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RESUMO

SANTOS, V.S. Acai (Euterpe oleracea Mart.) como importante fonte de alguns
elementos quimicos essenciais potencialmente biodisponiveis e efeito
neuroprotetor de seu extrato frente a neurotoxicidade do Manganés em
astrocitos. 2014. 135 f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2014.

O acai € uma fruta da amazénia brasileira de consumo emergente no Brasil e
outras regides do mundo. Primordialmente consumida na sua forma de polpa e
estabelecida como uma “superfruta” gracas ao seu potencial antioxidante e anti-
inflamatério. No entanto, pouco se sabe sobre sua composicdo em relagdo aos
elementos quimicos essenciais. No presente estudo, a analise sistematica de 12
polpas produzidas com frutos de diferentes localidades demonstrou que a polpa de
acai é naturalmente rica nos elementos Ca, Cu, Fe, Mg, Zn, com destaque para as
concentracbes encontradas de Mn que foram notoriamente maiores do que as
comumente observadas em alimentos considerados como fonte principal deste
elemento quimico essencial na dieta. Cabe destacar que em valores médios, todos
0s elementos quimicos estudados no acai apresentaram-se em concentracfes que
contribuem significativamente para as suas necessidades diarias preconizadas.
Entretanto, a andlise do fracionamento quimico da polpa de ac¢ai demonstrou que o
ferro estd em uma forma potencialmente indisponivel; enquanto que cerca de 40%
dos elementos calcio, magnésio, manganés e zinco estdo quelados a um composto
ndo fendlico de alta solubilidade em agua e que pode aumentar suas
biodisponibilidades. Diferentemente dos demais, o cobre interagiu significativamente
com a fracdo fendlica solivel em agua do alimento. A fracdo fendlica eluida com
metanol por SPE demonstrou ter consideravel atividade antioxidante direta no
ensaio de sequestro de DPPH com ECso de 19,1 ug/L e foi eficaz na atenuacéo da
citotoxicidade, estresse oxidativo e alteracdo funcional induzidos por 500 uM de
MnCl2 em cultura priméaria de astrocitos, avaliados pelos ensaios de LDH e MTT,
GSH/GSSG, F2-IsoPs, captacdo de glutamato e expressédo de Nrf2. Este extrato de
acai em uma concentracdo otima de 0,1 pg/mL preveniu o estresse oxidativo
induzido por Mn restaurando a razdo GSH/GSSG, protegendo as membranas
astrocitarias da lipoperoxidagdo e diminuindo a expressdo de Nrf2. Uma
concentragdo mais elevada de extrato de acai exacerbou os efeitos do Mn nestes
mesmos parametros, exceto na lipoperoxidacdo medida pela formacédo de F2-IsoPs.
Assim, o pré-tratamento dos astrécitos com concentracdes mais elevadas destas
antocianinas com exposicdo ao Mn em sequéncia, pode predispor 0s astrocitos
fazendo com que um efeito pré-oxidante prevaleca. Estes achados devem ser
considerados em estudos futuros que explorem a potencialidade das antocianinas
do acai em formulagcdes nutracéuticas para obtencdo de efeitos antioxidantes e
neuroprotetores ideais. Assim, conclui-se que o proprio acai possui uma fragdo de
compostos fendlicos capaz de atenuar os efeitos oxidativos do Mn e que portanto,
pode indicar uma seguranca alimentar do consumo do fruto em quantidades
moderadas.

Palavras-chave: acai; elementos quimicos essenciais; fracionamento quimico;
neurotoxicidade do manganés; estresse oxidativo;, antioxidante; astrocitos.



ABSTRACT

SANTOS, V.S. Acai (Euterpe oleracea Mart.) as an important source of
potentially bioavailable essential chemical elements and neuroprotective effect
of its extract on Manganese induced neurotoxicity in astrocytes. 2014. 135 f.
Thesis (Ph.D., Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2013.

Acai is a fruit from Brazilian Amazon with an exotic flavor possessing high
antioxidant and anti-inflammatory properties. Based on these properties, the fruit is
classified as one of the new “super fruits”. However, few is known about its essential
chemical elements content. In this study, the systematic analysis of 12 freeze-dried
pulps processed with acai of different locations showed that agai pulp is naturally rich
in Ca, Cu, Fe, Mg, Zn, and especially amounts of Mn, which was significantly greater
than in foods considered Mn dietary source, were found. In average values, all
determined essential chemical elements contribute significantly to their
recommended daily intake requirements. However, fractionation analysis of acai
showed that iron is potentially not bioavailable. While about 40% of calcium,
magnesium, manganese, and zinc are binding to a non-phenolic compound high
soluble in water, which may increase their bioavailabilities. Copper is significantly
bound to water-soluble phenolic fraction in agai. This phenolic fraction eluted with
methanol by SPE provided considerable direct antioxidant activity on the DPPH
scavenging assay with ECso of 19.1 pg/L and was effective attenuating cytotoxicity,
oxidative stress, and functional alterations induced by 500 uM of MnClz in primary
cultured astrocytes, which was assessed by MTT and LDH assay, GSH/GSSG ratio,
F2-IsoPs formation, glutamate uptake, and Nrf2 levels. This anthocyanin-rich acai
extract in an optimal concentration of 0.1 pg/mL prevented oxidative stress induced
by Mn restoring the GSH/GSSG ratio, protecting the astrocytic membrane from lipid
peroxidation and decreasing levels of Nrf2. A higher concentration of the same acai
extract exacerbated the effects of Mn in these same parameters, except on lipid
peroxidation assessed by F2-IsoPs. In constrast, pre-treating with high concentrations
of agai’s anthocyanins followed by Mn exposure, pro-oxidant effects likely prevails.
These findings should be considered in future studies regarding the potential of
anthocyanins in agai on nutraceutical formulations to obtain optimal antioxidant and
neuroprotective effects. Thus, we conclude that the own agai has a phenolic fraction
capable of attenuates the oxidative effects of Mn. So, may indicates that moderate
acai consumption is dietary safe regarding Mn neurotoxicity.

Keywords: acai fruit; essencial elements; fractionation analysis; manganese
neurotoxicity; oxidative stress; antioxidant; astrocyte
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INTRODUCAO GERAL

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) € uma planta nativa da Amazénia que
além de ser uma das trés principais palmeiras fornecedoras de palmito, produz frutos
de alto valor nutritivo e econdmico consumidos na forma de “polpa de agai” como
parte dos habitos alimentares diarios de brasileiros de diversos sub-grupos
populacionais, quer por razdes culturais e regionais, quer por sua popularidade entre
frequentadores de academias de esportes diversos. A polpa de acai € também
exportada para paises como Japao, Estados Unidos, China e o Continente Europeu
(EMBRAPA, 2006) como fruta exdtica de alto valor nutricional (ROGEZ, 2000;
MENEZES, et al., 2008).

Um dos aspectos mais relevantes para o crescimento da popularidade do
fruto do acaizeiro se deve a identificacdo de diversos compostos com efeitos
antioxidantes conhecidos em sua composi¢ao, tais como: carotendides, flavonéides,
e diversos outros polifendis (DARNET, et al.,, 2011; DEL POZO-INSFRAN, et al.,
2004; KANG, et al., 2011; ROSSO; MERCADANTE, 2007; RUFINO, et al., 2011;
SUN, et al., 2002) que, aliado ao seu alto valor nutricional (rico em proteinas, acidos
graxos poliinsaturados e aculcares) fez esta fruta ser classificada com uma das
novas afamadas “superfrutas” (SCHAUSS, et al., 2006a; SCHAUSS, et al., 2006b).

As antocianinas, que sdo compostos fendlicos de alto poder antioxidante
(SUN, et al., 2002) e presentes no acai em larga quantidade e variedade, ganharam
destaque mundial apos discussdes sobre o chamado “Paradoxo Francés”, uma vez
gue mesmo com uma alta ingestdo de alimentos ricos em gorduras, os franceses
possuem indices de doengas coronarianas muito baixos, sendo este fato atribuido
ao efeito protetor do elevado e frequente consumo de vinho tinto, rico em
antocianinas e outros compostos fenolicos (RENAUD; LORGERIL, 1992; RAY, et al.,
1999). Hoje, existem estudos sobre os beneficios das antocianinas de diversos
frutos contra diversas enfermidades e estes efeitos sdo creditados a suas potentes
capacidades antioxidantes e antiinflamatérias.

J4 no que tange a concentracdo de elementos essenciais nos frutos do
acaizeiro e suas polpas, as informacdes na literatura sdo escassas e possuem
viéses metodoldgicos.

Em um estudo preliminar guiado pelo grupo do prof. Fernando Barbosa Jr,

acerca da concentracdo de diversos elementos essenciais e téxicos em algumas
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polpas de acai consumidas por ribeirinhos no estado do Par&, mostrou uma elevada
concentracdo de Manganés (Mn) e que com o consumo de uma pequena por¢cao
destas polpas (< 200 g), a ingestdo maxima tolerada para este elemento quimico
poderia ser facilmente ultrapassada (BARBOSA Jr, Comunicagao Pessoal, 2010). A
preocupacdo é fundamentada pois o elemento quimico Mn, apesar de sua
comprovada essencialidade, é capaz de desencadear inUmeros efeitos neurotoxicos
em concentracdes excessivas.

Embora a biodisponibilidade e forma quimica do Mn nos alimentos e suas
influéncias na absorcdo pelo trato gastrointestinal sejam pontos contraditérios e
bastante discutidos na atualidade, estas informag0es sao cruciais para afirmar que
um alimento é fonte alimentar importante de um dado elemento quimico essencial.
Além disso, informacgdes ou estudos sobre a biodisponibilidade e forma quimica de
elementos quimicos em acai inexistem na literatura até o momento.

Neste ponto, partindo das informagdes preexistentes sobre nutrientes e
compostos bioativos presentes no acai, foi especulado se tais compostos,
principalmente a fracdo fendlica do acai, poderiam neutralizar e/ou prevenir
possiveis efeitos neurotdxicos causados pelo excesso de Mn via estresse oxidativo.
Uma vez que, a elevada e incomum concentracdo de Mn presente na matriz do
proprio fruto pode conter metabdlitos secundarios que estejam envolvidos em
mecanismos de auto-defesa da planta contra um potencial estresse oxidativo
causado pelo Mn (MANACH, et al., 2004).

A hip6tese de que a expressiva concentracdo de polifendis no acai possa
trazer um contraponto e proteger contra potenciais danos causados pelo Mn é
suportada pela literatura que tem demonstrado que os polifendis séo
neuroprotetores em uma variedade de ensaios in vitro e em modelos in vivo na
prevencdo de doencas neurodegenerativas e que, os efeitos sé@o principalmente
devido as suas propriedades antioxidantes (BUTTERFIELD, et al., 2002;
MANDEL;YOUDIM, 2004; POULOSE, et al., 2012).

Estes estudos sao relevantes tanto na investigagcdo da seguranca alimentar
da polpa de acai, quanto para verificar o potencial efeito terapéutico em casos de
intoxicacdes por Mn provenientes de outras fontes de exposicao.

Neste contexto, primeiramente o presente trabalho atuou avaliando se a
elevada concentracdo de Mn é de fato originaria do fruto ou se seriam elementos

quimicos adquiridos como contaminantes no processo de fabricacdo das polpas.
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Para tanto, o processo de fabricacdo da polpa de acai foi feito no laboratério com
materiais descontaminados e 4gua deionizada. A amostragem (n=12) foi feita em
locais diferentes a fim de se obter um conjunto de dados mais confiavel sobre a
concentracdo de alguns elementos essenciais e iniciar estudos de fracionamento
quimico para predicdes preliminares da biodisponibilidade dos mesmos.

Posteriormente, foi verificado se uma fracdo da polpa de acai extraida com
auxilio de metanol e coluna funcionalizada com cadeias alifaticas contendo 18
atimos de carbono (coluna Cis), rica em compostos fenolicos, exerceria efeitos
protetores contra o estresse oxidativo induzido por MnClz em astrécitos, que sao
células determinantes na inducdo de danos neurotdxicos e neurodegenerativos e
cujos efeitos do MnClz sdo bem estabelecidos.

Assim, a presente tese é apresentada em 2 capitulos:

O Capitulo 1 se ocupou em descrever o perfil dos elementos quimicos
essenciais Célcio (Ca), Cobre (Cu), Ferro (Fe), Magnésio (Mg), Manganés (Mn) e
Zinco (Zn) em polpas de acai, bem como avaliar o perfil de fracionamento quimico
com consideracdes provaveis sobre a biodisponibilidade e as implicacdes destes
achados para a ingestdo diaria adequada recomendada para estes elementos

quimicos essenciais.

O Capitulo 2 trabalha em uma abordagem in vitro, utilizando cultura primaria
de astrécitos realizada na Universidade de Vanderbilt - Medical Center (Nashville,
TN, EUA) durante o estagio sanduiche sob a orientacao do prof. Dr. Michael Aschner
afim de verificar o efeito do extrato metanolico de acai na atenuagdo da
citotoxicidade, estresse oxidativo e alteragbes funcionais induzidos por 500 uM de
MnCl>.
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Portanto, cada capitulo se ocupou em responder as seguintes perguntas:

Capitulo 1 — A concentracdo de Mn € de fato naturalmente elevada na parte
comestivel dos frutos do acaizeiro? Além do Mn, qual a contribuicdo nutricional da
polpa de acai para as necessidades diarias de elementos essenciais como Ca, Cu,
Fe, Mg e Zn? O acai pode ser considerado uma potencial fonte alimentar destes

elementos essenciais da dieta?

Capitulo 2 - Qual o efeito das antocianinas do acai contra os danos
conhecidamente induzidos por 500 puM de MnClz em culturas primérias de

astrocitos?

Assim o propésito primordial desta tese foi iniciar a discussdo sobre os
potenciais riscos e/ou beneficios que o consumo diério ou elevado de polpa de acai
poderia levar a salde do ponto de vista de elementos quimicos essenciais e

incentivar mais estudos relacionados a este tema.



Capitulo 1 — Reviséo da Literatura 5

Capitulo 1
Avaliacdo da polpa de acai como um possivel alimento fonte dos elementos

guimicos essenciais Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn na dieta

1. Revisao da Literatura

1.1. Apolpade acai

O acai - fruto do acaizeiro — ndo é consumido como fruto in natura, mas sim
ap6s um pré-processamento dos frutos com adicdo de agua para seu
despolpamento e posterior filtracdo, produzindo uma bebida espessa, roxa, com
textura cremosa, aparéncia oleosa e sabor caracteristico e chamada popularmente
de acai, suco de acai ou vinho de acai (FIEAM, 2013; EMBRAPA, 2006).

A polpa do acai pode ser obtida por extracdo mecéanica ou manual e,

geralmente, é obtida conforme apresenta a Figura 1 abaixo:

Colheita =~ =—=  Transporte =~ =—=) Recepgdo e Pesagem >

Lavagem e sanitizagdo: primeira selegdo e amolecimento

U

Enxague: segunda selecdo e drenagem

¢

Despolpamento

U

Filtragem

4

Homogeneizagdo

Envase = Congelamento === Armazenamento

Figura 1. Esquema do procedimento de despolpamento dos frutos do acaizeiro
para obtencdo da polpa de acai - da colheita ao armazenamento para
comercializagcédo. (Adaptada de MORAES, 2013).
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O método de despolpamento manual € normalmente feito nas residéncias
ribeirinhas na regido norte do Brasil. O processo € muito lento e trabalhoso, onde os
frutos sdo imersos em agua a temperatura ambiente por uma hora ou durante vinte
minutos em agua morna. Alternativamente ao método manual, a extracdo da polpa
pode ser feita com o auxilio de um despolpador, movido por motor elétrico, que visa
auxiliar o atrito fruto/fruto (MORAES, 2013).

A polpa de acai deve ser obtida através de frutos frescos, sdos e maduros.
Estes frutos devem estar desprovidos de terra, parasitas e microorganismos
(BRASIL, 2000). Estes ultimos, se presentes, podem diminuir a vida de prateleira da
polpa, e ainda, podem trazer enfermidades a quem ingere a polpa, como no recente
caso da Doenca de Chagas transmitida pela polpa de acai processada com
barbeiros (vetor da doenca) (PEREIRA, et al.,, 2010) e ainda expor individuos a
quantidades elevadas de elementos quimicos proveniente de solo contaminado.

O acai comercializado pode ser classificado de acordo com a quantidade
adicionada de agua, uma vez que, quanto maior a adicdo de agua, maior € a
facilidade e extracdo da polpa, bem como seu rendimento, uma classificacdo para
controlar sua comercializagao foi proposta (BRASIL, 2000):

1) Grosso ou Especial (Acai Tipo A): possui aparéncia muito densa e sélidos
totais acima de 14%;

2) Médio ou Regular (Acai Tipo B): possui aparéncia densa e solidos totais
variam de 11 a 14%;

3) Fino ou Popular (Acai Tipo C): apresenta aparéncia pouco densa e solidos
totais variam de 8 a 11%;

Deste modo, fica evidente que a qualidade da agua utilizada no processo
também precisa ser avaliada e pode trazer contaminantes e, uma vez que a
fabricacdo de polpa de acai ainda é em grande parte artesanal, o controle deste
processo ainda &€ um grande desafio no controle de qualidade da polpa de acai
comercializada.

A partir de meados da década de 90, o suco de acai foi, gradativamente
conquistando novas fronteiras, sendo apreciado em todo o Brasil e no mercado
internacional em paises como Estados Unidos, membros da Comunidade Européia,
Japao e América Sul (SANTANA, et al., 2006; SILVA, et al., 2006). Neste sentido, a
preocupacdo com a qualidade do produto a ser exportado aumentou

exponencialmente e a producao que até entédo era exclusivamente de base agricola
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extrativista, ndo conseguiu atender a demanda e as exigéncias do mercado
internacional, de forma que o plantio foi induzido e aos poucos migrando para uma
base produtiva de cultivo (HOMMA, et al., 2006).

Consequentemente, um melhor controle do processamento do acai tem sido
gradativamente aplicado e aprimorado como exigéncia deste novo mercado a fim de
melhorar a higiene do processso como um todo e a qualidade do produto, reduzindo

0s riscos de contaminacao (SILVA, et al., 2006).

1.2. O consumo da polpa de acai

Atualmente, s6 conhecem o0 gosto do acai in natura os moradores do Estado do
Para, maior produtor de acai, e os moradores dos estados vizinhos, nos quais
também ha acaizeiros nativos, sendo um dos produtos mais importantes da vida
alimentar e cultural da populacdo do norte do Brasil (PADILHA, et al., 2005;
TINOCO, 2005). Nesta regido, o acai € consumido nas refeicdes principais na forma
de bebida pura ou misturado com farinha de mandioca e peixe (SANTANA, et al.,
2006) com uma estimativa média de consumo por pessoa de 500 mL por dia e,
relata-se que, em algumas areas, o consumo individual possa chegar a 2 litros por
dia (KAHYAT, 2005).

Ja nas demais regifes do Brasil, 0 acai € consumido principalmente na forma
de polpa, geralmente batido com xarope de guarana e misturado a outras frutas nos
intervalos das principais refeicdes. Por ndo fazer parte da cultura dos estados
brasileiros que ndo sdo da Regido Norte, o acai s6 passou a ganhar destaque a
partir de meados dos anos 90, quando as academias de ginastica descobriram o seu
elevado valor energético e suas excelentes propriedades nutricionais, tornando o
chamado “acgai na tigela” muito popular entre os adeptos da “cultura saude’
(ALEXANDRE, et al., 2004).

Ademais, a sua composicao fitoquimica e propriedades antiinflamatorias e
antioxidantes comecaram a ser divulgados na midia e o acgai rapidamente ganhou o
famigerado status de “superfruta” (PACHECO-PALENCIA, et al., 2007; SCHAUSS,
et al., 2006a; SCHAUSS, et al., 2006b) o que contribuiu ainda mais para a
popularizagéo do fruto em todo o Brasil e aumentou consideravelmente a exportagao

da polpa de acai para diversos paises ao redor do mundo.
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1.3. Valor nutricional da polpa de acai e seus compostos bioativos

Quanto ao seu valor nutricional, acima de tudo, o acai € considerado um
alimento extremamente energético contendo altos teores de proteinas, lipidios,
carboidratos e tiamina, fornecendo um alto valor calérico (CORDOVA-FRAGA, et al.,
2004; ROGEZ, 2000). A Tabela 1 abaixo compara os valores nutricionais médios
encontrados na matéria seca de polpa de acai reportados por ROGEZ, SILVA e
MENEZES.

A Tabela Brasileira de Composi¢cdo de Alimentos (TACO) organizada pela
Unicamp (TACO, 2011) é a unica tabela de alimentos até 2013 a reportar
informacdes nutricionais sobre o acai, todavia na forma de polpa congelada e sera

discutida posteriormente.

Tabela 1. Composicao centesimal da polpa de acai liofilizada. (Extraido e adaptado
de ROGEZ, 2000, SILVA, et al., 2004 e MENEZES, et al., 2008)

Determinagoes (9/100g de matéria seca)
(ROGEZ, 2000) (SILVA, et al. 2004) (MENEZES, et al., 2008)
Lipideos 45,9 -50,7 13,9 40,75
Fibras 32,3-34,0 - -
Proteinas 8,3-18,2 1,7 8,13
Carboidratos Totais 1,5-6,7 - -
Glicose 0-15 1,02 -
Carboidratos Totais/Fibras - - 42,53
Minerais 2,0-3,5 - -
Cinzas - - 3.68

Entre os fitoquimicos encontrados no acai, destacam-se as antocianinas, as
proantocianidinas e outros flavonodides (SCHAUSS, et al., 2006a; BOBBIO, et al.,
2000; MENEZES, et al., 2011). No entanto, uma gama de outros compostos
bioativos da classe das antocianinas e outros polifendis (DARNET, et al., 2011; DEL
POZO-INSFRAN, et al., 2004; KANG, et al, 2011; OLIVEIRA, et al., 2012;
ROSSO;MERCADANTE, 2007; RUFINO, et al, 2011) tém sido recentemente

identificados na matriz do acai com tendéncia a aumentar ainda mais estudos sobre
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o fruto. Isto demonstra que, as propriedades antioxidantes (a serem discutidas ao
longo desta tese), antiinflamatérias e outras atribuidas ao acai sdo resultantes de
uma mistura complexa de compostos bioativos encontrados no alimento.

No que tange a presenca de elementos quimicos essenciais (também
chamado pelos nutricionistas por minerais, sais minerais ou micronutrientes) no acai
as informagOes sdo escassas e incompletas. Nos resultados demonstrados por
SILVA (2004), as informacbes sobre o numero de amostras analisadas foram
omitidas, bem como a técnica analitica utilizada para as determinacées. MENEZES
e colaboradores (2008) reportou os resultados de uma Unica amostra, coletada no
Estado do Para. Desta forma, uma avaliacdo mais ampla, com um namero maior de
amostras € motivada a fim de se conhecer o valor nutricional real do acai com
relacdo aos elementos quimicos essenciais, que sdo em sua maior parte obtidos
pela dieta e suas deficiéncias ou excessos podem desencadear enfermidades e

danos graves, em alguns casos irreversiveis.

1.4. Calculos de ingestdo diaria adequada para elementos essenciais

Devido a essencialidade de alguns elementos quimicos para a manutencao
de funcdes vitais e a homeostasia do organismo humano, existem recomendacdes
em termos de ingestdo nutricional para os mesmos de acordo com o0 género e a
idade (IOM, 2001). A Tabela 2 traz ingestées diarias preconizadas pela IOM (sigla do
inglés — Institute of Medicine) para os elementos Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn. Para
paises em que ndo ha tabelas préprias de valores de ingestédo diaria adequada para
elementos essenciais (como € o caso do Brasil), usualmente utiliza-se estes valores

preconizados pela IOM.
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Tabela 2. Tabela simplificada das necessidades de ingestédo diaria para Ca, Cu, Fe,
Mg, Mn e Zn, segundo (IOM, 2001). Valores estdo demonstrados em mg/dia.

Crianca Crianca Homem  Mulher

1-3 4-8 19-70 19-70 Gestante  Lactante
Calcio* 700 1000 1000 1200 1300 1300
Cobre 0,34 0,44 0,9 0,9 1,0 1,3
Ferro 7 10 8 18 27 10
Magnésio 80 130 420 320 400 360
Manganés* 1,2 1,5 2,3 1,8 2,0 2,6
Zinco 3 5 11 8 12 13

*Apenas a Ingestdo Adequada foi estabelecida

Estas recomendacdes se baseiam na premissa de que a ingestao diminuida
destes elementos pode levar a distarbios em funcdes especificas do corpo humano
(MEEK, et al., 2010) e sdo utilizadas em programas nutricionais e para propoésitos
regulatérios como, por exemplo, rotulagem de alimentos processados e
industrializados. Estas estimativas foram tradicionalmente concebidas para cobrir as
necessidades de praticamente todos os individuos de qualquer grupo populacional
levando em conta a variacao individual nas necessidades fisiologicas.

A estimativa de requerimento médio (EAR - sigla do inglés — Estimated
Average Requirement) € uma etapa critica para o estabelecimento de valores de
referéncia para ingestado diaria adequada (IDA) e esta derivacdo deve ser feita da
forma mais transparente possivel e com o maior nimero de evidéncias possiveis
sobre em que os calculos estdo baseados (YATES, 2007). Desta forma, concebe-se
um valor de IDA que € a média de ingestao dietética de um dado elemento quimico
suficiente para atender as necessidades do mesmo para quase todos (97-98 %)
individuos saudaveis em uma fase particular da vida e do grupo de género. Para os
elementos Cu, Fe, Mg e Zn abordados neste trabalho, os valores de IDA foram
estabelecidos.

Quando este calculo ndo é possivel se estabelece um valor de ingestao
adequada (Al - sigla do inglés — Adequate Intake) e este valor € obtido com base em
aproximacodes observadas ou determinados experimentalmente ou ainda, estimados
pela ingestdo de um dado nutriente por um grupo de pessoas aparentemente

saudaveis. Portanto, é um calculo nada preciso. Mesmo assim é largamente utilizado



Capitulo 1 — Reviséo da Literatura 11

quando uma IDA néo pode ser determinada. Este € o caso dos elementos quimicos
essenciais Ca e Mn, que até hoje ndo possuem evidéncias suficientes para estimar
um valor de IDA formal.

Para estimar estas exigéncias meédias, um biomarcador de deficiéncia
apropriado deve ser selecionado, como por exemplo, a anemia ferropriva para a
deficiéncia de Fe, que descreve a relagcéo entre a ingestdo dietética e a saude. No
entanto, para alguns elementos, como Cu e Zn, ndo existem bons biomarcadores até
o momento (HARVEY, et. al., 2009; LOWE, et al., 2009), e para outros, tais como o
proprio Fe, a relagdo entre ingestdo e estoques de Fe no organismo € confundida
por variagdes na absorcao e estados fisioldgicos individuais.

As necessidades médias para esses elementos sdo entdo, derivados usando
uma abordagem fatorial em que as necessidades fisiologicas de crescimento e
manutencao dos tecidos, fatores enddégenos e as perdas sdo estimadas e, o total é
convertido para uma exigéncia dietética (YATES, 2007).

Por fim, leva-se em conta um fator de biodisponibilidade do elemento quimico
nos alimentos e eis que neste exato ponto, a falta de informacdes precisas e
confiaveis fazem com que tais valores de IDA sejam incompletos (FAIRWEATHER-
TAIT; COLLINGS, 2010).

N&o obstante, os valores de ingestéo diaria adequada ainda sdo os melhores
norteadores existentes para saber se um alimento pode ser considerado uma fonte

alimentar de elementos quimicos essenciais.

1.5. Biodisponibilidade de elementos quimicos em alimentos

A fim de converter as necessidades fisioldégicas em necessidades alimentares,
€ necessario um ajuste que leve em consideracdo as variaveis relacionadas ao
alimento e ao individuo e que afetam a absor¢cédo e a utilizacdo destes elementos
guimicos pelo organismo, ou seja, a sua biodisponibilidade global.

Entretanto, a definicdo de biodisponibilidade de elementos quimicos difere de
autor para autor. FAIRWEATHER-TAIT define biodisponibilidade simplificadamente
como a proporcao de um elemento essencial de um dado alimento que é utilizado
para as fungBes bioldégicas ap6s a ingestdo (FAIRWEATHER-TAIT, 1992;
FAIRWEATHER-TAIT, 1996). Outros, consideram um elemento quimico
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biodisponivel quando este estd numa forma metabolicamente ativa e que
provavelmente sera absorvido pelo organismo (AMMERMAN, et al., 1995; WELCH,;
HOUSE, 1984; HOUSE, 1999).

No que tange os fatores estritamente relacionados ao alimento da dieta, um
elemento quimico essencial “potencialmente biodisponivel” seria aquele que possui
fatores intrinsicos favoraveis a sua absor¢cdo (HOUSE, 1999), tais como: 1)-
interacbes positivas (elemento-elemento e/ou elemento-compostos organicos da
matriz; 2)- o elemento esta em forma quimica absorvivel, 3)- presenca de
substancias potencializadoras como acgucares, alguns aminoacidos, ascorbato,
citrato, vitamina D e outros; 4)- fraca interacdo de substancias inibidoras como
fitatos, oxalatos, fibras, polifendis, excesso de ascorbato ou folato, 5)- dentre outros.

Substancias  potencializadoras sdo aquelas que aumentam a
biodisponibilidade do elemento essencial. Geralmente sdo compostos moleculares
que formam complexos sollveis com o0s elementos essenciais; este complexo
molécula+elemento para ser considerado um potencializador deve: 1)- ou ser
absorvido na forma intacta; 2)- ou ser clivado e liberar o elemento quimico na forma
solavel e absorvivel; 3)- ou transferir o elemento para a mucosa intestinal ou a um
aceptor da serosa intestinal (CLYDESDALE, et al., 1991).

Por outro lado, substancias inibidoras devem formar complexos insolluveis
com o0s elementos quimicos que: ou ndo podem ser absorvidos na forma intacta, ou
nao podem ser clivados, ou ainda prevenir que o elemento atinga o seu sitio aceptor
na mucosa intestinal (CLYDESDALE, et al., 1991).

No entanto, a biodisponibilidade real & também fortemente influenciada por
fatores fisioldgicos de cada individuo que esta ingerindo um dado alimento, ou seja,
mesmo o elemento quimico estando na forma potencialmente biodisponivel, este
pode ser “mais” ou “menos” absorvido devido a fatores como: idade, sexo, etnia,
quantidade de alimento ingerido ao mesmo tempo, status fisiolégico (gravidez,
lactacéo e atividade fisica), doencas pré-existentes (incluindo parasitismo) e diversos
outros fatores (HOUSE, 1999; MILLS, 1985). De modo que, a biodisponibilidade real
e exata de um elemento quimico varia de pessoa para pessoa e cada caso deve ser

avaliado individualmente, por um profissional especializado.
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1.6. Fracionamento e especiacdo quimica de elementos quimicos e suas
influéncias nas suas biodisponibilidades e promocéo de efeitos nutricionais e

toxicolbégicos

Segundo a IUPAC, fracionamento quimico € definido como um processo de
classificagdo de um analito ou um grupo de analitos em uma amostra de acordo com
suas propriedades fisicas ou quimicas, ja a especiacdo quimica é a determinacdo do
elemento quimico na sua forma quimica exata (TEMPLETON, et al., 2000).

Informacdes sobre fracionamento e especiacdo quimica dos elementos
quimicos sdo de suma importancia para o entendimento da atividade biolégica dos
mesmos. Infelizmente, apenas os elementos selénio (Se), arsénio (As) e mercurio
(Hg) séo consistentemente estudados. E gracas ao avango na especiacdo quimica
destes elementos, trabalhos de revisdo tém discutido com profundidade e
consolidado o tema de como a forma quimica destes modificam e/ou modulam suas
biodisponibilidades bem como a toxicidade e potenciais efeitos benéficos a saude,
como por exemplo: a diferenca do Se natural dos alimentos versus o Se de
suplementos alimentares (PEDRERO; MADRID, 2009; THIRY, et al., 2012), formas
de As no arroz (ALAVA, et al., 2013; SUN, et al., 2012), formas de Hg na agua ou no
peixe (CLARKSON; MAGOS, 2006; GOCHFELD, 2003; MOREDA-PINEIRO, et al.
2011), entre outros.

O Mn juntamente aos elementos Co, Fe, Zn e Cu tém recebido atencao
apenas nos ultimos anos e sdo classificados como elementos de especiacado
quimica desafiadora ou elementos de segunda classe na especiagédo (RUZIK, 2012).
Uma vez gue pouco se sabe sobre as espécies quimicas destes elementos nas mais
diversas matrizes, o desenvolvimento metodologico para a especiagcdo quimica
destes acaba por ser um campo de trabalho extremamente arduo, com inimeros
problemas e limitac¢des.

No caso especifico do Mn, alguns trabalhos recentes tém identificado
espécies quimicas em matrizes bioldgicas, como € discutido na recente revisao
publicada por MICHALKE e FERNSEBNER (2013). Estes pesquisadores defendem
que o estado de oxidacdo do Mn e sua forma quimica livre ou complexada séo
essenciais para o desencadeamento e modulacdo de seus efeitos toxicos nos

sistemas biolégicos, em especial mamiferos. Todavia, as informacdes sobre
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especiacdo quimica de Mn em alimentos sdo escassas e desencontradas (RUZIK,
2012).

Desta forma, o estudo das formas quimicas de Mn nos alimentos esta hoje
concentrado em técnicas de fracionamento, que sédo bastante encorajadas, pois sédo
0 ponto de partida para a elucidacdo estrutural das espécies quimicas de qualquer
elemento que pode futuramente levar a uma anélise de especiagéo de fato.

Diversas sdo as técnicas utilizadas para este fim como: separacdes
cromatograficas (KOPLIK, et al., 2002), extracdes em fase sélida (POHL; PRUSISZ,
2006), fracionamento por solubilidade em solventes (SZPUNAR, J. et al., 1999) e
meétodos de biodisponibilidade/bioacessibilidade in vitro e in vivo. Estas ferramentas
mesmo nédo trazendo informacdes completas sobre as formas quimicas do Mn, ja
auxiliam na determinacéo das fracdes “absorviveis” do Mn nos alimentos, servindo
como direcionamento e triagem nos estudos presentes e futuros neste campo de
pesquisa.

E reconhecido na literatura que a identificacdo e a quantificacdo das formas
fisico-quimicas dos elementos quimicos sdo determinantes na avaliacdo de sua real
biodisponibilidade ou toxicidade para humanos, ndo obstante, a maior parte dos
trabalhos publicados sobre a biodisponibilidade e fracionamento quimico de
elementos essenciais tém se limitado basicamente ao estudo de chas em geral, a
fim de se avaliar e compreender o papel dos polifendis na formacdo de complexos
de diferentes estabilidades com ions metalicos (CAIRNS, et al.,, 1996; FLATEN,
2002; POHL; PRUSISZ, 2007; KARAK e BHAGAT, 2010) e na busca de uma melhor
compreensao de como esta interacdo pode influenciar na absorcéo dos elementos
guimicos essenciais ao longo do trato gastrointestinal (POHL; PRUSISZ, 2007).

Até o momento, para o melhor de nosso conhecimento, nenhuma informacéo
existe na literatura sobre o fracionamento do Mn e de quaisquer outros elementos no

acai, bem como informacdes sobre as potenciais biodisponibilidades neste alimento.
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2. Objetivo do Capitulo 1

2.1. Objetivo Geral

Avaliar se a polpa de acai pode ser considerada um alimento fonte dos
elementos quimicos essenciais Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn e avaliar se 0s mesmos

estdo em suas formas “potencialmente biodisponiveis” para absorcéao.

2.2. Objetivos Especificos:

e Determinar a concentracdo dos elementos quimicos essenciais Ca, Cu, Fe, Mg,
Mn e Zn em 12 amostras distintas de frutos de acaizeiro despolpados em

laboratério segundo método convencional.

e Estimar a contribuicAio média do consumo de polpa de acai para as

necessidades de ingestéo diaria destes elementos quimicos essenciais.

e Fracionar estes elementos quimicos essenciais na polpa de acai a fim de obter
informacdes sobre sua distribuicdo e interacdo com os demais componentes

da matriz da polpa de acai.
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3. Materiais e Métodos utilizados no Capitulo 1

3.1. Instrumentacgéo

Na etapa de preparo das polpas de acai foi utilizado um homogeinizador do
tipo ultra-turrax equipado com uma hélice propulsora adaptada de material livre de
metais e um liofilizador Liotop L101 (Liobras®, Sédo Carlos, SP, BRA).

Na digestdo das amostras para a determinacdo dos elementos essenciais
totais foi utilizado forno de microondas equipado com PTFE, modelo Milestone Start
D (Sorisole, Bergamo, ITA).

Para a separacdo cromatografica no fracionamento dos elementos essenciais
foi utilizado um cromatdgrafo analitico e semi-preparativo (Shimadzu, Kyoto, JA).

Para a determinacdo dos elementos essenciais utilizou-se um espectrometro
de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) modelo ELAN DRC Il
(Perkin Elmer®, Norwalk, CT, EUA) que esta instalado em sala limpa classe 1000 no
Laboratorio de Toxicologia e Essencialidade de Metais da FCFRP-USP. O argbnio
utilizado pelo equipamento foi de alta pureza (99,999%) adquirido da White Martins
(Sertdozinho, SP, Brasil). Todos os parametros instrumentais foram diariamente

otimizados.

3.2. Reagentes e solugdes

Agua deionizada de alta pureza (resistividade 18,2 M Q.cm) obtida pelo
sistema Milli-Q (Millipore®) foi utilizada em todo o trabalho. Acido nitrico (HNO3) e
demais solventes foram bidestilados semanalmente, empregando-se destilador de
quartzo da Kurner Analysentechnik® para eliminacdo de impurezas. Todos 0s outros
reagentes necessarios para o fracionamento dos elementos essenciais foram de
grau analitico e adquiridos da Sigma Aldrich® (Saint Louis, MO, EUA).

Todas as solucbes e amostras foram armazenadas em frascos de polietileno
ou tubos de propileno do tipo Falcon® livres de contaminacdo por metais (BD® -
Becton, Dickinson and Company). Frascos de plastico e materiais de vidro foram
mergulhados em solugéo contendo 20% v/v HNOs por 24 h, lavados com agua Milli-
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Q e secos em capela de fluxo laminar classe 100 para garantir a descontaminacao
antes de cada uso. Todas as operagOes para preparo das solugdes foram realizadas
em sala limpa classe 1000.

Solucdes estoque multielementar padrdo ICP-MS (Perkin-Elmer®, Inc.) de

concentracdo de 10 mg L foram utilizadas para a construcédo das curvas analiticas.

3.3. Preparo das polpas dos frutos de acaizeiro

Foram colhidos frutos de acgaizeiro de plantio em terra firme de diferentes
localidades no periodo de safra destes frutos na Regido Centro-Sul do Brasil e
apenas uma amostra foi obtida da Regido Norte do Brasil (amostra n° 6) devido a
dificuldade de deslocamento para a obtencéo dos frutos. No total foram reunidas 14
amostras contendo em meédia 400 g de frutos em cada amostragem que foram
imediatamente armazenadas em freezer -20° C até o despolpamento.

No momento do despolpamento, 2 amostras foram descartadas pois os frutos
iniciavam um processo de fermentacdo, assim o “n” de amostras final considerado
foi igual a 12.

O despolpamento dos frutos de acaizeiro foi baseado na metodologia
convencional utilizada para fabricacdo de polpas de acai comerciais (EMBRAPA,
2006) com alguns cuidados adicionais: 1)- a agua utilizada foi deionizada (Sistema
Milli-Q); 2)- todos os materiais utilizados foram descontaminados com HNO3s 20% por
24 horas. Estes cuidados foram tomados a fim de assegurar que as concentracdes
de elementos essenciais fossem estritamente provenientes da parte comestivel dos
frutos e ndo do processo de fabricagdo das mesmas.

O procedimento em si consistiu da embebicdo dos frutos em agua a 40° C por
1 hora na propor¢cao 3:2 (massa de fruto/volume de agua). Em seguida, os frutos
foram despolpados por atrito fruto/fruto com auxilio de agitagdo mecénica por cerca
de 5 minutos, sendo entdo coados e congelados a -80° C para posterior liofilizacao.
As polpas de acai liofilizadas foram utilizadas nos experimentos:

1) Determinacéo dos elementos essenciais totais (Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn);

2) Fracionamento por extracdo em fase solida (SPE) off-line, seguida de

separacdo cromatogréfica.
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3.4. Determinacao dos elementos essenciais totais (Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn)

Antes da determinacdo dos elementos essenciais totais, as polpas de acai
liofiizadas foram submetidas a digestdo acida assistida por microondas para
eliminagdo da matriz organica segundo o método proposto por NARDI e
colaboradores (2009) com algumas modificagbes. O peroxido de hidrogénio foi
retirado do método e a etapa 4 do programa de aquecimento foi estendida em 10

minutos. O programa de aquecimento utilizado esta descrito na Tabela 3 abaixo:

Tabela 3. Programa de aguecimento utilizado na digestdo das amostras assistida

por micro-ondas segundo proposto por NARDI e colaboradores (2009) com

modificacao.
Etapa Temperatura (°C) Poténcia (W) Tempo (minutos)
1 160 1000 4,5
2 160 0 0,5
3 230 1000 5,0
4 230 1000 25,0
5 0 0 20,0

Os elementos essenciais determinados e 0s respectivos is6topos analisados
foram: célcio (*3Ca), cobre (®°Cu), ferro (°’Fe), magnésio (°®Mg), manganés (°°*Mn) e
zinco (%6Zn). As amostras foram digeridas em duplicata e a leitura no ICP-MS de
cada replicata foi realizada duas vezes.

Para verificar a exatiddo e precisdo dos resultados do meétodo analitico
proposto foi utilizado o Material de Referéncia Certificado NIST8415 (Whole Egg
Powder), produzido e comercializado pela National Institute of Standards and
Technology (NIST) nos Estados Unidos. Como ndo ha material de referéncia
certificado para validacado dos dados que seja composto de acai, procurou-se utilizar
um material cujos componentes da matriz se aproximassem ao maximo possivel das
amostras. O material NIST8415 foi selecionado por ser, dentre os materiais de
referéncia disponiveis, de matriz mais proxima ao agai, rico em gorduras e proteinas
e foi preparado, junto e da mesma forma, que as amostras analisadas. Todos os
valores encontrados estavam de acordo com os valores certificados como mostra a

Tabela 4 abaixo:
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Tabela 4. Analise do Material de Referéncia Certificado NIST8415 (p6 de ovo)
expresso como média + desvio padrao (n=6) comparado com os valores certificados

Elemento (ug/g) Valor Certificado valor
Encontrado

Calcio 2480 £ 190 2452 + 39
Cobre 2,7+0,36 25+0,6
Ferro 112 + 16 93+14

Magnésio 305 + 27 296 £ 1

Manganés 1,78 £ 0,38 16+£0,2
Zinco 67,5+7,6 55+ 10

O valor de concentracdo para cada elemento obtido na analise das amostras
(n=12) foram agrupados e expressos como meédia + desvio padrdo e analisados

descritivamente e utilizados nos calculos de estimativa de ingestéo diaria.

3.5. Extracdo em fase solida (SPE) off-line seguida de separacao

cromatografica preparativa e coleta das fracdes

A 10 g de agai liofilizado e desengordurado foi acrescentado 100 mL de agua,
homogeneizado por 10 minutos e filtrado em papel de filtro comum. O filtrado obtido
foi eluido em sistema de extracdo off-line com um cartucho Sep-pak® Cis (Waters
Corp) previamente ativado com metanol e agua.

Este procedimento € usado para extracdo de antocianinas e compostos
fendlicos que se aderem fortemente a fase reversa do cartucho. Assim, nesta etapa,
toda a coloragédo no acai ficou retida no cartucho e foi utilizada posteriormente no
Capitulo 2 desta tese. O eluato aquoso incolor obtido foi dividido em 2 aliquotas:
uma para a determinacao de elemento essenciais e outra aliquota foi separada para
liofilizac&o a fim de concentrar os compostos para a cromatografia preparativa.

Do eluato liofilizado, 500 mg foi ressolubilizado em 0,5 mL de agua e injetado
em um cromatografo preparativo com deteccdo UV. A coluna cromatografica
preparativa utilizada foi a Phin-Pack PREP-005(H) da Shimadzu e a fase movel

consistiu de uma solugdo aquosa de metanol 10% na vazdo de 10 mL/min. Foi
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coletada um fracdo a cada 30 segundos, totalizando 11 fragcbes (5:30 minutos de
corrida cromatogréfica). Ndo foram observados outros picos cromatograficos até 50
minutos de corrida. As 11 fracdes foram analisadas por ICP-MS para a determinacao
de elementos essenciais.

Para a analise das fragc6es obtidas por ICP-MS, aliquotas foram diluidas para
uma concentracéo final de 0,2% de MeOH em HNO3 0,5% e Triton X-100 0,01% e
as curvas analiticas equalizadas com a adicdo de MeOh na mesma concentracao

gue as das fragoes.

3.6. Condic¢des Instrumentais do ICP-MS

As condigbes instrumentais do ICP-MS foram ajustadas diariamente (daily
performance) otimizando-se: vazdo do gas de nebuliza¢do e voltagem das lentes a
fim de se obter uma maxima sensibilidade para ions M* e mininos sinais para M?*

(ions de dupla carga) e MO* (formacao de 6xidos).
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4. Resultados e Discussao
4.1. Determinacdo de elementos essenciais totais nas polpas de acai

A motivacao inicial deste Capitulo 1 foi averiguar a concentracdo de elementos
essenciais no acai, de forma mais sistematica do que realizado previamente por
outros estudos, provenientes de bioacumulacdo na parte comestivel do fruto, bem
como, confirmar estudos preliminares feitos no Laboratério de Toxicologia e
Essencialidade de Metais em que foram encontradas concentragbes excessivas de
Mn em polpas coletadas no Estado do Paré.

O despolpamento foi realizado conforme o convencional, entretanto a massa
liofilizada obtida foi cerca de 3% do volume de polpa total, portanto o rendimento foi
baixo. Possivelmente, para se chegar a faixa de 10 a 15% de sélidos totais que
normalmente sdo encontrados nas polpas comerciais, uma etapa de concentracao
e/ou desidratacdo, ou ainda a adicdo de menor quantidade de agua deveriam ser
adotados. Ademais, o baixo rendimento ndo compromete o trabalho uma vez que os
experimentos foram realizados com a matéria seca (polpa liofilizada).

Foram encontradas concentracbes expressivas de todos os elementos
essenciais determinados (com destaque para o Mn). A distribuicdo dos elementos
essenciais em mg/Kg de m.s. nas respectivas polpas de acai sdo apresentados na

Figura 2 abaixo:

1600 = 50

w =
21200 510000 B 10
E
= Mn  E7s00 Ca £ Cu
0 o o 30
S, 800 8 2
8 S 5000 g
2 = 2
g 400 5 2500 5 10
5 5 c
s 0 6 0 3 o
123450678 810M2 12345678 09101112 12345678 9101112
Amostras de Acal Amostras de Acai Amostras de Acai
G 5 G
‘xg:m[} 2 4500 5 80
Ea00 £ Mg Eeo Zn
g o 3000 -
£200 s & 40
€ s 5
%100 £ 1500 £ %
5 e 2
O 8 3 o
12345678 09101112 123465678 8101112
Amostras de Acai Amostras de Acai Amostras de Acai

Figura 2. Distribuicdo dos elementos essenciais determinados nas 12 polpas
de acai preparadas com os frutos de acaizeiro colhidos.
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Mesmo sendo controladas as possiveis fontes de contaminagdo durante o
processamento das polpas no laboratério, as concentragcbes dos elementos
determinados apresentaram uma elevada variabilidade entre as amostras. Uma
explicacéo plausivel, seria que a qualidade do solo de plantio dos acaizeiros esteja
influenciando na qualidade nutricional dos seus frutos, tendo em vista que estes
elementos se encontram naturalmente presentes neles e que a contaminacéo
externa foi descartada. No entanto, para a confirmacdo desta hipdtese seria
necessario a determinacdo dos elementos essenciais ndo apenas nos frutos, mas
também no solo de plantio dos mesmos a fim de se verificar se alguma real
correlagcao existe.

Para o melhor do nosso conhecimento, existem apenas trés trabalhos prévios
gue reportam as concentracdes dos elementos essenciais em polpa de acai
liofilizada, que sdo: ROGEZ, 2000, SILVA, et al.,, 2004 e MENEZES, et al., 2008
cujos dados se encontram expressos comparativamente aos obtidos aqui na Tabela
5.

Os trabalhos de SILVA e colaboradores (2004) e MENEZES e colaboradores
(2008) possuem limitagcbes metodoldgicas que dificultam a extrapolacdo destes
dados. A principal limitacdo destes trabalhos para a comparacdo com os dados
obtidos nesta tese foi a apresentacdo do resultado que ndo trouxe consigo um
desvio padrdao das determinacdes (uma tendéncia obervada em tabelas de
composicdo nutricional), impossibilitando assim a aplicacdo de testes estatisticos
comparativos.

Os resultados elaborados nesta tese sdo um conjunto de dados obtidos com
12 amostras distintas de polpas de acai preparadas de forma idéntica, com
condigbes controladas, diferindo apenas na origem dos frutos. MENEZES e
colaboradores (2008), como ja citado, reportaram os dados obtidos com uma Unica
amostra e SILVA e colaboradores (2004), por sua vez, apresentaram estes dados
em forma de comunicagcdo em congresso e, portanto, informagbes sobre as
metodologias utilizadas, bem como sobre a amostragem foram omitidas. Este ponto,
além da variabilidade observada entre as polpas analisadas, pode explicar a
discordancia entre alguns dos resultados em comparacdo com estes trabalhos
préevios.

Para uma melhor visualizacdo e comparagcao dos resultados, a concentragéo

dos elementos que foi reportado na Figura 2 na unidade de mg/Kg de polpa
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liofilizada foi convertido para a unidade de mg/100 g de matéria seca que foi a
unidade de concentracao adotada pelos demais autores.

Tabela 5. Tabela comparativa entre os valores de alguns elementos essenciais

obtidos em polpa de acai liofilizada e o reportado na literatura.

Determinagoes (mg/100g de matéria seca)
Presente (ROGEZ, (SILVA, et al., (MENEZES, et al.,
Trabalho 2000) 2004) 2008)
Célcio 462 + 280 286 480 330
Cobre 2,11+0,91 1,7 2,04 2,15
Ferro 17,8+ 12,8 1,5 32,8 ND
Magnésio 317 £ 168 174 140* 1244
Manganés 45 + 30 32,3 3,43* 10,7*
Zinco 3,717 7,00* 1,01* 2,8

* Valores de concentracdo fora da faixa encontrada neste trabalho.
ND= concentracdo ndo determinada

Nota-se que os valores de concentracdo para Ca e Cu obtidos no presente
trabalho parecem estar consistentes com os trés trabalhos prévios.

Em contraste, os valores encontrados em nosso estudo para Fe parecem
estar em desacordo com ROGEZ (2000). No entanto, como demonstrado pela
Figura 2, a variabilidade do Fe nas amostras analisadas foi significativa, o que pode
explicar os resultados divergentes na literatura acerca de o acai ser ou ndo uma
fonte de aquisicdo de Fe da alimentacdo (ROGEZ, 2000; SILVA, et al.,, 2004).
MENEZES e colaboradores (2008) ndo reportaram o valor de Fe.

Com relacdo ao elevado teor de Mn, os resultados obtidos parecem
corroborar com os dados preliminares obtidos no laboratério, anterior a esta tese
(resultados ndo demonstrados) e de ROGEZ (2000). Este dado pode ter implicagbes
na ingestao diaria adequada deste alimento, bem como implicacdes toxicoldgicas
gue serédo discutidas mais adiante neste capitulo de tese.

A amostra 6 (Figura 2) que foi obtida de plantio do Estado do Pard, regido em
que o fruto é nativo, merece um destaque para a concentracdo de Mn que foi
significativamente (p<0,001) diferente das concentracées de Mn determinada nas

demais amostras, bem como da média geral (cerca de 3 vezes maior). Corroborando
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com a hipétese de que o solo possa influenciar na qualidade nutricional dos frutos.
Pode-se supor que o solo da Regido Norte do Brasil possui elevada concentragéo de
Mn, o que é corroborado pelo episédio histérico do municipio de Serra do Navio, que
fica no Estado do Amapa, onde foram encontrados grandes depdsitos naturais de
Mn no solo (CHISONGA, et al., 2012). Além do Projeto Grande Carajas, no préprio
Estado do Pard, realizado pela empresa brasileira mineradora VALE S.A. que até
hoje explora diversos minérios na regido, incluindo o Mn (IBASE, 1983).
Possivelmente, uma significativa parte do solo da Regido Norte tenha uma elevada
concentracédo de Mn, que pode chegar aos alimentos em geral e ndo apenas ao fruto
do acaizeiro, embora nenhum estudo sistematico nos solos e alimentos desta regido
tenha sido publicado para o nosso conhecimento até a presente data.

Adicionalmente, as elevadas concentragcdes de Mn nas demais polpas
fabricadas com frutos de outras localidades nao pertencentes ao Norte do Brasil
podem indicar que a incorporagcdo e bioacumulcdo de Mn seja mais uma
caracteristica inerente da planta e ndo apenas devido a oferta do solo.

J& os elementos essenciais Mg e Zn parecem estar de acordo com pelo
menos um dos trabalhos previamente publicados.

Alguns outros estudos na literatura também reportam dados para alguns
elementos essenciais no acgai, mas estes dados sdo obtidos de sucos de acai
industrializados (LLORENT, et al., 2013) e até mesmo polpas (TACO, 2011).
Todavia, tais resultados ndo foram apresentados em matéria seca, e a comparacao
fica quase impossivel, uma vez que a quantidade de soélidos totais em preparados a
base de acai variam enormemente devido a diversos fatores, tais como: época do
ano de colheita do fruto, temperatura e método de processamento. Além disso,
elementos quimicos podem ser adicionados ou perdidos durante as etapas de
industrializacdo destes preparados. Portanto, dados reportados em matéria seca sao

mais indicados para a comparacao entre resultados.

4.2. Contribuicdo estimada da polpa de acai para as necessidades de ingestédo diaria
de Ca, Cu,Fe, Mg, Mn e Zn

No que tange o valor nutricional das polpas de acai para elementos quimicos

essenciais, a Tabela 6 mostra que as concentracdes sao significativas no suprimento



Capitulo 1 — Resultados e Discussao 25

das necessidades diarias preconizadas de acordo com o género e a idade (MEEK,
et al., 2010; IOM, 2001) considerando que o consumo médio nacional de acai na
forma de polpa esteja ao redor de 300 mL/dia (POF, 2011) e assumindo um teor

médio de solidos totais de 12,5%.

Tabela 6. Contribuicdo do consumo de acai para as necessidades diarias de Ca, Cu,
Fe, Mg, Mn e Zn para calculado para a média de consumo nacional. Valores

expressos como porcentagem da Ingestdo Diaria Adequada Recomendada/Ingestao

Adequada.
Crianca Crianca Homem Mulher
1-3 4-8 19-70 19-70 Gestante Lactante
Calcio 25% 17% 17% 14% 13% 13%
Cobre 200% 154% 75% 75% 68% 52%
Ferro 82% 58% 73% 32% 21% 58%
Magnésio 129% 79% 24% 32% 26% 29%
Manganés 1216% 973% 635% 811% 730% 561%
Zinco 40% 24% 11% 15% 10% 9%

Mesmo considerando a média de consumo nacional, que € menor do que a
da Regido Norte, o acai mostrou ser uma fonte de aquisicdo bastante importante de
elementos essenciais. Ressaltando a importancia do acai para o estado nutricional
da populacdo do Norte do Brasil. A integracdo de alimentos de alto valor nutricional
tém sido fortemente encorajados para amenizar o grave problema de saude publica
mundial conhecido como “fome oculta” ou “desnutricdo mineral” (KHAN; BHUTTA,
2010).

Uma dieta rica nestes elementos essenciais além dos beneficios nutricionais,
pode proteger o organismo de efeitos toxicos ambientais, o que é especialmente
importante para a Regido Norte do Brasil que é conhecidamente exposta a espécie
quimica MeHg (GROTTO, et al., 2009; YAMANE, et al., 1990) pelo consumo de
peixes contaminados.

Em termos nutricionais, destaque deve ser dado ao elemento célcio, cuja
necessidade de ingestdo diaria € uma das maiores entre 0s elementos quimicos

essenciais devido ao seu papel estrutural no organismo como principal constituinte
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da massa Ossea e outras atividades metabodlicas (EMKEY; EMKEY, 2013). Uma
porcdo de 300 mL de polpa de acai € capaz de suprir de 13 a 25% das
necessidades diarias humanas, o que chega a ser uma contribuicdo maior que a do
leite e alguns derivados (TACO, 2011).

Outra discusséo importante € sobre o agai ser ou ndo um alimento fonte de
ferro. Considerando apenas o valor de concentracéo total média de Fe, é visto que a
contribuicdo do acai para a ingestéao diaria (5,8 mg de Fe/300 g de polpa) varia de
21 a 82%, o que é bastante siginificativo se for levado em conta que a mesma
quantidade de carne bovina fornece em média 9 mg de Fe (TACO, 2011).

Entretanto, a elevada concentracdo de Mn pode levar a uma baixa
biodisponibilidade de Fe, uma vez que a similaridade quimica entre ambos faz com
gue compitam pelos mesmos transportadores sistémicos. Além disso, segundo
FITSANAKIS e colaboradores, quando a concentracdo de Mn ofertada € elevada, a
homeostasia e deposi¢ao de ferro e outros metais de transi¢do no organismo ficam
desequilibrados (FITSANAKIS, et al., 2010).

4.3. Polpa de acai como excepcional fonte alimentar de Mn X Risco toxicolégico

Neste ponto ja se pode dizer que o acai mesmo sendo uma importante fonte
de elementos essenciais em termos de necessidades diarias recomendadas,
estudos sobre a biodisponibilidade dos elementos essenciais devem ser realizados,
ja que hipoteticamente a elevada concentracédo de Mn pode modificar a absor¢do do
Fe e até mesmo de outros elementos essenciais. Para o melhor de nosso
conhecimento, ndo ha descrito na literatura um alimento que seja consumido em
porcdes significativas (0 que exclui os condimentos culinarios) e que possua
concentracdes de Mn téo elevadas quanto a polpa de acai.

Outras fontes importantes de aquisicdo de Mn na dieta s&o as nozes, cereais,
vegetais verdes folhosos e chas e comparados aos acai, todos estes alimentos
possuem concentracbes de Mn inferiores (Tabela 7) (PENNINGTON; SHOENM,
1996). Esta afirmado é valida, mesmo considerando o coeficiente de variacdo de

68% e os valores minimos e maximos de Mn encontrados nas polpas analisadas.
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Tabela 7. Comparacao da concentracdo média de Mn em acai com outros alimentos
considerados sua fonte alimentar (valores em mg/100 g m.s.)

Grupo Alimentar ou Produto Média Minimo Maéximo Referéncia
Acai 44,3 26,7 136 Presente Trabalho

Aveia 3,25 2,92 3,66 FDA, 2010

Abacaxi 1,15 0,74 1,63 FDA, 2010

Arroz Cozido 0,46 0,40 0,53 FDA, 2010

Chéa Descafeinado 0,45 0,31 0,68 FDA, 2010

Chocolate 0,88 0,25 1,45 Noél, 2012

Feijao 0,48 0,18 0,72 FDA, 2010

Paes de Trigo Integral 2,15 1,71 2,62 FDA, 2010

Tofu 0,88 0,85 0,92 Noél, 2012

Vegetais Secos 0,44 0,38 0,55 Noél, 2012

Assim, ou a polpa de acai pode ser considerada um suplemento natural de
Mn, ou ter implicagBes neurotoxicolégicas.

No que tange a essencialidade do Mn, a sua deficiéncia no organismo pode
levar a déficits de crescimento, anormalidades O0sseas e disordens reprodutivas, pois
€ necessario para o crescimento, desenvolvimento e manutencdo da saude
(SANTAMARIA; SULSKY, 2010; ZLOTKIN, et al., 1995). Este elemento quimico é
largamente encontrados em todos os tecidos do corpo humano, todavia o figado e o
cérebro possuem particularmente mais altas concentracdes, devido ao elevado
namero de mitocéndrias, organelas necessérias para a elevada demanda energética
destes orgaos. A elevada concentracdo de Mn na mitocdndria se justifica pois, a
enzima antioxidante SOD mitocondrial € dependente de Mn (ASCHNER; ASCHNER,
2005; PROHASKA, 1987).

No entanto, o consumo regular do acai juntamente a outras fontes ricas em Mn,
como os alimentos expostos na Tabela 7 e outros, pode aumentar a ingestao de Mn
para niveis tdo elevados que podem ser preocupantes. Mesmo sendo o Mn um
elemento essencial para o organismo, a sua suplementacdo de forma inadequada &
uma grande preocupacdo, uma vez que elevadas exposi¢cbes podem promover
efeitos neurotdoxicos (ASCHNER; ASCHNER, 2005; BARBEAU, 1984; KONDAKIS,
et al., 1989).

Ou seja, em contraste aos danos da deficiéncia de Mn, uma elevada ingestéo
deste elemento pode levar a danos a estrutura cerebral, causando um conjunto de
sintomas similares a Doenga de Parkinson conhecido como manganismo

(BARBEAU, 1984). Esses efeitos sdo bem descritos tanto em pessoas com pré-
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parkinsonismo assintomatico (WITHOLT, et al., 2000) ou em trabalhadores expostos
cronicamente (MERGLER, et al., 1994). Outros efeitos discutidos na atualidade, s&o
a perda da funcéo intelectual e disordens de comportamento em criancas expostas
ao Mn pela agua de beber (WASSERMAN, et al., 2006; WASSERMAN, et al., 2011).
Ainda, ASCHNER e ASCHNER publicaram um estudo demonstrando uma perda
significativa de neurénios dopaminérgicos em bebés expostos a altas concentracdes
de Mn em “papinhas” e formulas infantis (ASCHNER; ASCHNER, 2005). Entéo, por
este enfoque, € possivel estabelecer que a ingestdo da polpa de acai por criancas
deveria ser cuidadosamente avaliada.

N&o obstante, efeitos toxicos causados pelo Mn da dieta sdo controversos. Até
os anos 90, acreditava-se que os efeitos toxicos do Mn eram mais pronunciados na
exposicao via inalatoria, que conhecidamente levam ao manganismo devido a alta
biodisponibilidade do Mn por esta via (MERGLER, et al., 1994) e, ao mesmo tempo,
acreditava-se que a exposicao ao Mn via oral fosse segura, embasado na teoria de
gue a concentracdo de Mn no organismo é muito bem regulada por mecanismos
homeostasicos (BRITTON; COTZIAS, 1966; MALECKI, et al., 1996).

Pesquisas apontam que quando a oferta dietética de Mn é muito elevada,
mudancas adaptativas incluem a diminuicdo de sua absorcao gastrointestinal e sua
excrecdo hepética € proporcionalmente aumentada para a manutencdo dos niveis
séricos de Mn (DAVIS, et al., 1993, DORMAN, et al., 2002). Entretanto, ndo se sabe
ao certo o quéao eficientes estas mudancas adaptativas sdo em humanos. FINLEY
(1999), conduziram um estudo com mulheres jovens que receberam doses diarias
de Mn de 0,8 a 20 mg por 8 semanas e demonstraram que nenhum efeito
neurotoxico foi observado, embora uma absor¢cdo dose-dependente de Mn tenha
sido verificada. Por outro lado, as ja citadas evidéncias epidemiolégicas de perda
cognitiva correlacionada a intoxicacdo por Mn na agua de beber (WASSERMAN, et
al.,, 2006; WASSERMAN, et al., 2011) colocam em prova a eficiéncia destas
mudancas adaptativas.

Ora, sendo o figado o principal 6rgdo excretor de Mn e fator de risco
comprovado de acumulacdo aumentada deste elemento no SNC, tanto em modelos
animais, quanto em humanos (HERYNEK, et al., 2001; MALECKI, et al., 1999;
MONTES, et al., 2001) e a exposicdo ao Mn podendo exacerbar disfuncdes
hepéticas preexistentes (WITZLEBEN, et al., 1987) certamente pessoas portadoras
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de disordens hepaticas deveriam se abster do consumo de acai como medida
preventiva de intoxicagao.

Até hoje, o menor valor de concentracdo em que efeitos adversos do Mn foram
observados, conhecido como LOAEL (sigla do inglés — lowest observed adverse
effect level) é de 4,2 mg/dia para um individuo de 70 Kg (GREGER, 1998). A
ingestdo de uma porcdo média de polpa de acai (300 mL) excede o LOAEL diversas
vezes. Além de exceder o Limite Maximo Toleravel para todas as faixas
etariaspreocnizado pela IOM como demonstra a Tabela 8. No Brasil, assim como
nos EUA, Japao e Europa, por¢des de acai como esta ou maiores sdo comumente
consumidas por pessoas adeptas de academia como fonte de energia e
suplementacao (SABBE, et al., 2009).

Tabela 8. Quantidade média estipulada de elementos essenciais (mg/dia) fornecidos
pela ingestdo de acai para a ingestdo média nacional e da Regido Norte e seus

respectivos limites maximos toleraveis preconizados pela IOM, 2001.

Limite Maximo Toleravel (mg/dia) (IOM, 2001)

Ingestdo Média

Nacional (300 g) Crianca Crianca Adulto
(mg/dia) 1-3 anos 4-8 anos 19-50 anos
Calcio 173 (19,5 — 248) 2500 2500 3000
Cobre 0,68 (0,2 — 1,43%) 1 3 10
Ferro 58(1,3-13,4) 40 40 45
Magnésio  103* (37 — 162**) 65 110 350
Manganés 14,6%** (9** — 44**%) 2 3 11
Zinco 1,2 (0,6 — 2,2) 7 12 40

* Acima do toleravel para criancas de 1-3 anos
** Acima do toleravel para criancas de 4-8 anos
*** Acima do toleravel para adultos

No entanto, ndo ha descrito na literatura nenhum maleficio a saude creditado
ao consumo ou suplementagcédo da dieta com acai. Em contraste, efeitos benéficos
de uma ingestdo diaria balanceada de acai foram descritos pelo seu potencial efeito
antioxidante na reducdo do dano promovido por uma dieta hipercolesterolémica em

ratos. Conforme os dados defendidos em dissertagcdo de mestrado por SOUZA
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(2009), o acai foi eficiente na reducao da atividade da enzima superéxido dismutase
(MnSOD) em ratos hipercolesterolémicos, indicando um importante efeito
antioxidante. A autora acredita que a elevada concentracédo de polifendis na polpa
de acai expliguem tais resultados, no entanto, considerou a possibilidade de que
outras fragBes de nutrientes possam ser responsaveis por tal efeito.

Como o Mn da dieta, em concentracfes apropriadas, pode regular a atividade
da MnSOD (DERODA, et al., 1980), outra hipétese para este trabalho € de que a
concentracdo de Mn do acai pode regular a atividade da MnSOD e detoxificar
EROS. Portanto, estes dados séo inconsistentes com a hipotese de que o Mn em
excesso possa causar efeitos toxicos, uma vez que o desencadeamento dos seus
efeitos toxicos sé@o primordialmente via estresse oxidativo. Mas, para concluir sobre
a seguranca do Mn do acai, estudos como o de SOUZA (2009) com suplementacéo
com acai na dieta de animais, mas focados em estudos do SNC devem ser
fortemente encorajados.

Se a ingestdo diaria de polpa de acai for segura do ponto de vista de
exposicao ao Mn, isso demonstrara que os valores preconizados como tdxicos via
dieta para este elemento devem ser questionados e re-estabelecidos, principalmente
para se adequar a realidade brasileira.

4.4. Fracionamento dos elementos essenciais Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn em polpa de
acai

Trabalhos recentes tém discutido que a determinacdo de elementos
essenciais totais em alimentos, principalmente nos de origem vegetal, apesar de
bastante utilizados, trazem informa¢des incompletas sobre o valor nutricional destes
alimentos e até mesmo sobre seu risco toxicologico (ALBERTI, et al., 2004; RUZIK,
2012). Assim, a determinacao total de elementos essenciais seria importante como
uma triagem inicial no estudo de um dado alimento e identificacdo de potenciais
valores nutricionais e/ou riscos toxicolégicos como foi discutido sobre a expressiva
concentracdo de Mn nas polpas de acai analisadas.

Para o estudo de fracionamento, foi selecionada uma das amostras de polpa
de acai preparadas no laboratorio cuja concentracdes de elementos essenciais mais
se aproximassem das meédias encontradas para as 12 polpas analisadas.
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A Tabela 9 mostra a concentragédo de elementos essenciais totais na polpa
selecionada para o estudo e expde que ja na primeira etapa de preparo da amostra
para o fracionamento quimico, em que a polpa de acai liofilizada é ressuspendida
em agua e filtrada para a remocéo de particulas insolaveis, informacfes importantes
foram obtidas.

Cerca de 80% do Fe ficou retido na porgéo insoluvel, uma vez que apenas 21%
permaneceu no acai filtrado, enquanto que os demais elementos permaneceram
entre 70-81% nesta fracdo soluvel em agua.

Ainda na Tabela 9 é demonstrada a porcentagem dos elementos essenciais
que nao foram retidos na extracdo em fase sélida com coluna Sep-pak® Cis. Este

dado indica que estes elementos tém alta polaridade.

Tabela 9. Concentragédo e porcentagem de elementos essenciais recuperados no

acai filtrado e ap0s extracdo em fase sélida com coluna Sep-pak® Cis.

Acai Total Acai Filtrado Fracdo eluida
Ha/g Ma/g (% do Total) Hg/g (% do Total)
Ca 3071+392 2360 + 30 77% 1180 + 10 40%
Cu 21 +1 15+2 71% 2,0+0,1 10%
Fe 75+ 3 16+1 21% 11+1 15%
Mg 1502 + 113 1210 £ 20 81% 725+ 7 50%
Mn 434 + 29 305+ 10 70% 195+3 45%
Zn 38+3 29+1 77% 21+1 50%

A solubilidade destes elementos em agua indica que estes interagem
fracamente a compostos insolliveis como, a exemplo, as fibras insollveis e
polifendis ndo absorviveis, que ndo sdo susceptiveis a digestdo gastrointestinal e
pode ser um indicativo de elevada biodisponibilidade. Estes achados sé&o de grande
importancia visto que, a literatura mostra que o agai € um alimento rico em fibras
contendo cerca de 14 g por 100 g de fruto (m.s.) (ROGEZ, 2000; TOAIARI, et al.,
2005).

Existindo uma forte interacdo elemento quimico/fibras insoluveis, o elemento
pode ndo ser absorvivel mesmo estando em altas concentracdes, e € 0 que pode
estar ocorrendo com o Fe (REINHOLD, et al.,, 1981; HARLAND, 1989; HOUSE,
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1999; TOAIARI, et al., 2005). Outra hipotese plausivel, seria a que corrobora com a
explicagdo de POWELL e colaboradores (1998) em um estudo de biodisponibilidade
in vitro e fracionamento de elementos essenciais em cha preto sobre a baixa
biodisponibilidade de Fe em chas. Os autores, neste caso, acreditam que a baixa
solubilidade do Fe em alimentos ricos em polifendis esteja envolvida com a
predominancia do Fe na sua forma trivalente (Fe®") e que desta forma, possui alta
afinidade a polifendis ndo absorviveis da fracdo insoltvel que interagem avidamente
a espécies M3 (BRUNE, et al., 1989). Ademais, a presenca de cerca de 80% do Fe
no acai na fracdo insollvel é consistente com a discussao feita por SILVA e
colaboradores onde foi apontado que o Fe no acai forma compostos insollveis e
indisponiveis para absorcéo (SILVA, et al., 2004). Estes ultimos resultados explicam
0os achados obtidos por TOAIARI e colaboradores (2005), em que uma dieta
suplementada com acai rico em Fe ndo foi capaz de reverter um quadro anémico em
ratos. Assim, o acai ndo deve ser considerado um alimento a ser utilizado como
suplemento de Fe.

Interessantemente, ap0s a extracdo em fase sélida com a coluna Sep-pak®
Cis, utilizada para a remoc¢éo de compostos fendlicos e antocianinas (GIUSTI, et al.,
1999; HE; GIUSTI, 2011), cerca de 60% do Cu ficou retido na coluna, uma vez que
apenas 10% permaneceu na fracdo eluida (Tabela 9). Estes resultados indicam que,
sua forma majoritariamente sollvel em agua pode ser atribuida a uma forte interacéo
aos compostos fendlicos e antocianinas sollveis em agua, além de permitir concluir
que, a maior parte do Cu presente no acai ndo esta na forma livre e sim, interagindo
fortemente com a fracdo fendlica, o que provavelmente tera implicacdes na
biodisponibilidade do Cu de forma diferenciada dos demais elementos quimicos
analisados. Estudos utilizando modelos in vivo com a fragao fendlica poderiam trazer
informacgdes adicionais sobre a potencial biodisponibilidade do Cu proveniente do
acai.

O extrato aquoso (limpido e incolor) obtido da coluna Sep-pak® Cis foi
liofiizado e submetido a cromatografia preparativa a fim de obtermos o perfil
cromatografico deste extrato e a concentracdo de elementos essenciais nas fracdes

coletadas, conforme apresentado na Figura 3 abaixo:



Capitulo 1 — Resultados e Discussao 33

mV_(x100)
_etector AChT2T5nm

75

395

A)

50

4.215

25 ]

©o
o~
o~

NN 1) SN U
0 50 6.0 min

T e s
20 30 i

0.0 1.0

800
700

B)

—e— Ca
—a— Cu
—a— Fe

- Mg
—t— Mn
—e— Zn

600
500
400
120
100
80
60
40
20

-2 i

FOO FO1 FO2 FO3 FO4 FOS5 FO6 FO7 FO8 FO9 F10
Fracdes da Corrida Cromatografica

Concentragdo de Elementos Essenciais (mg/L)

Figura 3. Perfil cromatografico e distribuicdo de elementos essenciais no
extrato aguoso obtido por extracdo em fase sélida com coluna Sep-pak Cis. A)
Condi¢bes cromatograficas: coluna Phin-Pack PREP-005(H); fase movel MeOH
10%; vazdo de 10 mL/min. B) Valores plotados foram obtidos pela
determinacdo dos elementos Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn nas respectivas fracdes
coletadas.

A corrida cromatogréafica foi monitorada por 50 minutos, no entanto foram
observados sinais cromatograficos apenas na regido de tempo de retencéo (tr) de 4
minutos (Figura 3A) e demostra que o extrato aquoso eluido da coluna Sep-pak®
Cis, ndo é uma amostra complexa e que seja provavelmente formada por 1 ou 2
compostos ou grupo de compostos isolados.

Interessantemente, observa-se que a maior parte dos elementos essenciais
foram detectados nas fracdes que formam a area de pico no cromatograma (Tabela
10). Em torno de 40% dos elementos Ca, Mg, Mn e Zn foram detectados na area de
pico, indicando que o composto detectado tem uma elevada afinidade a elementos
quimicos essenciais e que uma fracdo significativa destes elementos ndo estdo na
forma de ions livres.
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Tabela 10. Concentracdo de Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn nas fracdes cromatograficas

atribuidas a area de sinal analitico do cromatograma.

Elemento FO5-FO7 Porcentagem do Total
Ca 1101 £ 114 36%
Cu 15+0,1 7%
Fe 10+2 13%
Mg 665 + 69 44%
Mn 175 £ 27 40%
Zn 17+ 2 44%

A complexagdo de elementos essenciais com compostos solliveis em agua
pode indicar uma elevada biodisponibilidade e ainda, a auséncia ou baixa
concentracdo de compostos inibidores ou até mesmo que o pH do fruto seja
desfavoravel para a interacdo destes elementos com fatores antinutricionais. De
acordo com CLYDESDALE e colaboradores, apenas o fato da existéncia de
compostos moleculares capazes de formar complexos sollveis em agua de alta
afinidade com elementos quimicos, ja facilitam a absorcdo destes pela mucosa
gastrointestinal, pois impedem a interacdo destes elementos com fatores
antinutricionais da dieta, independentemente de outros fatores (CLYDESDALE, et
al., 1991).

Assim, tudo indica que os elementos Ca, Mg, Mn e Zn estejam em formas
potencialmente biodisponiveis na polpa de acai. Entretanto uma afirmacdo mais
precisa sO podera ser feita ap0s a caracterizagdo do composto ou do grupo de
compostos detectados no cromatograma da Figura 3A.

Outra estratégia bastante empregada nos ultimos anos e que poderia trazer
informacgdes adicionais importantes, seria a bioacessibilidade in vitro em condi¢cbes
gue simulam as do trato gastorintestinal (HUR, et al., 2011). Uma sugestao seria
verificar se ha modificacdo no perfil cromatografico desta fracdo antes e apds o
ensaio de bioacessibilidade e deste modo, poderia ser avaliado se este composto,
nas condicdes digestorias, é capaz de liberar os elementos para absor¢do ou de ser
absorvido juntamente com o0s elementos essenciais na sua estrutura, em sua forma
intacta.

Finalizando o Capitulo 1, a Figura 4 esquematiza o fracionamento quimico

geral proposto e que € a maior contribuicdo deste capitulo de tese para o estudo do
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acai, uma vez que ndo ha na literatura quaisquer informacdes sobre as espécies

quimicas de elementos essenciais neste fruto.

Polpa de Acai liofilizada
10 g = 100%

1 Agitado por 30 minutos com 100 mL H,0 e
centrifugado

Extrato Aquoso
Ca: 77%, Cu: 71%, Fe: 21%, Mg: 81%, Mn: 70%, Zn: 77%

Ntragﬁo SPE - Coluna Chromabond C,g

Fragdo eluida com MeOH Fragdo eluida com agua
Ca: 37%’ Cu: 61%, Fe: 6%, Mg: 31%' Ca: 40%, Cu: 10%, Fe: 15%, Mg: 50%,
Mn: 25%, Zn: 25% Mn: 45%, Zn: 50%
Cromatografia
@ Preparativa

Interagindo fortemente com
antocianinas e outros
compostos

Area do Pico (tz= 4,4 min)
Ca: 36%, Cu: 7%, Fe: 13%, Mg:
44%, Mn: 40%, Zn: 44%

Complexado a um composto desconhecido
altamente soluvel em dgua, de especial importdncia
para Zn, Mg, Mn e Ca

Figura 4. Fracionamento dos elementos quimicos Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn na
polpa de acai liofilizada.

Do ponto de vista do risco toxicologico, ainda ha a necessidade de avaliacdo
inerente a elevada concentracdo de Mn na polpa de acai, uma vez que entre 0s
elementos Ca, Mg, Mn e Zn, apenas 0 Mn presente no acai ultrapassa os limites
maximos toleraveis preconizados (Tabela 8).

Contudo, mais estudos devem ser conduzidos para verificar se 0 consumo
frequente do acai pode causar algum efeito indesejado pelo alto teor de Mn, uma
vez que, por outro lado, varios efeitos positivos para a saude tém sido observados e
creditados a ingestdo de acai. Vérios fatores, tais como a forma quimica do Mn na
matriz do acai, sua interagdo com outros elementos quimicos e outros componentes
devem contribuir para a biodisponibilidade do Mn que no acai, que pode estar

potencialmente elevada, mas a biodisponilidade real ainda € de fato, desconhecida.
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5. Consideragdes Parciais do Capitulo 1

Os resultados obtidos neste capitulo permitem informar que a parte comestivel
do fruto do acaizeiro, utilizada para o preparo das polpas de acai € rica ndo apenas
em antioxidantes, bioativos, proteinas e lipideos, mas também € em Ca, Cu, Fe, Mg,
Mn e Zn, mesmo existindo uma significativa variacdo destes dependente da origem
dos frutos coletados. Assim, acredita-se que os frutos do acaizeiro tenham elevada
capacidade de bioacumular estes elementos e possivelmente as concentracdes
sejam também influenciadas pelo solo de plantio.

Em se tratando de valores absolutos, a polpa de acai contribui
significativamente para as necessidades diarias recomendadas de Ca, Cu, Fe, Mg,
Mn e Zn. N&o obstante, o estudo do fracionamento quimico destes elementos

quimicos demonstrou que:

¢ O Ferro (Fe) esta potencialmente indisponivel,

¢ O Cobre (Cu) interage fortemente a fracédo fendlica soltvel da polpa do acai e
gue possivelmente tera implicacbes na sua biodisponibilidade de forma

diferenciada dos demais elementos essenciais analisados;

e Cerca de 40% dos elementos Ca, Mg, Mn e Zn estdo complexados a um
composto ou classe de compostos de alta solubilidade em agua e que

potencialmente aumentam suas biodisponibilidades;

e Portanto, a polpa de acai seria um potencial alimento a ser usado como

suplemento natural de Ca, Mg, Mn e em menor expressividade para Zn;

A concentracdo de Mn na polpa de acgai processada com frutos da Regido
Norte do Brasil foi significativamente maior do que a concentragdo das demais
polpas. Embora, o teor de Mn de todas as amostras tenham expressivas
concentracfes deste elemento, destacando a importancia de estudos de avaliacéo
de risco toxicologico do consumo de polpa de acai para individuos com fatores
predisponentes para a intoxicagdo por Mn, tais como: criangas e pessoas com

doencas hepaticas.
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6. Perspectivas Futuras do Capitulo 1

Infelizmente, limitacbes de execucdo e tempo fizeram com que os dados do
Capitulo 1 desta tese de doutorado néo fossem tédo conclusivos quanto se desejaria.
Entretanto, o fato de serem dados inéditos e de questionamentos diversos, abrem
novas discussfes importantes do ponto de vista de saude publica brasileira e abrem
caminho para linhas de pesquisas futuras.

O fruto acai é um alimento especialmente interessante para obtencdo de
informacdes sobre a biodisponibilidade de elementos quimicos que vao além de sua
propria matriz, pois possui elevadas concentracbes de mais de um elemento
essencial importante, permitindo estudos sobre a interacédo existente entre eles.

Assim o estudo do acai pode contribuir para a predicdo da biodisponibilidade
de elementos quimicos nos alimentos que foi identificada como uma das principais
prioridades de pesquisa em um recente workshop de especialistas na area de
alimentos e estimativa de ingestdes diarias (CASGRAIN, et al., 2010).

Para o fechamento destes estudos e conclusGes finais pertinentes a
biodisponibilidade, aconselhamos: 1) experimentos de bioacessibilidade in vitro,
utilizando condic¢des gastrointestinais simuladas e cultura de células intestinais tanto
com a polpa de acai, quanto com as fracBes obtidas; 2) elucidacdo estrutural do
complexo contendo Ca, Mg, Mn e Zn, caminhando para uma analise de especiacao
quimica efetiva destes elementos, bem como o uso deste complexo em estudos in
vitro e in vivo para a verificacdo de seu comportamento toxicolégico; 3)
suplementacdo de acai na dieta de animais em diversos modelos experimentais tais
como: animais sadios, animais anémicos e animais jovens a fim de verificar o estado
nutricional geral, bioacumulagdo dos elementos quimicos e risco toxicolégico para o
SNC.
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Capitulo 2
Efeito do extrato metandlico da polpa de acai (Euterpe oleracea Mart.) contra a
citotoxicidade, estresse oxidativo e alteracdes funcionais induzidos por MnCl2

em culturas primarias de astroécitos

1. Revisao da Literatura

1.1. Enzimas metabolizadoras de drogas/xenobiéticos (EMD) e sua regulacéo

transcricional

Farmacos, drogas ou quaisquer xenobiodticos quando sao introduzidos nas
células e tecidos de organismos vivos, induzem uma série de reagfes celulares
compensatoérias. O motivo destas reacdes endogenas € a biotransformacao e
excrecao destes compostos para reduzir a potencial injuria que estes podem causar.

Estas reacdes sdo mediadas por enzimas metabolizadoras de drogas (EMD)
que segundo ZHANG e colaboradores (2013), sdo categorizadas em 3 grupos

baseado em sua sequéncia natural de catalise:

e Enzimas de Fase |: responsaveis por oxidar xenobiéticos;

¢ Enzimas de Fase ll: responsaveis por conjugar os produtos de reacdo de Fase
l;

e Enzimas de Fase lll: incluem os transportadores responsaveis pela retirada

destes produtos de biotransformacao de dentro das células;

A expressdo de genes de Fase | é regulada por diversos receptores
nucleares, também conhecidos como “xenosensores” (CASARETT; DOULL’S, 2013)
gue apesar do nome dado, também desempenham um papel importante na
homeostase endobidtica. Dentre esses xenosensores estdo: 0s receptores de
hidrocarbonetos aromaticos (AhR); receptores nucleares 0rfaos, como os receptores
androstanos constitutivos (CAR) e pregnanos X (PXR). Sendo que, cada um destes
receptores interage com uma sequéncia particular nos genes-alvo das enzimas de

Fase | para efetuar seus efeitos (XU, et al., 2005).
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O maior regulador de genes de Fase Il é o fator nuclear eritréide 2
relacionado ao fator 2 (Nrf2) que interage com o elemento de resposta antioxidante
(ARE) (ITOH, et al., 1997). Ja a regulacéo transcricional dos genes de Fase Ill ndo é
completamente entendida. Todavia, sabe-se que ha alguma interacdo entre 0s
mecanismos de regulacdo das enzimas de Fase |, Il e Il (RUSHMORE; KONG,
2002; ZHANG, 2013).

A distribuicéo e funcdo das EMD de Fase |, Il e lll estdo resumidas na Tabela

11 extraida e adaptada para o portugués de ZHANG e colaboradores (2013):

Tabela 11. Distribuicdo e fun¢des majoritarias das enzimas metabolizadoras de
drogas/xenobiéticos segundo ZHANG (2013).

Categorias Enzimas Localizagao Funcodes
Aldo-ceto redutase (AKR) Oxida. reduz e
Carboxilesterases (CES) Figado, '

hidrolisa

Fase | Citocromo P450 pulmdes, xenobiblicos
monooxigenases (CYP) TGl e rins
Epodxido hidrolase
Conjuga
y-glutamilcisteina sintetase (GCL) xenobidticos ou
Glutationa peroxidase (GPx) endobidticos
Glutationa S-transferase (GST) via acetilacéo,

Heme oxigenase (HO-1) glucuronidacao,

N-acetiltransferase (NAT) varias glutationilagéo,
e dependem o
NADPH quinina metilacéo,
Fase Il . de genes "
oxiredutase 1 (NQO-1) especificos sulfacéo,
Peroxiredoxina (PRX) 2 suas tornando-os
Sulfiredoxina (SRXN) subfamilias mais
Sulfotransferase (SULT) hidrofilicos; ou
Tioredoxina redutase (TrxR) deghr:gﬁ'a(lagga de
UDP-glucoronosiltransferase (UGT) .
guinona
Proteina associada a Transporta ou
resistencia multidroga (MRP) Cérebro, P
; o . . excreta
Anion organico transportador figado, ~
. . . metabdolitos
Fase llI de polipeptideo (OATP2) Intestino e
) . : para fora das
Glicoproteina-P (P-gp) Rins células

Transportadores
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1.2. Ativagéao do fator de transcri¢céo Nrf2 no estresse oxidativo

A proteina de citoesqueleto analoga a Kelp associada a ECH (Keap-1) e o
fator de transcricdo Nrf2 funcionam como xenosensores com a primordial funcédo de
induzir enzimas antioxidantes em resposta ao estresse oxidativo, que sao
frequentemente associadas a biotransformacgéo de xenobidticos. A interacao do fator
de transcricdo Nrf2 com a regido do DNA conhecida como elemento de resposta
antioxidante (ARE) ou ainda como elemento de resposta eletrofilica, induz enzimas
que detoxificam eletréfilos e metabdlitos que geram espécies reativas de oxigénio
(EROS). Dentre estas enzimas se pode citar: glutationa transferase (GST1),
hidrolase epdxido microssomal, aldo-ceto redutase (AKR7A), NAD(P)H-quinona
oxiredutase (NQO1) e glutamato-cisteina ligase (GCL) uma enzima responsavel por
uma etapa limitante de velocidade na sintese da glutationa (CASARETT; DOULL,
2013).

Em condi¢cBes basais, Keapl age como um supressor dos efeitos de Nrf2,
ligando-se a Nrf2 no citoplasma e promovendo sua ubiquitinacdo e degradacdo. Na
presenca de EROS, Keapl é inativado e libera Nrf2 resultando em sua translocacéo
nuclear onde interage com ARE para a sintese das enzimas ja citadas (DINKOVA-
KOSTOVA, et al., 2002; ITOH, et al., 1999). No entanto, além de Keapl, a atividade
de Nrf2 também ¢é regulada pela interacdo com a proteina redox-sensitiva
PARK7/DJ-1, que pode inibir a interacdo Nrf2-Keapl atenuando a protedlise de Nrf2
(CLEMENTS, et al., 2006). Mutacdes na proteina PARK/DJ-1, sdo associadas com a
Doencga de Parkinson (LEV, et al., 2006), no qual o estresse oxidativo também
desempenha um importante papel na neurodegeneracéo. Estas ativacoes/inibicdes

de Nrf2 estdo esquematizadas na Figura 5:
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Figura 5. Regulacédo e ativacdo de Nrf2 sob condicdes basais e estresse. Em
condicOes basais, Keapl impede a translocacéo de Nrf2 para o nacleo e facilita
a degradacdo de Nrf2 mediada por ubiquitina. Em condi¢cdes de estresse,
Sens2 induz a degradacdo de Keapl, liberando Nrf2. Nrf2 é fosforilado e
ativado sob a protecdo de DJ1 seguido de sua translocacdo nuclear. No
nucleo, Nrf2 ativo interage com o elemento de resposta antioxidante (ARE) e
em coordenacdo com diversos co-fatores (Maf) induz a expressédo de genes
antioxidantes. Esquema extraido de GUPTE e colaboradores (2013) e adaptado

para o portugués.

Assim, a ativacdo de Nrf2 se da por vias pos-traducionais (TONG, et al.,
2006), quer seja via Keapl (a mais comum) ou por vias independentes de Keapl
gue embora pouco entendidas ja ha evidéncias a cerca de suas existéncias (RADA,
et al., 2012; ROJO, et al., 2012). Ademais, a cascata de sinalizagdo promovida pelo
Nrf2 tem sido chamada na literatura como “antioxidant master switch” pelo seu papel
crucial na resposta antioxidante.

Por isso, revisdes recentes na literatura tém comentado o potencial da cascata
de ativacdo de Nrf2 como um novo alvo terapéutico no desenvolvimento de farmacos
para diversas patologias em que o estresse oxidativo esta envolvido (GUPTE, et al.,
2013; VOMHOF-DEKREY; PICKLO, 2012; YANG, et al., 2013).
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1.3. Nrf2 na neurodegeneracéao e neurotoxicidade

Uma série de trabalhos recentes tem reportado a alteracdo da expresséo de
enzimas metabolizadoras de Fase Il nos tecidos post-mortem de pacientes com
varias doencas neurolégicas (LINKER, et al.,, 2011; RAMSEY, et al., 2007;
SARLETTE, et al., 2008; VAN-HORSSEN, et al., 2010). E, a aplicacao de indutores
de Nrf2 tém sido especulada como potenciais farmacos para o tratamento de
distarbios neurolégicos, tanto de natureza aguda, a exemplo: danos por traumatismo
craniano (YAN, et al., 2008; YAN, et al., 2009) e acidente vascular cerebral (AVC)
(TANAKA, et al.,, 2011); quanto crbnicas, incluindo as exposi¢bes a elementos
neurotéxicos e doencas neurodegenerativas (KUMAGAI, et al., 2013; NOUHI, et al.,
2011; ZHANG, et al., 2013).

No que tange ao Mn, elemento de conhecida neurotoxicidade e foco desta
tese, 0 aumento da expressdo de Nrf2 tem sido apontada como um importante
mecanismo adaptativo em cultura de células em resposta ao estresse oxidativo
causados por EROS provenientes de danos mitocondriais causados pelo Mn (LEE,
et al., 2012; LI, et al., 2011).

Com o modelo C.elegans, muito utilizado em estudos de neurodegeneracéo,
BENEDETTO e colaboradores (2010) demonstraram que a perda da proteina SKN-1
(proteina homologa a Nrf2 de mamiferos) aumenta a sensibilidade do modelo aos
danos oxidativos causados por Mn que no estudo incluiram: oxidacdo de dopamina,
geracdo de EROS e peroxidacdo lipidica. Ainda neste estudo, o préprio Mn foi capaz
de induzir SKN-1 e a producdo de proteinas antioxidantes como mecanismo de
defesa (BENEDETTO, et al., 2010; CHAKRABORTY; ASCHNER, 2012).

Um estudo em ratos, também demonstra que a intoxicagdo aguda por Mn
aumenta a concentracdo de Nrf2 hepatico e sua translocacao do citoplasma para o
nacleo (CASALINO, et al., 2007). Outro estudo em camundongos Knockout de
gendtipo Nrf2-/Nrf2-, demonstrou que este genétipo aumenta a susceptibilidade aos
efeitos pré-oxidantes causados pelo fungicida a base de Mn, Maneb, no hipocampo.
A toxicidade foi creditada em parte aos danos oxidativos diretos do Mn
(KURZATKOWSKI; TROMBETTA, 2013).
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1.4. O papel dos astrécitos na neurodegeneracdo/neurotoxicidade

O tecido cerebral de mamiferos € basicamente formado de neurfnios e
células da glia. Dentre os tipos celulares formadores da glia estdo os astrocitos,
oligodendrocitos e microglia, sendo os astrécitos o tipo celular mais abundante
dentre eles. O cérebro humano possui em torno de 10'2 células em que
aproximadamente 9x10!! sdo células da glia (KIMELBERG; NEDERGAARD, 2010)
tendo os astrécitos como formadores de aproximadamente 50% do volume
encefélico humano (CHEN, et al., 2006).

Conhecimentos recentes indicam que o0s astrocitos sdo criticos para
processos como o desenvolvimento e/ou manutencéo das caracteristicas da barreira
hematoencefalica, promocdo do acoplamento neurovascular, atracdo de células
através da liberacdo de quimiocinas, manutencdo do metabolismo geral do SNC,
controle do pH cerebral, captacdo de glutamato e GABA através de transportadores
especificos e producdo de antioxidantes (KIMELBERG; NEDERGAARD, 2010;
PARPURA, et al., 2011; VOLTERRA; MELDOLESI, 2005).

Neurdnios sdo mais susceptiveis ao dano do que 0s astrocitos por possuirem
limitada capacidade antioxidante e por dependerem fortemente de seu acoplamento
metabolico aos astrécitos para suas sobrevivéncias (HAMBY; SOFRONIEW, 2010).
Tanto em circunstancias normais, quanto apos injuria cerebral, astrocitos apoiam a
funcdo neuronal provendo protecdo antioxidante, substratos para o metabolismo
neuronal e remocdo de glutamato da fenda sinaptica (BARRETO, et al.,, 2011;
GREVE; ZINK, 2009).

Apesar da maior resisténcia ao dano dos astrocitos em detrimento dos
neurdnios, astrocitos demoram mais tempo para retomar suas fungdes normais apos
estados de injuria e, danos severos que resultem em disfuncdo dos astrocitos, pode
levar indiretamente ao aumento da morte neuronal (GREVE; ZINK, 2009). Quando
h& a quebra da condicdo homeostasica cerebral e/ou indu¢cdo de dano (como no
estresse oxidativo/nitrosativo) as fungbes de suporte desempenhadas pelos
astrocitos podem ficar de forma temporaria ou permanente prejudicada e assim,
subsequentemente, afetar as células neuronais desencadeando condi¢oes
patologicas e doencas neurodegenerativas.

E bem estabelecido que os astrocitos e microglia sdo responsaveis por

manter a homeostasia redox nos neurdnios. Astrécitos fornecem glutationa (GSH)
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para os neurbnios (ANDERSON, et al., 2003; DRINGER, et al., 2000) além de
precursores para a sintese de GSH, como Cys-Gly e yGlu-Cys da hidrélise de GSH
(DRINGER, et al., 1999; QIN, et al., 2006).

Outra funcdo importante e intimamente ligada ao estresse oxidativo € a
remocdo de glutamato da fenda sinaptica que, além de manter o ciclo glutamato-
glutamina ativo (uma das fun¢gBes de maior demanda energética nos astrécitos)
protegem os neurdnios da excitotoxicidade do glutamato que € relacionado a morte
neuronal e processos neurodegenerativos (GILLESSEN, et al., 2002).

Além disso, acredita-se que elevada concentracdo de Nrf2 nuclear nos
astrocitos faca com que mais GSH seja liberado para os neurdnios, protegendo-os

da toxicidade do glutamato em culturas de neurdnios e glia (SHIH, et al., 2003).

1.5. Sistema glutationa

A molécula de glutationa é composta pelos aminoacidos &acido glutamico,
cisteina e glicina e sua funcao antioxidante é crucial para a homeostase do SNC,
assim como de outros tipos celulares no organismo e na sua forma reduzida (GSH)
detoxifica diversas espécies reativas como superéxido, NO, radical hidroxil e
peroxinitrito (AOYAMA, et al., 2008) e ainda, possui a funcdo de reservatério de
cisteina protegendo contra a toxicidade promovida por excesso de cisteina livre
(JANAKI, et al., 2000). A enzima catalase também é responsavel por detoxificar o
peréxido de hidrogénio, todavia sua localizagéo esta restringida ao peroxissomo, o
gue torna o sistema glutationa particularmente importante para as mitocéndrias, a
organela fisiologicamente e patologicamente responsavel pela geracdo de EROS
(FERNANDEZ-CHECA, et al., 1997; GARCIA-RUIZ; FERNANDEZ-CHECA, 2006).

No sistema glutationa existem basicamente trés grupos de enzimas
subdivididos em: 1)- enzimas que catalisam sua biosintese; 2)- enzimas que
transferem GSH para seus substratos; 3)- enzimas que catalisam a reducao de
GSSG. O fator Nrf2 governa a expressao de todas estas enzimas, com participacao
de outras vias de sinalizacdo sensivel ao ambiente redox como a AP-1 (ILES, et al.,
2005; ZHANG, et al., 2007) e NF-kB (YANG, et al., 2001).

A sintese de GSH requer a acdo sequencial de duas enzimas. A primeira

enzima € a y-glutamilcisteina-sintetase (GCL) responsavel por ligar um glutamato a
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uma cisteina sendo esta, a etapa de maior controle na velocidade da producéo de
GSH. A inducao da GCL aumenta a velocidade da sintese de GSH sob condi¢des de
estresse oxidativo e também na diminuicdo da concentracdo de GSH intracelular
(LEE; JOHNSON, 2004). A segunda enzima é a glutationa sintetase que adiciona
uma glicina ao dipeptideo previamente formado. A indugdo de GSH sintetase via
aumento de expressédo de Nrf2 foi demonstrado por SHIH e colaboradores (2003).
Além disso, Nrf2 controla a expressao de alguns transportadores de membrana que
mediam a entrada destes aminoacidos como, por exemplo, o transportador EAAC1
nos neurdnios. Esta regulacdo é feita a fim de limitar ou aumentar a disposicao
destes animoacidos para a sintese de novo de GSH dependendo das condi¢des
intracelulares (ESCARTIN, et al., 2011).

A transferéncia da GSH para seus substratos € mediada por diversas enzimas.
Duas enzimas especificas e muito estudadas que catalisam este processo sdo a
glutationa peroxidase (GPx) (CHO, et al., 2005; SINGH, et al., 2006) e a glutationa
S-transferase (GST) (SHIH, et al., 2003). Existem oito isoenzimas de GPx descritas,
conhecidas como GPx1 a GPx8 e sua funcdo é diminuir a concentracédo de peréxido
de hidrogénio intracelular e lipidios oxidados. A GST, por sua vez, tem como funcéo
conjugar a GSH a eletréfilos e xenobidticos (RAZA, 2011).

A glutationa redutase (GR) € responsavel por reciclar a GSSG, convertendo-a
novamente a GSH em um processo dependente de NADPH. No entanto, o papel

neuroprotetor da expresséo de GR ainda ndo € bem compreendido.

1.6. Ciclo do glutamato-glutamina

Uma das funcdes mais bem caracterizadas dos astrocitos é a rapida remocao
de neurotransmissores da fenda sinaptica, essencial para o término do estimulo
nervoso e manutencdo da excitabilidade neuronal. Este papel € especialmente
critico para o glutamato, o neurotransmissor excitatério primario do cérebro e
também precursor imediato para sintese do acido y-aminobutirico (GABA),
neurotransmissor inibitério. Uma super-estimulacédo de receptores glutamatérgicos
pode ser altamente téxica para os neurbnios e este fenbmeno é conhecido como
excitotoxicidade (BELANGER, et al., 2011).
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A captacdo do glutamato €& primariamente feita por transportadores
astrocitéarios de alta afinidade e Na* dependentes (GLT-1) e transportadores
glutamato-aspartato (GLAST). Em humanos, estes transportadores correspondem
respectivamente a EAAT2 e EAAT1 (BAK, et al., 2006). Esta remoc¢ao do glutamato
da fenda sinaptica acontece contra o gradiente de concentragdo, uma vez que a
concentracdo de glutamato extracelular normalmente € em torno de 10 micromolar e
muito menor que o glutamato intracelular que, nos astrocitos, esta na escala de
milimolares (ERECINSKA; SILVER, 1990). Para a entrada de cada ion glutamato
pelos transportadores citados sdo movimentados 3 ions de Na* + 1 ion H* para
dentro da célula e 1 ion K* para fora da célula. O que torna a captacdo de glutamato
um dos processos de maior demanda energética no cérebro com grande gasto de
ATP nos astrocitos (SIBSON, et al.,, 1998). Sendo, portanto, um dos primeiros
processos a ser prejudicado em condi¢cbes homeostasicas desfavoraveis.

Apds a remocédo do glutamato via transportadores, os astrocitos o converte em
glutamina que € prontamente liberada para os neurdnios como substrato para a
sintese de glutamato, fechando o ciclo. Este € um mecanismo importante para a
manutencdo das concentracdes ideais de glutamato nos neurdnios e no ambiente
extracelular, uma vez que em condi¢cdes normais, apenas 0s astrocitos possuem a
enzima glutamina sintetase (GS) responsavel pela conversdo de glutamato em
glutamina pela adicdo de uma anima a sua estrutura. Este processo de remocéao de
glutamato e liberacdo de glutamina pelos astrécitos € conhecido como ciclo do
glutamato-glutamina (BAK, et al., 2006; MCKENNA, 2007).

1.7. Implicagdes do estresse oxidativo no sistema glutationa e ciclo glutamato-

glutamina

Ambos sistema glutationa e ciclo do glutamato-glutamina entre astrdcitos e
neurdnios (esquematizados na Figura 6) sdo afetados por modificacdes bruscas no
ambiente redox, com implicacbes negativas para a neurotransmissdo e o0
desencadeamento de mecanismos moleculares compensatorios de elevado refino e
complexidade no SNC. Isso ocorre como uma auto-protecdo do SNC pois a
exposicao a toxicantes e algumas patologias podem aumentar muito a geracéo de
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EROS a ponto do sistema glutationa ndo ser capaz de detoxifica-los eficientemente,

podendo levar a neurotoxicidade e até mesmo a neurodegeneracao.

Neurdnios Astrocitos Capilar

Gin«

!

Glu

Glu—™

1

Depofarization

Figura 6. Representacao simplificada do sistema GSH e ciclo do glutamato-
glutamina. (Extraido e adaptado para o portugués de BELANGER e
MAGISTRETTI, 2009). Ciclo glutamato-glutamina (em rosa): Transportadores
astrocitarios de aminoacidos excitatorios (EAATs)sdo responsaveis pela
captacdo de uma fracdo significativa do glutamato da fenda sinaptica.
Glutamato é convertido em glutamina pela glutamina sintetase (GS) e
devolvida para os neurdnios para nova sintese de glutamato. Ciclo do Lactato
(em azul): Captacdo de glutamato pelos astrocitos é acompanhada pela
entrada de Na* pela acdo da Na*/K* ATPase. O aumento da razdo ADP/ATP
desencadeia a utilizacdo anaerdbica de glicose. Tampao de K* (em laranja):
astrocitos tamponam o excesso de K* liberado para o meio extracelular como
resultado da atividade neuronal. Sistema GSH (em verde): Astrécitos liberam
GSH para o meio extracelular onde é clivada pela enzima y-glutamil

transpeptidase (yGT) resultando em CysGly e glutamato.
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1.8. Mecanismos de neurotoxicidade do Mn induzido via estresse oxidativo

Apesar de sua comprovada essencialidade para a manutencao das funcdes
vitais em mamiferos, o Mn pode induzir efeitos toxicos em altas concentracées com
efeitos toxicoldgicos para as estruturas cerebrais, caracterizado por um conjunto de
sinais clinicos e lesdes morfologicas similares ao Parkinsonismo (RACETTE, et al.,
2001). O quadro clinico de intoxicacdo por Mn tém sido denominado de manganismo
(BARBEAU, 1984) ou ainda locura manganica devido aos efeitos neuropsiquiatricos
(FINKELSTEIN, et al., 2007). O manganismo ainda partilha com o Parkinsonismo,
multiplos mecanismos comuns a nivel celular que levam a neurodegeneracao
dopaminérgica, tais como: disfuncdo mitocondrial, transducdo de sinal aberrante,
estresse oxidativo, agregacao protéica, e ativacdo de morte celular (DOBSON, et al.,
2004; HAMAI; BONDY, 2010; KITAZAWA, et al., 2005; BOWMAN, et al., 2011).

Um dos mecanismos propostos para a inducdo da neurotoxicidade do Mn é
uma cascata de danos oxidativos que é potencializada pelo sinergismo entre
excesso de Mn, altas concentracbes de Fe naturalmente presentes no SNC e
dopamina que sdo encontrados nos nucleos da base, regido cerebral mais afetada
pelo Mn (ASCHNER, 1997). O cérebro, em geral, é altamente susceptivel ao dano
oxidativo devido sua alta taxa de metabolismo, alta concentracdo de acidos graxos
poliinsaturados e relativamente baixa concentracdo de enzimas antioxidantes em
comparacao com os demais 6rgéos.

Pesquisadores tém postulado que a elevada concentragdo de Mn pode
acelerar significativamente a oxidacdo da dopamina e outras catecolaminas e
paralelamente amplificar a formacéo de EROS (SLOOT, et al., 1996). DONALDSON
e colaboradores demonstraram evidéncias de que o Mn divalente (Mn?*) cataliza
reacoes do tipo Fenton que geram radicais hidroxil, desencadeando degradacao
proteolitica e diminuicdo de reservas de GSH (DONALDSON, et al., 1980; WEDLER,
1993).

ARCHIBALD e TYREE postularam que o real neurotoxicante problema seja o
Mn na forma trivalente (Mn*3). Mesmo apés a exposicdo ao Mn em outros estados
de oxidagdo, tais como +2, +3, ou +4, estes irdo, in vivo, através de oxidacao
espontanéa ou dismutacédo, atividade peroxidativa, ou ainda oxidagdo mediada por
EROS, dar origem ao Mn trivalente, quer na forma de complexos simples, quer

talvez ligado a catecolaminas destruindo oxidativamente dopamina, epinefrina,
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norepinefrina e seus precursores de maneira bastante eficiente (ARCHIBALD;
TYREE, 1987). Seguindo esta hipotese de interconversdo in vivo, o estudo da
toxicidade do Mn se torna valido independente do estado de oxidacdo empregado
para expor células e animais.

Em nivel celular, o Mn preferencialmente se acumula na mitocondria
prejudicando a fosforilagdo oxidativa e aumentando a geracdo de EROS (GUNTER,
et al., 2006). A excessiva formacdo de EROS induz a oxidacdo das membranas
lipidicas (formada por &cidos graxos poliinsaturados), produzindo uma gama de
produtos de lipoperoxidacdo. Uma familia destes produtos sdo os Fz-isoprostanos
(F2-IsoPs), que sdo moléculas prostaglandina-similares produzidas pela peroxidacéo
do acido aracdénico mediada por radicais livres (MORROW,; ROBERTS, 1999). Este
biomarcador de estresse oxidativo tém sido investigado em varios modelos in vivo e
in vitro associado a dano causado por radicais livres. E, estudo prévio aponta que
culturas primérias de astrécitos expostas a concentracéo de 500 uM de MnClz por 2
a 6 horas demonstram uma elevada concentracdo de F2-IsoPs quando comparado
as células controle (MILATOVIC, et al., 2007).

O transportador astrocitario GLAST, um dos responsaveis pela remocao de
glutamato da fenda sinaptica, por sua vez, tem sua expressdo reduzida na
exposicdo ao Mn (ERIKSON, et al., 2002; ERIKSON; ASCHNER, 2002) e que pode
ser novamente normalizada com o uso de antioxidantes, demontrando que o
estresse oxidativo esta relacionado a expressdo diminuida e/ou inibicdo destes
transportadores (LEE, et al., 2009). A disfuncédo deste transportador pode elevar a
concentracdo de glutamato na fenda sinaptica e desencadear um processo de
excitotoxicidade que causa apoptose neuronal. Assim, distdrbios na captacdo de
glutamato modificam o ciclo glutamato-glutamina entre neurénios e astrocitos e este
tem sido postulado como um dos maiores executores da neurotoxicidade do Mn
(BROUILLET, et al.,, 1993; LEE, et al., 2009; SIDORIK-WEGRZYNOWICZ, et al.,
2010).

Estudos prévios demonstram que a propria exposicdo ao Mn é capaz de
aumentar a expressao de Nrf2 em astrocitos, mas nao parece ser suficiente para
reverter o estresse oxidativo desencadeado (LEE, et al., 2012; LI, et al., 2011).

Neste ponto, mesmo ndo sendo conhecido o mecanismo completo da indugéo
de danos neuroldgicos por Mn, o estresse oxidativo gerado e a desregulagdo do

ciclo glutamato-glutamina em astrécitos devido a elevadas concentracdes de Mn,
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mais a sua especifica habilidade em acumular Mn, séo indicios de que os astrocitos
sejam importantes sitios de inducao ao dano pelo Mn e de que o fator de transcri¢cao

Nrf2 esteja intimidamente envolvido nestes eventos.

1.9. Polifen6is como estratégia nutricional e nutracéutica contra o estresse

oxidativo e modulacao de Nrf2

Nas ultimas décadas, a tendéncia em se discutir o impacto da nutricdo sobre
a salde veio aumentando gradativamente. Mas, apenas nos ultimos anos que este
conhecimento se solidificou no meio cientifico por meio de um crescente niamero de
publicacdes e descobertas mecanisticas.

Hoje € claro que vérias frutas e vegetais contém fitoquimicos que podem
prevenir doengas (CRAIG, 1997, DEWEERDT, 2011; SPENCER, 2010) mesmo sem
se relacionar qualquer efeito farmacol6gico ou sindromes de deficiéncia. Este saber,
foi primeiramente e, acima de tudo, sugerido por tradi¢cdes culturais a cerca de dietas
saudaveis e medicinas ndo-convencionais. E que, apenas ganhou atencao cientifica
apos os frequentes e inUmeros estudos epidemiolégicos e estatisticos evidenciando
a diminuicdo do risco relativo a doencas dependente de dietas ricas em
antioxidantes.

A maior parte dos estudos com diversos modelos de dietas ricas em
antioxidantes contra diferentes doencas cronicas e o cancer tém atribuido os efeitos
benéficos a habilidade destas substancias em agir diretamente contra a formacgéo ou
propagacéo das EROS (AMES, et al., 1993). Outros trabalhos recentes reconhecem
um efeito binario, afirmando que os compostos antioxidantes podem agir tanto
diretamente contra os EROS, quanto indiretamente regulando as defesas
antioxidantes enddgenas principalmente via Nrf2/ARE, mas também por outras vias
de sinalizacao celular (KANG, et al., 2012; KELSEY, et al., 2010).

Para outros pesquisadores, a vertente do efeito indireto dos antioxidantes da
dieta faz mais sentido e defendem que esta € a Unica forma de protecdo dos
compostos antioxidantes cineticamente possivel em modelo in vivo. FORMAN e
colaboradores (2013) exemplificando estudos com polifendis, discutiram que 0s
efeitos antioxidantes diretos relatados na literatura ndo se encaixam a quaisquer

dados cinéticos e afirmam a existéncia de um erro epistemoldgico, pois o efeito
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antioxidante direto destas substancias sequestrando EROS na verdade néo existe.
Para estes autores, a Unica substancia da dieta com efeito antioxidante direto
comprovado seria a vitamina E.

Assim, por estarmos no auge das descobertas mecanisticas da ativacdo de
Nrf2 nas doencas cronicas e discussdes sobre seu potencial como alvo terapéutico,
os polifendis emergem como uma classe de compostos a ser melhor estudada na
triagem de possiveis farmacos e antidotos contra intoxicacfes, cujo estresse
oxidativo esteja associado.

Estes polifendis sdo um grupo de substancias quimicas encontradas em
plantas e caracterizadas pela presenca de anéis aromaticos contendo uma ou mais
hidroxilas. Trabalhos sobre a regulacdo de Nrf2 se concentram em grande parte a
este grupo de compostos, a exemplo, estudos com o resveratrol, catechinas e
antocianinas tém sido publicados (CHENG, et al., 2012; RODRIGUEZ-RAMIRO, et
al., 2012), gracas as suas elevadas capacidades antiinflamatérias e antioxidantes
(MANACH, et al., 2004) e ja com evidéncias de efeitos reguladores em astrécitos
(ERLANK, et al., 2011).

Estes compostos tém demonstrado um alto poder de ativacdo de Nrf2
provavelmente por inibir a ubiquitinagdo do mesmo. N&o obstante, o consenso atual
é de a degradacao de Nrf2 mediado por Keapl ocorre exclusivamente no citoplasma
(DINKOVA-KOSTOVA, et al., 2005; WATAI, et al., 2007). Mas, um estudo recente de
LI e colaboradores (2012) demonstrou que a inibicdo de Nrf2, ubiquitinacdo e
degradacdo também podem ocorrer no ndcleo. O que evidencia que 0s mecanismos
de ativacédo de Nrf2 ainda dependem de estudos para ser completamente elucidado.

O resveratrol é um polifenol comumente encontrado em vinhos e frutas
vermelhas (RIMANDO, et al., 2004) e pesquisas recentes tém demonstrado sua
habilidade em regular a expressao de Nrf2 protegendo queratinécitos do estresse
oxidativo causado por raios ultravioleta (LIU, et al., 2011). Outro trabalho demonstrou
gue o resveratrol normalizou a expresséao renal de Nrf2/Keapl em ratos diabéticos e
aumentou a expressdo das enzimas SOD, CAT, GPx e outras (PALSAMY;
SUBRAMANIAN, 2011).

As catequinas que sao mondmeros de flavondides que se reunem para formar
diversos polifenois conhecidos como a catechina, epicatechina, epigalocatechinas e
muitas outras estruturas. Estdo largamente presentes em chas e frutas e suas

capacidades antioxidante, antiinflamatoria e antitumorigénica sdo conhecidas e é
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sabido que agem em varios caminhos de sinalizacdo celular, incluindo NF-kB e Nrf2
(JIANG, et al., 2012; NA; SURH, 2008; SAHIN, et al., 2010).

No caso especifico da epigalocatechina-3-galato (EGCG) estudada por NA e
SURH (2008), os autores acreditam que o aumento da regulacdo das enzimas de
Fase Il via Nrf2 na presenca de EGCG possa ocorrer por trés caminhos. Primeiro,
EGCG na forma oxidada ou reativa possa ser conjugada a GSH, o que diminuiria a
concentracdo de GSH celular, levando a disordens redox e desencadeando a
fosforilacdo de Nrf2. Segundo, alguma forma reativa de EGCG pode estar
interagindo diretamente com os residuos de cisteina de Keapl, dissociando Nrf2.
Em uma terceira hip6tese, a geracdo de EROS pela auto-oxidacdo de EGCG pode
estimular a fosforilacdo de Nrf2 pela ativacdo de quinases e oxidar os tidis de Keapl,
facilitando a translocacéo de Nrf2.

Um grande grupo de compostos fendlicos séo os flavondides e ainda, dentro
deste o subgrupo das antocianinas. Estas estdo amplamente distribuidas em frutas,
chés e vinhos e sdo famosos pelo seu alto poder antioxidante (SUN, et al., 2002).
N&o obstante, estudos envolvendo Nrf2 e a classe das antocianinas ainda séo
escassos (CIMINO, et al., 2013; KROPAT, et al., 2013; SHIH, et al., 2010; THOPPIL,
et al.,, 2012), mas seu potencial uso contra doencas neurodegenerativas €
comentado em ensaios in vitro e em modelos in vivo (BUTTERFIELD, et al., 2002;
MANDEL; YOUDIM, 2004; SHIH, et al., 2010).

Ademais, as antocianinas glicosidicas possuem elevada capacidade de
penetrar a barreira hematoencefalica (BAUR; SINCLAIR, 2006), tornando-as
atraentes na investigacdo de suas propriedades neuroprotetoras tanto frente a
doencas neurodegenerativas, quanto nas exposicdes a elementos altamente
neurotéxicos, tais como o Mn, que para nosso conhecimento ainda ndo foram

investigadas.

1.10. Hipotese do efeito neuroprotetor do extrato metandlico da polpa de acai

contra o estresse oxidativo via Nrf2

Neste ponto, é claro o efeito benéfico dos compostos fendlicos contra
doencgas cronicas. Muitas evidéncias recentes demonstram que este efeito dos

polifendis da dieta aconteca via modulacéo do fator de transcricao Nrf2.
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STINTZING e colaboradores (2002) demonstraram que misturas de
antocianinas apresentam efeitos antioxidantes sinérgicos, ou seja, tendem a ser
mais antioxidantes do que seus compostos isolados. A polpa de acai é
extremamente rica em antocianinas e diversos outros polifendis (SCHAUSS, et al.,
2006a). E, até o presente momento da escrita desta tese, ndo ha trabalho realizado
com os frutos do agaizeiro na literatura relacionando seu efeito neuroprotetor contra
0 estresse oxidativo induzido por elementos quimicos e seu efeito na concentracao
de Nrf2 celular.

POULOSE e colaboradores (2012) demonstraram que 0 extrato metandlico e
etandlico de polpa de acai foram capazes de reduzir a concentracdo de alguns
fatores de transcricao relacionados a inflamacdo como NF-kB e TNFa em cultura de
microglia de camundongos. Entretanto, Nrf2 ndo foi analisado neste estudo.

O Capitulo 1 desta tese demonstrou e discutiu a presenca de concentracdes
de Mn extremamente elevadas em polpas de acai, cujo efeito toxicolégico tanto para
guem ingere as polpas, quanto para o proprio fruto, ndo é conhecido ou reportado
pela literatura.

Assim a hip6tese gerada e trabalhada neste Capitulo 2 foi de que, devido a
elevada e incomum concentracdo de Mn presente no acai, a matriz do préprio fruto
pode conter metabdlitos secundarios que estejam envolvidos em mecanismos de
auto-defesa da planta contra um potencial estresse oxidativo causado pelo Mn
(MANACH, et al., 2004). Estes metabdlitos poderiam ndo apenas proteger o préprio
fruto do estresse oxidativo, como também proteger quem ingere o fruto, que
explicaria porque nenhum efeito toxico da ingestdo do agai tenha sido relatado até
hoje.

Assim foram delineados experimentos de neuroprotecdo in vitro na
Universidade de Vanderbilt (Nashville, TN, EUA) na Laboratorio do Professor
Michael Aschner, que é especialista em neurotoxicidade do Mn.

Para tanto, foi utilizado como componente potencialmente neuroprotetor o

extrato metandlico obtido no Capitulo 1 (Vide Figura 4 do Capitulo 1) que devido as
etapas de fracionamento anteriores, possui relativamente baixa concentracédo de Mn
(cerca de 25% do total) e cujo alguns efeitos biologicos ja foram demonstrados

(POULOSE, et al., 2012). E como componente neurotéxico, foi utilizado o Mn na

forma de MnCl2 na concentragdo de 500 uM, cuja neurotoxicidade ja é bem

estabelecida.
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2. Objetivo do Capitulo 2

Caracterizar o potencial antioxidante do extrato metandlico de polpa de acai e
avaliar sua capacidade de atenuar o estresse oxidativo induzido por 500 uM MnCl2

em culturas primérias de astrécitos.

2.1. Objetivos Especificos

e Determinar a concentracdo de compostos fendlicos totais, flavondis e
antocianinas totais no extrato metandlico de acai, bem como comparar sua
capacidade de detoxificar EROS (ECso) a outros antioxidantes conhecidos via
ensaio DPPH.

¢ Avaliar o efeito citoprotetor do extrato metandlico de acai pelos ensaios de LDH
e MTT contra a citotoxicidade do Mn em astrécitos.

e Avaliar a protecdo antioxidante exercida pelo extrato metandlico de agai contra
0 estresse oxidativo causado por MnClz nos astrécitos pela analise do estado
redox geral dos astrocitos através da 1) avaliacdo da concentracdo de
glutationa total, e suas formas reduzida e oxidadas; 2) avaliacdo da

lipoperoxidagao pela quantificacido de Fz-Isoprostanos.

e Avaliar se 0 extrato metandlico de acai é capaz de manter o estado funcional
dos astrocitos pela capacidade de remocao de glutamato do meio extracelular
frente a exposicéo ao MnClo.

¢ Investigar o efeito do extrato metandlico de acai no processo celular adaptativo

no combate do estresse oxidativo pela quantificacdo da proteina Nrf2.
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3. Materiais e Métodos utilizados no Capitulo 2

3.1. Materiais

Para a cultura celular primaria de astrocitos, o meio de cultura essencial
minimo com sais de Erle (MEM), o soro de cavalo inativado pelo calor, penicilina e
estreptomicina foram adquiridos da Invitrogen (Carlsbad, Ca, EUA). Os materiais
descartaveis e cirurgicos foram disponibilizados pela Universidade de Vanderbilt
(Nashville, TN, EUA). Todos os demais reagentes e solugdes foram adquiridos da
Fisher Scientific (Pittsburg, PA, EUA), exceto quando especificado.

Para o tratamento dos astrdcitos foi utilizado cloreto de manganés (MnClz2)
adquirido da Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, EUA). A polpa de acai liofilizada, utilizada
para o preparo do extrato, foi preparada em laboratério conforme descrito no Item
3.3 do Capitulo 1 desta tese. Todos os procedimentos envolvendo células vivas
foram realizados sob capela de fluxo laminar.

Para autorizagdo do trabalho com ratos neonatos foi solicitado um
treinamento introdutério na AALAS Learning Library cujo certificado encontra-se nos

Anexos desta tese.

3.2. Preparo do extrato metandlico de polpa de acai

O extrato metandlico de polpa de acai foi obtido na mesma etapa que
compreende o inicio do item 3.6 do Capitulo 1 parte referente a extracdo em fase
sélida (Vide fracdo eluida com metanol na Figura 4 do Capitulo 1). Esta extracédo
com coluna Sep-pak® Cis reteve no seu cartucho a fragao fenolica da polpa de agai.
Esta metodologia foi anteriormente utilizada por HOGAN e colaboradores (2010)
para o isolamento de antocianinas e compostos fenélicos, embora aqui tenha sofrido
diversas modificacdes. Diferentemente do protocolo original, foi utilizado agitacéo
prévia da polpa de acai com agua e ndo uma mistura de agua:acetona (1:1), pois foi
objetivo no Capitulo 1 fracionar os elementos quimicos sollveis em agua, o cartucho

de extracdo Oasis HLB foi trocado pelo Sep-pak Cis e a fragdo de antocianinas
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retida no cartucho foi eluida com metanol puro ao invés de metanol 60% em &gua
acidificada.

O eluato de cor intensamente roxa foi correspondente as antocianinas. O
extrato foi entdo acrescido de agua e congelado em freezer -80 °C para seguida
liofilizacao.

O po fino e roxo obtido, apesar de extraido em metanol, foi mais sollivel em
agua o que dispensou o0 uso de solventes organicos para a dissolu¢cdo do extrato no
meio de cultura celular. O extrato de acai foi entdo caracterizado pelo seu teor de
compostos fendlicos e flavondis, antocianinas totais e atividade antioxidante, bem

como utilizado no tratamento dos astrécitos como descrito a seguir.

3.3. Determinacao de fendlicos totais

A concentracdo de fendlicos totais no extrato de acai foi determinado pelo
meétodo espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau (SINGLETON, et al., 1999). Para a
determinacdo, 500 puL de uma solugdo aquosa do extrato na concentracédo de 0,1
mg/mL foi misturada a 2,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteau (1:10) e 2 mL de
Na2COs3 4%. A absorbancia foi medida em 740 nm ap6s 2 horas de incubacdo em
temperatura ambiente na auséncia de luz. A determinacéo foi feita em triplicada e a
concentracdo de fendlicos totais foi expressa como média + desvio padrdo como mg

de &cido galico equivalente por g de extrato de acai (mg de A.G./g).

3.4. Determinacgéo de flavondis totais

A concentracdo de flavonois totais no extrato de acai foi determinada pelo
método descrito por PARK e colaboradores (1995), com pequenas modificacfes.
Para a determinagdo, 500 pL de uma solugdo aquosa do extrato de acai 0,5
mg/mLforam adcionados a 4,3 mL de etanol 80% + 100 uL de AI(NO3)s 10% + 100
puL acetato de potassio 1M. Apds ao tempo de incubacdo de 40 minutos a
temperatura ambiente, a absorbancia foi medida em 415 nm. A determinacéao foi
feita em triplicata e concentrac@o de flavonadis totais calculada a partir da curva da
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curva analitica plotada com padrées de quercetina e os resultados expressos como

média + desvio padrao de mg de quercetina por g de extrato de acai (mg de Q./g).

3.5. Determinacgéo de antocianinas totais

Para a determinacdo de antocianinas totais na polpa de acai e extrato
metandlico foi utilizado o método pH diferencial (GIUSTI; WROSLTAD, 2001).
Resumidamente, cada amostra e padrdo (cianidina-3-glicosideo) foram diluidas
primeiramente em tampao KCI 0,025M (pH 1,0) e a absorbancia medida em 520 nm
e 700 nm em espectrofotdmetro Lambda 20 (Perkin Elmer®, Norwalk, CT, EUA)
contra o branco reagente (agua destilada). Uma segunda aliquota das amostras e
padrdo foram diluidas (em mesmo fator de diluicdo que o anterior) em tampao
acetato de sédio 0,4 M (pH 4,5) e medidas em 520 e 700 nm. A absorbéancia (A) foi

calculada usando a seguinte equacao:

A= (As20nm pH1,0 — A700nm pH1.0) — (As20nm pH4,5 — A700nm,pH4.5)

As antocianinas totais foram calculadas e expressas como mg de cianidina 3-

glicosideo equivalente por grama de extrato (mg de C3G/qg).

3.6. Atividade antioxidante do extrato de acai (Sequestro de radical livre DPPH)

A propriedade do extrato de acai de sequestrar radicais livres 1,1-difenil-2-
picril-hidrazila (DPPH) foi avaliada de acordo com o método descrito por YEN e
colaboradores (2005). Este método se baseia na transferéncia de elétrons de uma
substancia antioxidante para um radical livre, 0 DPPH, que ao se reduzir perde a sua
coloragdo purpura, tornando-se amarelo. Diferentes concentragbes do extrato de
acai entre 400 e 1,56 pg/mL, em diluicdo seriada de razdo 2 em uma solucao
metandlica (2 mL) foram misturados com 0,5 mL de DPPH (0,5 mM, diluido em

metanol). Depois da incubacdo por 30 min, ao abrigo da luz, em temperatura
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ambiente, a absorbancia foi medida em 517 nm. O branco foi composto por todos os
reagentes, exceto o extrato.

Acido ascorbico, quercetina e di-terc-butil metil fenol (BHT sigla do inglés —
butylated hydroxytoluene) de grau analitico foram utilizados como controles
positivos. A propriedade de sequestro foi calculada em porcentagem de radicais
DPPH sequestrados, usando a seguinte equacao:

Sequestro de radical DPPH (%) = [(absorbancia do branco — absorbancia da

amostra)/ (absorbancia branco)] x 100.

Os valores foram expressos como média + desvio padrdo das determinacées
em triplicata.

O valor de concentracéo efetiva CEso que € a concentracdo do extrato capaz
de sequestrar 50% dos radicais DPPH da solucédo foi determinada a partir de uma
curva logaritmica obtida plotando-se na abscissa as concentracdes dos padrées ou
extrato (ug/mL) e na ordenada a porcentagem de DPPH sequestrado. O CEso foi
utilizado para a comparacéo da atividade antioxidante do extrato de acai em relagédo

aos controles positivos.

3.7. Cultura primaria de astroécitos

A metodologia para isolamento e cultura de astrocitos corticais utilizada foi
descrita por ASCHNER e colaboradores (1992). O protocolo para o isolamento de
astrocitos de ratos foi previamente aprovado pelo Comité de Uso de Animais de
Vanderbilt (IACUC - Vanderbilt University Medical Center Institutional Animal Care
and Use Committee) sob protocolo M/07/326 de agosto de 2010 e renovado até
agosto de 2013. Resumidamente, em média 10 neonatos de ratos Sprague-Dawley
de 1 dia de idade eram decapitados e o cérebros removidos. Os cérebros obtidos
foram posicionados um a um sob uma lupa imersos em meio de cultura para
separacao dos cortices e remocao das meninges.

Os cortices resultantes foram agitados por 30 minutos em meio de
dissociacado que consiste de meio de cultura MEM + 3 U/mL de protease neutra

bacteriana (Dispase, Invitrogen), sendo que apdés os 10 primeiros minutos de
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agitacdo 1 mL de DNAse-I 8000 U/mL foi adicionado. Em seguida, houve uma
centrifugacdo por 5 minutos a 1000 RPM para recuperagédo do pellet celular e
eliminacdo da Dispase. O pellet foi ressuspendido em meio de cultura para
cescimento dos astrécitos (meio de cultura MEM contendo 10% de soro de cavalo
inativado + 100U/mL de penicilina + 100 pg/mL de estreptomicina) previamente
aquecido em banho-maria a 37 °C por 1 hora. Vinte e quatro horas apos o
plagueamento inicial, 0 meio de cultura foi trocado para a preservacéo dos astrécitos
e remocdo de neurbnios e oligodendrécitos.. Posteriormente, o meio de cultura
continuou sendo trocado trés vezes por semana até atingirem a confluéncia. A
microglia ndo se adere fortemente a placa de cultura e era facilmente removida pela
leve agitacdo do placas de cultura antes das trocas de meio de cultura até sua total
remocao. As culturas foram mantidas a 37 °C em incubadora a 95% de ar/ 5% de
COz2 durante 3-4 semanas

A confluéncia dos astrocitos era checada pela visualizagdo em microscoprio
de fluorescencia e era nomalmente atingida na 32 semana e as ceélulas néo
utilizadas nos experimentos eram descartadas apos 5 semanas do isolamento. Todo
o procedimento era repetido a cada 2 semanas para garantir o fluxo de células
confluentes para os experimentos.

Para todos os experimentos foi utilizado plagueamento em placa de 6 pogos.
Para os experimentos de viabilidade celular com MTT e LDH os astrocitos foram
replagueados em placas de 96 pocos apds o total isolamento dos astrdcitos em

placas tratadas com poli-L-lisina para facilita a readeréncia dos astrocitos.

3.8. Tratamento dos astroécitos

Astrécitos confluentes (~32 semana apds a cultura) foram tratados por 24
horas com 7 concentragfes de extrato de agai na faixa de 0,01 a 2500 pg/mL para a
verificagdo da citotoxicidade do extrato de acai pelos ensaios de LDH e MTT.

Posteriormente, os astrécitos foram tratados por 24 horas com 500 uM de
MnCl2 na presencga e auséncia de extrato de agai nas concentragbes previamente
selecionadas de 0,1 e 1,0 pg/mL e a citotoxicidade avaliada pelos ensaios de LDH e
MTT.
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Em seguida, um novo experimento foi delineado consistindo de prévio
tratamento dos astrécitos com extrato de acai antes da exposicdo ao MnClz. Neste
momento, os astrocitos foram pré-tratados por 18 horas na presenca e auséncia de
extrato de acai nas mesmas concentracdes anteriores (0,1 e 1,0 pg/mL). Apos 18
horas, 0 meio de cultura foi aspirado e os astrocitos expostos a concentracao final de
500 uM de MnCl2 em um novo meio de cultura. Neste esquema de tratamento foram
avaliados a citotoxicidade pelos ensaios de LDH e MTT; o estresse oxidativo pela
avaliacdo de glutationa total, razdo GSH/GSSG e formacdo de F2-IsoPs; estado
funcional dos astrécitos pela captacdo de glutamato; e expressdo do fator de
transcricao Nrf2.

A proposta do tempo de exposi¢cdo ao MnCl2 é baseado em estudo prévio de
estresse oxidativo induzido por Mn em cultura de astrocitos (MILATOVIC, et al.,
2007). Ainda, é conhecido que a concentracgéo fisioldgica de Mn para astrocitos esta
na faixa de 75-100 pM e que sinais de toxicidade aumentam gradativamente acima
desta concentracao (SUZUKI, et al., 1975).

3.9. Ensaiode LDH e MTT

Os efeitos dos tratamentos dos astrocitos com extrato de acai contra 500 uM
de MnCl2 foram avaliados com os ensaios de Lactato Dehidrogenase (LDH) (In vitro
Toxicology Assay kit, LDH based, Sigma, St Louis, MO, EUA) e Brometo de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT) (In vitro Toxicology Assay, MTT
based; Sigma, St Louis, MO, EUA) conforme as recomendacdes dos Kkits.

A solucéo estoque de MTT (10X) foi preparada pela reconstituicdo de 15 mg
do MTT estoque em 3 mL de HBSS 1X (Hank’s balanced salts solution) livre de
vermelho de fenol imediatamente antes dos experimentos. O cofator e substrato de
LDH foram ressuspendidos e aliguotados em microtubos de 1 mL para
armazenamento em freezer -20 °C e descongelados em temperatura ambiente 1
hora antes dos experimentos, conforme especificado no proprio kit. A solucdo do
fluordforo foi armazenado a 4 °C e mantido na incubadora a 95% de ar/ 5% de CO:2 a
37 °C por 1 hora antes dos experimentos.

A cultura primaria de astrocitos foi replaqueada em placas de 96 pocos

contendo poli-L-lisina na densidade de 20000 células por poco dois dias antes do
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experimento. Os astrocitos foram tratados conforme o item 3.5. deste capitulo e um
grupo de tratamento tratamento com 100 pM de H20: foi utilizado como controle
positivo de morte celular em cada placa.

Apés o tempo de tratamento, 0,5 mL do meio de cultura de cada poco da
placa de 96 pocos foi pipetado para outra placa de 96 pocos para a medida da
integridade da membrana celular pelo ensaio de LDH. A mistura reagente para o
ensaio LDH contendo o substrato, cofator e fluoroforo, foi sempre recentemente
preparada antes de cada andlise. Foram adicionados 100 pL da mistura reagente
em cada poco da placa e incubado a temperatura ambiente e na auséncia de luz. A
reagdo foi finalizada pela adigdo de volume 1/10 de HCI 1 M. A absorbéncia foi
medida por espectrofotometro de leitor de placas (Molecular Devices, VMax Kinetic
Microplate Reader, Sunnyvale, CA) no comprimento de onda de 490 nm. A
absorbancia de fundo foi medida a 690 nm e subtraida das medidas em 490 nm.
Sendo a absorbancia do ensaio inversamente proporcional a integridade da
membrana celular.

A cada 0,5 mL remanescentes nos pocos das placas de tratamento foram
adicionados 5 pL da solucao estoque de MTT para a obtencdo da concentracao final
de 0,5 mg/mL de MTT e incubados por 3 horas em incubadora a 95% de ar/ 5% de
CO2 a 37 °C. Posteriormente, os cristais de formazan formados na reagdo do
reagente MTT com as células viaveis foram dissolvidos pela adicdo de volume igual
de solucédo de solubilizacdo de MTT contido no kit (Sigma, M-8910) e levemente
agitados por 20 minutos. A absorbancia foi medida por espectrofotometria (Molecular
Devices, VMax Kinetic Microplate Reader, Sunnyvale, CA) no comprimento de onda
de 570 nm. A absorbéancia de fundo foi medida a 690 nm e subtraida das medidas
de 570 nm. Sendo a absorbancia do ensaio diretamente proporcional a viabilidade
celular.

Ambos o0s ensaios de LDH e MTT foram realizados com trés culturas

primarias de astrocitos independentes.

3.10. Anélise da captacdo de *H-glutamato em cultura de astrécitos

O ensaio de captacdo de 3H-glutamina foi realizado como previamente
descrito por (SIDORIK-WERGRZYNOWICZ, et al., 2012) e o tempo de 10 minutos
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de incubacéo para a captacao do glutamato foi selecionado baseado nos resultados
previamente reportados (MUTKUS, et al., 2005; LEE, et al., 2009).

Os astrocitos tratados em placas de 6 pocos foram lavados trés vezes com 1
mL de tampado Na-HEPES fresco e aquecido, consistindo de: 122 mM NacCl, 3,3 mM
KCI, 0,4 mM de MgSOs4, 1,3 mN de CaClz, 1,2 mM de KH2PO4, 10 mM de glicose e
25 mM de HEPES ajustado para pH 7,4 com NaOH 10M.

E seguidamente expostos a 1 mL de tampao Na-HEPES pré-aquecido
adicionado de 0,25 pCi/mL do isétopo L-[*H]-glutamato (atividade especifica: 49,0
Ci/mmol, Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, EUA) e 100 nM de
glutamato ndo marcado por 10 minutos em incubadora a 95% de ar/ 5% de CO2 a 37
°C.

A captacdo foi finalizada por aspiracdo do tampdo do poco seguido de 3
lavagens com 2 mL de tampdo Na-HEPES gelado. No final do experimento, as
células foram lisadas em 500 pL de NaOH 1M sob agitacdo por 30 minutos. Uma
aliquota de 400 pL foi transferida para o um frasco de cintilacdo contendo 5 mL de
coquetel LSC (Fisher Scientific) e a radioatividade foi medida em um contator de
radioatividade LS 6500 (Beckham, Fullerton, CA, EUA). Outra aliquota de 50 pL foi
usada para determinacdo de proteinas com o método de BCA (Pierce, Rockford, IL,
EUA). O nimero de contagens de radioatividade por minuto (com) foi corrigido pela
concentracdo de proteina e calculado como captacédo de glutamato em nmol/mg de
proteina. Todos os resultados foram normalizados em relacdo ao controle. A
captacdo de glutamato para cada tratamento foi realizada em triplicata e repetida
com trés culturas primarias de astrocitos distintas para obtencéo do resultado médio.

Todas as etapas foram realizadas com paramentacdo apropriada para
ensaios radioativos e o manuseio da solucdo estoque de L-[3H]-glutamato foi feito

com a protecao de blocos de chumbo como barreira protetora de radioatividade.

3.11. Determinacdo da concentragdo total de glutationa celular e razéo
GSH/GSSG

Para a determinacdo de glutationa total e GSSG foi utilizada a metodologia
“de reciclagem” (TIETZE, 1969; LEFFERS, et al., 2013).
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Apébs o tempo de tratamento, os astrdcitos foram coletados por tripsinizacéo e
lavados com PBS duas vezes seguida de centrifugacdo entre cada lavagem. O
sedimento celular foi recolhido e sonicado com ponteira ultra-sénica em 0,3 mL de
tampdao de extracdo gelado (0,1% de Triton X-100, 0,6% de acido sulfosalicilico em
tampao fosfato (tampédo fosfato de potassio 0,1 M, 5mM de EDTA, pH 7,5) e
centrifugado novamente. O sobrenadante foi recolhido e mantido em gelo.

Para a determinacdo da glutationa total, 20 pL do sobrenadante de cada
amostra foi colocado em placa de 96 pocos. Para a determinacdo de GSSG, 100 uL
de cada amostra foi tratado com 2 pL de solugdo de 2-vinilpiridina 10% em
etanol/tampao fosfato 1:1 por 1 hora em temperatura ambiente. Apos este tempo, 20
puL de cada amostra foi utilizado para a determinacdo de GSSG. A solucdo de 2-
vinilpiridina € utilizada uma vez que este composto reage com a glutationa reduzida
formando um complexo estavel, deixando apenas a GSSG para ser determinada.

A partir deste ponto, as determinacoes de GSH total e GSSG séo identicas.
Em cada poco é adicionado DTNB (1,68 mM em tampéo fosfato, 60 uL por poco) +
GSH redutase (3,33 U/mL em tampao fosfato, 60 pL por poco) e exatamente 30
segundos ates da leitura é adicionado NADPH (0,9 mM m tampao fosfato, 60 uL por
poco). A variagdo de absorbancia por minuto foi medida em leitor de microplaca
(Molecular Devices, VMax Kinetic Microplate Reader, Sunnyvale, CA) no
comprimento de onda de 412 nm em 5 leituras em sequéncia. A concentracdo de
GSH e GSSG foi corrigida em cada amostra pela concentracdo de proteina
determinada pelo método de BCA (Pierce, Rockford, IL, EUA) e o resultado expresso
como média * erro padréo relativo (UM/mg de proteina).

A razao entre GSH e GSSG foi normalizada em relagdo ao controle. As
determinacdes foram feitas em triplicata com trés culturas de astricitos

independentes.

3.12. Quantificacao de Fz-isoprostanos (F2-IsoPs)

A lipoperoxidacéo foi avaliada pela determinacédo de F2-IsoPs nas culturas de
astrocitos usando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM) com monitoramento ion seletivo (MORROW; ROBERTS, 1999) e o preparo

de amostra envolve diversas etapas, sendo necessarios 4 dias para a finalizacédo de
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20 amostras. A metodologia € aplicada em rotina no Laboratério do prof. Michael
Aschner na Universidade de Vanderbilt e foi publicada na integra em 2009
(MILATOVIC; ASCHNER, 2009).

Resumidamente, apds o tratamento dos astrocitos em placa de 6 pocos, o
meio de cultura é aspirado e os astrécitos coletados por raspagem de cada pogo
com 300 pL de agua deionizada em banho de gelo e transferidos para microtubos
imediatamente imersos em nitrogénio liquido. As amostras foram mantidas em
freezer -80 °C até o inicio da determinacao.

Para a determinacdo, os microtubos foram descongelados em banho de gelo
por 1 hora e sonicados com ponteira ultrassénica para a promoc¢ao da lise celular.
Em seguida, 200 pL do lisado foram adicionados a 300 pL de metanol contendo
0,005% de hidroxitolueno butilado (BHT) e submetido a saponificacdo quimica em
banho-maria a 37 °C usando 15% de KOH para hidrolise dos F2-IsoPs ligados por 30
minutos.

Em seguida o pH de cada amostra foi ajustado para pH 3 e 0,1 ng de “H2-
marcado 15-F2q-1soP foi adicionado como padréo interno.

F2-IsoPs foram purificados por extracdo em fase sélida com coluna de fase

reversa Cis seguida de extracdo em fase sélida com coluna de fase normal silica

Sep-Pak, com sequéncia de ativacao/extracaol/limpezaleluicdo conforme
esquematiza a Figura 7 abaixo:
[ Cartucho 1: Fase Reversa - C,
Ativagao Retencao Limpeza Coleta da Amostra

I 1 1 A

f ¥ T VT P
Metanol — H,0 pH 3,0 — >Amostra— >H,0 pH 3,0___ Heptano___ Etil-acetato e
10 mL Heptano (1:1)

5mL 7 mL 10 mL
10 mL

\

/Cartucho 2: Fase Normal - Silica
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1

Retencgao
|

Limpeza
1

Coleta da Amostra
1

Etil-acetato
5mL

eluida do

Amostra
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Figura 7. Esquematizacdo da etapa de purificacdo dos Fz-isoprostanos por

extragcdo em fase reversa (Cis) seguida de extragdo em fase normal.




Capitulo 2 - Materiais e Métodos 65

Apés a etapa de purificacdo, os Fz-isoprostanos foram levados a secura e
derivatizados a ésteres de pentafluorobenzila (PFB) pela adicdo de 40 pL de
brometo de pentafluorobenzila: acetonitrila anidra (1:9 viv) e 20 pL de
diisopropriletilamina: acetonitrila anidra (1:9 v/v). A reacdo durou 20 minutos em
banho-maria a 37 °C. Em seguida os ésteres formados foram levados a secura sob
atmosfera de N2 e posteriormente redissolvidos em cloroférmio:metanol (2:3 v/v).

Os ésteres de pentafluorobenzila foram entdo isolados por cromatografia em
camada delgada, com placas de silica Partisil LK6D® (Whatman, Maidstone, EN)
lavadas com etil acetato: metanol (90:10 v/v) e ativadas pelo calor (95 °C por 20
minutos) e a corrida cromatografica utilizou cloroférmio:etanol (90:10 v/v) recem
preparado como fase mével. Apds a corrida, as amostras foram raspadas da silica,
extraidas com etil-acetato e levadas a secura em atmosfera de Na.

A proxima etapa consistiu da formagdo do trimetilsilil-éter-derivado pela
adicdo de 8 pL de dimetilformamida (DMF, Sigma-Aldrich) e 20 pL de
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA, Supelco). A reacdo dourou 5 minutos em
banho-maria a 37 °C e mais uma vez, as amostras foram levadas a secura em
atmosfera de Na.

Finalmente, as amostras foram redissolvidas em undecano anidro a
analisadas por cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas, com
ionizacdo quimica no modo negativo. O pico de razdo massa/carga (m/z) = 569
corresponde ao ion tris-trimetilsilil eter derivado e o pico de m/z= 573 corresponde ao
padrao interno 15-Fzq-ISOP. Para a quantificacdo a altura do pico contendo os F2-
IsoPs derivatizados (m/z 569) sdo comparados com o padréo interno deuterado (m/z
573) e coeficiente de variacdo é menor que 8%.

Ao se obter a quantificacdo dos Fz-IsoPs o valor € normalizado pela
concentracdo de proteina de cada amostra determinada pelo método de BCA
(Pierce, Rockford, IL, EUA). Os experimentos foram feitos em triplicata com trés

culturas de astrécitos independentes.

3.13. Anédlise da expressao de Nrf2 por western blot

Apés o tratamento, os astrocitos foram lavados com HBSS e lisados com

tampdao para ensaio de radioimunoprecipitacdo (RIPA) contendo coquetel inibidor de
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proteases (Sigma-Aldrich). O lisado celular foi sonicado e centrifugado a 4°C a
10000 g por 5 minutos e o sobrenadante coletado para a quantificacéo de proteinas
totais usando o kit de ensaio do acido bicinconinico (BCA) (Thermo Fisher Scientific,
Rockford, IL, USA).

Iguais quantidades de proteina (30 ug) de cada amostra foram adicionadas ao
tampdo de amostra recém-preparado, contendo tampdo de amostra Laemli, 2-
mercaptoetanol. As amostras foram aquecidas até a fervura por 7 minutos para
desnaturacao proteica, centrigufados por 30 segundos e submetidas a eletroforese
em geéis de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 10%.

Os geis foram submetidos a uma pré-corrida para limpeza a 70 V por 2
minutos e entdo as amostras e o marcador de peso molecular Kaleidoscope® foram
carregados nos géis. A corrida de separacao das proteinas dura cerca de 1 hora a
108 V. O tampéo de corrida 1X foi diluido a partir do tampéo TRIS/Glicina/SDS 10X e
acuba de eletroforese vertical (Mini PROTEAN®System, BIO RAD, EUA) Todos os
reagentes e solu¢cdes uitlizados na sepracdo por SDS-PAGE foram adquiridos da
BIO-RAD®.

Posteriormente as proteinas foram transferidas dos géis para membranas de
nitrocelulose Hybond-ECLTM (Amershan Biosciences, EUA) em “western boxes” a 4
°C, 36 V, overnight e o tampéao de corrida consistiu de TRIS-glicina 1X e metanol
0,2%. ApOGs a transferencia, o excesso de membrana foi recortado e lavado com
TBST 1X e bloqueado com leite 5% preparado em TBST.

A andlise do immunoblot foi realizada com anticorpo priméario anti-Nrf2 de
coelho (1:200 em leite 5%) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) e
agitado a baixa rotacdo (42 rpm) overnight. Em seguida, a membrana foi novamente
lavada com TBST e o anticorpo secundario anti-lgG de coelho extraido de cabra
(1:5000 em leite 5%) (KPL, Gaitherburg, MD, EUA) foi adicionado e mantido por 1
hora de agitacdo em baixa rotacdo. Apos a incubacdo com os anticorpos foram
confecicionados os filmes fotograficos com a membrana e revelados em sala escura
apropriada para a deteccdo das bandas de Nrf2.

Apoés a revelacdo, as membranas foram novamente lavadas com TBST e
agitadas com ‘“stripping buffer” por 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente foram novamente bloqueadas com leite 5% para a incubagao com os
anticorpos para normalizacdo dos dados obtidos com Nrf2 por B-actina. A incubacéo

com o anticorpo primario anti-p-actina de camundongo (1:100000) (A5316; Sigma,
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St. Louis, MO, USA) foi realizada overnight e a incubacdo com o anticorpo
secundério utilizados foram e anticorpo anti-lgG de camundongo extraido de cabra
(1:5000) foi feita por 1 hora. Em seguida, procedeu-se novamente as etapas de
revelacao dos filmes em sala escura.

Os filmes foram escaneados e a aquisicdo d densitometria das bandas foi
realizado com software apropriado. Os dados de Nrf2 foram ajustados pelo contetdo
de B-actina e entdo normalizados em relacdo ao controle. Os experimentos foram

realizados em triplicata com trés culturas de astrocitos independentes.

3.14. Anéalise Estatistica

Os resultados de caracterizacdo e atividade antioxidante do extrato de
acaiforam expressos como média + desvio padrdo. Ja os demais resultados obtidos
no tratamento dos astrocitos foram expressos como média + erro padrdo da média.
O teste estatistico aplicado foi ANOVA com pos hoc Tukey para verificar diferencas
no que se refere aos efeitos apresentados nas culturas de astrécitos tratadas em
relacdo aos controles. Valores de p<0,05 foram considerados significantes.

Os resultados foram analisados com o auxilio do programa Statistica® 10.0 e

os gréficos foram feitos com auxilio do programa OriginPro® 9.0.
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4. Resultados e Discusséao

4.1. Caracterizagéo e atividade antioxidante do extrato de acai

A atividade antioxidante de diversas frutas e extratos de frutas resultam de
uma acdo sinérgica combinada de uma mistura de compostos que incluem,
fendlicos, carotenoides, vitaminas C e E, entre outros. Entretanto, no acai, estas
vitaminas estdo presentes em relativamente baixas concentracdes e, os polifendis e
antocianinas sdo o0s principais contribuintes para sua capacidade antioxidante
(POULOSE, et al., 2012; RUFINO, et al., 2010). HOGAN e colaboradores (2010), ao
utilizar uma metodologia de extracdo de antocianinas do acai que serviu de ponto de
partida para a metodologia utilizada neste trabalho, demonstraram efeitos
antiproliferativos de um extrato hidroalcoolico de acai contra células de glioma de
ratos C-6.

O método de purificacdo das antocianinas e compostos fendlicos uitilizado por
estes autores foi a extracdo em fase sélida (SPE). A SPE com colunas apolares
permitiu a concentragcdo destes compostos e a remocao de diversas outras
substancias polares, tais como, acUcares, acidos organicos, além de elementos
quimicos que, por interagir fracamente ao material da coluna sédo eluidos com a
agua.

A Tabela 12 mostra os valores de concentracédo de fendlicos totais, flavonois

totais e antocianinas totais obtidos no extrato de acai liofilizado.

Tabela 12. Concentracéo de fendlicos, flavondis e antocianinas totais no extrato de

acai

Extrato de Acai Liofilizado
Fenolicos Totais 241 *+ 2,8 mg de acido galico equivalente/g de extrato
Flavondis Totais 12,7 £ 1,5 mg de quercetina equivalente/g de extrato

Antocianinas totais 231 + 1,6 mg de cianidina-3-glicosideo/g de extrato
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A metodologia utilizada para a determinagdo de fendlicos totais foi a mesma
utilizada no trabalho de HOGAN e colaboradores (2010) e a concentragao obtida no
nosso extrato foi inferior a concentracéo reportada por eles que foi de 312 + 5,6 mg
de acido galico equivalente/g de extrato. Estes achados indicam que, no nosso caso,
a eluicdo da fragcao retida no cartucho apenas com metanol nédo tenha sido 100%
eficiente.

Por outro lado, a concentracdo de antocianinas totais foii superior a reportada
pelos mesmos autores (100 + 2,4 mg de cianidina-3-glicosideo equivalente/g de
extrato). Isto demonstra que quase a totalidade da fracdo fendlica obtida é formada
por antocianinas e que as modificagcdes adotadas, permitiram uma extragdo mais
seletiva para esta subclasse de compostos do que a proposta por HOGAN e
colaboradores (2010), além de tornar o procedimento mais limpo, simples e
econdmico, por utilizar menos solventes organicos.

A troca do cartucho Oasis® HLB pelo cartucho Sep-pak® Cis, ambos do
mesmo fabricante Waters®, pode ter sido responsavel pelo aumento da eficiéncia da
extracdo de antocianinas. O cartucho Oasis® HLB é uma matriz polimerica que
possui simultaneamente um carater lipofilico e hidrofilico que pode ter desfavorecido
a retencdo das antocianinas presentes no filtrado aquoso de acaino trabalho de
HOGAN e colaboradores (2010), j& a coluna Sep-pak® Cis € uma matriz sélida
constituida de silica funcionalizada com cadeias alifaticas de Cis.

As vantagens e desvantagens dos cartuchos Oasis® HLB e Sep-Pak® Cis
sao intimamente ligadas a finalidade da extracdo. A matriz do cartucho Oasis HLB
possivelmente seria mais conveniente em detrimento da matriz Sep-pak® Cis para
separacdo de subgrupos de antocianinas em detec¢édo acoplada a um cromatégrafo
liquido em linha (VERGARA, et al., 2010).

No entanto, o propoésito deste trabalho foi apenas purificar as antocianinas de
forma simples e econémica e neste ponto a maior lipofilicidade (VILLIERS, et al.,
2011) da matriz do cartucho Sep-pak® Cis foi vantajosa para a retengao eficiente
das antocianinas do filtrado aquoso de acai, uma vez que toda a coloracdo
arroxeada do acai era retida no cartucho e, de fato, a concentracdo final de
antocianinas totais foi maior.

Antocianinas previamente identificadas no acai incluem cianidina, delfinidina,

malvidina, pelargonidina e peonidina, além de suas formas glicosidicas, indicando
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gue as antocianinas isoladas no extrato provavelmente ainda se tratam de uma
mistura complexa (SCHAUSS, et al., 2006a).

No que tange aos flavondis totais, 0 método selecionado utiliza o cloreto de
aluminio que forma um complexo estavel com os flavonodides em geral, entretanto, o
comprimento de onda utilizado nas medi¢cdes (425 nm) permite selecionar os
flavonois e assim, outros subgrupos dos flavondides como, as flavonas e os &cidos
fendlicos (entre outros) ndo sao detectados (WOISKY, et al., 1998).

A escolha deste método e deste comprimento de onda para deteccéo permitiu
excluir as antocianinas da determinacdo que fazem parte do grande grupo dos
flavondides e sé@o estruturalmente relacionados com a flavona. A quercetina, que foi
utilizada como padrdo é um flavonol. E, a concentracdo de flavondis encontrada é
muito menor do que a de antocianinas, demonstrando que as antocianinas sdo 0s
fenolicos predominantes no extrato obtido. Flavondis que ja foram previamente
identificados do acai sdo a prépria quercetina, vitexina e di-hidrokaempferol e
portanto podem contribuir para a concentracao de flavonéis quantificada (KANG, et
al., 2010; SCHAUSS, et al., 2006a).

A atividade antioxidante direta do extrato de acai foi avaliada pela habilidade
em sequestrar radicais livres DPPH e seu valor de CEso € comparado aos dos
padrdes puros de grau analitico quercetina, acido ascérbico e BHT, na Tabela 13.

Tabela 13. Atividade antioxidante do extrato de acai em comparacdo com oS

controles positivos quercetina, acido ascoérbico e BHT

CEso (ng/L)

Extrato de acai 19,1
Quercetina 4,6
Acido ascorbico 6,5
BHT 70,1

Pela andlise da Tabela 13, podemos ver que a atividade antioxidante do extrato
de acai € maior do que a atividade do BHT que é um composto organico lipossoluvel
e antioxidante muito utilizado como aditivo pela indUstria alimenticia para aumentar a
vida de prateleira dos alimentos processados e industrializados e em metodologias
analiticas como antioxidante, a exemplo o método de quantificacdo de F2-IsoPs

utilizado adiante neste trabalho. Por outro lado, a atividade antioxidante do extrato
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de acai também foi inferior a atividade antioxidante do flavonol purificado quercetina
e do acido ascorbico.

HOGAN e colaboradores (2010) demonstraram que a concentracdo de 50
png/mL de seu extrato hidroalcoolico de acai foi capaz de sequestrar 39,6% dos
radicais DPPH. Ja aqui, a mesma concentracdo de 50 pg/mL de extrato metandlico
de acai foi capaz de sequestrar 81,5% dos radicais DPPH, o que evidencia, mais
uma vez, que as modificacbes no método de extracao proporcionaram um extrato de
acai mais concentrado em antocianinas totais, mas principalmente, com maior

atividade antioxidante direta, pela habilidade em sequestrar radicais livres.

4.2. Efeito citoprotetor do extrato de agai em cultura de astrdcitos

A primeira etapa do trabalho foi testar diferentes concentragdes do extrato de
acai a fim de observar se apenas este poderia causar citotoxicidade aos astrocitos.

Para isso, avaliou-se a concentracdo da enzima lactato dehidrogenase (LDH)
liberada para o meio de cultura pelas células injuriadas, bem como a funcéo
mitocondrial das células sadias, usando brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5difenil
tetrazolio (MTT) ap0s o tratamento das células. O experimento foi realizado com 7
concentracfes diferentes em escala logaritmica e o tempo de tratamento foi de 24
horas.

A absorbancia no ensaio MTT (comprimento de onda de 570 nm) é
positivamente correlacionada com a viabilidade celular. No ensaio de LDH
(comprimento de onda de 490 nm), por sua vez, a absorbancia é inversamente
correlacionada com a viabilidade celular.

Os dados apresentados na Figura 8 demonstram que o extrato de acai néo foi
capaz de causar morte celular significativa dos astrécitos de cultura primaria até a
concentracdo maxima testada que foi de 2500 pg/mL, corroborando com o reportado
por POULOSE e colaboradores (2012) em microglia de camundongos BV-2. Ainda,
um aumento significativo da viabilidade celular em relacdo as celulas néo tratadas foi
observado a partir da concentracéo de extrato de acai 0,1 pg/mL (p < 0,05).

Alguns pesquisadores defendem que compostos fendlicos, em algumas
situacOes, podem exercer efeitos antioxidantes em baixas concentragbes e efeitos
pré-oxidantes em concentragdes excessivas (GALATI; O'BRIEN, 2004; BOUAYED;
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BOHN, 2010). SKIBOLA e SMITH (2004) revisaram 0 assunto a cerca dos efeitos
toxicos provenientes da ingestdo excessiva de flavondides, e afirmam que tais
efeitos tém sido negligenciados no meio cientifico. Dentre os efeitos relatados estéo,
atividades mutagénicas, inibicdo de enzimas envolvidas no metabolismo hormonal
além de efeitos pré-oxidantes. Quando o nivel pro-oxidativo celular excede a
capacidade de defesa, este pode causar danos oxidativos a macromoléculas, e em

condicOes drasticas pode inclusive levar a morte celular por apoptose.
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Figura 8. Efeito da protecdo celular exercida pelo extrato de acai medido por
ensaio de MTT (A) e LDH (B). Ambos resultados demonstram aumento da
viabilidade celular significativo a partir de 0,1 pg/mL (valor de p <0,05). Valores
estdo expressos como média + EPM de trés experimentos independentes e

normalizados em relag&o ao controle.

O parametro de DLso que seria a dose de extrato de acai letal para 50% das
células expostas ndo pode ser calculado, pois até a concentracdo testada de 2500
png/mL ndo houve morte celular significativa. Concentracdes de extrato de acai
superiores nao foram testadas pois a coloracao purpura do extrato poderia interferir
na deteccdo espectrofotométrica tanto do complexo de formazan no ensaio de MTT
quanto do produto de reacao da LDH.

De qualquer forma, no que tange a citotoxicidade o extrato de acai
isoladamente parece ser seguro e de DLso bastante elevada. Ha de se considerar
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que dificlmente concentragdes iguais ou superiores a 2500 pg/mL possam ser
encontradas nos fluidos biolégicos e principalmente com acesso aos astricitos no
SNC advindos de ingestao de alimentos ou nutracéuticos com antocianinas.

Apesar dos diversos dados publicados na literatura comprovando os efeitos
biolégicos das antocianinas em diversos modelos experimentais e estudos clinicos,
bem como sua capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica, acredita-se
que, em geral, a biodisponibilidade das antocianinas € baixa e de excrecao rapida,
mas variavel conforme a estrutura especifica de cada antocianina (AGAWA, et al.,
2011).

Levando em consideracdo que quanto menor a concentracdo de uma dada
substancia de efeitos terapéuticos no organismo, menor € a probabilidade de
aparecimento de efeitos indesejados, foram selecionadas as concentracfes de 0,1
ug/mL e 1,0 pg/mL de extrato de acai para prosseguir com 0s experimentos de
neuroprotecdo por serem as menores concentragdes em que ja foram observados
aumentos de viabilidade celular.

O extrato utilizado nestes experimentos possui, como discutido anteriormente,
cerca de 23% de antocianinas totais. Assim, 0s astrécitos nos experimentos
seguintes que foram pré-tratados com 0,1 pg/mL e 1,0 pg/mL de extrato de acai
foram expostos a 0,023 pg/mL e 0,23 pg/mL de antocianinas totais, respectivamente.

4.3. Efeito citoprotetor do extrato de acai contra a citotoxicidade de 500 uM MnCl;

guando administrados simultaneamente em cultura primaria de astrocitos

O primeiro experimento de citoprotecdo do extrato de acai contra a
citotoxicidade do Mn em astrécitos foi também avaliado pelos ensaios de MTT
(Figura 9A) e LDH (Figura 9B) tendo como controle negativo os astrocitos em seu
meio de cultura habitual e como controle positivo astrécitos tratados com 100 uM de

H202. O tempo de tratamento foi de 24 horas e as combinagdes testadas foram:

e 500 uM de MnCl2
e 0,1 pg/mL de extrato de acai + 500 uM de MnCl:
e 1,0 ug/mL de extrato de acai + 500 uM de MnCl2
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Conforme monstrado na Figura 9, apenas 0s grupos que foram expostos a
500 pM de MnCl2 e o controle positivo apresentaram valores significativamente
diferentes do controle (p < 0,001), evidenciando citotoxicidade. Portanto, ambas
concentracfes de extrato de acai testadas foram capazes de evitar o dano celular

causado pelo MnClz nos astrocitos.
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Figura 9. Efeito da protecdo celular exercida por duas concentragcfes de
extrato de acai contra a citotoxicidade causada por 500 puM de MnCl2 apés
tratamento simultaneo por 24 horas em cultura de astrocitos medido por
ensaio de MTT (A) e LDH (B). Ambas concentragcdes revelaram protecao celular
estatisticamente significante (valor de p <0,001). Valores estdo expressos
como média + EPM de trés experimentos independentes e normalizados em

relagcdo ao controle.

O ensaio de MTT é especialmente interessante na determinacdo de danos
celulares causados pelo Mn, pois analisa a viabilidade celular através da funcéo
mitocondrial. As mitocondrias desempenham um papel crucial na inducdo de
toxicidade por Mn em astrdcitos, que sdo organelas abundantes neste tipo celular
devido a intensa demanda energética.

Esta organela concentra Mn mesmo em condices homeostasicas, uma vez

gue a SOD2 isoenzima predominantemente encontrada nas mitocondrias utiliza o
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Mn como seu co-fator enziméatico. Mesmo assim, o excesso de Mn pode levar ao
colapso do potencial de membrana mitocondrial resultando em déficit bioenergético
e aumento na geracdo de EROS (GAVIN, et al.,, 1992), ocasionando o estresse
oxidativo.

LEE e colaboradores (2009), também testaram a atividade neuroprotetora dos
antioxidantes estrogeno e tamoxifeno contra a citotoxicidade de 500 uM de MnClz
em cultura de astrocitos com tratamento de 24 horas. Os autores identificaram uma
relacdo dose-dependente nos efeitos citoprotetores. No caso do extrato de acai, aqui
testado, a citoprotecdo foi estatisticamente igual (p<0,001) para as duas
concentracOes utilizadas e, portanto, sem a presenca de efeito dose-dependente.

Este resultado pode ser um indicativo de que mesmo a polpa de acai tendo
concentracfes naturalmente elevadas de Mn (como discutido no Capitulo 1), os
demais compostos presentes no fruto acai podem ser capazes de proteger ou
atenuar provaveis danos celulares, em nivel de SNC, que a elevada concentracao
de Mn naturalmente presente no fruto possa exercer. Isso tornaria 0 consumo da
polpa de acai seguro do ponto de vista dos danos oxidativos do Mn. Embora estudos
mais aprofundados sejam necessarios para afirmar isso de forma conclusiva.

Estudos como, por exemplo, tratar os astrocitos com Mn isolado do proprio
fruto, uma vez que a forma quimica do elemento pode influenciar em sua toxicidade
podem trazer informacdes preciosas. Poucos dados existem na literatura sobre a
toxicidade do Mn na forma de quelatos e complexos, e até o momento, é
desconhecida a forma quimica do Mn no acai. A Unica informacao sobre a forma
quimica do Mn no acai, para o melhor do nosso conhecimento, é de que cerca de
45% do Mn presente interage fracamente com a fracdo fendlica e com a fracdo
insolavel do acai que pode também conter polifendis ndo absorviveis além de fibras,
e que foram discutidos no Capitulo 1 desta tese.

O mecanismo de citoprotecao promovido pelo extrato de acai pode ser: 1) via
quelacdo do excesso de Mn; 2) via efeitos antioxidantes diretos; 3) via regulagcao de
enzimas antioxidantes por efeitos adaptativos.

Acredita-se que compostos fendlicos possuem elevada afinidade por
elementos quimicos na forma catibnica, quelando-os e assim diminuindo suas
biodisponibilidades (RICE-EVANS, et al., 1997; POWELL, et al., 1998; MICHALAK,
2006). Sabendo-se que o MnCl2 utilizado, no meio de cultura, se dissocia formando
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fons Mn?*, pelo tratamento delineado com administracdo simultanea, ndo é possivel
distinguir qual o mecanismo envolvido.

Neste ponto, foi proposto se apenas um tratamento prévio com o extrato de
acai seria capaz de proteger os astrocitos da exposicdo ao Mn apos retirado este

extrato do meio de cultura.

4.4. Efeito antioxidante de 0,1 pug/mL de extrato de acai atenua o estresse oxidativo

induzido por 500 uM de MnCl2 em cultura priméria de astrocitos

O novo delineamento experimental proposto consistiu de um pré-tratamento
da cultura de astrécitos por 18 horas com a concentracdo final de 0,1 pg/mL e 1,0
ug/mL de extrato de acai no meio de cultura seguido imediatamente pela retirada
deste extrato através da remoc¢do do meio de cultura e adicdo de um novo meio
contendo a concentracéo final de 500 uM de MnCl-.

Os primeiros testes realizados foram novamente os ensaios de LDH e MTT
com o intuito de comparacao dos resultados obtidos com as duas formas distintas de
tratamento, apesar de que, neste caso foi adotado um tempo de exposi¢cdo ao MnClz
menor (6 horas).

Os dados estdo apresentados na Figura 10 revelaram um perfil diferenciado
do constatado na Figura 9. Ambas as concentracdes exerceram citoprotecdo na
forma de tratamento prévio a exposicao dos astrécitos a 500 uM de MnClz por 6
horas. N&o obstante, a concentragdo mais alta (1,0 pg/mL) apenas protegeu
parcialmente no que tange a citotoxicidade, a viabilidade celular dos astrécitos que
receberam 1,0 pug/mL de extrato de acai + 500 uM de MnCl: foi significativamente
diferente do controle (p < 0,05), dos astrécitos apenas tratados com 500 pM de
MnCl2 (p < 0,05) e ainda dos astrocitos que receberam 0,1 pg/mL de extrato de acai
+ 500 uM de MnClz (p < 0,05) (Figura 10).

J& a concentracdo de 0,1 pg/mL de extrato de acai foi mais eficiente, pois sua
citoprotecdo foi completa tornando a viabilidade celular indistinguivel do controle
mesmo apos a exposicao das células a 500 uM de MnClz por 6 horas (Figura 6).

Estes dados sao interessantes pois indicam que o mecanismo de protecéo do
extrato de acai contra a citotoxicidade do MnClz envolve, 1) efeitos antioxidantes
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diretos do extrato ou 2) processos adaptativos reforcando a protecao antioxidante
intrinseca da célula.

A permanéncia dos efeitos citoprotetores do extrato de acai mesmo apoés a
retirada do mesmo do meio de cultura, demonstra que a provavel quelacdo dos ions
Mn?* pelos compostos fendlicos do extrato e consequente diminuicdo da
biodisponibilidade do Mn nao explica os efeitos. Reiterando a possibilidade de efeitos

antioxidantes diretos e desencadeamento de processos celulares adaptativos.
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Figura 10. Efeito citoprotetor exercido pelo pré-tratamento dos astrécitos com
extrato de acai (18 horas) contra a citotoxicidade causada por 500 uM de MnCl2
(6 horas) analisado por ensaio de MTT (A) e LDH (B). Ambas concentragdes de
extrato de acai 0,1 pg/mL e 1,0 pg/mL revelaram protecdo celular
estatisticamente significante, com valor de p <0,01 e p <0,05, respectivamente.
Valores estdo expressos como media * EPM de trés experimentos

independentes e normalizados em relag&o ao controle.

No que tange ao estado redox dos astrocitos, a concentracéo de 0,1 pg/mL foi
considerada mais eficiente do que a concentracdo de 1,0 pg/mL de extrato de acai
na atenuacdo do estresse oxidativo induzido pelo excesso de MnClz, pois a

concentracdo menor de extrato foi capaz de restaurar a razdo GSH/GSSG (Figura
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11). Entretanto, ambas as concentracfes protegeram as membranas astrocitarias da
lipoperoxidacao causada pelo Mn, medida pela formacéao de F2-IsoPs (Figura 12).
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Figura 11. Efeitos do extrato de acai na concentracao de GSH total obtido pelo
“método de reciclagem” (TIETZE, 1969; LEFFERS, et al., 2013) (A) e na Razao
GSH/GSSG obtido pelo mesmo método(B). A Razdo GSH/GSSG foi normalizada
em relagcdo ao controle. Valores estdo expressos como média + EPM de trés
experimentos independentes. Valores foram considerados estatisticamente

diferentes a partir de valores de p <0,01.

Pela analise da Figura 11A, nota-se uma tendéncia de aumento da
concentracdo de glutationa (p=0,083) nos astrocitos tratados com 500 uM de MnClo.
Nestes mesmos astrocitos, na Figura 11B observa-se que a razdo GSH/GSSG
diminuiu significativamente (p<0,01), demonstrando que uma porgdo maior da GSH
foi utilizada para manter o estado redox celular que pode ser indicativo de estresse
oxidativo.

A menor concentragcdo de extrato de acai (0,1 pg/mL) ndo afetou a
concentracdo de glutationa total (Figura 11A). Ainda, um efeito significativo de
resgate (p<0,01) foi observado na razdo GSH/GSSG nos astrécitos pré-tratados com

0,1 pg/mL de extrato de acai e entdo expostos a 500 uM de MnCl2. Este efeito de
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resgate tornou a razdo GSH/GSSG indistinguivel do controle negativo, indicando um
estado redox favordvel mesmo apds a exposi¢cao ao Mn (Figura 11B).

Por sua vez, os astrocitos pré-tratados com 1,0 pug/mL e ndo expostos a Mn, a
concentracdo de glutationa diminuiu significativamente (p<0,01) (Figura 11A).
Interessantemente, no grupo que foi exposto ao Mn apds as 18 horas de pré-
tratamento com extrato de acai, a concentracdo de glutationa aumentou
significativamente (p<0,001), apresentando concentracdo cerca de 3 vezes maior
gue o controle (Figura 11A). Entretanto, mesmo com o0 aumento da concentracao de
glutationa total, 1,0 ug/mL de extrato de acai ndo conseguiu restaurar a razao
GSH/GSSG, indicando estresse oxidativo (p<0,01) (Figura 11B).

Uma explicacdo plausivel para tais efeitos seria de que o pré-tratamento com
extrato de acai seguido de exposicdo ao Mn tenha predisposto a célula aos efeitos
pré-oxidantes do Mn, inclinando o balanco oxidativo da célula para o sentido
prejudicial. Embora o efeito de exposi¢cdo isolada ao Mn prevaleca em na razdo
GSH/GSSG (Figura 11B), quando os astrocitos sao pré-tratados com 1,0 pg/mL de
extrato de acai, o teor de glutationa celular também aumenta de forma significativa, o
que indica que, nestas condicbes, Mn e altas concentracBes de acai tem efeitos
deletérios sinérgicos.

Assim, 0 aumento acentuado na concentracdo de glutationa em resposta ao
tratamento com 500 pM de MnClz (p<0,001) pode refletir uma tentativa da célula em
restaurar seu estado redox prévio induzindo a sintese de novo do tripeptideo.

Este aumento da concentracdo de glutationa total frente a um insulto celular
inesperado ja foi constatado em intoxicagdes por Hg, outro elemento neurotéxico,
em que o aumento na atividade das enzimas e na concentracdo do tripeptideo
antioxidante glutationa poderia ser uma resposta compensatoéria indireta das células
ao estresse oxidativo, como mecanismo de autoprotecdo (CHEN, et al., 2005).

No que tange a lipoperoxidagdo, verificada pelo biomarcador direto e
especifico Fz-IsoPs, o extrato de acai foi capaz de reverter significativamente o dano
causado pelo Mn com ambas concentracdes (p<0,001) como demonstra a Figura 12.
Ainda, nos astrocitos que foram apenas pré-tratados com 1,0 pg/mL de extrato de
acai e nao foram expostos ao MnCl2 uma tendéncia de diminuicdo na formacgéo de
F2-1IsoPs em comparacéo ao controle (p= 0,056) foi verificada.

Portanto, o extrato de acai demonstrou proteger as membranas plasméaticas

dos astrécitos mesmo que a concentracdo de 1,0 pug/mL de extrato de acai né&o
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tenha sido eficiente para manter o estado redox celular favoravel, indicado pela

razdo GSH/GSSG diminuida como previamente discutido.
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Figura 12. Efeito lipoprotetor do extrato de acai frente a formagdo aumentada
de F2-IsoP causada pela exposicdo a 500 uM de Mn. Valores estdo expressos
como média + EPM de dois experimentos independentes. Valores foram

considerados estatisticamente diferentes a partir de valores de p <0,001.

Alguns mecanismos de lipoperoxidacdo em sistemas bioldgicos na presenca
de metais de transicao (tais como o Mn) foram descritos (HOCHSTEIN; ERNSTER,
1963; URSINI, et al., 1989; MAIORINO, et al., 1989). Dentre eles, o mais provavel
mecanismo de iniciacdo deste evento é a decomposi¢cédo de um lipidio hidroperdxido
na presencga de um metal de transi¢do na sua forma reduzida, formando um alcoxi-
radical que é extremamente efetivo na extracdo de atomos de hidrogénio de acidos
graxos poliinsaturados (MAIORINO, et al., 1989), formando assim os F2-IsoPs,
dentre outros radicais. A partir dai, a lipoperoxidagdo continua em reacdes em
cadeia e nao difere de outros processos de lipoperoxidacdo que tenham sido

iniciados por outros mecanimos envolvendo outras substancias.
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Assim a liperoxidacao é um evento ciclico, mas pode ser cessado por alguns
compostos descritos. Dentre os mais eficientes estdo os compostos fendlicos que
podem agir sequestrando os radicais lipidicos, tais como os F2-IsoPs originados da
oxidacdo do &cido aracdbnico, que sSao responsaveis por esta propagacdo em
cadeia. O que explicaria um efeito protetor direto do extrato de acai, sequestrando
estes radicais que tem sua formacdo aumentada na presenca de Mn em excesso.

Concluindo o raciciocinio, os experimentos indicam que o extrato de acai teve
um efeito direto na diminuicdo das espécies reativas que sdo formadas a partir das
membranas lipidicas, que estd elencado entre os maiores danos causados pelo
estresse oxidativo.

Para os astrdcitos pré-tratados com 1,0 pg/mL de extrato de acai, mesmo
sendo verificado protecdo a nivel de membranas celulares, as alteracbes na
concentracdo de glutationa total (Figura 11A) e a diminuicdo da razdo GSH/GSSG
para o grupo pré-tratado com 1,0 pg/mL de extrato de acai seguido de exposi¢do ao
Mn (Figura 11B), indicam a presenca de um estresse oxidativo. Estes dados podem
indicar que a formacéo patoldégica de EROS desencadeada pelo Mn sejam de
origem mitocondrial e de outras fontes, mas n&o formadas a partir de

lipoperoxidacao.

4.5. Efeito do pré-tratamento do extrato de acai no estado funcional dos astrdcitos
expostos a 500 uM de MnCl;

Conforme expde a Figura 13, seis horas de tratamento com 500 uM de MnClz
inibe significativamente a capacidade dos astrécitos em remover o glutamato do
meio extracelular (p= 0,0019). O pré-tratamento com 0,1 ug/mL de extrato de acai
seguido de tratamento com 500 uM de MnCl2 foi capaz de restaurar a captacédo do
glutamato para niveis indistinguiveis do controle.

Jé para os astrocitos pré-tratados com 1,0 pg/mL de extrato de acai seguido de
tratamento com 500 pM de MnClz, a captagédo de glutamato se mostrou tdo inibida
guanto para os astrocitos que nao tiveram o pré-tratamento com extrato de acai
(Figura 13).
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Figura 13. Efeito na captacdo de glutamato por astrécitos expostos a 500 uM
de Mn pré tratados com extrato de acai. Os dados foram normalizados em
relacdo ao controle. Valores estdo expressos como média + EPM de trés
experimentos independentes. Valores foram considerados estatisticamente

diferentes a partir de valores de p <0,01.

TROTTI e colaboradores (1997) descreveram que a captacdo de glutamato
pelos astrocitos é regulada pelo estado redox de grupamentos sulfidrilas reativos
presentes nos transportadores de glutamato e que séo influenciados pelo balancgo
entre espécies GSH e GSSG e que mudancas no equilibrio redox produzem efeitos
moduladores transientes ou permanentes no transporte do glutamato. Modificacdes
persistentes nos transportadores de glutamato foram relacionadas a patologias
cerebrais como, esclerose amiotréfica lateral, traumas, doenca de Alzheimer, entre
outras (LI, et al., 1996; ROTHSTEIN, et al., 1992; SILVERSTEIN, et al., 1986)

Relacionando os dados de estado redox dos astrocitos com a captacao de
glutamato que reflete o estado funcional dos astrécitos, podemos dizer que a
concentracéo de 1,0 pg/mL de extrato de acai em si ndo é prejudicial, mas quando
h& uma posterior exposicdo a um agente oxidante, no caso o MnClz, o estado
funcional do astrocito é alterado.

Discutindo especificamente os tratamentos com 1,0 ug/mL de extrato de acai

e tratamento com 500 uM de MnCl2, podemos ver que mesmo com uma menor
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lipoperoxidacéo a funcdo mitocondrial esta prejudicada, verificado pelo ensaio de
MTT (Figura 10). Assim, a captacdo de glutamato pode estar sendo inibida pela
formacdo de EROS proveniente de desacoplamento mitocondrial, mesmo nao
havendo quantidade elevada de espécies reativas oriundas de lipoperoxidacao.

Ainda, uma hipotese que pode ser lancada é de que como a captacdo de
glutamato € um processo de elevado gasto energético e o primeiro processo a se
alterar em condicdes desfavoraveis (SIBSON, et al., 1998), o esforco celular para
recompor o estado redox com a necessidade de um grande aumento na sintese de
glutationa precisou mobilizar a reserva energética celular afetando assim a captacao
de glutamato. Uma vez que, a captacdo de glutamato pode ser inibida em estados
de privacdo energética (ERIKSON; ASCHNER, 2003).

4.6. Efeito modulador da concentracdo de Nrf2 do extrato de acai

O fator de transcricdo Nrf2, responsavel pela adaptacdo celular frente ao
estresse oxidativo foi quantificada nos astrdocitos tratados.

Como mostra a Figura 14, o tratamento com 500 uM de MnClz por 6 horas
aumentou significativamente a concentracdo de Nrf2 nos astrécitos (p< 0,05)
corroborando com LEE e colaboradores (2012). Astrécitos apenas pré-tratados com
0,1 pg/mL de extrato de acai apresentaram uma reducao na concentracao de Nrf2
(p< 0,05) comparado ao controle. Ja nos astricitos que receberam o pré-tratamento
com 0,1 pg/mL de extrato de acai seguido de exposi¢cao ao Mn, tiveram a expressao
de Nrf2 ainda mais reduzida (p< 0,01).

Com relacdo ao pré-tratamento com a concentragdo maior do extrato de acai
(1,0 pg/mL) ndo houve alteragédo na proteina Nrf2 em comparagdo com o controle.
Entretanto, apds a exposi¢ao a 500 uM de MnCl2, a concentracdo de Nrf2 se elevou
de forma semelhante a dos astrdcitos que foram expostos ao Mn, mas sem o pré-

tratamento com o extrato de a(;ai.
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Figura 14. Efeito do pré-tratamento com extrato de acai no acumulo de Nrf2
induzido por Mn. Quantidades iguais de proteina (30 pug) de cada amostra
foram analisadas por SDS-PAGE e immunoblot com anticorpo policlonal anti-
Nrf2. Quantificacdo densitrométrica de Nrf2. Razéo entre o valor de densidade
da expressao de Nrf2 e o valor de densidade para a expressao de B-actina.
Valores estdo expressos como média = EPM de trés experimentos
independentes. Valores foram considerados estatisticamente diferentes a

partir de valores de p <0,05.

Estes dados corroboram com ROJO e colaboradores (2012) em seus estudos
mecanisticos sobre a ativagcdo da cascata Nrf2 utilizando um outro polifenol extraido
da planta medicinal Larrea tridentata em que também tem sido descrita uma
atividade antioxidante bifuncional, ou seja, possui tanto atividade antioxidante direta
quanto pela inducdo da expressao de genes antioxidantes (DINKOVA-KOSTOVA,;
TALALAY, 2008). ROJO e colaboradores (2012) observaram um efeito bifasico do
polifenol na ativacdo do Nrf2 de células renais, com uma ligeira diminuicdo nos
niveis de Nrf2 nas 3 primeiras horas de tratamento seguidas de um acentuado
aumento na expressao de Nrf2 apds 6 horas de exposicdo. E sugeriram que, tais

efeitos sobre Nrf2 causados pelo polifenol, sdo Keapl independentes.
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Assim os experimentos indicam que, de fato o pré-tratamento dos astrocitos
com extrato de acai pode desencadear processos adaptativos celulares tanto para o

grupo que nao recebeu o MnClz quanto para as células que receberam.

4.7. Efeito antioxidante direto do extrato de acai foi mais significativo na atenuacéo

do estresse oxidativo do que a modificacao celular adaptativa

A concentracdo de 0,1 pug/mL de extrato de acai foi capaz de proteger todos
0s parametros celulares analisados da intoxicagdo com Mn. Podendo indicar que
seu efeito antioxidante direto possa ter mais efetividade na protecdo contra danos
oxidativos do que a inducdo de mudancas adaptativas, atuando como um adjuvante
exdgeno da protecdo antioxidante celular.

O efeito antioxidante direto do extrato de acai contra o estresse oxidativo
induzido por Mn pode ser fundamentado pela literatura. O mecanismo indutor do
estresse oxidativo causado pelo Mn parece estar diretamente relacionado ao
aumento da concentracdo do radical superdoxido (O27), pois sua producao
exacerbada pela mitocondria pode oxidar M?* para Mn%*, (GUNTER, et al., 2006)

que por sua vez, reage com H202 gerando o letal OH" ou reagir com NO" para gerar

o deletério peroxinitrito (TURRENS, 2003). Neste ponto, SCHAUSS e colaboradores
(2006) descreveram que 0 acai possui uma inigualavel capacidade de detoxificar
anions superéxido de forma analoga a enzima SOD, mas com mecanismo ainda ndo
compreendido. Assim, se o extrato de acai for capaz de diretamente detoxificar o
anion superoxido, a cascata de efeitos oxidativos é cessada ja no seu radical
precursor.

E reportado que polifendis podem proteger as células neurais de danos pro-
oxidante através de diversos mecanismos, incluindo a diminui¢cdo da excitotoxicidade
do glutamato e geracédo de EROS, assim como através da modulacao de influxo de
Ca?* para o meio intracelular (ISHIGE, et al., 2001). Em relagédo ao caso especifico
do acai como um antioxidante, SCHAUSS e colaboradores (2006b) mostraram a sua
alta capacidade de sequestrar o radical superéxido proporcionadas pelo seu elevado

teor de polifendis e mistura complexa de compostos fendlicos .
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O pré-tratamento dos astrocitos com acai, além de demonstrar uma
atenuacao do estresse oxidativo induzido por 500 uM de MnCl2 com a concentracdo
de 0,1 pg/mL, trouxe importantes informacbes sobre o mecanismo de
neurotoxicidade do Mn.

A diminuic&o da viabilidade celular e integridade de membrana dos astrocitos,
ndo foi associada a lipoperoxidacdo. Possivelmente, o Mn em concentragcbes
neurotdxicas, origina um ambiente pro-oxidante que oxida os transportadores de
glutamato, que foi reportado néo ter relacdo com a lipoperoxidacédo por VOLTERRA
e colaboradores (1994).

Esta hipétese é corroborada com as informagfes obtidas com a concentracao
maior de extrato de acai em que houve uma protecdo parcial contra o dano das
membranas plasmaticas (liberacdo de LDH para o meio de cultura) e protecéao total
contra a formacao patologica de Fz-IsoPs, entretanto quase ndo foram observados
efeitos protetores na captacao de glutamato.

No gue tange modificacbes adaptativas contra o estresse oxidativo, a maior
parte € regulada pelo fator de transcricdo Nrf2 quando este tem sua concentracéo e
translocagdo nuclear aumentadas. Para os astricitos pré-tratados com 0,1 pg/mL de
extrato de acai 0 estresse oxidativo e alteracao funcional induzidos pelo Mn foram
atenuados, entretanto a concentracdo de Nrf2 para este grupo nédo se alterou
significativamente. Evidenciando, mais uma vez que o efeito antioxidante direto e
independente de Nrf2 possa estar prevalecendo nos efeitos protetores do acai.

Ja com a maior concentracao de acai o pre-tratamento foi incapaz de reverter
0 estresse oxidativo e estado funcional prejudicado pelo Mn.

A grosso modo, ja entende-se que 0s antioxidantes exdgenos, como 0S
compostos fenélicos que mamiferos sao incapazes de sintetizar e exclusivamente
adquiridos pela dieta, sdo necessarios para a manutencdo do balanco oxidativo
celular, principalmente na presenga de oxidantes (GALATI; O'BRIEN, 2004
MARTIN; BARRETT, 2002). No entanto, estes contrapontos entre atividade
antioxidante direta e inducdo de respostas adaptativas, demonstra que muito ha o
gue se estudar sobre os efeitos dos antioxidantes da dieta a nivel celular.

Em sintese, nossos experimentos demonstram que, no que tange aos
fenolicos do acai a nivel de SNC, € ideal ter moderadas concentragfes, ou seja,
enquanto baixas concentracdes proveém reforco antioxidantes, elevadas

concentracbes podem apresentar efeitos pro-oxidantes sinérgicos com alguns
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toxicantes. O que contribui para a literatura existente demonstrando que a ingestéao
de antioxidantes pode ser uma “faca de dois gumes” no estado redox celular como
foi revisado por BOUAYED e BOHN (2010).
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5. Consideracgdes parciais do capitulo 2

No que tange ao extrato de acai:

e O método de extracdo empregado para obter um extrato de acai rico em
antocianinas foi mais eficiente do que o previamente publicado por outros
autores, apresentando maior capacidade antioxidante direta, medida pela

habilidade de sequestrar radicais DPPH.

e O pré-tratamento com 0,1 pg/mL do extrato de acai foi efetivo na prevencéo da

neurotoxicidade induzida por Mn.

e O pré-tratamento com 1,0 ug/mL do extrato de acai apesar de seguro para 0s
astrocitos quando administrado isoladamente, quando administrado
imediatamente antes da exposicdo ao Mn predispos as células aos efeitos

deletérios do Mn.
No que tange aos mecanismos de inducdo de neurotoxicidade do Mn em astrocitos:

e A alteragdo do estado funcional dos astrocitos induzido pelo Mn néo é
consequéncia da lipoperoxidacao.
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6. Perspectivas futuras do Capitulo 2

Mesmo que o efeito protetor do extrato de acai esteja aparentemente
relacionado aos efeitos antioxidantes diretos. As modificacbes na concentracédo de
Nrf2 merecem estudos mais aprofundados.

Experimentos adicionais envolvendo outros fatores de transcricdo
responsaveis por cascatas de sinalizacdo celular, como as que envolvem a
inflamacéo e resposta imune (NF-kB, TNFa e citocinas), também sao importantes,
uma vez que a regulacdo do Nrf2 é influenciada por sinaliza¢des cruzadas destes
fatores e de outros.

Tendo em vista, a evidencia de que uma concentracdo 6tima de extrato de
acai auxilia na maximizacdo de seus efeitos neuroprotetores, experimentos com
outras concentragbes no intervalo entre 0,01 a 1,0 pg/mL deste extrato, e com
tempos diferentes de exposicdo das células auxiliariam a tracar o seu potencial
terapéutico.

J4 no que tange a conexdo entre Capitulo 1 e Capitulo 2, experimentos
semelhantes aos realizados no Capitulo 2 com a fragdo rica em Mn obtida no
Capitulo 1 na etapa de fracionamento podem trazer informacdes conclusivas sobre a

seguranca alimentar das polpas de acai em relacdo a exposi¢do ao Mn.
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CONSIDERACOES FINAIS

A terapia nutricional cresce a cada dia como uma importante estratégia na
prevencdo e tratamento de diversas doencas contribuindo para o bem-estar das
pessoas e promoc¢do de qualidade de vida. A midia insiste em incentivar que, quanto
maior a quantidade de antioxidantes na alimentacdo diaria, melhor. Isso que cria
uma corrida extraordinaria da populagdo na procura das dietas “detox” e a
incorporacdo de alimentos exoéticos na alimentacao diaria sem o acompanhamento
de profissionais especializados.

Esta tese demonstrou e discutiu que mesmo com as infinitas possibilidades
terapéuticas da fruta exdtica e popular acai, este fruto também possui potenciais
riscos que devem ser aprofundadamente estudados com relacdo ao Mn, ndo € uma
fonte apreciavel de Fe como ja foi dito anteriormente na midia, e que a exposi¢cao
exacerbada ao acai, como por exemplo, pelo consumo frequente em grandes
porcdes, pode inclusive aumentar a susceptibilidade de um estresse oxidativo
celular, quer seja pela extraordinaria concentracdo de compostos fendlicos
presentes no fruto, quer seja pela elevada concentracdo de elementos quimicos, em

especial Mn, naturalmente presentes no fruto.
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