UNIVERSIDADE VILA VELHA - ES
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

AVALIACAO DO EFEITO ANTI-HIPERTENSIVO DO EXTRATO
AQUOSO DE JUCARA

AUGUSTO ALTOE PUPPIN

VILA VELHA
SETEMBRO /2019



UNIVERSIDADE VILA VELHA - ES
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

AVALIACAO DO EFEITO ANTI-HIPERTENSIVO DO EXTRATO
AQUOSO DE JUCARA

Dissertacao apresentada a
Universidade Vila Velha, como pré-
requisito do Programa de Poés-
graduacéo em Ciéncias Farmacéuticas,
para a obtencdo do grau de Mestre em
Ciéncias Farmacéuticas.

AUGUSTO ALTOE PUPPIN

VILA VELHA
SETEMBRO / 2019



Catalogacio na publicacdo elaborada pela Biblioteca Central / UVV-ES

P876a  Puppin, Augusto Altogé.
Avaliagio do efeito anti-hipertensivo do extrato agqueso de
jugara { Augusto Altoé Puppin. — 2019.
407

Orientadora: Denise Coutinho Endringer.

Coorientadora: Girlandia Alexandre Brasil

Dissertatdo (mestrade em Ciéncias Farmacéuticas)
Universidade Vila Velha, 2019.

Inclui bibliografias.

1. Farmacologia e terapéutica. 2. Agai. 3. Antioxidante.
I. Endringer, Denize Coutinho. Il. Bragil, Gidandia Alexandre.
lll. Universidade Vila Welha. IV. Titulo.

CDD 615




AUGUSTO ALTOE PUPPIN

Avaliacdo do efeito antihipertensivo do extrato aquoso de jugara

Dissertagdo apresentada a Universidade
Vila Velha, como pré-requisito do
Programa de Pés-graduagao em Ciéncias
Farmacéuticas, para a obtengéo do grau
de Mestra em Ciéncias Farmacéuticas.

Aprovada em 16 de Setembro de 2019

Banca Examinadora:

cOrp

™ Al
} ,\' W l'\,.

Profa. Dra. Simone Alves de Almeida Simdes (MULTIVIX)

DD chArez ol

\
Profa. Dr. Tadeu Uggere de Andrade (UVV)

b/

Profa. Dra. Girlandia A;Yéxmldre Brasil (UVV)
Orientadora

|
|
(I
Profa. Dra. Denise Coutinho Endringer (UVV)
Co-orientadora




‘Em todo o universo, coisas incrivels sempre estao
esperando para serem descobertas.”

Carl Sagan



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente e em especial a Profa. Dra. Girlandia Alexandre Brasil
pelos ensinamentos, motivagdo e carinho, que foram fundamentais para o
desenvolvimento de todo o trabalho.

A Profa. Dra. Denise Coutinho Endringer, por aceitar ser Co-orientadora do trabalho
e auxilio na obtencéo do extrato utilizado na pesquisa.

A toda a equipe de alunos de iniciagdo cientifica, mestrandos, doutorandos e
professores do curso de pés-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Vila Velha, pelo companheirismo e solidariedade em auxiliar no
trabalho em todas as etapas.

Ao biotério e funcionéarios da Universidade de Vila Velha, por cederem e auxiliarem
no manejo dos animais.

Ao Prof. Silas Nascimento Ronchi, pelo apoio, habilidade manual e ensinamentos
durante os experimentos do projeto.

A Universidade Federal do Espirito Santo e a Profa. Dra. Nazaré Souza Bissoli, por
ter cedido o laborat6rio para a execucéao de parte dos experimentos.



SUMARIO

I 11 0 Yo [ o= Lo R 12
2. ODBJELIVOS ...t e ettt eeaaennne 15
3. Material @ MEOUOS .........uuuiiiiiiiee e 16
4, RESUITAAOS .....eeieiiiieeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e 20
5. DISCUSSEIO ....eteeeeeeee ettt ettt e e e e e e r et e e e e e e e e e e e e e e e 23
6. CONCIUSEOD ... 29

7. Referéncias bibliografiCas ..........ccoovvviviiiiiii e 30



RESUMO

PUPPIN, A. A., M. Sc, Universidade Vila Velha — ES, Setembro de 2019. Avaliacao
do efeito anti-hipertensivo do extrato aquoso de jucgara. Orientadora: Girlandia
Alexandre Brasil. Co-orientadora: Denise Coutinho Endringer.

Introducédo e objetivo: A Palmeira jucara (Euterpe edulis) é uma espécie nativa da
mata atlantica, amplamente conhecida e explorada devido ao palmito que é
consumido pela populacédo; por conta dessa exploracédo, ela se tornou uma espécie
em risco de extingdo. A palmeira produz frutos de coloragdo roxo-escuro, ricos em
compostos bioativos, especialmente as antocianidinas, que sdo conhecidamente
cardioprotetoras. Estudos prévios demonstraram potencial cardioprotetor, entretanto,
nenhum avaliou o consumo do fruto da jucara em modelo de hipertensédo essencial.
Sendo assim, o objetivo do presente estudo € avaliar o impacto do tratamento
cronico com extrato aquoso dos frutos de jucara em modelo de hipertenséo
essencial (ratos SHR) e os mecanismos envolvidos.

Materiais e métodos: Foram utilizados ratos SHR machos com idade entre 2-3
meses, fornecidos pelo laboratério de acompanhamento experimental da UVV, todos
os procedimentos foram aprovados pelo comité de ética em pesquisa da
universidade (447/2017). Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas e
separados nos seguintes grupos: grupo controle (S) recebeu apenas o veiculo (dgua
deionizada); grupo controle captopril (SC) foi tratado com captopril (40mg/kg/dia);
grupo jucara (SJ) tratado com o extrato de jucara (4,4mL/kg/dia). Todos os
tratamentos foram mantidos por 60 dias e foram realizados via oral. Apés o periodo
de tratamento, os animais foram anestediados (cetamina/xilasina, 100/10mg/kg; i.p.)
e tiveram a veia e a artéria femural cateterizadas 24h apdés o procedimento, a
pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) foram coletados, o
barorreflexo arterial foi avaliado por meio da aplicacao in bolus de nitroprussiato ou
fenilefrina. Os oOrgdos foram coletados (coracdo) e a razdo peso
coracao/comprimento da tibia analisada; adicionalmente, foram quantificados os
produtos de oxidacdo proteica (AOPP), peroxidacdo lipidica (TBARS) e a atividade
das enzimas antioxidantes (SOD e Catalase). Os resultados foram expressos como
meédiazerro padrao da média, submetidos a analise de variancia de uma via ANOVA,
seguido pelo teste post hoc de tukey.

Resultados: O tratamento promoveu reducdo na PAM dos animais, de modo
semelhante ao grupo controle (S: 169,1+4,6; SC: 154,5+0,9; SJ: 149,1+5,0 mmHgQ),
nao houve modificacdo na FC (S: 325,3+9,77; SC: 320,2+13,9; SJ: 309,3+4,6 bpm).
O tratamento melhorou a sensibilidade do barorreflexo arterial frente ao
nitroprussiato de sodio (S: 1,63%0,15; SC: 2,31+0,23; SJ: 2,45+0,37 bpm/mmHg),
entretanto, ndo houve melhora na atividade frente a fenilefrina. Houve redug&o na
hipertrofia cardiaca (S:0,3008+0,0132; SC: 0,2673+0,008; SJ: 0,2774+0,006 g/cm).
Foi possivel observar reducéo no estresse oxidativo, demonstrado pela redug¢do nos
valores de AOPP (S: 1,417+0,370; SC: 0,519+0,176; SJ: 0,487+0,075 mM cloramina
T/mg proteina) e TBARS (S: 1,65+0,08; SC: 1,48+0,02; SJ: 1,53+0,02 TBARS/mg de
proteina), quando comparado ao grupo S, bem como aumento da atividade das
enzimas antioxidantes SOD (S: 2,00+0,23; SC: 4,28+1,77; SJ: 16,02+5,66 USOD/mg
de proteina) e Catalase (S: 1,30+0,39; SC: 1,70+0,22; SJ: 2,50+0,40 AE/min/mg
proteina).



Conclusdes: O tratamento cronico com jucara possui efeito anti-hipertensivo in vivo,
sendo 0s mecanismos associados a reducdo no estresse oxidativo e, ainda, a
melhora na sensibilidade do barorreflexo arterial.

PALAVRAS-CHAVE: Antioxidante. Anti-hipertensivo. Frutas. Agai.



ABSTRACT

PUPPIN, A. A, M.Sc, Universidade Vila Velha - ES, September, 2019.
Antihypertensive effect of aquous extract of jucara berry. Advisor: Girlandia
Alexandre Brasil. Co-advisor: Denise Coutinho Endringer.

Introduction and objective: Jucara palm (Euterpe edulis) is a native species of the
Atlantic forest, widely known and exploited due to the palm heart that is consumed by
the population; Because of this exploitation, it has become an endangered species.
Palm trees produce dark purple fruits rich in bioactive compounds, especially
anthocyanidins, which are known to be cardioprotective. Previous studies have
shown cardioprotective potential; however, none evaluated the consumption of jucara
fruit in a model of essential hypertension. Thus, the aim of the present study is to
evaluate the impact of chronic aqueous extract treatment of jucara fruits in an
essential hypertension model (SHR rats) and the mechanisms involved.

Materials and methods: Male SHR rats aged 2-3 months, provided by the UVV
experimental follow-up laboratory, were used and all procedures were approved by
the University Research Ethics Committee (447/2017). The animals were kept in
collective cages and separated into the following groups: control group (S) received
only the vehicle (deionized water); captopril control group (SC) was treated with
captopril (40mg / kg / day); jucara group (SJ) treated with jucara extract (4.4mL / kg /
day). All treatments were maintained for 60 days and were performed orally. After the
treatment period, the animals were anesthetized (ketamine / xilasine, 100 / 10mg /
kg; ip) and had the catheterized vein and femoral artery 24h after the procedure,
mean arterial pressure (MAP) and heart rate (HR). were collected, the arterial
baroreflex was evaluated by the in bolus application of nitroprusside or
phenylephrine. The organs were collected (heart) and the heart weight / tibial length
ratio analyzed; In addition, protein oxidation products (AOPP), lipid peroxidation
(TBARS) and antioxidant enzyme activity (SOD and Catalase) were quantified.
Results were expressed as mean + standard error of the mean, submitted to one-way
ANOVA, followed by tukey post hoc test.

Results: The treatment promoted reduction in MAP of animals, similar to the control
group (S: 169.1 + 4.6; SC: 154.5 = 0.9; SJ: 149.1 + 5.0 mmHg), There was no
change in HR (S: 325.3 £ 9.77; SC: 320.2 + 13.9; SJ: 309.3 + 4.6 bpm). Treatment
improved arterial baroreflex sensitivity to sodium nitroprusside (S: 1.63 + 0.15; SC:
2.31 £ 0.23; SJ: 2.45 + 0.37 bpm / mmHg), however, There was no improvement in
activity against phenylephrine. There was a reduction in cardiac hypertrophy (S:
0.3008 £ 0.0132; SC: 0.2673 = 0.008; SJ: 0.2774 + 0.006 g / cm). It was possible to
observe reduction in oxidative stress, demonstrated by the reduction in AOPP values
(S: 1.417 £ 0.370; SC: 0.519 + 0.176; SJ: 0.487 = 0.075 mM chloramine T / mg
protein) and TBARS (S: 1.65 + 0, 08; SC: 1.48 + 0.02; SJ: 1.53 + 0.02 TBARS / mg
protein) when compared to group S, as well as increased activity of antioxidant
enzymes SOD (S: 2.00 £ 0.23; SC: 4.28 + 1.77; SJ: 16.02 + 5.66 USOD / mg protein)
and Catalase (S: 1.30 £ 0.39; SC: 1.70 £ 0 .22; SJ: 2.50 £ 0.40 AE / min / mg
protein).



Conclusions: Chronic treatment with jucara has antihypertensive effect in vivo, and
the mechanisms associated with the reduction in oxidative stress and also the
improvement of arterial baroreflex sensitivity.

Keywords: Antioxidant. Antihypertensive. Fruits. Acai Berry.
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1. INTRODUCAO

Frutas ricas em compostos bioativos, provenientes do metabolismo secundario das
plantas, como polifendis, terpendides entre outros, tém sido amplamente estudadas,
devido principalmente a sua alta capacidade antioxidante (Samarghandian et al.,
2016; da Costa et al., 2017; Cassidy, 2018). Dentre as frutas com esse potencial,
destaca-se o0 acai proveniente do género Euterpe, disseminado no Brasil (Barroso et
al, 2018). O seu consumo e interesse tém aumentado consideravelmente nos
altimos anos devido, principalmente, a sua riqgueza energética e nutritiva, e ainda
devido aos beneficios proporcionados a saude por sua elevada atividade
antioxidante (da Costa et al., 2017).

Dentre as espécies de acai, a Euterpe edulis Martius (E. edulis) € uma palmeira, que
possui frutos pequenos, arredondados e de coloracdo roxo-escuro, em fungao da
presenga de pigmentos naturais denominados antocianinas (Barroso et al, 2018).
Essa planta € popularmente conhecida como Palmeira-jugara (jucara), jicara ou agai
da Mata Atlantica (Silva e Reis, 2019; Schultz et al., 2016).

Desde a década de 60, a E. edulis tornou-se a principal palmeira extraida na Mata
Atlantica, gracas a producao de palmito, levando sua inclusdo na lista de espécies
brasileiras em extincdo (Schultz et al., 2016). Seus frutos tornam-se entdo uma
opc¢ao importante para a preservacao da planta pelo aproveitamento da mesma, sem

necessidade do corte da palmeira (Oyama, 2016).

O fruto de E. edulis tem composicao quimica rica, apresentando antocianinas como
componente majoritario (Barroso et al., 2018), mas também é rica em &acidos
fendlicos e carotenoides (de Brito et al., 2007). Além desses componentes, a fruta
também é rica em fibras, vitamina E, proteinas, minerais e lipidios, sobretudo os
acidos graxos 6mega-6 e 6mega-9 além de vitamina C (Schultz 2015; Inada et al.,

2017).

As antocianinas pertencem a classe de compostos fendlicos naturais denominados
flavondides (Lila et al., 2016). Esta classe de bioativos apresenta enorme potencial
farmacolégico gragcas as suas propriedades antioxidantes (Samarghandian et al.,

2016) e anti-inflamatorias (Kalt et al., 2017), além de promover beneficios sobre o
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sistema cardiovascular (Guerrero et al., 2012), podendo ainda atuar na diminuicéo

dos riscos para doencas cardiovasculares (DCV) (Cassidy et al., 2018).

Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento de DCV esta a Hipertensédo
Arterial (HA) (Samandian et al., 2016), que € uma doenca cronica e multifatorial
caracterizada pelo aumento da presséao arterial (PA) em valores iguais ou superiores
a 140/90mmHg (Whelton et al., 2018). Entretanto, mesmo com a existéncia de
tratamentos tradicionais e alternativos para a HA (Samandian et al., 2016), dados
recentes indicam as DCV como a principal causa de morbidade e mortalidade (OMS,
2017), por se tratar de doencas geralmente incapacitantes que impactam
diretamente os custos dos servicos de saude (Whelton et al., 2018), matando cerca

de 17,5 milhGes de pessoas por ano no mundo (OMS, 2017).

Um dos fatores associados a patogénese da HA € o estresse oxidativo, pois a
producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) promove a modulacdo da
resisténcia vascular periférica e, consequentemente, altera a PA (Guzik e Touyz,
2017; Vale e Tirapelli, 2019). Dentre os fatores afetados pelas ERO, podemos citar
a reducdo da biodisponibilidade de oxido nitrico, inflamacdo, desequilibrio na
homeostase, hiperatividade do sistema nervoso simpatico e distlrbios do Sistema
Renina-Angiotensina (SRA), sendo que, em conjunto, esses fatores podem
promover o desenvolvimento da hipertensédo ( do Vale e Tirapelli, 2019).

O estresse oxidativo € um estado anormal relacionado a fisiopatogénese de diversas
doencas (Vale e Tirapelli, 2019). Sabe-se que ha formacao de radicais livres durante
os diversos processos metabdlicos no organismo; entretanto, essas espécies sao
eliminadas por meio de um sistema enzimatico e ndo enzimatico antioxidante (Guzik
e Touyz, 2017). Esses mecanismos tém o objetivo de limitar os niveis intracelulares
de ERO e controlar a ocorréncia de danos colaterais (Algurashi et al, 2016).
Algumas enzimas atuam diretamente nesses processos antioxidantes de defesa,
como a superoéxido dismutase (SOD) e a Catalase (Samarghandian et al., 2017).
Essas enzimas irdo agir eliminando os radicais livres formados durante o

metabolismo.
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A regulacao da pressao arterial € uma fungéo fisiolégica complexa que depende de
acoes integradas dos sistemas cardiovascular, renal, neural e enddcrino (Sociedade
Brasileira de Cardiologia, 2016). Destes, o controle neural se da principalmente pela
ativacdo de reflexos cardiovasculares, como o0 quimioreflexo, o reflexo
cardiopulmonar e o barorreflexo. Desses Ultimos, o barorreflexo é responsavel por
controlar a pressdo arterial batida a batida e a perda na sua sensibilidade é um

marco na hipertensdo (Head, 1995).

Diversas terapias medicamentosas sdo utilizadas para o tratamento da HA e, em
geral, o paciente faz uso de varios medicamentos, o que € preocupante, pois a
incidéncia de efeitos adversos é maior (Normand et al., 2019). Dentre as terapias
empregadas, aquelas em que o tratamento da HA é associado com inibidores da
enzima conversora de angiotensina (ECA) levam a uma melhora da sensibilidade do

barorreflexo (Mancia et al., 1982; Osterziel et al., 1988).

Sendo assim, o0 uso de alimentos que possam atuar de modo adjuvante as terapias
tradicionais € interessante, pois possibilitam o sinergismo e a ampliagcdo de
resultados aos pacientes (Yuan et al., 2016). Estudos prévios demonstraram a acao
anti-hipertensiva de flavondides isolados e de alimentos ricos em flavondides
(Samarghandian et al., 2017; Cassidy 2018).

Em geral, os efeitos positivos sdo associados a sua atividade vasodilatadora,
antioxidante e inibidora da ECA (Kalt, 2017; Cassidy 2018). Sendo assim, o
consumo desses frutos pode trazer efeitos benéficos em médio e longo prazo, sendo
importante 0 aumento no numero de pesquisas sobre esse assunto (Valli et al.,
2018).

Diante do exposto, a hipotese do presente estudo € a de que o tratamento crdnico
com os frutos promove a reducdo da PA e melhora a sensibilidade do barorreflexo
de ratos espontaneamente hipertensos, por reduzir o estresse oxidativo nesses

animais.

Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito anti-hipertensivo do
tratamento crénico com o extrato dos frutos de jucara, seu impacto sobre o

barorreflexo e o estresse oxidativo em animais espontaneamente hipertensos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito anti-hipertensivo do tratamento crénico com extrato aquoso dos
frutos de Euterpes edulis e investigar o impacto sobre o barorreflexo arterial e o

sistema redox no coracéao.
2.2 Objetivos especificos

Avaliar o impacto do tratamento sobre:

Pardmetros hemodindmicos: pressdo arterial média (PAM) e frequéncia

cardiaca (FC);

e A sensibilidade do barorreflexo arterial;

e A hipertrofia cardiaca; o nivel de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) e de produtos proteicos de oxidacdo avancada (AOPP);

e A atividade das enzimas antioxidantes (SOD e Catalase).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Preparagéo do extrato

Os frutos de jucara foram coletados na Reserva Biologica Augusto Ruschi, Santa
Teresa - ES e cedidos pelo Instituto Capixaba de Pesquisa e Extensdo Rural —
INCAPER. Os frutos foram congelados a -20°C até o momento do uso. O processo
de extracdo foi realizado manualmente. Para tanto, os frutos maduros foram
selecionados, lavados e mantidos em &gua por 30 minutos (40°C); apds esse
periodo, a extracao foi realizada utilizando-se 250 mL de agua deionizada e a polpa

foi entdo liofilizada e armazenada a -80°C até o momento do uso (EMBRAPA, 2008).
3.2 Animais experimentais

Foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos (Spontaneously Hipertensive
Rats - SHR) machos, com peso variando entre 200-250 gramas e oito semanas de
idade. Os animais foram fornecidos pelo Laboratério de Acompanhamento
Experimental do Complexo Biopréaticas — UVV. Os mesmos foram mantidos em mini-
isoladores coletivos, alojados em Rack IVC (Individually Ventilated Caging) Alesco®,
com controle de umidade e temperatura, ciclo claro-escuro de 12h e acesso a agua
e comida ad libitum (racdo padréo para biotério Probiotério, Moinho Primor, S.A.). O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Vila
Velha (CEUA-UVV) sob o numero 447/2017. Todos os experimentos foram
realizados conforme preconizado pelo National Institute of Health (Garber et al.,
2010).

3.3 Grupos experimentais

Os animais foram separados em trés grupos experimentais (n=6 cada), a saber:
grupo controle hipertenso (S), os animais receberam diariamente 4gua deionizada
(via oral — VO) como veiculo, em volume semelhante ao utilizado nos tratamentos;
grupo controle Captopril (SC), os animais receberam diariamente o farmaco
Captopril (30 mg/kg, VO) (Quilley et al., 1987; Kosmala et al., 1992); grupo jucara
(SJ), os animais receberam o extrato do fruto de jucara (4,4 mL/kg, VO) (Costa et al.,
2012 e da Costa et al., 2017). A dose diaria administrada aos animais foi calculada

de modo a mimetizar o consumo humano de 150 mL de polpa de acai por dia, de
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acordo com a formula do estudo de Reagan-Shaw, Nihal e Ahmad 2016.
Dose em humanos = Dose em animais X Km animal/Km humano

Os animais foram pesados no inicio (Pl) e ao fim (PF) do tratamento de modo a
determinar o ganho de peso (A Peso). Os tratamentos foram realizados diariamente

por 8 semanas (da Costa et al., 2017).

3.4 Avaliagdo da hemodinamica basal e da sensibilidade do barorreflexo

Apés o periodo de tratamento, os animais foram anestesiados (Quetamina/ Xilasina,
100/10 mg/kg; via intraperitoneal — IP; Vetnil®; Syntec®), apds a anestesia profunda,
tiveram a artéria e veia femurais canuladas (Andrade et al., 2008). No minimo 24
horas apds o procedimento de canulacdo, os animais tiveram a pressao arterial
média (PAM) e a frequéncia cardiaca (FC) basais determinadas conforme Andrade
et al., (2008). Em seguida, o barorreflexo arterial foi avaliado e adaptado de acordo
com El Mas et al.,, 2001. A PAM e a FC foram controlados batida a batida nos
animais acordados e as variacdes destes parametros avaliados através da aplicacao
in bolus de doses randomizadas de fenilefrina (25, 50, 75 e 100 ug/kg) e
nitroprussiato de sodio (45, 90, 135 e 180 upg/kg). O coeficiente de regressao
(inclinacdo da curva) expresso como batimentos por minuto/mmHg (bpm.mmHg?) foi
utilizado como indice de sensibilidade do barorreflexo frente a fenilefrina (BRSpe) e
ao nitroprussiato (BRSnp) (El-Mas et al., 2001).

3.5 Coleta de tecidos e avaliacdo da hipertrofia cardiaca

Apoés as avaliacdes hemodinamicas, os animais foram eutanasiados, o sangue foi
coletado por puncdo cardiaca, acondicionado em tubos sem anticoagulante e
centrifugado (3500 rpm; 15 minutos a 4 °C); o soro foi entédo separado e refrigerado -
80 °C até o momento das analises. O coracao foi entdo retirado, limpo, seco e
pesado. O peso do 6rgao, normalizado pelo comprimento da tibia (g/cm) foi utilizado
como parametro de hipertrofia. Adicionalmente, o coragao foi armazenado em -80 C

para a realizacéo das avaliacdes bioquimicas.

3.6 Quantificacdo de proteinas
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Para a realizacdo de todas as andlises posteriores, a proteina no tecido cardiaco foi
determinada pelo método de Bradford (Bradford, 1976). Para tanto, o tecido
previamente homogeneizado (10uL) foi misturado ao reagente de Bradford, em
seguida a mistura foi lida em leitor de microplacas em 595 nm (Filter Max F5 Multi-
Mode Microplate Readers, Molecular Devices, California, EUA). Todos os resultados

subsequentes foram normalizados pela proteina total.
3.7 Determinacao dos produtos proteicos de oxidacdo avancada (AOPP)

A quantificacdo dos AOPP foi realizada pela técnica colorimétrica (Witko-Sarsat et
al., 1996), na qual o homogenato cardiaco € misturado com lodeto de Potassio (KI,
1.16M) e acido acético glacial. Apos agitacdo, a absorbancia foi lida em 340 nm.
(Filter Max F5 Multi-Mode Microplate Readers, Molecular Devices, California, EUA).
A analise quantitativa dos AOPP foi feita por meio da interpolacdo dos resultados
frente a uma curva padrdo de cloramina T (100-1000 uM). Os resultados foram

expressos como UM de cloramina T/mg de proteina.
3.8 Determinacao das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Para a determinagdo das TBARS, o tecido cardiaco homogeneizado (100uL) foi
misturado com solugcdo de acido tiobarbitarico (200 ulL; TBA), seguida de
aguecimento em banho maria a 100°C, por duas horas. Apos resfriamento completo
das amostras, a absorbancia foi lida em 532 nm em leitor de microplacas (Filter Max
F5 Multi-Mode Microplate Readers) em 532nm. Para a quantificacdo dos resultados,
a absorbancia das amostras foi interpolada em uma curva padrao de malondialdeido
(MDA; 0.5-25 pM). Os resultados foram expressos como pM de MDA/mg de

proteina.
3.9 Atividade da Superoéxido Dismutase (SOD)

A determinacdo da atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) foi realizada
em amostra do coragdo pelo método de Misra e Fridovich (1972). O meio de reacao
foi composto de 1,0 ml de tampéao de carbonato (0,2 M, pH 10,2), KCI 0,8 ml
(0,015M), 0,1 ml de homogenato e agua de modo a atingir o volume final de 3,0 ml.
A reacao foi iniciada pela adicdo de 0,2 ml de epinefrina (0,025 M). A alteragéo na

absorbancia foi registrada em 480 nm em intervalos de 15 segundos durante um
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minuto a 25 °C. Os resultados foram expressos como Unidade de SOD/mg de
proteina, sendo uma USOD definida como a quantidade de enzima que provoca

50% de inibicdo da auto-oxidacao de epinefrina.
3.10 Atividade da Catalase (CAT)

A determinacdo da atividade da enzima catalase (CAT) foi determinada no coracao
de acordo com o descrito por Aebi (1984) com modificagbes. A amostra (60uL) foi
misturada ao tampao fosfato (3 mL; 0,050 M, pH 7,4) e 40 ul de H202 (0,066 M). A
mudanc¢a na absorbancia em 240 nm foi registrada a cada 15 segundos durante 1
minuto. Os resultados foram expressos como coeficiente de extincdo do peroxido

por minuto (AE.min/mg proteina).
3.11 Andlise estatistica

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média (E.P.M.). Os
dados tiveram a normalidade determinada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Tendo
em vista que todos os resultados se apresentaram normais, os dados foram
submetidos a analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida pelo teste post hoc

de Tukey. A significancia foi aceita quando p< 0,05.
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4. RESULTADOS

Os achados do presente trabalho mostram que o tratamento cronico com a polpa de
jucara foi capaz de reduzir a pressao arterial média (SJ) quando comparado ao
grupo controle (S), de forma semelhante ao tratamento com o captopril, droga de
referéncia utilizada (SC) (Figura 1). Entretanto, ndo houve mudanca na frequéncia

cardiaca nos animais submetidos ao tratamento.
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Figura 1. Avaliagcdo do impacto do tratamento com Extrato de jugara sobre a presséo arterial
(Painel A) e frequéncia cardiaca (Painel B), apds o tratamento cronico. Observa-se reducéo
da presséo arterial média de modo semelhante ao grupo tratado com a droga padrdo
(captopril). S: SHR controle; SC: SHR captopril; SJ: SHR jucara. Resultados apresentados
como médiaterro padrdo da média (EPM), avaliados por meio de ANOVA de uma via e
submetidos ao teste post hoc de tukey. * p<0,05 comparado ao grupo SHR controle (S). **
p<0,01 comparado ao grupo SHR controle (S).

Ademais, associada a reducdo da pressdo arterial foi observada melhora na
sensibilidade no barorreflexo arterial. Observou-se melhora no componente
simpatico do barorreflexo ap6s o tratamento com jucara, de modo semelhante ao
encontrado nos animais tratados com captopril (Figura 2 A), sem, entretanto,

observar melhora na sensibilidade no componente parassimpatico (Figura 2 B).

A B
44 0
|m S _ | S

%3 * 3 sC g 3 sC
£ X T sy E 4] — sJ
E e £
& &
o

Figura 2. Resultado da avaliagcdo da sensibilidade do barorreflexo apés a ativacdo com
nitroprussiato de sodio (Painel A) ou fenilefrina (Painel B) nos animais. Foi possivel observar
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aumento da sensibilidade do reflexo apdés o tratamento crénico com jucara de forma
semelhante a do grupo tratado com captopril, apenas frente ao nitroprussiato de soédio. S:
SHR controle; SC: SHR captopril; SJ: SHR jucara. Resultados apresentados como
médiaterro padrdo da média (EPM), avaliados por meio de ANOVA de uma via e
submetidos ao teste post hoc de tukey. * p<0,05 comparado ao grupo SHR controle (S).

O tratamento com o Extrato de jucara foi capaz de reduzir a hipertrofia cardiaca de
modo semelhante ao grupo Captopril (Tabela 1). Além do coracdo, outros 6rgaos
como figado e rim também tiveram a hipertrofia avaliada. Entretanto, ndo houve
diferencas entre os tratamentos. A analise de ganho de peso demonstra que néo
existiu diferenca entre o ganho de peso nos animais que receberam jucara, Captopril

e 0s que nao foram tratados (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados da andlise ponderal dos animais SHR tratados cronicamente com extrato
aquoso de jucara ou captopril.

Grupos
Resultados
S SC SJ
Ganho de peso corporal (g) 1,424+0,016 1,391+0,002 1,383+0,011
Peso do figado/comprimento da
tibia (g/cm) 3,093+0,224 3,358+0,176 3,050+0,110
Peso do rim/ ‘E’,‘;‘;%me”to datibia 3544100124 0,3298+0,0123 0,3110+0,0129
Peso do coracao/comprimento da ;35441 0135 0,2673+0,008* 0,2774+0,006*

tibia (g/cm)

Resultados apresentados como médiaterro padrdo da média (EPM), avaliados por meio de
ANOVA de uma via e submetidos ao teste post hoc de tukey. * p<0,05 comparado ao grupo SHR
controle (S).
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A hipertensdo € frequentemente associada a danos teciduais causados pelo

estresse oxidativo. Dessa forma, avaliamos a peroxidacdo lipidica (TBARS) e a
oxidacdo das proteinas (AOPP). Ambos os tratamentos, com Captopril e jucara,
foram capazes de reduzir o TBARS e AOPP formados nos animais SHR (Figura 3 A
e B). Esse resultado foi associado a um aumento da atividade das enzimas

antioxidantes SOD e Catalase (Figura 3 C e D).
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Figura 3. Resultado da andlise do estresse oxidativo no tecido cardiaco dos animais SHR
tratados com extrato de jucara ou captopril. Painel A: Avaliacdo dos produtos de oxidacdo
proteica (AOPP). Painel B: Quantificacdo dos Produtos de peroxidacdo lipidica (TBARS).
Painel C: Atividade da enzima SOD. Painel D: Atividade da enzima catalase S: SHR
controle; SC: SHR captopril; SJ: SHR jucara. Resultados apresentados como médiaterro
padrdo da média (EPM), avaliados por meio de ANOVA de uma via e submetidos ao teste
post hoc de tukey. * p<0,05 comparado ao grupo SHR controle (S).
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5. DISCUSSAO

O presente estudo apresenta resultados inéditos da avaliagdo in vivo dos efeitos
anti-hipertensivos e provaveis mecanismos envolvidos do extrato de frutos de jucara
em ratos SHR. Observa-se que houve reducdo nos valores de PAM nos animais
tratados (SJ) de forma semelhante ao do grupo tratado com captopril, a droga
padrdao (SC). Em estudo prévio do nosso grupo, utilizando o mesmo extrato do
presente trabalho, Barroso et al., 2018, demonstraram a presenca de grande
quantidade de polifendis e antocianidinas. Sendo assim, nossos resultados podem
ser atribuidos & composicdo quimica do fruto, rica em polifendis, flavonodides e

antocianinas (Schultz, 2015; Barroso et al., 2018).

E sabido que o estresse oxidativo pode ser causa e consequéncia da hipertensio
arterial (Fanelli e Zatz, 2011; Guzik e Touyz, 2017; Virdis et al., 2011; Wu et al.,
2015). Como mecanismo, pode-se destacar o aumento da biossintese de anion
superéxido via NADPH oxidase, que ocorre especialmente por acdo da Angiotensina
II (Ang 1), peptideo vasoativo do sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA)
(Virdis et al., 2011).

A maior sintese do anion superoéxido tem como principal efeito a deplecdo do éxido
nitrico (NO) endotelial, o0 NO é um importante agente vasodilatador, promovendo
assim o controle da resisténcia vascular periférica, sendo a reducdo da sua
biodisponibilidade relacionada com a hipertensdo (Nakazono et al., 1991; do Vale e
Tirapelli, 2019). Desse modo pode-se inferir que a maior producdo do &anion
superoxido, que caracteriza o estresse oxidativo, pode participar da patogénese da
hipertenséao.

O consumo de produtos naturais ricos em polifendis, que sdo conhecidamente
antioxidantes, pode ser uma alternativa para o tratamento da hipertensao (Hugel et
al., 2016). Nesse sentido, estudos prévios comprovaram que plantas ricas em
polifendis sdo capazes de reduzir PAM utilizando diferentes modelos animais (Silva
et al. 2011, Kukongviriyapan, 2015; Pons, 2017), indicando que essas moléculas
possuem efeito antioxidante (Alqurashi, 2016; Kim, 2018; Silva 2017), vasodilatador
(Guerrero, 2012; Alqurashi, 2016; Moura, 2016; Freitas et al.,, 2017) e anti-
hipertensivo (Silva, 2011; Dillemburg, 2013; Figueiredo, 2017; Da Costa et al., 2017).
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Os polifendis séo, portanto, importantes formas de defesa do organismo frente
aos radicais livres, pois possuem em suas estruturas moleculares radicais hidroxilas
que previnem ou reduzem o estresse oxidativo (Freitas el al., 2017). Este
mecanismo ocorre através do sequestro direto de radicais livres, atividade
scavenger, eliminagdo dos precursores dos radicais como o peréxido de hidrogénio,
quelacdo de metais e, ainda, elevacdo dos antioxidantes enddégenos por meio da
modulacdo da atividade de enzimas-chave na defesa antioxidante (Cardoso et al.,
2018).

Sendo assim, sugere-se que os efeitos anti-hipertensivos da jugcara possam estar
relacionados com a presenca de polifendis e antocianidinas em altas concentracodes,
como demonstrado previamente para o extrato utilizado no presente estudo
(Barroso, 2018).

A acao anti-hipertensiva em animais SHR com uso de extrato de plantas do género
Euterpe ja foi reportado previamente (Da Costa et al., 2017; Zapata-Sudo et al.
2014). Esses estudos, entretanto, se concentram na espécie E. Oleracea Mart.,
popularmente chamada de Acai (Schultz, 2015). Gale et al., (2014) avaliaram o
impacto do consumo agudo de Acai em individuos saudaveis e observaram uma
reducdo na pressao arterial sistélica (SBP) apds 6 horas do consumo de acai. Por
outro lado, Udani e colaboradores (2011), avaliando o consumo de 100mg de acai
por dia durante quatro semanas, ndo observaram melhora na presséo arterial.
Entretanto, deve-se ressaltar que nenhum estudo foi encontrado avaliando o
consumo de extrato de jucara em animais ou humanos hipertensos por mais de 8

semanas.

No estudo realizado por Alqurashi et al. (2016), foi demonstrado que a ingestéo
aguda de acai por humanos com sobrepeso ndo promoveu mudanca na pressao
arterial ou na FC. No entanto, foi observada melhoria na funcdo vascular, e os
autores inferem que isso pode diminuir o risco para DCV como a HA. Moura et al.,
(2016) verificaram a capacidade vasodilatadora do acai e atribuiram ao aumento de

sintese de 6xido nitrico (NO) e a fatores relacionados ao endotélio.

Portanto, podemos supor que o efeito anti-hipertensivo da jucara observado no

presente estudo, pode ser explicado por uma acdo vasodilatadora, gerada pelo
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aumento da biodisponibilidade de o6xido nitrico nos vasos, 0 que levaria a
reducdo da resisténcia vascular periférica, resultados esses atribuidos a acao
antioxidante do extrato.

Adicionalmente a reducdo da PAM, observou-se melhora na sensibilidade do
barorreflexo arterial nos animais tratados com jucara. O barorreflexo é responsavel
pelo controle da pressao arterial momento a momento, promovendo resposta rapida
frente a variacdes da pressao (Vasquez et al.,, 1997). Uma das caracteristicas do
barorreflexo € que frente a processos fisiopatoldégicos como a hipertenséo ele se
torna menos sensivel, processo denominado adaptacéo (Head, 1995). Aliado a isso,
estudos clinicos tém mostrado que a baixa sensibilidade do barorreflexo esta
relacionada com morte subita (Wen, 2019), o que torna esse processo ainda mais
preocupante. Desse modo, o achado do presente estudo € importante, pois
demonstra que a polpa de jucara promove melhora na sensibilidade deste reflexo.

Estudos prévios indicam que a melhora na sensibilidade do reflexo ndo esta
presente em todas as drogas anti-hipertensivas (Grassi et al.,, 2006), sendo
observada para as drogas inibidoras da ECA (Mancia, 1982; Sesin, 1996). Estudos
prévios mostram que os polifendis sdo capazes de inibir a enzima conversora de
angiotensina (ECA) (Brasil et al., 2014; Guerrero et al., 2012; Hugel et al., 2016; Al
Shukor et al., 2013), havendo demonstracdo dessa capacidade para as
antocianidinas (Ojeda et al., 2010).

Estudos anteriores realizados por da Costa e colaboradores (2017) demonstraram a
capacidade anti-hipertensiva apés tratamento crénico com o extrato dos frutos
(polpa) de jucara em um modelo de hipertensdo secundaria dependente do sistema
renina angiotensina (2K1C). Levando em consideracdo esses dados, podemos
inferir que € possivel que a polpa de jucara possa promover a reducao na pressao
por modular o SRA, que, em conjunto, pode auxiliar no efeito anti-hipertensivo e na
melhora da sensibilidade do barorreflexo observada.

Assim, em um tratamento para a hipertensao, cujo controle momento a momento e
resposta rapida da PA é funcdo do barorreflexo (Tsai, 2019), a melhora na
sensibilidade do mesmo pode determinar grande reducéo da mortalidade (Whelton,
2018).
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Nesse sentido, um alimento a base de jucara possibilitaria uma melhor resposta
do sistema barorreflexo e diminuiria 0s riscos para comorbidades observadas
frequentemente em individuos com DCV, sendo indicado, portanto, o consumo
desse alimento como forma de prevenir a hipertenséo, ou ainda, como adjuvante no

tratamento da mesma.

Outro resultado encontrado foi que o0 uso crénico do extrato reverteu a hipertrofia
cardiaca nos animais. A hipertrofia cardiaca € uma condicdo fisiopatologica que
pode estar relacionada com o desenvolvimento de comorbidades as DCV como a
insuficiéncia cardiaca (Sesin, 1996; Tsai, 2019). A hipertensdo pode contribuir para o
desenvolvimento de hipertrofia cardiaca (Mancia, 1982; Whelton, 2018) e, portanto,
a reducdo da PAM pelo tratamento com jucara em animais hipertensos, pode ter

contribuido para a causa da reducdo da hipertrofia cardiaca dos mesmos.

O estudo de Zapato-Sudo et al., (2014) com extrato de Acai em ratos demonstrou a
reversao do aumento da PA, taxa de relaxamento ventricular, hipertrofia cardiaca e
fibrose ventricular em ratos submetidos a infarto do miocérdio. Nossos resultados
corroboram esses resultados experimentais, indicando que a administragdo do
extrato de jucara pode promover efeito benéfico no retardamento do remodelamento
cardiaco. Novamente, vale destacar que esta € a primeira vez que € demonstrado

esses resultados para o extrato aquoso de jucara.

Acredita-se que a ativacdo do sistema nervoso simpatico nesses animais é o0
principal mecanismo que aumenta a resisténcia vascular periférica fazendo com que
haja o desenvolvimento de hipertensdo em animais SHR (Okamoto, 1963; Doris,
2017); entretanto, o aumento do estresse oxidativo também € um dos mecanismos

envolvidos nesse aumento (Fanelli e Zatz, 2011; Cordeiro, 2018)

As ERRO estao envolvidas na patogénese da HA promovendo inducdes de vias
celulares e modificagbes estruturais dos seus alvos (Freitas et al., 2017). Alimentos
gue reduzam a quantidade de ERO no organismo, como a jucara, a partir de mais
pesquisas e comprovagdes, poderiam ser usados como nutracéuticos com finalidade

antioxidante e concomitantemente anti-hipertensiva.
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O estresse oxidativo reduz a biodisponibilidade de NO (Rush et al., 2007) que
contribui para um aumento na expressdo da enzima oxido nitrico sintase (eNOS)
(Negish et al., 2007). O uso de antioxidantes ja demonstrou ser efetivo na redugao
da expressao da eNOS, tendo como consequéncia a reducdo da PAM em ratos SHR
(Vaziri et al, 2000; Cordeiro et al, 2018).

Alguns estudos tém demonstrado que os polifendis, em ratos SHR, ndo aumentam a
expressao da eNOS, mas reduzem de forma significativa a atividade da NADPH
oxidase, favorecendo a redugéo da pressao arterial e a disfungao endotelial (Rush et
al., 2007; Negish et al., 2007).

Nossos resultados demonstram reducdo do estresse oxidativo indiretamente pela
reducdo nos valores de AOPP e TBARS. Esses resultados podem ser atribuidos ao
aumento na atividade das enzimas SOD e Catalase observado no presente estudo.
Freitas et al., (2017) observaram aumento da atividade das enzimas SOD e Catalase
em animais que receberam dieta de cafeteria e foram tratados com extrato de
jucara. Ja Castro et al., (2014), utilizando jucara e somando ao seu uso 0 exercicio
fisico, ndo obteve resultados em relacdo aos niveis de enzimas antioxidantes nos

grupos observados.

Estudos investigando a capacidade antioxidante do Acai em animais e também em
humanos foram realizados avaliando a atividade das enzimas antioxidantes e 0s
subprodutos do estresse oxidativo (Alqurashi et al., 2016; Cordeiro et al., 2018; Da
Costa et al., 2017; Carvalho et al., 2019, Udani et al., 2011; Gale et al., 2014; Caiado
et al., 2019). Os resultados, entretanto, sédo divergentes no tocante a demonstracao
da real capacidade da fruta de diminuicdo do estresse oxidativo. Porém, todos
concordam que mais estudos sdo necessarios para determinar 0Ss mecanismos

envolvidos nos efeitos da jucara.

O que se pode inferir é que a capacidade antioxidante da polpa pode ser atribuida a
reacdo direta dos polifendis aos radicais livres presentes no organismo, ou ainda,
por alteracdo em mecanismos moleculares como a ativacédo do fator de transcrigao
eritroide 2 (NRF2), importante via bioquimica responsavel pela transcricdo de
enzimas antioxidantes (Poulose et al., 2017).
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Por fim, foi observado que o tratamento com extrato de jucara nao altera o
ganho de peso corporal e a hipertrofia renal e hepatica. A literatura indica perda de
peso e alteracdo hepética como indicativos de intoxicacdo (Mariz et al., 2012); logo,

os dados do presente estudo indicam a seguranca no consumo da polpa de jucara.
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6. CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que o tratamento crébnico com a polpa de jucara
promove melhora cardiovascular nos animais SHR tratados, levando a reducédo na
pressdo arterial média e hipertrofia cardiaca, bem como a melhora na sensibilidade
do barorreflexo arterial. Adicionalmente, houve reducéo nos produtos do estresse
oxidativo (AOPP e TBARS) e aumento da atividade das enzimas antioxidantes (SOD

e catalase) sem indicativo de toxicidade.

Podemos concluir que o tratamento com jucara é promissor como adjuvante da
reducdo de HA, sendo um dos mecanismos para essa atividade a reducédo do
estresse oxidativo. Porém, necessita-se de mais estudos, a fim de determinar e

compreender os mecanismos biolégicos envolvidos no consumo deste fruto.
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