBes das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT).

Os parametros bioquimicos foram medidos por colorimetria
utilizando espectrofotdbmetro automatico (Cobas Mira®, Diagnostic
Roche, Basel, Suica). Acido Urico, uréia, creatinina, atividade enzimatica
de aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase, glicose sérica
de jejum, colesterol sérico total e triglicerideos sérico foram avaliados por
meio de Kits (Labtest Diagnoéstica SA, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil).
A fracdo HDL-colesterol foi medida pelo método homogéneo e o LDL-
colesterol foi calculado pela formula de Friedewald (FRIEDEWALD;
LEVY; FREDRICKSON, 1972). A creatinina urinaria também foi
avaliada pelo kit Labtest (Labtest Diagnéstica SA, Lagoa Santa, Minas
Gerais, Brasil).

A capacidade antioxidante total (TAC, do inglés do inglés Total
Antioxidant Capacity) foi avaliada seguindo o método automatizado de
Erel, (EREL, 2004) que avalia a capacidade dos antioxidantes em
neutralizar o cétion ABTS, originando um cromo6foro com absorgéo
maxima a 660 nm. Os resultados foram expressos como milimoles
equivalentes de Trolox/L (mmol TE/L). O estado oxidante total (TOS) foi
avaliado de acordo com o estudo de Erel (2005) a partir da avaliacdo da
oxidacdo do complexo ferroso-o-dianisidina ao ion férrico pelos
oxidantes da amostra. Os resultados sdo expressos em pumol de H,O;
Equiv/L adaptado de Erel (EREL, 2005)

As enzimas antioxidantes foram avaliadas em amostras de
hemolisados de eritrocitos. A CAT catalisa a conversdo de duas
moléculas de H20, em oxigénio molecular e duas moléculas de agua. O
método baseia-se na reacdo da enzima com metanol na presenga de H2Ox.
Nesta reacdo € produzido formaldeido, que foi medido
colorimetricamente com Purpald a 240 nm (JOHANSSON; BORG,
1988).

A enzima SOD ¢ responsavel pela dismutacdo do anion superéxido
em HO, e oxigénio molecular. Esta enzima foi medida kit (Sigma
Aldrich) usando sal de tetrazdlio, solugdo de trabalho, que produz um
composto colorido solivel em agua. A taxa de reducdo do anion
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superoxido é linearmente relacionada a acdo da xantina oxidase e €
inibida pela SOD. Portanto, 50% de inibig&o da atividade da SOD pode
ser determinada por um composto colorimétrico com absorbancia a 450
nm.

A GPx catalisa a reagdo de hidroperoxidos com glutationa reduzida
(GSH) originando glutationa oxidada (GSSG) e produtos hidroperéxidos.
A GPx foi avaliada pelo monitoramento da oxidacdo do NADPH na
presenca de H.O. conforme descrito por Wendel (WENDEL, 1981). As
enzimas antioxidantes foram medidas em hemolisados de eritrdcitos de
acordo com kit (Labtest Diagnostica SA, Lagoa Santa, Minas Gerais,
Brasil).

Identificacdo de Metabolitos em Plasma e Urina

Preparacao e extracdo de amostras Aliquota de plasma foi diluida com
1,5 mL de acido oxalico (10 mM) e aplicada na coluna de C18 (0,3 g de
LC-C18 Supelclean, Supelco, EUA), previamente condicionada com
metanol e acido oxalico (10 mM). Posteriormente a coluna foi lavada com
acido oxalico (10 mM) e eluida com metanol acidificado com 5% de TFA.
O eluato foi rotaevaporado até secura a 40° C. O residuo foi ressuspendido
com metanol acidificado com 5% de &cido acético e filtrado com
membrana de 0,43um tetraflouroetileno (Millipore, Bedford, MA).

A extracdo de compostos fendlicos da urina foi realizada utilizando-se
placas de eluicdo Waters OASIS HLB (Milford, MA), que foram pré-
condicionadas com 250 pL de metanol e 250 pL de &cido acético a 0,2%.
No momento da coleta, as amostras foram acidificadas com &cido
trifluoracético. Aliquotas foram aplicadas nas colunas das placas e os
compostos fendlicos foram eluidos usando metanol acidificado com 0,2%
de acido acético. O eluato foi seco por CentriVap Benchtop Vacuum
Concentrators (Labconco, Kansas City, MO, EUA) e reconstituido com
metanol acidificado com acido acético a 5% e depois filtrado com filtro
PTEF de 0,43 um (Millipore, Bedford, MA, EUA). A quantificacdo foi
feita por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Anadlise em CLAE. Os metabdlitos exdgenos presentes no plasma e urina
foram identificados por LC-ESI-MS/MS utilizando cromatégrafo liquido
de alta eficiéncia Infinity Quaternary LC System (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, EUA) acoplado a um espectrémetro de massas do tipo
ion trap Esquires-LC (Bruker Daltonics, Billerica, MA) com ionizagdo
por electrospray (ESI), com quociente de vazdo de 1 mL/min e
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temperatura a 25 °C. A fase mével consistiu em dois solventes: (A) 0,5%
de &cido férmico em &gua e (B) 0,5% de éacido férmico em acetonitrila. O
gradiente utilizado foi de 10% (B) no inicio, 10% aos 5 min, 20% aos 15
min, 25% aos 25 min, 35% aos 33 min, 50% aos 38 min, 90% aos 43-44
min e 10% em 45 min. Antocianinas e outros compostos fendlicos foram
detectados monitorando a eluicdo a 525 e 270 nm, respectivamente. A
guantificacdo foi baseada em curvas de calibracdo usando os padrfes
comerciais de PCA, VA, é&cido isovanilico (iVA), HA, é&cido
hidroxibenzéico (HBA) e 4cido hidroxifenilacético (HPA). A
guantificacdo foi baseada em padrBes de curvas de calibracdo; as
concentragdes foram expressas em mmol/L.g~* umol/L.g™* de creatinina
em urina e os valores de eliminacdo foram expressos em wmol e nmol.

Anélises por LC-ESI-MS/MS.

Os metabdlitos exdgenos foram identificados por LC-ESI-MS/MS
usando Cromatografo Liquido Prominence (Shimadzu, Japao) acoplado a
um espectrometro de massa Esquires-LC (Bruker Daltonics, Billerica,
MA) com uma interface de ionizacdo por electrospray (ESI). A condigédo
de cromatografia foi a mesma usada para quantificacdo por HPLC-DAD.
Depois de passar pelo detector DAD, o fluxo foi alterado para 0,2 mL/min
para injetar as amostras no espectrometro de massa. ESI foi deixado em
modo positivo para antocianinas e modo negativo para 0s outros
compostos. A condicdo do espectrdmetro de massas foi a energia de
colisio 4500 e 4000 V para os modos positivo e negativo,
respectivamente, e a temperatura capilar a 275 °C. A varredura de m/z foi
de 100 a 1500. Os compostos foram identificados por meio da
comparagdo dos tempos de retencdo com padrBes auténticos, quando
possivel, assim como pela similaridade do espectro de absorcéo,
caracteristicas espectrais de massa e comparacdo com a literatura.

Analises Estatisticas. A normalidade dos dados foi verificada pelo teste
de Shapiro-Wilk. Os dados foram apresentados como média + desvio
padrdo (DP) ou erro padrdo (EP). Mudancas relativas nos biomarcadores
de estresse oxidativo foram calculadas nos dados pés-consumo em
comparagdo com os valores basais para avaliar a diferenca entre os
valores iniciais e finais nestes marcadores ao longo das 4 h. A érea sob a
curva (AUC) foi calculada usando a Regra Trapezoidal. O teste de
Kruskal-Wallis foi realizado para distribuicdes ndo paramétricas. As
comparagdes entre os valores inicias e finais intragrupos foram avaliadas
pelo teste t ou Wilcoxon signed rank test. Os dados foram analisados na
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versdo Stata versdo 11.0 em Windows (Stata Corporation, College
Station, TX, EUA), considerando um nivel de significancia inferior a 5%
(p <0,05).

Resultados e Discussao

Composicdo quimica e capacidade antioxidante do suco de
jugara.

A Tabela 2 apresenta a composi¢do quimica e os principais
compostos fendlicos encontrados no suco de jucara consumido por
individuos saudaveis neste estudo. Os compostos fendlicos sdo
metabdlitos secundarios das plantas e podem ser divididos em néo-
flavonoides e flavonoides (DEL RIO et al., 2013b). Os compostos
nao-flavonoides sdo considerados acidos fendlicos e estilbenos,
enquanto os flavonoides sdo representados pelo grupo das
antocianinas, flavondis, flavanondis, flavonas, flavanonas,
isoflavonas e flavan-3-ol (SCALBERT; WILLIAMSON, 2000).

Compostos ndo-flavonoides como os 4&cidos fendlicos e
estilbenos; e, flavonoides como antocianinas, flavanondis,
flavondis, estilbenos, flavan-3-ol e flavona foram detectados no
suco de jucara. Além disso, a atividade antioxidante (ensaios de
DPPH e FRAP) também foram avaliadas no suco estudado (Tabela
2).

Os 4acidos fendlicos mais abundantes identificados em nosso
estudo foram os acidos protocatecuico, vanilico, feralico e cafeico,
além desses também foram identificados os &cidos galico, p-
cumarico, clorogénico e siringico. Todos os é&cidos fendlicos
encontrados ja foram identificados por outros estudos (BICUDO;
RIBANI; BETA, 2014; BORGES et al., 2013; INADA et al., 2015;
SCHULZ et al., 2015).

Além dos flavonoides detectados nas amostras de jucara do
estudo em questdo, a rutina e quercetina ja foram identificados em
outras investigacdes (BICUDO; RIBANI; BETA, 2014; BORGES
etal., 2013; DA SILVA CAMPELO BORGES et al., 2011; INADA
et al., 2015; SCHULZ et al., 2015). No presente estudo foram
evidenciadas quantidades relevantes de kaempferol (Flavonol) e
aromadendrina (Flavononol), corroborando com Schulz et al.
(2015). Outros compostos identificados no suco de jucara no
presente estudo foram taxifolina (Flavononol), resveratrol
(Estilbenoide), catequina e epicatequina (Flavan-3-ols), também ja
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identificados por outras investigacdes (DA SILVA CAMPELO
BORGES et al., 2011; SCHULZ et al., 2015).

E importante ressaltar que o perfil de compostos fenolicos
presentes nos frutos jucara pode apresentar variabilidade de acordo
com o grau de maturagdo do fruto, regido de cultivo e condigbes
climéaticas (BICUDO; RIBANI; BETA, 2014; BORGES et al.,
2013; SCHULZ et al., 2016).

Neste estudo, administrou-se 400 mL de suco de jucara, contendo
1494,4 mg de antocianinas. As duas principais antocianinas
presentes no suco de jucara foram a cianidina 3-O-glicosideo e
cianidina 3-O-rutinosideo, do mesmo modo que verificado em
outros estudos (BICUDO; RIBANI; BETA, 2014; DA SILVA
CAMPELO BORGES et al.,, 2011; DE CASTRO et al., 2014;
GUERGOLETTO et al., 2016; INADA et al., 2015; NOVELLO et
al., 2015).

Tabela 2 Composicdo quimica, de compostos fenolicos e
atividade antioxidante in vitro na porcdo servida de suco de
jucara.

Components mg/400 mL
Umidade 374.16
Cinzas 0.80
Proteinas 2.04
Lipideos (extrato etéreo) 7.00
Acidos fenolicos

Acido galico 0.08
Acido 3,4-dihidroxibenzoico (4cido 1.11
protocatecuico)

Acido p-cumarico 0.10
Acido vanilico 0.46
Acido ferulico 0.22
Acido clorogénico 0.04
Acido cafeico 0.40
Acido siringico 0.08
Flavanonol

Taxifolina 0.36
Aromadendrina 1.21
Flavonol

Rutina 0.01

Quercetina 0.04
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Isoquercetina 0.03
Kaempferol 1.31
Estilbenoide

Resveratrol 0.06
Aldeidos fendlicos

Vanilina 0.02
Flavan-3-ols

Catequina 0.35
Epicatequina 0.13
Flavona

Apigenina 0.32
Antocianinas

Antocianinas monoméricas totais (mg 1494.4
C3G)?

Cianidina 3-O-glucosideo 462.04
Cianidina 3-O-rutinosideo 197.04
Capacidade Antioxidante

DPPH (mg EAA/100g) 3739.64
FRAP (umol ferrous sulfate/100g) 10,500.60

2Valores sdo expressos em mg de cianidina-3-O-glucosideo.

A capacidade antioxidante dos extratos de jugara tem sido
investigada por diversos pesquisadores, sendo os parametros DPPH
(BICUDO; RIBANI; BETA, 2014; DA SILVA CAMPELO
BORGES et al.,, 2011; DEL RIO et al.,, 2013b; MARQUES
CARDOSO et al., 2015; RUFINO et al.,, 2010; SCHULZ et al.,
2015) e FRAP (BORGES et al., 2013; CARDOSO et al., 2015;
INATA etal., 2015; MARQUES CARDOSO et al., 2015; RUFINO
et al., 2010; SCHULZ et al., 2015; VIEIRA et al., 2013) 0s mais
estudados.

No presente estudo, o suco de jucara apresentou 697,3 umol de
sulfato ferroso/100g para o método FRAP e 248,33 pmol de
equivalente de acido ascorbico/100g para o método DPPH,
demonstrados em base seca. A capacidade antioxidante avaliada
pelo método FRAP denotou valor inferior quando comparada ao
estudo de Borges e colaboradores (2013), o qual evidenciou valor
de 1158,0 umol, e préxima do estudo de Bicudo et al. (2014), o qual
denotou valor de FRAP de 745,3 pmol em equivalente de Trolox
/100g de base seca.
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Identificacdo de acidos fendlicos e parametros farmacocinéticos
da populacao estudada. De acordo com nosso conhecimento, até o
momento este é o primeiro estudo a demonstrar a metabolizacéo de
compostos bioativos do suco de jucara em seres humanos. A Tabela
3 mostra os metabdlitos dos flavonoides e acidos fendlicos
detectados em amostras de urina de individuos saudaveis ap6s a
ingestdo Unica do suco de jucara.

No presente estudo, as antocianinas ndo foram detectadas no
plasma ou urina. Isso possivelmente deve-se ao fato que a
biodisponibilidade das antocianinas é considerada muito baixa, com
apenas tracos de quantidade (em torno de <0,1%) identificados na
corrente sanguinea em humanos (FANG, 2014; LILA et al., 2016).

Tabela 3 Acidos fendlicos identificados nas amostras de urina em
individuos saudaveis por CLAE-ESI-MS/MS apo6s ingestdo do
suco de jugara.

Compostos Identificados TR [M-H*1~ MS?
(modo negativo) (min) (m/z) (m/z)
Acido protocatectico? 7,6 153 109
Acido vanilico glucuronidado 8,4 343 167
Acido hipurico? 13,6 178 134
Acido vanilico? 14,2 167 -
Aido hidroxibenzoico? 12,0 137 -
Acido hidroxifenilacético? 12,8 151 -
Kaempferol glucuronidado 14,3 463 287
Acido ferlico derivado 23,6 336 193/175

@ Compostos identificados foram confirmados com padrdes comerciais. TR,
tempo de retencdo; MS: do inglés mass spectrometry; m/z: do inglés mass-
to-charge ratio.

Além disso, a absorcdo e excrecdo das antocianinas depende de
varios fatores, os quais podem influenciar em sua metabolizacao,
como a matriz alimentar que esta inserida (YANG et al., 2011), a
variabilidade interindividual (CZANK et al., 2013b; MILBURY;
VITA; BLUMBERG, 2010) e a composic¢do da microflora intestinal
(DE FERRARS et al., 2014).

No presente estudo, os principais metabdlitos de antocianinas
excretados foram os acidos fenolicos. E reconhecido que as
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antocianinas ndo absorvidas podem ser metabolizadas pela
microbiota intestinal, sendo primeiramente desglicosiladas e
posteriormente degradadas em &cido fendlicos (DEL RIO et al.,
2013b; FANG, 2014).

Em nosso estudo, ao total, oito compostos, dentre &cidos
fendlicos e seus conjugados, foram identificados na urina: acidos
protocatectico (m/z 153), hipdrico (m/z 178), hidroxibenzoico (m/z
137), hidroxifenilacético (m/z 151), vanilico (m/z 167),
vanilico/vanilico glucuronidado (VA gluc) (m/z 343), ferulico
derivado (FAD) (m/z 336) e kaempferol glucuronidado (m/z 463).

Os parametros farmacocinéticos avaliados (concentracdes
maximas, Cmax; tempo, tmax; e area abaixo da curva, AUC) até 6 h
apos a ingestdo do suco de jucara sdo apresentados na Tabela 4 para
os acidos fendlicos quantificados (protocatecuico, hipurico,
hidroxibenzoico, hidroxifenilacético, vanilico, vanilico
glucuronidado e kaempferol glucuronidado).

Considerando os resultados encontrados, apenas 0s éacidos
protocatecUico e o hidroxifenilacético tiveram seus picos maximos
de concentracdo na urina entre 0-3 ap6és a ingestédo do suco de jucara;
0s demais metabolitos apresentaram variacdo entre os individuos
nos picos de concentrac@es entre 3-6 h ap6s a ingestdo. Além disso,
como demonstrado na Figura 1, as concentracdes médias dos
metabdlitos avaliados na urina em 0-3 e 3-6 h apds a ingestdo de
suco de jucara para os 10 individuos ndo evidenciaram variacGes
significativas entre elas, mas foram significativamente maiores
guando comparadas ao tempo 0. Ainda, os metabdlitos encontrados
em concentragfes maximas na urina apds o consumo de suco de
jucara foram &cido hiparico e acido hidroxifenilacético.

Tabela 4 Pardmetros farmacocinéticos dos &cidos fendlicos detectados
na urina de 10 voluntarios saudaveis apés ingestdo Unica do suco de
jucara.

Cmax tmax AUC
Metabolites (mmol/mmol) (h) (mmol/h)
Protocatecuico 282.65 + 36.17 0-3 1127.68 + 214.48
Vanilico 201.33 +22.73 0-6 820.42 + 118.86

g’lir;::g?“ tado 167.36 £13.30 06  683.66 +71.74

Hidroxibenzoico 230.41 +27.99 0-3 1091.55 + 167.35
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6057.98 + 757.4

Hipurico 0 0-6 24962.61 + 5630.47
Hidroxifenilacético 2340'91 +467.9 0-6  15772.92 +£2921.45
Kaempferol

glucuronidado 136.16 + 18.90 0-6 580.90 + 95.80

Cmax: concentracdo maxima; tmax: tempo de alcance da Cmax; AUC:
area sob a curva (0-6 h);

O acido hipdrico pode ser formado pela conjugacdo de uma
molécula de glicina de anel benzénico (DE FERRARS et al., 2014),
a qual pode ter sido fornecido pelos compostos fendlicos presentes
no suco de jucara, como os acidos vanilico e proteocatecuico. No
entanto, o anel benzénico também pode ser fornecido por outros
compostos presentes na dieta. Contudo, devido ao aumento da
concentracdo do 4cido hipurico ap6s a ingestdo do suco de jucara,
possivelmente sua origem é decorrente do suco, o qual foi ingerido
apos jejum dos participantes. Ainda, alguns metabdlitos de flavondis
podem gerar acidos benzoicos e acido fenilacético, os quais sdo
precursores do acido hiptrico (GONZALEZ-BARRIO et al., 2010).
Ja o acido hidroxifenilacético pode ser originario da cianidina e
delfinidina presentes no suco (URMI et al., 2009).

A produgdo de 4&cidos fendlicos relaciona-se com a
metabolizagdo das antocianinas pela microbiota intestinal. Desta
forma, considerando que os acidos protocatecuico e vanilico foram
encontrados precocemente nas amostras de urina, possivelmente
esses achados associam-se a degradacao espontanea da cianidina-3-
O-glicosideo em pH neutro do intestino delgado e da circulacao (DE
FERRARS et al., 2014; LUDWIG et al., 2015)

Ainda, a presenca de &acido protocateclico e suas formas
metiladas — livre (acido vanilico) e conjugada (&cido vanilico
glucuronidado) — também indicam a ingestdo de antocianinas e
acidos fendlicos presentes no suco, sendo considerados metabdlitos
tipicos da cianidina3-O-glicosideo (CZANK et al., 2013b;
VITAGLIONE et al., 2007).

No entanto, ressalta-se que os acidos fendlicos protocatecuico e
feralico, identificados na urina, podem ter sido originados ainda sem
gualquer metabolizacdo, haja vista a identificacdo desses no suco.
Além disso, encontrou-se quantidade relevante de kaempferol no
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suco, o que pode explicar a identificacio do kaempferol
glucuronidade na urina.

Outra explicagdo para a conversdao de compostos fendlicos presentes
no suco em metabolitos excretados na urina é que o &cido cafeico e o
acido clorogénico podem ser convertidos em acidos ferdlico e isoferdlico,
apés a acdo da enzima catecol-O-metiltransferase (COMT)
(STALMACH et al., 2009). Uma vez que os acidos ferdlico e isoferdlico
sdo submetidos a Fase | do metabolismo — reacdes realizadas pelo figado
com o objetivo de inserir grupos funcionais em moléculas a fim de deixa-
las mais hidrossoliveis e faceis de serem excretadas - o &cido
dihidroferdlico pode ser produzido e transformado em é&cido vanilico
(LUDWIG et al., 2015), o qual foi identificado na urina. Ainda, o &cido
cafeico pode ser convertido em acido dihidrocafeico, o qual pode gerar o
acido 3,4-4cido di-hidroxifenilacético (LUDWIG et al., 2015), também
identificado nas amostras de urina dos individuos avaliados.



150

23 Acido hidroxibenzoico by Acido vanﬂi_cg glucuranidado

450 450
200 * 200
H \
150 150 k3
0l m 0l m
as0] B Acido proteocatectico 48041 E) Acidavaniica
m
=
£ =m0 i T "
E __—_—_—“ *
L. 150 /t———______-
pi)
=]
=] 0d_m 0w
E 7500 £ .icidnhipljrico 4500 F1 Arido hidrco::fenilacético
y *
= Boon *
] 2000 T
4500 1500
a00{ § o
0 1 2z = a4 5 &

o 1 oz 3 4 5 &
Tempo (h) Ternpao (h)

a0 &) Kaerpferol glucuronidado

=00 *

a0 / +i\«\;

u] 1 2 3 4 & =]
Tempa (h)

mmall/ mmaol de creatinina

Figura 1 Concentragdo de acidos fendlicos e metabolitos quantificados na urina
de dez voluntéarios ap6s o consumo Unico do suco de jugara (400 ml/ 1494,4 mg
de antocianinas) (dados expressos em média e erro padrdo da média, * p Valores
<0,05, ANOVA one-way em relagéo ao tempo 0, n = 8 -10).

McKay et al. (2015) evidenciaram os acidos hidroxifenilacético e
protocatecliico como 0s principais biomarcadores da ingestdo de
suco de cranberry na urina, sendo o acido 3,4-hidroxifenilacético
também detectado. Corroborando com outros autores, o &cido
hidroxibenzoico também foi identificado como metabodlito da
antocianina (VITAGLIONE et al., 2007). Segundo Fang (2014), os
&cidos protocateclico e 4-hidroxibenz6ico podem ser associados
aos beneficios a salde e sdo amplamente relacionados as
antocianinas.

Catequina e epicatequina ndo foram detectadas no plasma ou
urina. Resultado semelhante foi observado por Feliciano e
colaboradores (2016) ao avaliarem a absorcdo e excrecdo de
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polifendis em homens jovens e saudaveis apos a ingestao do suco de
cranberry.

Ressalta-se que o presente estudo utilizou padrdes auténticos sem
tratamento enzimatico nas amostras, permitindo mais detalhes sobre
a absorcéo, excrecdo e a quantificacdo de metabélitos em sua forma
intacta sem a subestimacao devido a hidrélise parcial (FELICIANO
et al., 2016).

Considerando a capacidade antioxidante avaliada no soro e em
eritrocitos de individuos saudaveis ap0s ingestdo Unica do suco de
jucara, a Figura 2 mostra as mudancgas relativas na atividade
antioxidante e oxidante, avaliadas por TAC, TOS, CAT, GPX, SOD
e 4cido Urico. Antioxidantes atuam estabilizando espécies reativas e
seus danos em tecidos ou fluidos biol6gicos. Para avaliar com
precisdo a capacidade antioxidante no soro e em eritrdcitos,
diferentes par@metros foram avaliados. As enzimas SOD, CAT e
GPx quando avaliadas em conjunto tornam-se relevantes parametros
para analisar o estado antioxidante e o sistema de defesa (DEL BO
et al., 2015).

Nosso grupo de pesquisa foi pioneiro no estudo e avaliacdo do efeito
antioxidante do suco de jugara sobre biomarcadores antioxidantes
enddgenos e peroxidacao lipidica em individuos saudaveis (CARDOSO
et al., 2015). A partir deste primeiro estudo, surgiram especulag¢des sobre
quais seriam o0s compostos bioativos presentes nos frutos jucara
responsaveis por esta melhora da capacidade antioxidante demonstrada.
Assim sendo, o presente estudo demonstra pela primeira vez a
metabolizacdo dos principais antioxidantes contidos no fruto jucara, o que
vem complementar a pioneira e anterior publicacéo.
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Figura 2 Mudancas relativas nos parametros séricos e eritrocitarios de CAT,
catalase (A); SOD, superoxido dismutase (B); GPx, glutationa peroxidase (C);
Acido Urico (D); TAC, capacidade antioxidante total, (E); TOS, estado oxidante
total, (F); ap0s ingestéo de suco de jugara (400 ml/ 1494,4 mg de antocianinas)
(dados expressos em média e erro padrdo da média, * valores de p <0,05,
ANOVA one-way comparada ao tempo 0, n = 8-10).

As enzimas antioxidantes avaliadas nos eritrocitos aumentaram
suas atividades de acordo com as mudancas relativas na primeira
hora para CAT e na segunda hora para SOD e GPx, sem alteracdes
significativas. Considerando a capacidade antioxidante avaliada
(TAC), observou-se aumento ap6s 0,5h, 1h e 2h em relacdo ao valor
basal, porém essas mudancas ndo foram significativas. Ja as
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comparacgdes com o tempo zero (TO), mostraram que o suco de
jucara foi capaz de diminuir significativamente o parametro de dano
oxidativo (TOS) ap6s 0,5, 1 e 2 h, do mesmo modo que observado
em resultados publicados anteriormente, os quais demonstraram que
0 consumo de suco de jugcara diminuiu significativamente a
peroxidacdo lipidica em individuos saudaveis (CARDOSO et al.,
2015).

As atividades enziméticas de CAT, SOD e GPx, embora ndo tenham
demonstrado significancia, apresentaram picos de atividade entre 1 e 2 h
apos a ingestdo do suco de jucara, 0 que coincide com 0 aumento da
excrecao dos acidos fendlicos identificados na urina coletada entre 0 a 3
horas ap6s 0 consumo do suco.

Alguns autores sugerem que os beneficios de alimentos ricos em
antocianinas séo associados aos metabdlitos das antocianinas, como 0s
acidos fendlicos. Entre esses beneficios esta 0 aumento da capacidade
antioxidante sérica (CARDONA et al., 2013; TSUDA, 2012;
VITAGLIONE et al., 2007). Além disso, Fernandes e colaboradores
(2014) sugerem que os beneficios de frutos ricos em antocianinas podem
estar relacionados com a liberagéo constante dos compaostos fenolicos por
meio da circulagdo intestinal e sanguinea.

De acordo com uma revisdo recente sobre os efeitos bioldgicos
relacionados aos frutos jugara, o efeito da intervencdo com estes frutos ou
seus subprodutos, sobre enzimas antioxidantes, ainda permanece
controverso (CARDOSO et al., 2018). Estudos experimentais em animais
demonstraram diminui¢do na atividade de enzimas antioxidantes como
SOD e CAT, (MARQUES CARDOSO et al., 2015; FREITAS et al.,
2017; NOVELLO et al.,, 2015), enquanto outros estudos relataram
aumento na atividade enzimdtica tecidual de CAT em modelos animais
(DE BARRIOS FREITAS et al., 2017) e GPx eritrocitaria em ensaio
clinico com seres humano saudaveis (CARDOSO et al., 2015).

Segundo Del Bo e colaboradores (2015), em revisdo acerca do efeito
de frutos ricos em antocianinas sobre biomarcadores de estresse
oxidativo, ensaios clinicos com estes tipos de frutos demonstram que a
modulacdo de enzimas antioxidantes enddgenas parece permanecer
incerta, uma vez que trabalhos evidenciam aumento nestas atividades e
outros ndo expressam resultados significativos.

Considerando ensaios clinicos com ingestéo Unica de frutas ricas
em antocianinas dez adultos saudaveis consumiram 237 mL (188,5
mg de fendlicos) de suco de cranberry, e isso promoveu 0 aumento
da capacidade antioxidante sérica (avaliada por FRAP) com
atividade maxima em 30 min e em 6h ap0s ingestdo, o que ocorreu
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possivelmente pela absor¢do dos compostos fendlicos do suco de
cranberry, segundo os autores (MCKAY et al., 2015).

Heinrich e colaboradores (2013) investigaram o efeito do
consumo de berries frescos por uma semana (165 g/dia; 208 mg/dia
de antocianinas), em dez voluntarios saudaveis. A intervencdo nao
influenciou as atividades de TAC sérica, GSH, glutationa redutase e
SOD nos eritrécitos. No entanto, houve aumento significativo nas
atividades de GPx e CAT em eritrocitos (HEINRICH et al., 2013).

Conclusédo

O presente estudo forneceu de forma inédita evidéncias sobre a absorcéo
e excregdo de compostos fendlicos apos a ingestdo de suco de jugara por
voluntarios saudaveis. Os resultados mostraram que o consumo do suco
leva a producdo de metabdlicos tipicos da degradacdo de antocianinas na
urina (&cido protocatecuico, acido hipdrico e acido hidroxifenilacético).
Além disso, a ingestdo de suco de jugara modulou a prote¢do antioxidante
pela atenuacdo de marcador de dano oxidativo.
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4.3 MANUSCRITO 3: ARTIGO ORIGINAL

Atividade antioxidante ap6s ingestao aguda de suco de acai e
jucara em individuos saudaveis

* Este manuscrito serd submetido apés a defesa.

Resumo

A palmeira Euterpe edulis, conhecida como jugara, produz frutos
esféricos e roxos, semelhantes aos das palmeiras Euterpe oleracea e
Euterpe precatéria, as quais originam o acai. O acai é amplamente
estudado por suas propriedades nutricionais, no entanto, alguns autores
observaram que os frutos jugara apresentam maior concentracdo de
compostos bioativos do que os frutos que produzem acai. O objetivo deste
ensaio clinico cruzado foi analisar os compostos fendlicos dos sucos de
jucara e acai e seus efeitos na defesa de biomarcadores de oxidacao, bem
como antioxidantes ndo enzimatico e enzimaticos, apds a ingestdo aguda
dos sucos e bebida controle. Onze voluntérios saudaveis participaram do
estudo. Amostras de sangue foram coletadas antes, 1 e 2 h apés a ingestéo
das intervencdes, suco de jugara, suco de acai e bebida controle (4gua)
para medir o estado oxidante total (TOS, do inglés total oxidant status),
capacidade antioxidante total (TAC, do inglés total antioxidant capacity),
glutationa peroxidase (GPx), superoxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT). Andlise de Variancia de Medidas Repetidas evidenciou interacéo
significativa entre tempo e tratamento para o desfecho de dano oxidadivo
TOS, enquanto analises intragrupos demonstraram que 0s sucos de jucara
e acai foram capazes de atenuar TOS nos dois momentos avaliados apds
ingestdo, 1 hora (no limite da significancia para jucara, p=0,05e p<0,01
para acai, respectivamente) e apdés 2 horas (p < 0,01 e p < 0,00,
respectivamente). Os sucos ricos em compostos fenolicos foram capazes
de atenuar biomarcador de dano oxidativo, conferindo protecéo
antioxidante em individuos saudaveis, enquanto o mesmo ndo foi
demonstrado para bebida controle. Com isso, mais ensaios clinicos s&o
encorajados para avaliar os efeitos clinicos da ingestéo do suco de jugara
e acai, considerando o potencial efeito antioxidante destas bebidas em
seres humanos.
Palavras-chaves: Jucara; Euterpe edulis; Acai; Euterpe oleracea;
Antioxidant.
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Introducéo

Estudos demonstram que o consumo regular de frutas pode
promover efeito protetor ao organismo por prevenir o desenvolvimento
de doengas crdnicas ndo transmissiveis. Isto ocorre especialmente pela
presenca de compostos antioxidantes nas frutas, com destaque para 0s
polifenois (CROWE et al., 2011; SPENCER; CROZIER, 2012; DEL RIO
etal., 2013; BARBOSA et al., 2016; PALA et al., 2018).

Antioxidantes sdo moléculas que protegem um alvo biolégico
contra danos oxidativos. O sistema de defesa antioxidante é dividido entre
antioxidante enddgeno, como as enzimas catalase (CAT), superéxido
dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx), além de antioxidantes
nao enzimaticos, como &cido Urico e glutationa reduzida; e antioxidante
exogeno, o qual deve ser obtido por meio da dieta, como vitaminas e
compostos fenolicos (HALLIWELL, 2011).

Danos oxidativos ocorrem em células e tecidos quando as
espécies reativas excedem a capacidade antioxidante enddgena
(HALLIWELL, 2011; HARASYM; OLEDZKI, 2014). Muitos agentes
estressores podem promover a producdo de espécies reativas, como 0
ambiente, alimentacdo inadequada, contaminantes quimicos em
alimentos, alcool, drogas e cigarro (HARASYM; OLEDZKI, 2014).

O excesso de espécies reativas esta relacionado ao
enfraquecimento do sistema imunolégico, a promogdo do processo de
envelhecimento e a iniciacdo e progressdo de muitas doencas, como
doencas cardiovasculares, diabetes, hipertensdo e cancer. (HARASYM,;
OLEDZKI, 2014; RAJENDRANM, 2014).

Uma boa estratégia para aumentar a ingestdo de antioxidantes
seria 0 consumo de sucos de frutas ricos em compostos fendlicos
(COPPINGER etal., 2013; SINGH et al. 2015; TONIN et al. 2015). Nesse
contexto, na Ultima década, o suco ou a polpa de acai vem ganhando
importancia como bebida energética no mundo (Yamaguchi et al, 2015).

O acai da palmeira Euterpe oleracea é amplamente estudado
apresenando varios beneficios & saude, destacando por seu efeito
antioxidante, anti-inflamatério e cardioprotetor (JENSEN et al, 2008;
MERTENS-TALCOTT et al, 2008; SOUZA et al, 2010; UDANI et al,
2011; POULOSE et al, 2012; KANG et al, 2012; BARBOSA et al, 2016;
PALA etal, 2018).

Nos Gltimos anos, os frutos da palmeira Euterpe edulis vém
ganhando espago no meio cientifico por apresentarem caracteristicas
similares aos frutos dos acaizeiros (Euterpe precatéria e Euterpe
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oleracea), porém, com maior concentracdo de componentes bioativos
(SCHULZ et al., 2016).

IntervencBes com subprodutos dos frutos jugara (polpa, suco e
extrato) demonstraram efeitos bioldgicos importantes como modulagéo
do estado antioxidante in vitro (SCHULZ et al., 2017) e in vivo em
modelos animais (CARDOSO et al., 2015a), além de ensaio clinico em
individuos saudaveis (CARDOSO et al., 2015b). Ainda, intervencdes
com frutos jugara demonstraram efeitos promissores sobre pardmetros
como triglicerideos (CARDOSO et al. 2015b), LDL (do inglés low-
density lipoprotein) - colesterol (CARDOSO et al., 2015b; NOVELLO et
al., 2015), melhora da resposta glicEmica (OYAMA et al. 2016) e efeito
prebidtico (GUERGOLETTO et al., 2016).

Devido a exploracdo extrativista desenfreada de seu palmito, a
palmeira jucara atualmente é considerada em risco de exting¢do. Por este
motivo, a utilizacdo dos frutos da palmeira jucara na alimentagdo humana
constitui uma alternativa de grande potencial nutricional, ambiental e
econdmico (BORGES etal. 2011; Da SILVA et al., 2014; SCHULZ et al.,
2016).

Os beneficios a salde dos frutos acai e jucara em geral estdo
relacionados a sua composicao nutricional, considerando que esses frutos
apresentam quantidades substanciais de compostos fendlicos totais,
especialmente antocianinas (BORGES et al., 2013; INADA et al., 2015;
YAMAGUSHI et al., 2015; SCHULZ et al., 2016; CARDOSO et al.,
2018). Em estudo com individuos saudaveis do nosso grupo de pesquisa,
observou-se resultados positivos relacionados ao consumo agudo de suco
de jucara em biomarcadores de estresse oxidativo (CARDOSO et al.,
2015b). O efeito antioxidante dos frutos na salde ndo esta relacionado
apenas com a quantidade de antioxidantes individuais, mas possivelmente
depende da acdo sinérgica e da interacdo entre as diferentes moléculas
antioxidantes contidas na matriz desses alimentos (HARASYM;
OLEDZKI, 2014). Nesse contexto, considerando as possiveis diferencas
guantitativas e qualitativas na composicdo fitoquimica entre acai e jucara,
0 objetivo deste estudo foi avaliar e comparar o efeito da ingestdo aguda
de sucos de acai e jucara sobre defesa enziméatica antioxidante,
capacidade antioxidante total e estado oxidativo total de individuos
sadios.

Material e Métodos

Participantes
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Os individuos saudaveis estudados foram recrutados a partir de
convite e divulgacgéo aos alunos matriculados na Universidade Federal de
Santa Catarina, de forma intencional, a fim de eleger participantes jovens
e saudaveis. Parametros de monitoramento para o estado de salude dos
individuos foram realizados de acordo com estudos prévios, 0s quais
também avaliaram populagbes saudaveis (CARDOSO et al., 2015a;
KUNTZ et al., 2014).

Onze individuos, seis mulheres e cinco homens, com idade entre
25 e 30 anos (média 27 + 2,83 para mulheres e 25 + 2,16 para homens) e
IMC entre 20,67 (+ 1,23) e 24,50 (+ 1,50), respectivamente, completaram
0 protocolo de estudo.

Os individuos foram selecionados de modo a atender os seguintes
critérios de inclusdo: ndo fumar, ndo serem usuérios de bebidas
alcodlicas, ndo utilizar suplementos vitaminicos e ndo serem portadores
de quaisquer patologias (cardiovasculares, enddcrinas, gastrointestinais,
renais ou hepaticas), processos infecciosos ou inflamatorios visiveis ou
conhecidos trés meses antes do estudo, além de ndo possuirem
diagndstico nutricional de desnutri¢do ou IMC > 30 kg/m2. Esses critérios
foram avaliados por questionario de histéria clinica elaborado pelo grupo
de pesquisa.

O estado nutricional foi avaliado pelas medidas de peso corporal,
estatura e calculo do indice de massa corporal (IMC), onde 0 peso,
expresso em quilogramas (kg), é dividido pela estatura ao quadrado em
metros (OMS, 2000).

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica com pesquisas em
seres humanos da Universidade Federal de Santa Catarina, sob 0 nimero
33131414.2.0000.0121 e o termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) foi assinado por todos os participantes.

Desenho Experimental

Na presente proposta, o efeito do consumo Unico do suco de
jucara foi comparado ao suco de agai e controle (adgua) através de um
ensaio clinico randomizado, do tipo cross-over e os desfechos avaliados
foram biomarcadores de estresse oxidativo.

O estudo envolveu trés etapas, com a administragdo do suco de
jucara, suco de agai e controle, havendo intervalo (“washout”) de uma
semana entre cada intervencdo administrada. Os participantes foram
alocados de forma aleatoria entre os trés grupos, Grupo Acai (GA), Grupo
Jucara (GJ) e Grupo Controle (GC) e a quantidade administrada de cada
bebida foi de 400 mL.
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Os voluntérios fizeram jejumde 8h, sendo realizadas as coletas
sanguineas antes da ingestdo, chamada de tempo 0 (T0), e apds 1h (T1) e
2h (T2).

Para padronizar e limitar a ingestdo de antioxidantes durante o
estudo, os participantes foram orientados verbalmente e por escrito a
absterem-se de alimentos ricos em antioxidantes no periodo de 48h
prévios a administracdo do suco. Os participantes receberam uma lista
alimentos divididos em trés categorias: alimentos permitidos, alimentos
permitidos com restricGes e alimentos ndo permitidos (adaptado de
KUNTZ et al., 2014).

Todos os individuos elegiveis receberam instrucGes para
preencherem dois registros alimentares referentes as 48h precedentes a
cada intervengdo, para avaliar o seguimento das orienta¢es fornecidas.
Estes registros foram avaliados qualitativamente, em cada etapa do
estudo, a fim de verificar a ingestdo de alimentos antioxidantes nas 48h
prévias do inicio de cada protocolo. Todos os participantes também foram
orientados a ndo praticarem exercicio fisico intenso e néo se privarem de
noites de sono nestas 48h antecedentes as coletas sanguineas.

Sucos de acai e jucara

Os frutos jucara bem como os frutos oriundos do acaizeiro
(Euterpe oleracea) foram provenientes de Garuva no estado de Santa
Catarina e Para, respectivamente, sendo processados por empresa
especializada localizada em Jaragua do Sul, Santa Catarina. Amostras de
5 L por embalagem foram disponibilizadas e posteriormente porcionadas
nas quantidades administradas no estudo.

A composicdo centesimal foram determinados seguindo o0s
métodos recomendados pela Associacdo de Quimica Analitica Oficial
(AOAC, 2005): o teor de umidade (925,09) foi determinado secando a
amostra em estufa a 105 ° C até atingir peso constante; o teor de cinzas
foi avaliado por incineracdo em mufla (940.26); o teor de proteina
(920,87) foi calculado a partir do teor de nitrogénio total determinado pelo
método de Kjeldahl, utilizando um fator de conversdo de 6,25 e lipidios
totais (920,85) foram determinados de acordo com o método de extracdo
de Soxhlet. A composigdo das amostras de jugara e acai foram: cinzas:
0,20 e 0,33 g/100g; proteinas: 2,04 e 1,06 mg/100 g; e lipidios: 7 e 5,98
mg/100 g, respectivamente.

Em relagdo aos solidos totais, a amostra de jucara utilizada
apresentava o valor de 6,64 g/100 g, valor inferior a jucara fina ou popular
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(8 a 11g/ 100g de solidos totais) (Brasil, 2016), e amostras de acai
apresentaram teor de solidos totais de 6,68 g/100 g, valor inferior a
classificacdo de acai fino ou popular, ambos detendo aparéncia liquida
(Brasil, 2000).

A quantificacdo das antocianinas monomeéricas totais (AMT) foi
avaliada pelo método diferencial de pH de acordo com Giusti e Wrolstad
(2001). A determinacéo da atividade antioxidante pela neutralizacdo do
radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) foi baseada no método de
Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), enquanto a capacidade
antioxidante pelo potencial redutor férrico (FRAP) foi avaliada por meio
do método de Benzie e Strain (1996).

Analises em CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia)

Os sucos foram diluidos em &gua ultrapura (1:2 m/m) e
centrifugado a 8000g por 10 min a 4°C, sendo o sobrenadante utilizado
para realizar as anélises de caracterizacdo do suco.

As antocianinas foram identificadas e quantificadas pelo sistema
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Shimadzu LC-20AT,
Kyoto, Japdo) equipado com um detector de arranjo de diodos (DAD;
Shimadzu, SPD-M20A, Kyoto, Japdo), utilizando coluna de fase reserve
C18 (150 mm x 4,6 mm DI) com tamanho de particula de 5 um (Supelco,
Nucleosil, Bellefonte, PA, EUA). O gradiente usado foi binario com fase
movel alternada A (metanol) e B (3% de acido formico em agua) com um
fluxo programado de 1,0 mL/min. O volume de injecéo foi de 20 pL para
todas as amostras e a detec¢do foi realizada em 520 nm.

Os picos identificados foram confirmados usando padrdes
auténticos de cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutinosideo
(Extrasynthese, Genay, Lyon, Franga), dissolvido em metanol acidificado
(0,1% HCI). A quantificacéo foi realizada utilizando curvas de calibracéo.

Condicbes para as analises em Cromatografia Liquida acoplada ao
Espectrometro de Massas com lonizagdo do tipo Elecospray (LC-ESI-
MS/MS)

O conteudo de compostos fenolicos foi determinado por LC-ESI-
MS/MS em um sistema de CLAE (Agilent Technologies - Waldbronn,
Alemanha) acoplado em um espectrofotdmetro de massas ion linear
(QTRAP® 3200 (Applied Biosystems / MDS Sciex, Concord, Canada)
equipado com uma fonte TurbolonSpray™ (electrospray-ESI). A
separacao foi realizada com uma coluna Synergi (4,6 um de tamanho de
particula, 150 mm, 2,0 mm). O gradiente de elui¢do foi composto pela
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fase mdvel A (methanol 95% em &gua) e fase B (acido formico 0,1% em
agua), seguindo: 0-5 min, 10% de A; 5-7 min, 90% A; 7-10 min, e 90%
de A; 10-17 min, 10% de A. A taxa de fluxo foi de 250 pL/min, as analises
foram realizadas no modo i6nico negativo e a agulha capilar foi mantida
em 4500 V. Os pardmetros MS / MS foram gas de cortina, 10 psi;
temperatura, 400 °C; gas 2,45 psi; e dissociacdo ativada por colisdo
(CAD), médio. Os teores de compostos fendlicos foram expressos em mg
por 100 g de matéria seca. A quantificacdo foi baseada em curvas de
calibracdo usando padrdes fendlicos ultra-puros e as concentragdes foram
expressas em pmol e nmol.

Biomarcadores de estresse oxidativo in vivo

O estado antioxidante total (TAC - do inglés total antioxidant
status) foi medido de acordo com 0 método automatizado de Erel (2004),
0 qual avalia a habilidade da capacidade dos antioxidantes presentes na
amostra em neutralizar o cation ABTS, originando composto cromoforo
com absorcdo maxima em 660 mn. Os resultados foram expressos em
milimoles de equivalente de Trolox/L (mmol TE/L).

O estado oxidativo total (TOS — do inglés total oxidation status)
foi avaliado de acordo com Erel (2005), que mede a oxidacdo do
complexo ion ferroso-ion-dianisidina em ion férrico pelos oxidantes da
amostra avaliada. O ion férrico forma um complexo colorido com o
alaranjado de xilenol em meio 4cido. A intensidade da cor € proporcional
ao numero total de moléculas presentes, e pode ser lida em
espectrofotdmetro. O ensaio é calibrado com peréxido de hidrogénio
(H20>) e os resultados sdo expressos em pumol H.O, Equiv./L (EREL,
2005).

As enzimas antioxidantes foram avaliadas em amostras de
hemacias hemolisadas.

A CAT catalisa a conversdo de duas moléculas H>Ozem
oxigénio molecular e duas moléculas de agua. O método é baseado na
reacdo das enzimas com metanol na presenca de H>O,. Nesta reagdo €
produzido formaldeido, o qual pode ser medido colorimetricamente com
0 composto Purpald em 540 nm (Johansson; Borg, 1988).

A enzima SOD ¢ responsavel pela dismutagdo do Oz~ em H>02e
oxigénio molecular. Esta enzima foi medida por meio de kit (Sigma
Aldrich) usando sal de tetrazélio e solucdo de trabalho, a qual produz
composto colorido solivel em agua. A taxa de reducdo do O esta
linearmente relacionada & a¢do da xantina oxidase € é inibida pela SOD.
Portanto, 50% de inibicdo da atividade da SOD pode ser determinada por



169

composto colorimétrico com absorbancia a 450 nm em leitor de
microplacas (Epoch-Biotek Intruments, Winooski, Vermont, EUA)
utilizando o software GENS5.

A GPx atua sobre varios substratos, como os hidroperédxidos
organicos. A GPx catalisa a reacdo de hidroperéxidos com glutationa
reduzida (GSH) para formar glutationa oxidada (GSSG) e o produto de
reducdo do hidroperdxido. Fisiologicamente a GPx atua acoplada a
enzima glutationa redutase (GR) que, por sua vez, catalisa a reducédo de
GSSG, usando NADPH como coenzima. A atividade da GPx pode ser
medida pela taxa de oxidacdo de NADPH na presenca de GSH e GR. A
azida sodica (N3Na) é adicionada para inibir a acdo da catalase (Wendel,
1981).

Os seguintes reagentes foram utilizados: tampéo fosfato 143 mM
pH 7,5 EDTA 1 mM, NADPH 0,29 mM, azida sodica 100 mM, GSH 20
mM, GR 10 U/mL, t-butil-hidroperéxido 10 mM, KCN 9 mM. Por fim, 5
pL de amostra, ocorrendo a leitura em leitor de microplacas (Epoch-
Biotek Intruments, Winooski, Vermont, EUA) utilizando o software
GENS.

As enzimas antioxidantes foram avaliadas em relacdo aos
eritrocitos de acordo com kit comercial (Labtest Diagnostica S.A., Lagoa
Santa, Minas Gerais, Brasil).

Analise dos dados

Os dados foram apresentados em média e erro padrdo (EP). A
normalidade dos dados foi avaliada pelo teste Shapiro-Wilk. Para
avaliacdo intra e intergrupos foi realizada Anélise de Varidncia para
Medidas Repedidas (RM-ANOVA), o qual considera em seu modelo,
tratamento, tempo e interacdo (tratamento x tempo). Analises intragrupos
de dados absolutos foram realizadas pelo teste Wilcoxon (signed rank test)
ou t pareado de acordo com a simetria dos dados. Mudancas relativas dos
desfechos foram calculadas por meio da comparacdo percentual de cada
tempo em relacdo ao seu periodo basal. O nivel de significancia
considerado foi menor que 5% (p < 0,05) e os dados foram analisados no
software estatistico Stata versdo 11.0.

Resultados e Discusséo
De acordo com nosso conhecimento esta é a primeira evidéncia

gue compara o efeito antioxidante do acai e jugara em seres humanos. A
tabela 1 apresenta a avaliacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos



170

presentes nos sucos de jucara e agai. Os compostos fendlicos podem ser
classificados como flavonoides e néo-flavonoides. Os ndo-flavonoides
sdo representados pelos acidos fenolicos e estilbenos, enquanto os
flavonoides podem se subdividir em antocianinas, flavanols, flavonas,
flavononas e isoflavonas (DEL RIO et al., 2013)

A tabela 2 apresenta os valores médios absolutos TAC, TOS e
enzimas antioxidante — SOD, GPx e CAT. Medidas relativas dos
desfechos avaliados séo apresentadas na figura 1.

Neste estudo, Analise de Variancia de Medidas Repetidas
evidenciou interacdo significativa no tempo e entre tempo e tratamento
para o desfecho TOS (p < 0,001) (Tabela 2). Ainda, diferencas
significativas intragrupos, demostradas na tabela 3, foram encontradas
guando comparados 0s sucos de jucara e acai aos seus respectivos valores
basais, apos 12 (no limite da significancia para jucara, p =0.05e p < 0,001
para acai) e 22 (p < 0,01 e p < 0,001 respectivamente), sugerindo que
ambos os sucos foram capazes de diminuir TOS, o que ndo foi
demonstrado pela bebida controle (figura 1)No entanto nenhuma das
intervencbes promoveu efeito sobre a TAC e as enzimas antioxidantes,
em analises intra e intergrupos.

Dentre os compostos fendlicos identificados nos sucos de agai e
jucara, as antocianinas, pigmentos da familia dos flavonoides, ganham
destaque. Antocianina é um antioxidante que confere coloracdo roxa a
frutas e vegetais. Diversos estudos ja demonstraram que as antocianinas
se apresentam em quantidades relevantes nos frutos jucara e acai (DEL
POZO-INSFRAN; BRENES; TALCOTT, 2004; BORGES et al., 2013;
INADA et al., 2015, YAMAGUCHI et al., 2015).

Em nossas amostras, jucara e agai apresentaram 115 e 57,33
mg/100 g de cianidina-3-O-glicosideo e 49,26 mg e 54,45 mg/100 g de
cianidina-3-O-rutinosideo, em base seca, respectivamente. As
quantidades dos subtipos de antocianinas em amostras de polpa de acai
ou jucara apresentam alta variabilidade. Enquanto Bicudo et al. (2014)
encontraram 87,1 mg/100g de cianidina-3-O-rutinosideo em amostras de
jucara, Inada e colaboradores (2015) evidenciaram teor de 1255 mg/100
g, ambos em base seca. Quantidade de cianidina-3-O-rutinosideo foi
encontrada em quantidade bem inferior na polpa de acai (17,9 mg/100 g
em base seca) (Gordon et al, 2012). As quantidades de cianidina-3-O-
glicosideo também podem variar entre agai e jugara, sendo evidenciado o
valor de 109 mg/100 g em amostras de polpa de Euterpe edulis (Bicudo
et al, 2014) e 4,9 mg/100 g em polpa de Euterpe oleracea (Gordon e al,
2012).
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Ressalta-se que a composicdo nutricional e de compostos
bioativos dos frutos jucara podem sofrer variagdes, sendo influenciados
por diversos fatores: local de plantio e condigdes de crescimento das
palmeiras como altitude, incidéncia de luz solar e estagio de maturacéo
dos frutos (BORGES et al., 2011; BORGES et al., 2013; DA SILVA et
al., 2014; SCHULZ et al., 2015).

Em nosso estudo foram identificados os &cidos fendlicos
vanilico, galico, cafeico, benzoico, siringico, protocatechuico e
clorogénico, o que corrobora com outros autores (DEL POZO-INSFRAN
et al., 2004; GORDON et al., 2012; BORGES et al. 2013). Os &cidos
fendlicos galico, protocatechuico, clorogéncio e cafeico foram superiores
na amostra de suco de jugara enquanto os acidos vanilico e siringico
foram maiores no suco de agai. Além disso, quantidades relevantes de
kaempferol e aromandendrina foram encontradas no suco de jugara.

Os 4&cidos fendlicos apresentam atividade biologicas,
especialmente propriedade antioxidantes devido a presenca do
grupamento hidroxil ligado nas estruturas dos anéis aromaticos
(TERPINC et al., 2011). Em relacdo a outros compostos fendlicos
encontrados nas amostras de suco de jugara, a aromadendrina ndo é
amplamente difundida na natureza, porém alguns efeitos bioldgicos ja
foram atribuidos a estes compostos, como atividade anticarcinogénica,
anti-inflamatoria e especialmente antioxidante (VENDITTI et al., 2013).
Kaempferol é um composto reconhecido por seu potencial antioxidante e
vem sendo relacionado com prevencdo de doengas cronicas nao
transmissiveis (CHEN; CHEN, 2013).

Os éacidos fenolicos apresentam propriedades antioxidantes,
devido & presenca do grupamento hidroxil ligado nas estruturas dos anéis
aromaticos. Estas moléculas podem atuar como agentes redutores,
doadores de hidrogénio (TERPINC et al. 2011). A quantidade de
compostos fenolicos presente nos frutos, como ja mencionado, depende
do estagio de maturacdo dos frutos, estacdo do ano e localizacdo
geogréfica (BORGES et al, 2011; SCHULZ et al, 2015). Por isso, é
perceptivel a variagdo da quantificacdo destes compostos entre as
pesquisas.

Atividade antioxidante é o efeito mais estudado tanto nos frutos
jucara quanto no acai (YAMAGUCHI et al, 2015; SCHULZ et al, 2016;
CARDOSO et al, 2018), possivelmente pela quantidade relevante de
compostos fendlicos presentes nestes frutos. No entanto, a grande maioria
destes estudos acontecem in vitro. Desta forma, evidéncias que avaliem o
efeito antioxidante dos frutos jucara e frutos de acaizeiro e seus
subprodutos em seres humanos sdo escassos. De acordo com nosso
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conhecimento este € o primeiro estudo que propBe a avaliacdo
comparativa dos sucos de jucara e agai em seres humanos.

Os presentes resultados demonstram que 0s sucos de jucara e agai
foram capazes de atenuar a producédo de espécies reativas nos individuos
avaliados apds 1h e 2h de ingestdo. Este resultado corrobora com o estudo
anterior do nosso grupo de pesquisas, 0 qual evidenciou que a ingestéo de
450 mL de suco de jucara (451,9 mg de C3-G /100 g de antocianinas
monoméricas totais e 442,7 mg de EAG/100 g de fendlicos totais)
diminuiu a peroxidacéo lipidica ao longo do tempo de 4 h em comparagéo
com bebida controle, em individuos saudaveis (CARDOSO et al, 2015b).
Considerando o acai, Mertens-Talcott e colaboradores (2008)
demonstraram que apds ingestdo Unica de suco de acai (Euterpe oleracea)
individuos saudaveis apresentaram aumento significativo da atividade
antioxidante avaliada por ORAC (do inglés Oxygen Radical Absorbance
Capacity) apés 1he 2h.

Danos oxidativos causados por espécies reativas podem lesar
membranas celulares lipoproteicas, além do DNA. Assim, a diminuigo
da producdo de espécies reativas, podem consequentemente lesar com
menos intensidade estruturas celulares (NOVAES et al, 2012).
Possivelmente os compostos fendlicos presentes nas amostras de sucos
exerceram atividade antioxidante atenuando o estado oxidante total por
meio da doacdo de elétrons ou hidrogénio as espécies reativas.

N&o foi encontrado efeito significativo das bebidas acai, jucara e
controle, sobre as enzimas antioxidantes avaliadas, possivelmente pelo
fato das intervencgdes serem administradas de forma Unica. No entanto,
ressalta-se que, considerando as mudancas relativas, o suco de jucara
promoveu aumento médio sutil da atividade de SOD (2,9%) e aumentos
médios mais expressivos em CAT (67,4%) e GPx (27%) e o suco de acai
diminuigdo da SOD (-0,5%) e alteragBes positivas menos expressivas de
CAT (11,3%) e GPx (15,7%) na 12 hora de ingestdo. Na 22 hora ap6s o
consumo de suco jucara e acai houve comportamento similar no aumento
médio de GPx (36,8% e 48,3%, respectivamente) e CAT (90,2% e 97,4%,
respectivamente), (Figura 1). De acordo com a revisdo de Del Bo e
colaboradores (2015), acerca do efeito dos berries sobre biomarcadores
de estresse oxidativo, ensaios clinicos que utilizaram intervengdes com
frutos ricos em antocianinas, demonstraram que a modulagdo de enzimas
antioxidantes enddgenas parece permanecer incerta, uma vez que
trabalhos demonstram aumento na atividade destas enzimas apos
intervencdo, enquanto outros ndo expressam resultados significativos.
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Antocianinas podem estimular o sistema antioxidante enddgeno
pela ativacdo de genes que codificam enzimas, reparando e estimulando
a atividade das enzimas SOD e GPx (TOUFEKTSIAN et al, 2008).

Os compostos fendlicos sdo comumente relacionados a
modulacdo de biomarcadores de estresse oxidativo. Neste estudo, a
diminuicdo de TOS ap06s ingestao de suco de acai e jucara, possivelmente
sdo pautadas pela absorcdo dos polifendis presentes nos sucos
administrados, os quais provavelmente neutralizaram espécies reativas
em excesso.

Os resultados deste estudo apresentam a primeira evidéncia dos
efeitos dos sucos de acai e jucara em individuos saudaveis. Constatou-se
-se que a ingestdo Unica do suco de acai e jucara foram capazes de
diminuir o estado oxidativo total de individuos saudaveis ao longo de
duas horas de ingestéo, apresentando interacdo entre tempo e tratamento.
Estes resultados indicam efeitos similares dos sucos sobre a diminuicdo
dos danos oxidativos em estruturas celulares em individuos saudaveis.

Os frutos de acai e jucara possuem importantes e promissoras
propriedades para a salde. Desta forma ensaios clinicos agudos e de
ingestdo prolongada sdo incentivados em individuos saudaveis ou
portadores de patologias cronicas, a fim de elucidar os reais efeitos da
exposicdo desses compostos bioativos no organismo humano.

Tabela 1 - Composi¢édo dos compostos fenolicos nas por¢des consumidas
dos sucos de acai e jucara.
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Acidos fenélicos Jucara Acai
mg/400 mL  mg/400 mL

Acido galico 0,06 0,01

Acido 3,4- 1,13 0,35

Dihidroxibenzoico (acido
protocatechuico)

Acido p-cumérico 0,10 0,02
Acido vanilico 0,46 0,72
Acido ferdlico 0,22 0,20
Acido clorogénico 0,04 0,01
Acido cafeico 0,40 -
Acido siringico 0,08 0,31
Flavanonol

Taxifolina 0,36 0,05
Aromadendrina 1,21 0,21
Flavonol

Rutina 0,01 -
Quercetina 0,04 0,02
Isoquercetina 0,03 0,02
Kaempferol 1,31 0,10
Estilbenoide

Resveratrol 0,06 -

Aldeido fendlico

Vanilina 0,02 -
Flavan-3-ols

Catequina 0,35 0,07
Epicatequina 0,13 0,01
Flavona

Apigenina 0,32 -
Antocianina

Antocianinas 14944 251,06
monoméricas totais (mg/

C3G)?

Cianidina-3-O-glicosideo 462,04 229,36
(mg)

Cianidina-3-O- 197,04 213,81

rutinosideo (mg)
Atividade antioxidante

DPPH (mg EAA) 1663,28 1923,34
FRAP (umol ferrous 10500,60 10519,6
sulphate)

a Valores Valores expressos em mg de cianidina-3-O-glicosideo
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Tabela 2: Biomarcadores de estresse oxidativo em individuos saudaveis
apos ingestdo aguda do suco de jugara, agai e controle.

Parametros Tempo  Controle Jucara Acai p? pP pe
Média+ DP  Média + DP Média + DP

TAC

(mmol/L) 0 1,67 +0,20 1,36+ 0,25 1,38 +0,19 033 001 0,35
1 1,57+0,21 1,21+£0,24 1,25+0,21
2 1,66 +0,22 1,15+ 0,025 1,12+0,18

TOS

(umol/L) 0 8,31+ 0,62 9,89 + 0,20 9,78+0,18 0,09 0,006 <0,000
1 8,60 £ 0,52 9,41+0,38 8,12+0,51
2 8,82+0,31 9,34 +0,26 8,18 +0,30

SOD (U/mg

de Hb) 0 93,32 +15,31 97,76 £ 9,91 103,24+11,60 0,78 0,49 0,20
1 97,72+ 17,08 96,05 + 7,92 102,50 + 11,81
2 97,92 + 16,15 80,03 + 10,85 104,11 +12,23

GPx (U/mg

de Hb) 0 8,75+1,29 7,74 £1,10 822+124 0,07 0,01 0,75
1 812+112 8,98 +1,20 8,62+1,01
2 9,43 +£1,07 10,02 +1,58 11,36 +1,88

CAT (U/mg

de Hb) 0 19,17 +9,08 12,60 +2,92 20,03 +4,95 0,28 0,66 0,20
1 13,05+5,19 17,97 +5,15 1545+2,11
2 12,35+4,58 14,89 + 3,84 31,60+7,24

Dados expressos em média e erro padrdo (n=11). TOS, do inglés total oxidant

status; TAC do inglés total antioxidante capacity, SOD, superoxide dismutase;
GPx, glutationa peroxidase; CAT, catalase; ANOVA-MR: @ tratamento; ® tempo;
¢ interacdo: tempo x tratamento.
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Tabela 3: Avaliacdo intragrupos de biomarcadores de estresse oxidativo
em individuos saudaveis apés 1 e 2 horas (em relagdo ao tempo basal) da
ingestdo do suco de jucara, acai e controle

Parametro Tempo Controle Jugara  Acai
P P p

TAC (mmol/L) 1 0,32 0,16 0,16

2 0,65 0,32 0,33
TOS (umol/L) 1 0,22 0,05 <0,00

2 0,14 0,01 <0,00
SOD (U/mg de Hb) 1 0,21 0,71 0,72

2 0,72 0,73 0,21
GPx (U/mg de Hb) 1 0,78 0,65 0,37

2 0,47 0,15 0,21
CAT (U/mg de Hb) 1 0,37 0,78 0,53

2 0,24 0,10 0,42

Valor de p a partir de avaliagdo de dados absolutos em comparacdo aos
respectivos valores basais por Wilcoxon signed rank (n=11). TOS, do inglés total
oxidant status; TAC do inglés total antioxidante capacity, SOD, superoxide
dismutase; GPx, glutationa peroxidase; CAT, catalase;
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Figura 1 — Mudancas relativas nos parametros TAC, TOS, SOD, GPx and
CAT, (n = 11), em individuos saudaveis ap6s 1 e 2 horas da ingestdo do
suco de jucara, acai e controle. TAC do inglés total antioxidante capacity;
TOS, do inglés total oxidant status; SOD, superoxide dismutase; GPX,
glutationa peroxidase; CAT, catalase.*Diferencas significativas
intragrupos; fDiferencas significativas intergrupos.
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CAPITULO 5 - CONSIDERACOES FINAIS

Muitos alimentos sdo fontes naturais de compostos bioativos, 0s
guais podem exercer impacto sobre a salde humana na prevencao de
doencas, especialmente cronicas ndo transmissiveis. E importante
incentivar pesquisas que procurem elucidar efeitos biol6gicos associados
a alimentos e bebidas, em especial constituidos de frutas e vegetais.

Sugere-se, com a revisdo publicada por nosso grupo de pesquisa,
gue a suplementagdo com alimentos oriundos dos frutos jucara (polpa,
suco ou extrato) possuem efeitos positivos sobre a peroxidacao lipidica,
modulagdo do estado inflamatdrio, melhora da glicemia e possivel efeito
benéfico sobre microorganismos probidticos. No entanto, efeito dos
frutos jucara sobre enzimas antioxidantes, em ensaios clinicos ou modelos
experimentais de ingestdo crénica em animais, permanece inconclusivo.
Ainda, a relacdo entre os frutos jucara e seus derivados e parametros de
perfil lipidico ainda sdo controversos em modelos experimentais com
animais, os quais alguns resultados parecem positivos, enquanto outros
ndo. Grande parte dos estudos revisados avaliaram os efeitos bioldgicos
dos frutos jucara em modelos animais e embora os resultados parecam
promissores é necessario padronizar algumas estratégias, como tempo de
consumo, concentragdo de compostos bioativos (por ex. estigio de
emadurecimento) e forma do alimento administrado (suco, polpa ou
extrato liofilizado).

No meio cientifico, os frutos jucara tém sido vastamente estudados
por sua composic¢do de compostos bioativos, particularmente pelo teor de
polifendis e antocianinas.

Os compostos fendlicos adquiridos pela alimentacdo séo
extensivamente metabolizados pela microbiota intestinal em metabdlitos
gue também podem contribuir para os efeitos biol6gicos. Ao investigar a
absorcao e excrecdo dos compostos fendlicos a partir da ingestéo do suco
de jucara foi evidenciado produtos metabdlicos tipicos (&cido
protocatechuico, 4acido hiparico e hydroxyphenylacetic acid) de
metabolizacdo de antocianinas na urina. No entanto outros acidos
fendlicos derivados possivelmente do suco foram encontrados como
kaempferol glucuronidado e acido ferdlico.

Ainda, quando comparados os efeitos entre bebida de acai, jucara
e controle, foi evidenciado interacdo signifativa entre tempo e tratamento
para o0 desfecho Estado Oxidante Total, enquanto comparacdes
intragrupos demonstraram que 0s sucos de jucara e acai atenuaram
biomarcador de dano oxidativos no mesmo marcadoe, Estado Oxidante
Total, nas 1% e 2% horas de ingestdo Unica. A atenuacdo de TOS
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possivelmente pode estar relacionada com a acdo dos compostos
fendlicos presentes nas amostras de jugara e agai, 0s quais atuam na
neutralizagdo de espécies reativas. Considerando os potenciais beneficios
nutricionais dos frutos jucara e acai e seus efeitos antioxidantes, ensaios
clinicos séo incentivados para melhor compreensao dos possiveis efeitos
destes frutos e seus compostos bioativos sobre a satide humana.

Sendo assim, apesar dos potenciais impactos positivos a salde
relacionados aos frutos ricos em antocianinas, seus efeitos sobre enzimas
antioxidantes, especialmente em ensaios clinicos agudos, permanecem
inconclusivos.

Considerando as limitacdes da presente tese, podemos relacionar
a falta de avaliacdo dos metabdlitos gerados apds ingestdo do acai, onde
haveria a possibilidade de comparagdo com o suco jucara. No entanto
ressaltamos que a avaliagdo do perfil de compostos fendlicos excretados
a partir da ingestdo Unica do suco de jucara é a primeira evidéncia, de
acordo com nosso conhecimento, acerca da metabolizacdo de
antocianinas e &cidos fenodlicos a partir da ingestdo de frutos jucara.
Ressalta-se que o fruto jucara é o foco da presente tese e que para 0
entendimento dos seus potenciais beneficios a salde é importante
compreender a metabolizacéo de seus compostos bioativos.

O namero de participantes foi ligeiramente pequeno nos ensaios
clinicos realizados na presente tese, etapas 2 e 3, no entanto diversos
estudos que avaliaram a absorcéo e excre¢do de compostos fendlicos, bem
como ingestdo aguda de frutos e biomarcadores de estresse oxidativo em
individuos saudaveis, também utilizaram amostras de participantes
similares.

Dentre os desafios e aprendizados com esta tese se destacam o
entendimento e aplicagdo de metodologias em equipamentos com alta
tecnologia, utilizados em outras areas do conhecimento como quimica,
farmécia, ciéncia dos alimentos, entre outras. Para a realiza¢do da etapa 2
da tese foi firmada parceria com a Universidade de S&o Paulo, junto ao
Laboratério de Quimica, Bioquimica e Biologia Molecular de Alimentos,
0 qual possui vasta experiéncia com andlises bioquimicas referentes a
biodisponibilidade de antocianinas. Esta experiéncia propiciou troca de
experiéncias e conhecimentos entre os pesquisadores e foi de grande
importancia para a conclusdo da fase 2 da tese.

As parcerias estabelecidas pela presente tese foram essenciais para
0 cumprimento dos seus objetivos. Os laboratérios de Quimica de
Alimentos do Centro de Ciéncias dos Alimentos (UFSC) e de Eletroforese
Capilar no Departamento de Quimica (UFSC) proporcionaram enriquecer
a caracterizacdo das amostras alimentares utilizadas. Ainda, considerando
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a experiéncia do Laboratdrio de Pesquisa em Lipideos, Antioxidantes e
Aterosclerose em andlises de biomarcadores de estresse oxidativo pode-
se ponderar que esta parceria viabilizou as analises referidas das etapas 2
e 3 da tese referentes as enzimas antioxidantes, estado oxidante total e
capacidade antioxidante total.

Ensaios clinicos séo incentivados como pesquisas futuras a fim de
aprimorar 0 conhecimento sobre metabolizacdo de antocianinas apo6s
ingestdo de alimentos como frutas, além de investigacdo que elucidem o
efeito dos frutos jucara e acai a de ingestdo crénica ou prolongada, em
ensaios clinicos controlados.

Por fim, o aprofundamento de pesquisas que envolvam frutos
jucara podem auxiliar o fortalecimento da identidade destes frutos, nos
ambitos nutricional e comercial, impulsionando como opgdo para
alimentacdo um fruto regional e ainda fomentando a preservacdo das
palmeiras Euterpe edulis na Mata Atlantica.
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APENDICES

APENDICE 1 — QUESTIONARIO DE INCLUSAO

Questionario Clinico
Questionario Inclusdo “EFEITO DA INGESTAO AGUDA DO

SUCO DE JUCARA (Euterpe edulis) SOBRE BIOMARCADORES
DE ESTRESSE OXIDATIVO, ABSORCAO DE ANTOCIANINAS
E ACIDOS FENOLICOS EM INDIVIDUOS SAUDAVEIS”.

8.

9.

Paciente n°:

Nome:
Telefone:
E-mail:
Data de Nascimento:
Anos de estudo:
Escolaridade:
() Analfabeto ( )1° grau incompleto () 1° grau
completo
() 2°grau incompleto () 2° grau completo ()

superior incompleto
() superior completo

Cordapele: ( )Branco( )Pardo( )Amarelo () Negro
Fuma: Sim( ) Nao( ) Parou ha quanto tempo?

Quantos cigarros/dia:

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



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.
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Qual é a mais frequente? Dose:

Atividade fisica regular; Sim(  )Nao( )

Qual? Frequéncia:

Utiliza suplementos vitaminicos: Sim () Ndo () Qual(is):
Esté utilizando medicamentos: Sim () Nao () Qual(is):

Nos altimos 3 meses (90 dias)

Patologias: Sim( ) Nao( ) Qual:

Diabetes, Hipertensdo, Colesterol elevado, Triglicérides
alterados, Problema respiratorio, Doenca cardiovascular, Doenca
hepética, Doenca 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 2

ORIENTAGCOES FORNECIDAS AOS PARTICIPANTES

ORIENTAGOES GERAIS

Orientacgdes gerais quanto a alimentacéo durante o estudo e quanto
aos procedimentos realizados:
Seguir as orientacOes dietéticas descritas no quadro 1 (ver abaixo)
durante as 48 horas precedentes ao inicio do estudo.

Quadro 1: Orientagdes dietéticas a serem seguidas previamente ao
inicio do estudo (refere-se as 48 horas precedentes ao inicio de cada

ensaio.

Géneros Géneros alimenticios Géneros

alimenticios permitidos com alimenticios néo

permitidos restricdes permitidos

Carnes, peixes, Frutas: mirtilos,

frutos do mar em amoras, morangos,

geral framboesas,
groselhas,  cerejas,
uvas vermelhas,
roma, ameixas,
melancia e acai.

Produtos  Il&cteos | Produtos lacteos com

(leite, iogurte), | frutas  (sem  frutas

gueijos e ovos. vermelhas)

Vegetais: batatas, | Vegetais: amarelo e | Vegetais: batata

mandioca, folhas | verde, espinafre, couve- | roxa, cenoura,

verdes, pepino, | flor, brdcolis e cebola | tomate, repolho

abobrinha, lentilha, | (sem cebolas | roxo, beterraba,

ervilhas, aipo, | vermelhas). rabanete,

couve e cogumelos.

Frutas: bananas, peras,
uvas brancas, péssegos,
damascos, kiwis e
abacaxi.

leguminosas (feijao
preto e vermelho),
berinjela, abobora,
cebola roxa.
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Paes, massas, arroz
(ndo integrais)

Cereais matinais

Especiarias: o sal,

pimenta,  vinagre

branco, alho,

mostarda e

maionese.

Doces:  biscoitos, | Doces: geléia (sem | Doces: doces,
bolos, (sem | frutas vermelhas) geleias, bolos,
chocolate escuro / iogurtes e
frutas vermelhas), sobremesas com
acucar, mel. frutas vermelhas,

chocolate, cacau em
po.

Bebidas: agua com | De preferéncia Outros: molho
gés, agua | descasque as frutas | de tomate.
aromatizada, consumidas.
limonada. Utilize temperos e
especiarias com
moderagdo.

Evite: cha preto, cha de
frutas, cha verde, café,
ché e bebidas alcodlicas
(cerveja, vinho e licor).

Permitido (por dia):
uma xicara de cha, uma
xicara de café, umcopo
de cerveja ou uma taga
de vinho branco (sem
vinho tinto)

Adaptado de Kuntz et al, 2014.

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

e No dia do consumo do fruto jucara, acai ou &gua, dirija-se ao
Hospital Universitario a partir 7:30 horas da manha (tente ser
pontual) para a primeira coleta sanguinea;
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APENDICE 3: Instrugdes para o preenchimento do registro alimentar.
REGISTRO ALIMENTAR - 2 DIAS
Como fazer: Anotar tudo o que comer e beber durante 2 dias.

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

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

3) Marque a quantidade que vocé comeu. Sé o que engoliu, o0 que
ficou no prato ndo deve ser marcado.

e Frutas, paes, bolachas, doces duros (quantas fatias, pedacos ou
unidades);

e 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 preparacdo (frito, cozido, assado ou
ensopado);

5) Marque qual o pedaco de frango consumido (peito, coxa, asa,
sobrecoxa);

6) Marque todo alimento que foi consumido fora do horario das
refei¢bes - BELISCOS

ATENCAO
Este registro € muito importante para o sucesso do seu
atendimento, portanto procure ser 0 mais Sincero e preciso
possivel.

Dial
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REGISTRO ALIMENTAR
Horario e Alimento Quantidade

tipo de refeicéo ingerida
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APENDICE 4 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

UNIVERSIDADE F,EDERAL DE SANTA CATARINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NUTRICAO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Resolugéo n° 466, DE 12 de dezembro de 2012, segundo o
Conselho Nacional de Salde

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo
titulo ¢ “Efeito da ingestdo aguda do suco de jugara (euterpe edulis)
sobre biomarcadores de estresse oxidativo e absor¢do de antocianinas e
biodisponibilidade de acidos fenolicos em individuos saudaveis”.

O acai vem sendo reconhecido por ser um alimento rico em
antioxidantes, sendo estes compostos importantes para a prevengdo de
diversas doengas cronicas ndo transmissiveis. Um fruto parecido ao fruto
do acai, chamado jucara, produz polpa semelhante, com quantidade
superior de antioxidante em seus frutos e quantidade relevante de acidos
graxos monoinsaturados, benéficos ao organismo humano.

Assim, o objetivo deste estudo é avaliar o efeito da ingestdo
Unica e apos sete dias, do suco de jugara, sobre biomarcadores de estresse
oxidativo, absor¢cdo de antocianinas e biodisponibilidade &cidos
fendlicos, em individuos saudaveis.

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

1) Verificacdo do peso e altura corporal; aplicagdo de dois registros
alimentares nas 48h precedentes as coletas sanguineas nos ensaio
agudo; no ensaio de ingestdo de sete dias ocorrera aplicacdo de
trés registros alimentares, sendo um registro condizente a um dia
de semana, um dia de final de semana e dia anterior & coleta.

2) Restricdo do consumo de frutas, vegetais, chas, bebidas
alcodlicas, café e chocolate 24 horas antes do consumo do acai
ou jucara, em cada fase do ensaio agudo;

3) Jejum de 8 horas no dia anterior a cada coleta sanguinea;

4) Consumo de 450 mL de suco de acai ou jucara, consumido em
uma Unica vez no ensaio agudo;
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5) Consumo de 100 mL de suco de jugara, duas vezes ao dia,
durante sete dias;

6) Coleta sanguinea sera realizada por profissional devidamente
treinado, antes e 1, 2 e 4 horas ap6s 0 consumo do acai ou jucgara
(ensaio de ingestdo Unica agudo) ou antes (jejum) e apds setes
dias (ensaio de ingestdo aguda).

Todas estas etapas serdo realizadas no Laboratério de
Comportamento Alimentar da USFC. Os alunos que aceitarem participar
livremente do estudo receberdo, ao final do estudo, orientagdes sobre
alimentacdo saudavel e sobre seu estado nutricional atual.

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 sanglinea serdo descartaveis. Para amenizar a dor
serdo usadas agulhas finas e se possivel escalpes, cadeiras confortaveis
préprias para a coleta de sangue. Se houver vermelhidao na pele apés a
coleta, compressas geladas poderéo ser colocadas no local para amenizar
a dor. Os profissionais que realizardo a coleta serdo treinados e
capacitados para tais procedimentos. Os participantes terdo
almoco/lanche disponivel ap6s a realizacdo das coletas sanguineas,
conforme protocolo.

Espera-se a producdo de novos conhecimentos cientificos, que
possibilitem conduzir a implementag&o de estratégias, mediante incentivo
do consumo de frutas ricas em antioxidantes, que promovam uma
diminuigdo do estresse oxidativo, com consequente reducdo do risco e
incidéncia de diversas doencas crénicas ndo transmissiveis.

Garantimos que as informagdes fornecidas serdo utilizadas apenas
neste trabalho sem a identificacdo dos participantes. Sua participacdo é
voluntéria, podendo desistir a qualquer momento do estudo, sem qualquer
consequéncia para vocé.

Caso tenha alguma divida em relacdo ao estudo ou ndo quiser mais
fazer parte do mesmo, favor entrar em contato com a pesquisadora, Alyne
Lizane Cardoso, através do telefone (48) 3721-8014 ou email
alyne.cardoso@hotmail.com.

Eu, , fui esclarecido
sobre a pesquisa “Efeito da ingestdo aguda do suco de jucara (euterpe
edulis) sobre biomarcadores de estresse oxidativo e absorcdo de
antocianinas e biodisponibilidade de &cidos fendlicos em individuos
saudaveis” e aceito participar livremente da mesma.
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Floriandpolis, __ de de 2015.

Assinatura do participante Assinatura do
pesquisador



225

APENDICE 5
Nota de Imprensa

Fruto jucara: fruto catarinense de importancia nutricional e
ambiental com propriedades relevantes a sadide humana

O género de palmeiras Euterpe origina diversas espécies

diferentes, dentre as quais, deriva a popular palmeira jucara (Euterpe
edulis), comumente encontrada na Mata Atlantica, em estados como
Bahia, S&o Paulo, Rio Grande do Sul e em especial Santa Catarina. A
palmeira jucara teve seu palmito explorado de forma desenfreada durante
muitos anos, 0 que resulta na morte da planta, sendo caracterizada em
risco de extin¢do atualmente por este motivo. Entretanto as palmeiras
jucara fornecem, além do palmito, frutos redondos e de cor roxa, que
podem ser processados com &gua e originar polpa ou bebida muito
semelhante acai em termos de cor, sabor e propriedades nutricionais.
A coloracdo roxa dos frutos jugara ocorre especialmente pela presenca de
um pigmento, que possui propriedades antioxidantes, chamado
antocianina. A protecdo antioxidante do organismo abrange um sistema
gue pode ser produzido pelo proprio corpo ou absorvido através da dieta,
atuando contra 0 excesso de espécies reativas, que se caracterizam por
substancias reativas e instaveis capazes de provocarem a oxidagdo de
biomoléculas ocasionando lesdes teciduais e outros prejuizos ao
organismo.

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 econdmico do fruto
jucara, foi realizada uma pesquisa pela doutoranda Alyne Lizane
Cardoso, vinculada ao Programa de Pés-Graduacdo em Nutricdo da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), sob auxilio de bolsa de
Comisséo 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 revisou as propriedades bioldgicas atribuidas aos frutos
jucara, e ainda, avaliou a metabolizacdo pelo organismo humano dos
principais compostos bioativos presentes nos frutos jucara, as
antocianinas, e comparou o efeito antioxidante do suco de jucara, acai e
bebida controle em individuos saudaveis.
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A revisdo proposta elegeu 25 artigos os quais estudaram efeitos
dos frutos jucara em propriedades relevantes para a salde. A grande
maioria dos estudos avaliados ocorreu em modelos animais, no entanto
propriedades importantes foram reportadas aos frutos jucara como efeito
antioxidante, melhora do perfil lipidico e da glicemia, além de melhora
do estado inflamatério.

A fase 2 da presente pesquisa avaliou a metabolizacdo dos
compostos antioxidantes presentes no suco de jucara por 11 individuos
saudaveis. Acidos fendlicos, compostos antioxidantes que podem ser
provenientes da metabolizacdo das antocianinas ou também estarem
presentes no suco, foram encontrados na urina dos participantes desta
etapa. Se destaca que as propriedades benéficas a salde exercidas pelos
frutos jucara pode ser em decorréncia destes metabolitos encontrados no
organismo, por isso, mais estudos sdo necessarios para elucidar esta
lacuna.

A etapa 3 do presente projeto, a qual comparou a ingestao Unica
dos sucos de jugara, agai e bebida controle, demonstrou que as bebidas de
acai e jucara foram capazes de diminuir marcador referente a dano
oxidativo, sugerindo efeito protetor quanto aos prejuizos causados pelas
espécies reativas.

O fruto jugara pode ser considerado um alimento rico em
compostos bioativos e pode ser uma alternativa alimentar que venha a ter
sua identidade fortalecida, ganhando espag¢o nos aspectos nutricionais.
Desta forma, considera-se relevante a promogéo deste fruto pois além dos
aspectos nutricionais tem-se a para a preservacdo da palmeira Euterpe
edulis perante a Mata Atlantica. Assim o fruto jucara pode se tornar uma
importante alternativa no &mbito nutricional, ambiental e econdmico.
Ainda, 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 doencas crénicas nao
transmissiveis.
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ANEXO 1 - Certificado de aprovacdo do projeto pelo comité de
ética em pesquisa
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
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Titulo da Pesquisa: EFEITO DO CONSUMO AGUDO E PROLONGADO DO FRUTO JUGARA (Euterpe
edulis) E DO AGAI (Euterpe oleracea) SOBRE A CAPACIDADE ANTIOXIDANTE,
BIOMARCADORES DE DANOS OXIDATIVOS E PARAMETROS METABOLICOS EM
INDIVIDUOS SAUDAVEIS
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CAAE: 33131414.2.0000.0121
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Namero do Parecer: §00.326
Data da Relatoria: 22/09/2014

Apresentagio do Projeto:

Projeto intitulado Efeito do consumo agudo e prolongade do fruto jugara (euterpe edulis) e do agai (euterpe
oleracea) sobre a capacidade antioxidante, biomarcadores de danos oxidativos e parametros metabélicos
em individuos saudaveis, DEPARTAMENTO DE NUTRIGAO PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM
NUTRIGAO - PPGN , Coordenagio do projeto:

Profa. Dra. Patricia Faria Di Pietro
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Continuagiio do Parecer: 800.328

deslocamento serdo ofertadas aos participantes;

Recomendagdes:

Considerando que todas as observagdes foram agraciadas considera-se a pesquisa aprovada.
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Aprovado

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
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ANEXO 2 — Termo de Aceitacdo de Apoio Financeiro - CNPq
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Processo: 483829/2012-3

Titulo do Projeto: EFEITO DO CONSUMO AGUDO E PROLONGADO DO FRUTO JUGARA (Euterpe edulis) E DO AGAI (Euterpe
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CNPJ; 83899526000182
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CNPJ: 83899526000182
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Eu, Patricia Faria Di Pietro , 507.392.559-91, declaro conhecer, dar e atender integral as exigéncias N° CPF (ou
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concessao dos recursos especificados abaixo:

AUXILIO FINANCEIRO
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