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Resumo

NICOLETTI, Angélica Markus. Arroz parboilizado e mirtilo: resposta biolégica de
Ratos wistar em situagéo de estresse. 2017. 113 f. Tese (Doutorado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos) - Programa de Pds-Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

O progresso global ocorrido no ultimo século nas diversas areas teve impacto
direto na rotina dos individuos, gerando um numero expressivo de pessoas
estressadas, que adotaram habitos alimentares errbneos. Tais ocorréncias tendem a
gerar um desequilibrio bioquimico no organismo denominado de estresse oxidativo,
gue se caracteriza por uma producéo exacerbada de radicais livres, e que tem sido
associado ao desenvolvimento das chamadas doencas cronicas nao transmissiveis.
Diante das potencialidades funcionais antioxidantes do arroz parboilizado e do mirtilo
como coadjuvantes na prevencdo e manutencdo de um equilibrio oxidativo no
organismo, o que reflete na prevencao de diversas patologias, no presente estudo
objetivou-se analisar a eficiéncia nutricional e funcional de arroz parboilizado e mirtilo
bem como avaliar seu potencial antioxidante em um modelo animal submetido a um
protocolo de estresse. Para tanto, o trabalho foi estruturado em trés estudos,
desenvolvidos da seguinte forma: experimento I, Il e Ill. No experimento | foram
caracterizadas duas variedades de mirtilo (Misty e O’Neal) determinando a
composicdo bromatologica dos frutos, antocianinas totais, compostos fendlicos totais
e individuais, atividade antioxidante por DPPH, ABTS e FRAP. No experimento Il
foram avaliadas as respostas bioldgicas de ratos wistar machos adultos, cepa UFPEL,
submetidos a um protocolo de estresse por contencdo, alimentados com dietas
normocaldricas, recebendo 1ml de extrato de mirtilo (41,66% fruta) através de
gavagem para cada 200g de peso do animal. No experimento Ill foram avaliados a
eficiéncia nutricional e funcional da mistura de arroz parboilizado e mirtilo através de
ensaio biolégico com ratos wistar machos adultos, cepa UFPEL, submetidos a um
protocolo de estresse por contencao, alimentados com dieta desenvolvida com arroz
parboilizado e mirtilo O"Neal, administrados sob a forma de racdo. Com os resultados
do estudo | foi possivel concluir que a variedade de mirtilo Misty destacou-se
apresentando maior teor de fendis totais, bem como apresentou uma maior
capacidade antioxidante nos diferentes métodos. No estudo Il, o fator estresse refletiu
em uma menor deposicédo de peso em especial nos animais que consumiram mirtilo
O’Neal, resultado acompanhado de um consumo de ragao similar ao grupo que
recebeu mirtilo Misty, concomitante a uma menor deposi¢ao de gordura epididimal. O
mirtilo O’Neal, se mostrou efetivo na reducédo dos niveis de glicose. A expressao de
superéxido dismutase (SOD) foi menor na regido hipotalamica, inferindo que o
antioxidante se mostrou ativo na linha de defesa. Nosso estudo ponderou que a
exposicao ao protocolo de estresse por contencdo aumentou a enzima superoxido
dismutase, sendo sua expressao significativamente maior quando comparado com a
testemunha. Em contrapartida a exposicdo ao estresse diminuiu a Glutationa
peroxidase. A atividade da enzima catalase no cortex foi significativamente
aumentada nos grupos ndo submetidos ao protocolo de estresse, que receberam
extrato aquoso de mirtilo. Seguido de maior expressao nos animais que receberam
extrato aquoso de mirtilo da variedade Misty. O estudo Il nos inferiu que: O estresse
por contengdo, o consumo de arroz parboilizado e mirtilo O’'Neal administrados
separados induz ao menor ganho de peso. Concomitante o consumo de alimentos foi
diferente de acordo com a dieta administrada dentro do grupo de animais estressados,



sendo que os que consumiram dieta AP e dieta APM exibiram um maior consumo
alimentar. A deposi¢cédo de gordura epididimal foi significativamente maior no grupo
que recebeu a racdo APM independente do fator estresse. Os animais que receberam
dieta MO depositaram menos gordura epididimal, em relacdo a testemunha e 30,4%
menos de gordura epididimal guando comparado a dieta AP. Quando comparadas as
dietas dentro dos diferentes niveis de estresse, 0s animais submetidos ao estresse
por contencao independente da dieta recebida demonstraram aumento dos niveis de
glicose, sendo apenas o0 aumento nos animais que receberam a dieta AP.

Palavras-chave: arroz, gavagem; mirtilo; ratos wistar, estresse por contencao;
antioxidante.



Abstract

NICOLETTI, Angélica Markus. Parboiled rice and blueberry: biological response
of Wistar rats under stress. 2017. 113 f. Doctoral Thesis Post-Graduate Program in
Food Science and Technology. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas/RS.

The global progress that has occurred in the last century in the various areas has had
a direct impact on the routine of individuals, generating an expressive number of
stressed people who have adopted erroneous eating habits. Such occurrences tend to
generate a biochemical imbalance in the so-called oxidative stress system, which is
characterized by an exacerbated production of free radicals, and has been associated
with the development of so-called non-transmissible chronic diseases. In view of the
functional antioxidant potentials of parboiled rice and blueberry as a coadjuvant in the
prevention and maintenance of an oxidative balance in the body, which reflects in the
prevention of several pathologies, the present study aimed to analyze the nutritional
and functional efficiency of parboiled rice and blueberry As well as to evaluate its
antioxidant potential in an animal model submitted to a stress protocol. For this, the
work was structured in three studies, developed as follows: experiment I, 1l and IlI. In
the experiment | were characterized two varieties of blueberry (Misty and O'Neal)
determining the bromatological composition of the fruits, total anthocyanins, total and
individual phenolic compounds, antioxidant activity by DPPH, ABTS and FRAP. In the
experiment 1l, the biological responses of adult male wistar rats, strain UFPEL,
submitted to a contention stress protocol, fed with normocaloric diets, were evaluated,
receiving 1ml of blueberry extract (41.66% fruit) through gavage for each 200g Weight
of the animal. In the experiment Ill the nutritional and functional efficiency of the mixture
of parboiled and blueberry rice were evaluated through biological assay with adult male
wistar rats, strain UFPEL, submitted to a contention stress protocol, fed with a diet
developed with parboiled rice and blueberry O Neal, administered as a feed. With the
results of the study | it was possible to conclude that the blueberry variety Misty stood
out presenting higher total phenol content, as well as presented a greater antioxidant
capacity in the different methods. In study Il, the stress factor reflected in a lower weight
deposition, especially in the animals that consumed blueberry O'Neal, a result
accompanied by a feed intake similar to the group that received blueberry Misty,
concomitant to a lower deposition of epididymal fat. O'Neal blueberry was shown to be
effective in reducing glucose levels. The expression of superoxide dismutase (SOD)
was lower in the hypothalamic region, inferring that the antioxidant was active in the
line of defense. Our study considered that the exposure to the protocol of contention
stress increased the enzyme superoxide dismutase, being its expression significantly
greater when compared with the control. In contrast, exposure to stress decreased
Glutathione peroxidase. The activity of the catalase enzyme in the cortex was
significantly increased in the groups not submitted to the stress protocol, which
received agqueous extract of blueberry. This was followed by greater expression in the
animals that received aqueous blueberry extract of the Misty variety. Study Il inferred
that: Containment stress, consumption of parboiled rice and O'Neal bilberry
administered separately induces the lowest weight gain. Concomitant consumption of
food was different according to the diet administered within the group of stressed



animals, and those who consumed AP diet and APM diet exhibited a higher food
intake. The deposition of epididymal fat was significantly higher in the group that
received the APM ration independent of the stress factor. The animals that received
an OM diet had less epididymal fat compared to controls and 30.4% less epididymal
fat when compared to the AP diet. When comparing the diets within the different stress
levels, the animals submitted to stress by independent containment of the received diet
showed an increase in the glucose levels, being only the increase in the animals that
received the AP diet.

Keywords: rice, gavage; blueberry; wistar rats; containment stress; antioxidant.
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1 Introducéo

Em paralelo, as atribuicbes da vida moderna, cresce o indice da populacéo
que realiza sua alimentacdo fora do lar, com predominancia do consumo de
alimentos tipo processados, ricos em gorduras, sal, acucares e deficientes em
micro nutrientes e fitoquimicos. O baixo consumo e/ou a auséncia destes micro
nutrientes e bioativos na alimentacéo, tem sido identificados como fatores de ordem
exdgena, contributivos na ineficiéncia do sistema e do mecanismo de defesa
antioxidante do organismo. Esta desestabilizacdo acarreta diversas reacdes
bioguimicas e fisiolégicas desordenadas que favorece a instalagdo de um quadro
de estresse oxidativo no organismo, contribuindo para acelerar o envelhecimento
bioldgico e predispor o corpo ao desenvolvimento de patologias.

O estresse oxidativo, desencadeado por um desequilibrio entre a producéao
e eliminacao de espécies reativas de oxigénio (ROS), incluindo os radicais livres
(RL), ions de oxigénio e peréxidos, constitui uma condi¢&o bioldgica que tem sido
associada a uma série de problemas de saude como doencas cardiovasculares;
diabetes, inflamacao crbnica, obesidade, resisténcia a insulina, cancer, doenca de
Parkinson e Alzheimer.

O aumento expressivo da incidéncia destas patologias tem deixado a
populacdo em alerta e despertado as pessoas a buscarem alimentos que nao
apenas satisfacam suas necessidades bioldégicas de se alimentar, mas que
contribuam para a saude, sendo auxiliares em amenizar a incidéncia destas
patologias, 0 que as leva a buscarem os chamados alimentos funcionais. Estes,
sdo constituidos de distintos compostos (fibras, minerais, fitoquimicos) que
desempenham funcdes benéficas no organismo sendo coadjuvantes na
manutencao de um organismo saudavel.

Dentre os alimentos com estas caracteristicas, podemos citar 0 arroz
parboilizado e os frutos de mirtilo, que contém substancias com propriedades
antioxidantes, auxiliares na redugcdo da quantidade de ROS, atuando de forma
positiva no controle dos niveis de estresse oxidativo.

O arroz parboilizado oferece varias vantagens sobre outras fontes de cereais
na dieta. A migragdo de vitaminas soluveis em agua, minerais € compostos
fendlicos da fragéo do farelo para o centro do grédo durante seu processamento, sua

maior quantidade de amido resistente e seu conteudo de acidos graxos, o torna um
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alimento com 6timo potencial nutricional. Quanto ao mirtilo, sdo frutos de elevado
valor nutritivo, bom aporte de minerais e fonte de componentes fitoquimicos, como
as antocianinas e compostos fendlicos

Em face da vida moderna atribulada cresce a demanda no mercado por
alimentos prontos, de rapido preparo e com apelos funcionais. Desta forma, o
estudo de fontes alimentares disponiveis bem como, ricas em componentes
antioxidantes e o desenvolvimento tecnolégico de produtos nutricionais, € uma
forma valiosa de disponibilizar produtos fonte de fitoquimicos com propriedades

benéficas a saude.

1.10bjetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Neste trabalho objetivou-se analisar a eficiéncia nutricional e funcional de arroz
parboilizado e mirtilo, bem como avaliar seu potencial antioxidante em um modelo

animal submetido a um protocolo de estresse.

1.1.2 Objetivos Especificos

v Avaliar a composicao nutricional, o teor de antocianinas totais, compostos
fendlicos totais e individuais, bem como o potencial antioxidante in vitro do arroz
parboilizado, mirtilos (Misty e O"Neal), extratos e racdes;

v Submeter os animais a situacdo de estresse cronico para avaliar o potencial
antioxidante dos diferentes cultivares de mirtilo sobre um modelo de estresse
biolégico em ratos Wistar, através da avaliacdo da atividade das enzimas Catalase
(CAT), Superéxido Dismutase (SOD), Tiois Totais (SH), Glutationa peroxidase
(GPx), Teste da dicloro fluoresceina (DCF) no hipotalamo e cortex;

v Identificar a eficiéncia nutricional e funcional de arroz parboilizado e mirtilo
O’Neal através de ensaio biol6gico com ratos Wistar submetidos a um modelo de

estresse.
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2 Revisado de Literatura

2.1 Estilo de vida contemporaneo

A construgdo da vida contemporanea teve por base varias mudancas
demograficas, epidemiolégicas e socioeconbmicas que influenciaram no
estabelecimento dos processos de transicdo nutricional evidenciado em diversos
paises ao longo das ultimas décadas (FILHO, 2010). Estas mudancas somadas
resultaram em significativas alteracdes na estrutura da sociedade, sendo que a
populacdo passou por uma urbanizacdo acelerada, desenvolvimento social e
econdbmico, culminando em um agil progresso, que nao sé alavancou o aumento
do poder aquisitivo das pessoas, como também acarretou em uma maior carga de
trabalho, um aumento dos niveis de estresse psicologico, concomitante com a
reducdo da prética de atividade fisica (TARDIDO, 2006) e horas de descanso.

Uma multiplicidade de fatores da vida moderna, como o uso de mais tempo
se deslocando ao trabalho, a impossibilidade de retornar para almocar em casa, a
demanda de tempo para fazer compras alimenticias, contribuiram para que a
populacdo urbana alterasse seus habitos alimentares e a préatica da atividade fisica
(OLIVEIRA-CAMPOS,2012).

No Brasil, segundo Pesquisas de Orcamento Familiar (POF) do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), desenvolvidas entre 2008-2009 o
consumo médio de energia fora do domicilio correspondeu a aproximadamente
16,00% da ingestdo calorica total, sendo mais frequente nas é&reas urbanas
(42,80%), no sexo masculino, com predominancia de individuos adultos
(18,50%),(BELCHIOR, 2011) e com faixa de renda familiar per capita mais elevada.
Somado a isto, a estrutura da dieta passou por uma profunda modificacdo, onde
antes era um cenario de incertezas alimentares, se tornou um cenario com uma
diversidade de alimentos, sendo a maioria rica em energia. A alimentacao passou
a ser constituida por mais produtos processados, alimentos tipo “fast-food”, com
excessiva quantidade de acidos graxos saturados, gorduras “trans”, maior teor de
acucares, refrigerantes, ao mesmo tempo em que foram deixados de lado os
alimentos in natura como frutas, legumes, e fontes de fibras gerando um impacto

metabdlico negativo no organismo (GOTTLIEB, 2011).
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Dados do IBGE apuraram que o consumo de gordura saturada, o aclucar de
adicdo, o sodio e as fibras que sao frequentemente utilizados como marcadores da
qualidade da dieta, estédo sendo consumidos de forma errénea. A prevaléncia global
de ingestédo de acucar livre (acucar de adicdo somado ao acucar proveniente dos
alimentos) acima do limite recomendado pelo Ministério da Saude de 10,00% da
ingestao total de energia foi de 61%. A prevaléncia de ingestédo de gordura saturada
acima do limite recomendado de 7% (SPOSITO, 2007) do consumo total de energia
foi de 82% na populacéo e o percentual de individuos com ingestéo de fibras menor
ou igual a 12,50gramas (g) por 1 000quilocaloria (Kcal) foi de 68%.

Entre os idosos, a prevaléncia de ingestdo de gordura saturada é
preocupante, sendo acima do recomendado, extrapolando 80,00%. A explicacao
de parte destes dados se justifica pelo fato que menos de 10,00% da populacéo
atinge as recomendacdes de consumo de frutas, verduras e legumes. Sendo assim,
0 consumo excessivo de energia, somado a inatividade fisica mantém o organismo
constantemente em balaco positivo, facilitando um acumulo de gordura, que por
sua vez, desencadeia um processo inflamatério que esta diretamente relacionado
ao aumento do estresse oxidativo sistémico (GOTTLIEB, 2008).

Em meio a todas estas mudancas culturais, sociais e ambientais, segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2014) a expectativa de vida da populacéo
mundial migrou de 33 para 80 anos, aumentando expressivamente o numero da
populacao idosa. Segundo avaliagdes estatisticas mundiais da OMS, a populacéo
nascida em 2012 tera um acréscimo de seis anos na expectativa de vida, quando
comparado aos nascidos em 1990. No Brasil, com base em dados do IBGE
(BELCHIOR, 2013), a esperanca de vida ao nascer em 2010, para a populacéo
de ambos os sexos, alcancou 73,76 anos. Se compararmos com a expectativa
de vida de 1980 que foi de 62,52 anos, neste periodo, ocorreu um acréscimo de
11,24 anos (11 anos, 2 meses e 27 dias).

Entretanto, este aumento da longevidade, ndo é garantia de qualidade de
vida, sendo que o periodo de idade mais avancada geralmente esta ligado ao
aumento da prevaléncia de inimeras DCNTSs. Estas doencgas, certamente tém uma
vertente genética, entretanto o envolvimento de outros fatores na sua ocorréncia
tem sido investigado, com o intuito de entender a génese destas patologias

(FERREIRA, 2010) e minimizar a emergéncia das mesmas.
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Algumas pesquisas evidenciam que as caracteristicas da vida moderna,
como a inatividade fisica (GOBBO, 2015), habitos alimentares inadequados
(AKESSON, 2014) e o estresse quando somados se tornam potentes fatores de
risco ao desenvolvimento de DCNTs (EZZATI, 2013).Verificou-se também que
possivelmente estas ocorréncias no organismo estejam interligadas, propiciando a
ineficiéncia metabdlica, que contribui para a quebra da homeostasia corporal
(GOTTLIEB, 2011), favorecendo a instalacdo de estresse oxidativo celular. Desta
forma o individuo fica predisposto a lesdes organicas causando um
comprometimento da qualidade de vida da populacdo com o desenvolvimento de
DCNTs. Segundo Sapolsky (2000), algumas doencas crbnicas podem ser
explicadas, em termos das perturbacdes neuroenddécrinas geradas pela tentativa
do organismo em manter o equilibrio frente ao estresse ao qual € exposto em face

as rapidas mudancas em ambito social, cultural e tecnoldgico.

2.2 Estresse como fator do estresse oxidativo

Atualmente a sociedade moderna exige com mais rigor que as pessoas
desempenhem suas atividades com exatidao, rapidez e eficiéncia, resultado de
uma vida onde o tempo custa muito. Estas exigéncias acabam por expor as
pessoas a situacdes de conflito, ansiedade e desestabilizacdo emocional (ARALDI-
FAVASSA, 2005).

Segundo Burges (2016) os individuos passarem por situacfes de "estresse",
em seu sentido mais vasto, € uma ocorréncia impreterivel da vida. O acimulo deste
estresse e sua intensidade devem ser monitorados. O estresse diario provocado
por estressores internos como as situacdes psicologicamente estressantes, que
sdo desencadeados por estimulos oriundos do mundo social, como sobrecarga de
trabalho, estresse ocupacional, inseguranca, problemas financeiros, ou
desencadeados por fatores externos ao organismo, exigem uma rapida adaptacéo
dos individuos frente a diversas situa¢des (FARO, 2012) além de manter o corpo
humano em constante estresse, com o equilibrio homeostatico perturbado
dificultando a retomada de um funcionamento equilibrado.

No intuito de restabelecer a homeostase, inUmeras reacdes fisioldgicas
(SAPOLSKY, 2000). imediatas ao estresse sdo mediadas pelo sistema nervoso

autdnomo (SNA), sendo que o simpatico e parassimpatico ativos desencadeiam
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alteragOes fisiologicas inesperadas e eficientes através da inervacéo neural dos
orgéaos alvos (LAI, 2009).

O estresse também ativa o eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HHA),
resultando na elevacao dos niveis de glicocorticoides circulantes. Em contrapartida,
processos de digestdo, crescimento, reproducdo e ativacado imunoldgica, ficam
diminuidos (SORRELLS, 2011). Desta forma podemos avaliar que a resposta do
organismo a estimulos estressores consiste em duas sequéncias bioquimicas
separadas, onde uma é rapida mediada pelos hormdnios noradrenalina e
adrenalina, e outra lenta mediada pelo horménio cortisol. A adrenalina atua no
metabolismo da glicose, disponibilizando os estoques de nutrientes dos musculos
a fim de fornecer a energia necessaria ao organismo quando este se encontra
diante de uma situacao estressora. Juntamente com a noradrenalina, provocam um
aumento no débito cardiaco, bem como da presséo arterial (MARGIS, 2003). O
cortisol, hormbnio secretado pelo cortex da adrenal, exerce efeitos sobre o
metabolismo da glicose quebrando as proteinas e convertendo-as em glicose,
contribui para transformar a gordura em energia, o0 aumento do fluxo sanguineo,
paralisa as funcdes reprodutivas e inibe o sistema imune (JOHNSON et al., 1992)
Quando em excesso pode resultar em acréscimo excessivo ho peso corporal,
aumento da pressao arterial bem como dos niveis de glicose (XIAO, 2014).

O excesso de cortisol € relatado em situacdes de estresse, as quais
desencadeia no organismo alteragbes comportamentais e bioquimicas
indesejaveis, dependentes da duracdo do estressor, levando a um quadro de
estresse crbnico, cujo, tem sido associado a um desequilibrio das defesas
antioxidantes no organismo, levando a um desbalanco oxidativo (MADRIGAL,
2001), a producédo de estresse oxidativo e disfun¢cdes mitocondriais (MANOLI,
2000).

O acumulo e a frequéncia dos estimulos estressores dificultam a restauracéo
da homeostasia corpérea, o que propicia alteracées na morfologia e na capacidade
proliferativa das células. Estas alteragfes se mantém mesmo apds a auséncia do
evento estressor, tornando as células ainda mais vulneraveis, gerando uma
instabilidade bioldgica, responsavel pela ocorréncia de varios disturbios. Dessa
forma, sem o restabelecimento do equilibrio o organismo fica susceptivel a
ocorréncia de alteragbes comportamentais, afetivas, cognitivas e fisioldgicas,

desencadeando disfun¢des associadas ao sistema imune, oxidativo, processos de
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morte e proliferacdo celular, déficits cognitivos, além de contribuir, a0 aumento do
risco de desenvolvimento de diversos problemas de saude entre estes a obesidade,
doencas cardiovasculares em virtude da instalacdo de um quadro de estresse
oxidativo (ACEVEDO-GARCIA, 2012; CHEN, 2012).

Estudos cientificos sugerem uma estreita ligacdo do estresse oxidativo na
etiologia das DCNTSs, associados por sua vez ao aumento da formacéo de radicais
livres e a reducéo das defesas antioxidantes (MALINSKA, 2010; RUPEREZ, 2014).
Assim, o risco de desenvolvimento de doencas cronicas pode ser explicado por
outros mecanismos que ndo apenas 0s comportamentais (pratica de atividade fisica
e dieta). O estresse cronico pode desencadear reacdes fisioldégicas ainda pouco
exploradas. Estudos apontam que o estresse cronico pode agir internamente no
tecido adiposo, desencadeando mecanismos periféricos, os quais estédo envolvidos
no acumulo de tecido gorduroso visceral via efeitos adversos de acucar e gordura
(FURUKAWA, 2004; KUO, 2008, 2010).

O estresse oxidativo € conceituado como uma condicdo biolégica em que
ocorre o desequilibrio entre os fatores pré-oxidantes e o mecanismo de defesa
antioxidante (BARBOSA, 2010), com consequéncia de geragdo excessiva de
espécies reativas como os radicais livres. Estes sdo moléculas originarias de
reacfes metabdlicas de reducdo do oxigénio molecular com ndmero menor de
elétrons (MALINSKA, 2010). Os elétrons desemparelhados da ultima camada
desses compostos sdo de grande instabilidade e avidos por capturar um elétron
para sua estabilizacdo. Assim, os RL podem se ligar a moléculas circundantes pela
recepcao ou doacdo de elétrons, reducdo de radicais, bem como pela oxidacao
destes. Entretanto, este emparelhamento desencadeia uma reacdo de cascata
oxidativa, pois o elétron que se ligou ao RL, gera outro, e este por sua vez ira se
ligar, gerando outro e assim sucessivamente.

Desta forma os radicais livres podem alterar quimicamente todos as
principais classes de biomoléculas, modificando sua estrutura e funcdo com
consequéncia de danos. Os danos séo da ordem de disfuncéo endotelial, aumento
do processo inflamatorio, disfuncdo mitocondrial e alteracdo do padréo de
metilacdo do Acido Desoxirribonucleico (DNA), através de um processo conhecido
como estresse oxidativo, além de desenvolverem disfun¢des e doencas associadas
com o envelhecimento (JEONG, 2012). Isolados ou combinados os danos tem sido

associados ao desenvolvimento de patologias como a aterosclerose, diabetes,
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obesidade, cancer (RUPEREZ, 2014; SILVA, 2014) e doencas neurodegenerativas
(Parkinson e Alzheimer) (PERFEITO, 2013; YANA, 2013; TRAMUTOLA, 2016)

As espécies reativas de oxigénio geradas fisiologicamente em niveis
moderados podem agir de forma benéfica ao organismo, sendo importantes para
modular a célula e interagir em funcbes como a apoptose, expressado de genes, a
transducédo de sinal e na defesa, quando usadas pelo sistema imunitario para atacar
e aniquilar agentes patogénicos, ou quando atuam como moléculas mensageiras
em vias de sinalizacéo celular (BARGAGLI, 2009).

O equilibrio entre a formacéo das ROS e a atividade do sistema antioxidante
é fundamental (SILVA, 2010), pois quando sua producao é demasiada, excedendo
a capacidade de defesa antioxidante, se torna um problema ao organismo, uma vez
gue as ROS podem influenciar no feedback antioxidante do organismo no contra
ataque ao estresse oxidativo (RUPEREZ, 2014). A reatividade destas moléculas
traz efeitos nocivos as células como a peroxidacdo lipidica e oxidacdo de
biomoléculas tais como carboidratos, proteinas, lipidios, DNA e &cido ribonucleico
(RNA) (SILVA, 2010).

O controle da quantidade de radicais livres no organismo é feito por sistemas
enddgenos ou por fatores exdgenos. O sistema antioxidante endégeno intracelular
inclui as enzimas SOD, GPx, glutationa redutase (GRS), glutationa S-transferases
(GST), CAT, tioredoxina redutase (TXR), peroxiredoxinas (PRX), Nicotinamida
Adenina Dinucleotideo Fosfato (NADPH), ubiquinona oxidoredutase (NQO1) bem
COmo as enzimas que catalisam reacdes geradoras de equivalentes redutores nos
compartimentos citosélicos e mitocondrial: glicose-6-fosfato desidrogenase, 6-
fosfogluconolactona e transidrogenase. Ja o controle dos niveis de radicais livres
por fatores exdgenos inclui o poder antioxidante dos alimentos (PIETTA, 2000; ALI,
2008).

No intuito de manter o processo oxidativo dentro dos limites fisiologicos
impedindo que os danos oxidativos se alastrem, podendo causar prejuizos
sistémicos irreparaveis, o organismo, € dotado de mecanismos antioxidantes
(BARBOSA, 2014). Estes mecanismos fisiologicos endogenos, ocorrem
naturalmente, contudo intervencbes dietéticas com adequado consumo de
antioxidantes compreendendo um bom aporte de vitamina C, vitamina E, inGmeros
fitoquimicos, além de minerais como 0 zinco, manganés e selénio complementam

estes mecanismos e minimizam a oxidag&o e o estresse oxidativo induzidos por
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espécies reativas de radicais livres, pois sdo considerados nutrientes
indispensaveis para a atividade das enzimas antioxidantes (BURTON-FREEMAN,
2010).

2.3 Poder antioxidante da alimentacé&o

Os antioxidantes sdo agentes responsaveis pela inibicdo ou reducédo da
oxidacdo causada pelos radicais livres nas células. Segundo a Agéncia de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), antioxidante é a substancia que retarda o
aparecimento de alteracdes oxidativas no alimento. Quimicamente, S&o compostos
aromaticos que contém no minimo uma hidroxila, podendo ser sintéticos, como o
butilhidroxianisol (BHA) e o butilhidroxitolueno (BHT) amplamente utilizados pela
industria alimenticia, ou naturais tais como organosulfurados, fendlicos e terpenos,
gue fazem parte da constituicdo de diversos alimentos (BIANCHI, 1999).

Os antioxidantes desempenham sua acdo advindos de duas fontes:
enzimaticas e ndo enzimaticas. Dentre os antioxidantes enzimaticos, encontram-se
atuando como linha primaria de defesa a superéxido dismutase (SOD), a catalase
(CAT) e a glutationa peroxidase (GPx). Cada uma destas, desempenha a sua
funcdo exclusiva, sendo a GPx responsavel por doar elétrons fazendo a reducéo
de peroxidos, a CAT converte o perdxido de hidrogénio (H202) em agua (H20) e
Oxigénio (O2), e finalmente a SOD converte o Oxigénio (0O2) em peroxido de
hidrogénio (H202), o qual por sua vez se torna substrato para 4s enzimas CAT ou
GPx. Em uma segunda linha de defesa, e ndo menos importante fazem parte
enzimas como a glutationa redutase (GSR), a qual age na conversao da glutationa
de sua forma oxidada (GSSG) para a forma reduzida (GSH) e a glicose-6-fosfato
desidrogenase, que regenera o NADPH desta forma mantendo um ambiente
redutor (ALI, 2008; CAROCHO, 2013).

Carocho (2013) afirma ainda que dentre os antioxidantes ndo enzimaticos,
responsaveis pela captura dos radicais formados, estdo alguns antioxidantes
lipofilicos (tocoferdis caroteno, flavondides) e outros antioxidantes hidrofilicos
(acido ascorbico, glutationa, indois e catecois estrogenos, L-cisteina, curcumina,
proteinas do plasma, selénio, clorofilina).O consumo de uma dieta rica em frutas e

vegetais garante a obtencéo de antioxidantes ndo enzimaticos, devido sua riqueza
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em compostos fendlicos vegetais, vitaminas E, C, e A, flavondides e carotenoides
extremamente importantes na interceptacéo dos radicais livres (CAROCHO, 2013).

Os compostos fendlicos vegetais se constituem um grande e complexo grupo
de substancias, oriundos do metabolismo secundario das plantas. Sua sintese
ocorre nas plantas em condi¢des normais do seu desenvolvimento, entretanto n&o
fazem parte de seu sistema fotossintético nem de seu metabolismo respiratorio,
mas acredita-se serem essenciais a planta (CHEYNIER, 2013; DUTHIE, 2003;
TAIZ; ZEIGER, 2013).

Os compostos fendlicos tém sido classificados de acordo com sua estrutura
quimica base, dentre as quais se encontram: C6 (fendis simples, benzoquinonas),
C6 e C1 (4cidos fendlicos e aldeidos), C6 e C3 (acidos hidroxicinamico, cumarinas)
C6 e C3 e C6 (flavonoides, isoflavondides, neoflavonéides), (C6 e C3 e C6) 2,3 (bi,
tri , flavonoides, proantocianidinas, dimeros, trimeros) (CHEYNIER et al., 2013).

Os fendlicos mais estudados séo: o 4cido caféico, o acido galico e o acido
elagico, por sua consideravel importancia na dieta em inibir o processo de
peroxidacao lipidica (HALLIWELL,1995). Assim, sdo divididos em dois grupos
principais: os flavonoides e os ndo-flavonoides. Os quais ainda consideram suas
sub classes. Sendo os flavonoides divididos nas subclasses: flavonais, flavonas,
flavanonas, flavanéis, antocianinas e isoflavonas (PIETTA, 2000). Dentre estes, as
antocianinas séo os polifendis encontrados em maior quantidade em alimentos.

As antocianinas sdo pigmentos solUveis em agua, sintetizadas via &cido
chiquimico, armazenadas nos vacuolos celulares. Além do potencial de aplicacédo
como corantes, as antocianinas podem ser utilizadas na elaboracdo de alimentos
funcionais e suplementos dietéticos (SHIPP, 2010).

A importancia de uma dieta com fontes vegetais constituidas de antocianinas
consiste, na capacidade destes compostos atuarem como antioxidantes de fonte
exdgena no organismo, desenvolvendo um importante papel de contribuicdo na
manutencdo do equilibrio oxidativo do corpo, melhora a atividade metabdlica,
mantém a integridade celular evitando desta forma a instalacdo de estresse
oxidativo e suas consequéncias (BAO, 2010; BHASWANT, 2015).

Estes compostos antioxidantes agem como captadores de radicais livres,
sendo capazes de extinguir ou estabilizar os mesmos; estes param as reagdes
oxidativas com a doacao de elétrons ou atomos de hidrogénio dos grupamentos

hidroxila, formando radicais livres estaveis que nao iniciam ou propagam outras
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oxidagdes, por serem estabilizados pela ressonancia dos elétrons através de seus
anéis aromaticos (KAUR, 2001).

Substanciais estudos realizados com alimentos fonte de antocianinas, bem
como este bioativo isolado demonstram suas contribuicdes benéficas a saude,
incluindo acgbes anti-diabético, anti-obesidade, anti-oxidante e anti-inflamatéria
(DEVALARAJA, 2011), atuando na melhoria da resisténcia celular contra peréxido
de hidrogénio (H202) induzida por danos no DNA (BO, 2013), auxiliar no
relaxamento vascular da aorta (KALEA, 2010), diminuicdo dos niveis lipidicos no
plasma, coracéo e figado, bem como reducéo de lipoproteina de baixa densidade
(LDL), colesterol total e triglicerideos (ZAWISTOWSKI, 2009).

2.4 Bioativos em Arroz e Mirtilo

2.4.1. Arroz parboilizado (Oryza sativa L.)

A preferéncia e o consumo de arroz parboilizado estdo em ascenséo,
principalmente por parte de pessoas que elegem consumir alimentos com
propriedades funcionais. O termo parboilizado (parboiling — denominado também
pré-cozimento, sobreaquecimento ou tratamento hidrotérmico do arroz) abrange as
operacdes, as quais sdo submetidos os gréos de arroz em casca antes de serem
beneficiados (AMATO e ELIAS, 2005).

A primeira operagdo para obtencdo de arroz parboilizado consiste no
encharcamento, em que o arroz em casca € colocado em tanques com agua a 60-
70°C por 4 a 6 horas. Neste processo, as vitaminas e sais minerais que se
encontram na pelicula e germe, migram para dentro do grdo a medida que este
absorve a 4gua. A segunda etapa é a gelatinizacdo realizada por processo de
autoclave, onde o arroz umido é submetido a uma temperatura mais elevada sob
presséao de vapor, ocorrendo uma alteracao na estrutura do amido, onde este passa
da forma cristalina para a forma amorfa. Nesta etapa, o grao fica mais compacto e
as vitaminas e sais minerais sao fixados em seu interior. Apés a gelatinizagao,
ocorre a secagem, descascamento, polimento e selecdo (AMATO e ELIAS, 2005;
OLlI, 2014).

O arroz parboilizado tem uma caracteristica mais rica em valor nutritivo,

qguando comparado ao arroz branco polido, pois parte do contetudo de vitaminas e
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sais minerais se difundem no endosperma durante a parboilizacdo, e também
porque a maior resisténcia a abrasdo dos grdos parboilizados faz com que a
guantidade de camadas externas removidas no polimento seja menor
(HEINEMANN, 2005).

Segundo Thammapat (2016) o processo de parboilizagédo em arroz glutinoso
aumentou significativamente a quantidade de compostos fendlicos, quando
comparado com o mesmo tipo de arroz cru.

No arroz com pericarpo ndo pigmentado, os compostos fendlicos sollveis
contribuem com cerca de 60% do total de compostos fendlicos (MIRA, 2009). De
acordo com pesquisa conduzida por Thammapat (2016), no arroz parboilizado é
possivel identificar acidos hidroxibenzdicos, acido galico, acido protocatecuico,
acido p-hidroxibenzoéico, acido vanilico, acido siringico além de acidos
hidroxicinamico: acido caféico, acido clorogénico, p-cumarico, acido ferulico e &cido

sinapico.

2.4.2 Mirtilo

O mirtilo (Vaccinium sp.) € um fruto que tem sido estudado mundialmente,
sendo classificado como uma das mais ricas fontes de bioativos antioxidantes
naturais dentre as frutas in natura o que contribuiu para que o seu cultivo se
disseminasse cada vez mais por varios paises (GARZON , 2010; GIOVANELLI,
2012; MULLER et al., 2012; VRHOVSEK, 2012; HWANG, 2014; OPREA, 2014;
SHEN et al., 2014).

Os compostos bioativos do mirtilo séo oriundos dos metabdlitos
secundarios (HE, 2010) que constituem o grande grupo de compostos fendlicos

(figural).
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Estrutura basica-fendlicos

Terpenos
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Figura 1- Compostos fendlicos do mirtilo e estrutura quimica béasica
Fonte: Elaborada pela autora

No mirtilo os bioativos que comp@e o fruto incluem flavonoides, antocianinas
(KALT, 2008), procianidinas, é&cidos fendlicos, polifendis, taninos, vitaminas
antioxidantes, como a vitamina C, acido clorogénico, quercetina, kaempferol,
mirecitina, catequina, epicatequina, &cido caféico,p—cumarico e &cidos
hidroxicinamicos (GARZON, 2010; HOWARD, 2010; PRIOR, 2010; CANTIN, 2011,
TZOUNIS, 2011; YOU, 2011; BURAN, 2012;HUANG, 2012; SUN, 2012;).

Os compostos fendlicos bioativos encontrados no mirtilo podem ser
classificados em dois grandes grupos: os flavonoides e os nao flavonoides. Os
flavonoides consistem em um grupo de compostos polifendlicos que apresenta uma
estrutura quimica caracterizada por dois anéis arométicos (os anéis A e B) e um
heterociclo oxigenado, formando um sistema C6-C3-C6, a partir do qual com a
variacdo de combinacdes de grupos metil e hidroxil como substituintes forma um
grande numero de compostos (Figura 2). As diferentes classes de flavonoides
incluem flavanonas, flavonas, flavanols, isoflavonodides, antocianinas e flavans que
diferem uns com os outros no que diz respeito a caracteristica estrutural em torno
do anel heterociclico de oxigénio (ANHE, 2013; PATEL, 2013)
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Figura 2- Estrutura quimica de antocianinas e antocianidinas de mirtilo.
Fonte: Elaborada pela autora.

Os néo flavondides séo conhecidos por acidos fendlicos simples e consistem
em dois grupos, os derivados do acido hidroxibenzdico e os derivados do &cido
hidroxicinamico (ANHE, 2013). No mirtilo os bioativos em maior quantidade s&o os
derivados do grupo de flavondides, com especial destaque aos do grupo de
antocianinas.

Antocianinas sdo polifendis mais abundante em mirtilo, que se constituem
corantes e pigmentos naturais em plantas e frutos, séo soluveis em agua e seu
conteudo elevado é evidenciado pela sua coloracdo azul arroxeada do fruto (
LAAKSONEN, 2010; GOVINDARAGHAVAN, 2014). Sob a forma de glicosideos as
antocianinas encontradas nos alimentos sdo todas derivadas das agliconas
(antocianidina) pertencentes a trés pigmentos basicos: pelargonidina (vermelha),
cianidina (vermelho) e delfinidina (violeta), e se apresentam, com um residuo de
acucar ligada principalmente no 3-posi¢cao no anel C ou menos frequentemente, a
posicdo 5 ou 7 do anel (MULLER, 2012). Estes compostos diferem entre si no
namero de grupos hidroxila presentes na molécula, no grau de metilagcdo desses
grupos, no tipo, numero e local de ligacdo de moléculas de agucar, e no tipo e
namero de acidos alifaticos ou aromaticos ligados.

Os acgucares mais comumente ligados a antocianidinas em mono, di, ou

formas trissacarideos sdo a galactose, glicose, arabinose, xilose, ramnose (LATTI,
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2009). Quando o agrupamento do agucar da antocianina é hidrolisado a aglicona
(produto da hidrélise sem o agucar) esta é chamada de antocianidina (FENNEMA,
2010). Desta forma as antocianinas estéo presentes no fruto sob a forma glicosilada
e aciloglicosilada de antocianidinas (GARZON, 2010; HE, 2010).

As antocianinas além de suas propriedades corantes tém sido exploradas
por sua funcionalidade e utilizada através de alimento e ou da farmacologia.
Crescentes evidéncias mostram um significante papel das antocianinas na
prevencdo ou retardamento do aparecimento de varias doencas por suas
propriedades antioxidantes, atribuida ao grupo hidroxila, HO (LEE, 2011).

Uma ampla gama de antocianinas (glicosideos de cianidina, pelargonidina,
peonidina, delfinidina, malvidina e petunidina) foram identificados e quantificados
em mirtilos. As mais usuais encontradas em mirtilos sdo derivados de 3-glicosidios
de cianidina, delfinidina, petunidina, peonidina, pelargonidina, e malvidina
(ROUTRAY, 2011; TAN, 2014). Destes, a cianidina foi a mais comumente
encontrada, seguido da delfinidina e peonidina (VEBERIC, 2015).

Dentre os flavondides, a pesquisa de Wang (2012), avaliou 42 cultivares de
mirtilo, apontando flavondéides de quercetina, e mirecitina como dois principais
constituintes da atividade antioxidante em extratos de mirtilo. Deng (2014) e
colaboradores, identificaram os compostos fendélicos de extrato de mirtilo
apontando como principais os acidos galico, cafeico, cumarico e acidos ferulico.

Em pesquisa desenvolvida por Yousef (2013) foram caracterizados as
antocianinas de diferentes cultivares de mirtilo e avaliaram que malvidina-3-O-
galactosideo, delfinidina-3-O-galactosideo, malvidina-3-O-arabinosideo, cianidina-
3-O-arabinosideo e delfinidina-3-O-arabinosideo constituiam cerca de 70,00% das
antocianinas do fruto. Delfinidina e malvidina s&o descritos como a maioria das
antocianinas encontradas em mirtilos (RODRIGUEZ-MATEQOS, 2011; YOUSEF,
2013)

A quantidade de antocianinas encontradas em mirtilos € utilizada como um
marcador na avaliagdo de qualidade destes frutos e de seus produtos derivados,
pois esta se constitui na principal substancia responsavel pela funcdo antioxidante
da fruta (SUN, 2014).

Quanto a concentracao de antocianinas no mirtilo fresco (350 - 700mg 100g
1 de peso fresco) é variavel. Segundo Bornsek (2012),0 teor de antocianinas no

mirtilo fresco variam de 1210 a 212mg 100g de peso de fruta fresca. Em pesquisa
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desenvolvida por Vrhovsek (2012), foi determinado que uma porgao de mirtilos
(150g) contém uma meédia de 30mg de flavondides. As antocianinas sao
encontradas principalmente nas camadas externas da hipoderme (pele), enquanto
que o restante da fruta contém poucas ou nenhuma antocianinas, ou seja as
maiores concentragfes de antocianinas e compostos fendlicos séo encontrados no
bagaco do fruto, o qual é subproduto do processamento de suco (BORNSEK, 2012;
KHANAL, 2012; VRHOVSEK, 2012). Com base nestes dados, este subproduto tem
sido explorado como um ingrediente no desenvolvimento de produtos extrusados
com beneficios de salude, bem como na extragdo de compostos isolados com
potencial uso medicinal (KHANAL, 2012).

Em estudo desenvolvido por Aaby (2013) a concentracdo de antocianinas
totais no mirtilo, foi de 376mg CGE 100g™ de peso fresco ,e as antocianinas mais
abundantes identificadas foram galactosideos e glicosideos de delfinidina e
cianidina, e em menor quantidade petunidina, peonidina e malvidina.

Sendo assim, considerando que a recomendacao de ingestdo dietética de
flavondides diaria para adultos norte-americanos fica em torno de 9,10 a 14,5mg
dial, uma porgéo de mirtilos pode suprir de 2 a 3 vezes esse montante. Com base
em informacdes do Banco de Dados do Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (USDA) a dose diaria recomendada de consumo de suco de mirtilo é de 1
a 2 copos de suco de fruta fresca ou congelada ou 100 miligramas (mg) de fruta
dia’! sdo necessarios para beneficios de salde (VEBERIC, 2015).

Cabe ressaltar que a qualidade, quantidade e predominancia dos compostos
bioativos do mirtilo dependem dentre outros fatores da variedade, das quais as
principais estdo a “Highbush” (Vaccinium corymbosium), “Lowbush” (Vaccinium
angustifolium), “Rabbiteye” (Vaccinium ashei) e Mirtilo nativo europeu (Vaccinium
myrtillus), do tipo da cultura, composicao do solo, caracteristicas do clima, genética
do fruto, época de colheita, a maturidade, a fase de maturacéo, exposi¢cao solar,
localizacdo de frutas no manejo da planta e pos-colheita (FANIADIS, 2010;
DASTMALCHI, 2011; VEBERIC et al., 2015). De acordo com Agati (2012) a
biossintese dos flavondides aumenta quando as plantas sdo cultivadas em luz
brilhante ou quando sdo expostas a outros tipos de stress.

Quanto ao potencial antioxidante do mirtilo, 0s compostos bioativos agem
propiciando um equilibrio entre as moléculas oxidantes e antioxidantes,

promovendo protecdo e manutencdo normal de muitas funcdes fisiologicas, como
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por exemplo, na resposta imunolégica do organismo, constituindo uma forma de
proteger o corpo humano contra o desenvolvimento de inUmeras doencgas, uma vez
que o acumulo de danos oxidativos causados por ROS é uma dos principais
contribuintes responsaveis pelo envelhecimento e desenvolvimento de patologias
(OYEDEMI, 2011).

O potencial antioxidante dos compostos bioativos do mirtilo é largamente
conhecido por atuar retardando e ou evitando a oxidacédo através da inibicdo da
iniciacdo ou de propagacédo de reacdes oxidantes em cadeia (BORGES, 2010;
BURTON-FREEMAN, 2010). Entretanto, as fun¢gfes bioquimicas dos compostos
bioativos do mirtilo estendem-se além da anti-oxidag&o, atuando desta forma, na
inativacdo de enzimas de detoxificacdo hepética, bloqueando a atividade de toxinas
virais ou bacterianas, promovendo a eliminacdo de radicais livres, inibindo a
absorcdo do colesterol, regulando a expressao génica na proliferacdo celular,
diminuindo a agregacao plaquetaria, induzindo a apoptose e estimulando o sistema
imune (KRIKORIAN, 2010; KONIC-RISTIC, 2011; VASILEIOU, 2013DENG, 2014;
MOHIDEEN, 2015; VEBERIC, 2015).

Alguns estudos relatam a notavel propriedade do mirtilo em atuar como
neutralizadores de radicais livres perédxidos, singlet e triplet supressores de
oxigénio; na eliminacdo de radicais superoxidos gerados quimicamente, atuando
como antioxidante, e esta acéo é largamente atribuida as antocianinas, além de
outros compostos flavondides (VEBERIC, 2015).

Em pesquisa desenvolvida por Hwang (2014), foram observados altos
coeficientes de correlacdo entre as atividades antioxidante in vitro (composto
quimico organico 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), [2,2’-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico] (ABTS) e método de reducao do ferro (FRAP))
e antioxidantes (compostos fendlicos totais, flavondides totais e o teor de
proantocianidinas). Estes resultados sugerem que em mirtilos as propriedades
antioxidantes e radicais de limpeza, podem ser atribuidas ao seu alto nivel de
compostos antioxidantes (fendlicos totais, flavonodides totais e teor de
proantocianidinas) presentes no fruto (HWANG, 2014).

O resultado de pesquisas conduzidas por Sun (2012), elencaram delfinidinas
e antocianidinas como 0s principais componentes bioativos contributivos para
expressar o poder antioxidante dos mirtilos avaliados. Estudos, a partir das analises

de mirtilos de diversas cultivares apontaram que em geral a atividade antioxidante
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de frutos do mirtilo se d& na seguinte ordem de substancias, conforme a quantidade
e acao destas: &cido clorogénico, mirecitina, derivados de quercetina e delfinidina,

cianidina, petunidina e malvidina (YOU, 2011).

3 Material e Métodos

O trabalho foi desenvolvido nos laboratérios de Pés-colheita, Industrializacao
e Qualidade de Grdos (LABGRAOS) e de Microbiologia do Departamento de
Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial (DCTA) da Faculdade de Agronomia Eliseu
Maciel (FAEM), no Laboratério de Experimentagdo Animal da Universidade Federal
de Pelotas (UFPel), no Laboratério do Departamento de Bioquimica, Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), Porto Alegre- RS, no Laboratério da Embrapa Clima Temperado,
Pelotas/RS, e no Laboratério de Quimica Analitica do Instituto Federal Sul-rio-

grandense (IFSul), Pelotas, RS.

3.1 Material

3.1.1 Arroz Parboilizado

Foram utilizados graos de arroz (Oryza sativa L), parboilizado polido, moido,
da safra 2012/13. O grau de polimento dos graos foi de 4 a 7%, apresentando
umidade aproximada de 13 %. As amostras foram mantidas sob temperatura
controlada de 15°C na cAmara de armazenamento de gréos do LABGRAOS, até

sua utilizacao.

3.1.2 Mirtilo (Vaccinium corymbosum L.)

Os frutos de mirtileiro utilizados como matéria prima neste estudo foram do
grupo Southern Highbush das cultivares Misty e O’Neal, provenientes de pomar do
municipio de Jaguardo/RS, localizados a 32° 24' 01” S e 53° 13' §5” O, da safra
2012/13.
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Variedades do grupo Southern highbush, como a Misty, lancada na Florida
em 1989, consistem em bagas azuis-claras, grandes, com boa cicatrizacdo na
regido do pedunculo e com excelentes atributos de firmeza e sabor. A cultivar
O’Neal langada em 1987 na Carolina do Norte, produz frutas grandes, firmes, com
boa cicatrizacdo, coloragao azul e sabor doce. Foram escolhidas estas cultivares,
devido a literatura inferir a qualidade agricola, nutricional de frutos de mirtilo do
grupo Southern highbush, entretanto com deficiéncia de avaliagbes acerca das

cultivares Misty e O'Neal.

3.1.3 Animais para Experimentacéao

No desenvolvimento dos ensaios biolégicos foram utilizados ratos adultos
machos, da cepa Wistar-UFPel, idade 60-90 dias, com peso médio de 250g,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas, RS.

3.2 Métodos

3.2.1 Delineamentos Experimentais

O trabalho foi estruturado em trés estudos. No estudo | foram avaliados a
composigdo nutricional de duas variedades de mirtilo (Misty e O’Neal) nos
parametros de avaliacdo quimica, fisica e tecnolégica. No estudo Il foram avaliados
os efeitos das diferentes variedades de mirtilo, utilizadas no estudo I, sobre um
modelo de estresse biolégico em ratos machos Wistar. No estudo Il foram
avaliados em conjunto e separadamente, o arroz parboilizado e o mirtilo da
variedade O’Neal, quanto aos efeitos da composicdo destes nos parametros
bioldgicos de ratos machos Wistar submetidos a um protocolo de estresse por
contencgdo. A variedade O’Neal foi eleita para fazer parte do estudo Il devido ser a
cultivar que apresentou uma caracteristica com maiores teores de compostos

fendlicos nas primeiras analises.

3.2.1.1 Estudo | — Comparativo entre duas variedades de mirtilo nos

parametros de avaliagdo quimica, fisica e tecnolégica
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Para determinacdo dos parametros de avaliagdo quimica, fisica e
tecnolégica dos frutos de mirtilo foi utilizado o delineamento experimental

apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Delineamento experimental para avaliar os frutos de mirtilo nos parametros de avaliacdo
guimica, fisica e tecnoldgica

Variaveis independentes Variaveis dependentes
Tratamentos
Cultivares de Mirtilo Avaliacdes

Composigéo Centesimal proximal: Umidade,
1 Misty cinzas, lipideos, proteinas, carboidratos,
fibras e valor cal6rico.

Compostos fitoquimicos: antocianinas totais,
O’Neal fendis totais e individuais.

Atividade Antioxidante (DPPH, ABTS, FRAP)

3.2.1.2 Estudo Il - Avaliar os efeitos de duas variedades de mirtilo sobre um

modelo de estresse biol6gico em ratos machos Wistar

Para determinacdo dos parametros biolégicos de ratos Wistar submetidos a
um modelo de estresse, durante a ingestéo de dietas a base de diferentes cultivares

de mirtilo foi utilizado o delineamento experimental apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Delineamento experimental para avaliar os efeitos das cultivares de mirtilo Misty e O"Neal
sobre parametros bioldgicos de ratos wistar submetidos a um modelo de estresse.

Tratamentos Varidveis independentes

Variaveis dependentes

Dietas Modelo biolégico  Avaliacbes

1 Agua (testemunha) Com estresse Composigéo Centesimal
proximal: Umidade, cinzas,

2 Sem estresse lipideos, proteinas,
carboidratos.
Compostos fitoquimicos:

3 EMM-Extrato mirtilo Misty Com estresse antocianinas  totais, fendis
totais e individuais.

4 Sem estresse Atividade Antioxidante (DPPH,

EMO-Extrato mirtilo O’Neal Com estresse

6 Sem estresse

ABTS, FRAP)

Ganho de peso

Consumo da dieta

Coeficiente  de  eficiéncia
alimentar

Massa da gordura epididimal e
figado

Relagdo hepatossomética
Parametros séricos: Glicose,
colesterol total.

Parametros do estresse
oxidativo:

Superoéxido Dismutase (SOD),
Catalase (CAT), Tiodis Totais
(SH)

Glutationa peroxidase (GPx)
Teste da dicloro
fluoresceina(DCF)

*Em todos os tratamentos os animais foram alimentados com a racédo Bio Base da Biotec, identificagdo 9301.

3.2.1.3 Estudo Ill - Avaliar os efeitos de arroz parboilizado e mirtilo O"Neal

nos parametros bioldgicos de ratos Wistar

Para a determinacdo dos parametros biolégicos de ratos machos Wistar

submetidos a dieta composta por arroz parboilizado e mirtilo, foi utilizado o

delineamento experimental apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3 - Delineamento experimental para avaliar os efeitos do arroz parboilizado e mirtilo O’Neal
nos parametros bioldgicos de ratos machos wistar submetidos a um protocolo de estresse

Tratamentos Varidveis independentes Variaveis dependentes
. . . Modelo Avaliacdes
Dietas experimentais o
Bioldgico
1 Com estresse Composicdo Centesimal proximal:
AIN-93M* Umidade, cinzas, lipideos, proteinas,
2 Sem estresse carboidratos.
Compostos fitoquimicos: antocianinas
3 Arroz Parboilizado Com estresse totais, fendis totais e individuais.
Atividade Antioxidante (DPPH, ABTS,
4 Sem estresse FRAP)
Ganho de peso
5 Arroz parboilizado e Com estresse Consumo da dieta
Mirtilo O’Neal Coeficiente de eficiéncia alimentar
6 Sem estresse Massa da gordura epididimal e figado
Relagdo hepatossomética
7 . ) Com estresse Parametros séricos: Glicose, colesterol
Mirtilo O'Neal
total.
8 Sem estresse

*AIN-93M — Dieta controle usada como fonte de carboidratos (amido de milho e dextrinizado).

3.2.2 Preparo das amostras

3.2.2.1 Arroz Parboilizado

Os graos de arroz parboilizado utilizados nos estudos foram submetidos a
moagem em moinho de facas (marca Perten, modelo Laboratory Mill 3100) do
LABGRAOS. Na sequéncia procedeu-se a tamisacéo recolhendo a granulometria
do coletor, da peneira de abertura 75mm pm- (200mesh) e da peneira de abertura
90mm pm-* (170mesh), os quais foram misturados e acondicionados em sacos de

polietileno, mantidos sob temperatura refrigerada entre 6 a 10°C.

3.2.2.2 Frutos de mirtileiro

Apo6s a colheita manual os mirtilos foram transportados sob refrigeracéo (+
0°C), em caixas térmicas, separados manualmente conforme a sanidade,
higienizados em agua potavel e desinfetados pela imersdo em hipoclorito de sédio
(1,00%) por 30 minutos. Apos foram acondicionados em embalagens de polietileno
de alta densidade (0,45 micra (um)) e armazenados em freezer a -18°C até o

momento do processamento e das avaliagdes.
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Para a elaboragdo dos extratos de mirtilo administrado no estudo Il, as
amostras de mirtilo congeladas foram mantidas em refrigeracéo (- 5°C) por 12 horas
antes do processamento.

Para o desenvolvimento da racdo do estudo Ill, o mirtilo foi liofilizado em
liofilizador (Liotop, modelo L108). ApGs os frutos foram triturados em moinho
analitico A 11 IKA Al1l Basic 532, passado em peneira de abertura 90mm pum-
(170mesh), para homogeneizar a amostra e acondicionados em frascos de vidro

vedados, protegidos da luz, em temperatura de 16°C, até o uso.

3.2.3 Dietas experimentais dos ensaios biol6gicos

A dieta utilizada no estudo 1l foi a racdo comercial Bio Base da Biotec, com
identificacdo 9301considerada dieta padréo (Tabela 4). Neste estudo os animais
receberam ainda, 4gua e extrato das diferentes variedades de mirtilo (41,66% de
fruto) por gavagem, conforme as especificacdes de cada tratamento. Para todos os

animais a 4gua e a racao foram disponibilizadas ad libitum.
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Tabela 4 - Tabela Nutricional Rag¢éo Bio Base Biotec

Nutrientes Nivel de Garantia por Kg de dieta
Proteina bruta (Min.) 2209
Extrato Etéreo (Min.) 40g
Matéria Fibrosa (Max.) 80g
Matéria Mineral (Max.) 100g
Célcio (Min.) 10g
Célcio (Max.) l4g
Fésforo (Min.) 8.000mg
Sadio (Min.) 2.000mg
Umidade (Méax.) 120g
Lisina (Min.) 12g
Metionina (Min.) 4.600mg
Vitamina A (Min.) 25.000ul
Vitamina D3 (Min.) 5.000ul
Vitamina E (Min.) 60ul
Vitamina K3 (Min.) 6mg
Vitamina B1 (Min.) 8mg
Vitamina B2 (Min.) 30mg
Vitamina B8 (Min.) 14mg
Vitamina B12 (Min.) 40mcg
Biotina (Min.) 0,1mg
Acido félico (Min.) 3mg
Acido Nicolinico (Min.) 80mg
Acido Pantoténico (Min.) 50mg
Colina (Min.) 1.200mg
lodo (Min.) 2mg
Selénio (Min.) 0,1mg
Ferro (Min.) 50mg
Cobre (Min.) 10mg
Zinco (Min.) 700mg
Manganés (Min.) 70mg
Cobalto (Min.) 1,500mg

*Dados retirados da rotulagem do produto.

No estudo Ill as dietas foram formuladas segundo as recomendacdes do
American Institute of Nutrition (AIN-93M) conforme tabela 5 (REEVES, 1997) para
ratos em manutencdo de peso, sendo essas isocaléricas (380kcal 100g™) e
isoproteicas (12,0%).

Na tabela 5 estdo dispostos os dados da composicdo quimica da racdo
padrao de manutencao AIN-93M.
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Tabela 5 - Composigdo quimica da ragdo padrdo de manutencdo AIN-93M

Ingredientes AIN-93M g/kg dieta
Amido de milho 465,69
Caseina (> 85 % proteina) 140,00
Amido dextrinizado (90-94 % tetrassacarideos) 155,00
Sucralose 100,00
Oleo de soja (sem aditivos) 40,00
Fibras 50,00
Mix Mineral (AIN-93G-MX) 35,00
Mix Vitaminico (AIN-93-VX) 10,00
L-Cistina 1,80
Bitartarato de colina (41,1 % colina) 2,50
tert-Butilhidroguinona (TBHQ), MG 8,00

Fonte: Reeves,1997

3.2.4 Ensaio Bioldgico do estudo Il

Para o estudo Il, o experimento foi conduzido sob condi¢cdes controladas de
temperatura e umidade relativa (23+1°C e 50 a 60%, respectivamente) e foto
periodo de 12 horas. O ensaio biologico teve duracdo de 67 dias, sendo 0s
primeiros sete dias correspondentes ao periodo de adaptacdo. Utilizou-se o
delineamento experimental inteiramente casualizado, em esquema bifatorial. O
fator de tratamento A utilizado foi o extrato de mirtilo, com dois niveis (extrato mirtilo
Misty e O"Neal), além da testemunha (dgua). O fator de tratamento B foi o estresse,
com dois niveis (com e sem estresse). Todos 0s animais receberam a dieta padréo,
extrato de mirtilo ou agua por gavagem, sendo a agua oferecida “ad libitum”. Para
isso, os animais foram pesados e divididos em seis grupos de oito animais cada,
adotando-se como critério o peso médio dos mesmos, 0 que totalizou 48 animais.
Esses grupos foram colocados em caixas plasticas (41 x 34 x 16cm) com assoalho
recoberto de serragem, com suportes para bebedouro e pellets.

3.2.4.1 Preparo dos extratos de mirtilo

Os extratos aquosos dos dois cultivares (Misty e O'Neal) de mirtilos foram
preparados com base na metodologia descrita por Kuskoski (2005) com
modificacdes. Foram pesados 25¢g de frutos, adicionado 35mL de agua (pH 7), em
seguida, triturados usando liquidificador Osterizer Blender Classic, modelo 4655-
057. As bagas esmagadas foram colocadas em tubos de centrifuga e foram

centrifugadas (2.500 rpm, 15 min) e o sobrenadante limpido fluido foi recolhido, o
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que resultou em um extrato com 41,66% de fruto acondicionados em frascos ambar

e utilizada imediatamente apds na gavagem aos animais em ensaio biologico.

3.2.4.2 Procedimento da gavagem

A gavagem foi realizada diariamente, individualmente para cada animal.
Para efetivar o procedimento utilizou-se uma agulha de aco inox, com canula de
1,2 milimetros (mm) de diametro, esfera de 2,3mm, raio de 40mm e 54mm de
comprimento, prépria para gavagem em ratos. A esta agulha foi acoplada uma
seringa de 10mililitros (mL) (Figura 3). A gavagem foi realizada administrando-se
1mL agua ou extrato de mirtilo a cada 200 gramas (g) de peso do rato, valor que
foi calculado no dia seguinte a pesagem do animal. A quantidade de extrato
administrada, foi definida com base no pressuposto de que uma pessoa adulta
pesando em média 60kg tem capacidade gastrica de 100mL/minuto, desta forma
pode consumir um volume de 200ml de suco em uma refeicdo, quantidade que é
equivalente a 3.33mL/kg de peso corporal (GELIEBTER,2001).

Figura 3 - Agulha de gavagem
Fonte: Arquivo pessoal, 2013.

3.2.5 Conducéo dos ensaios bioldgicos

Em ambos os estudos foram utilizados ratos machos, variedade Albinus,
classe Rodentia, da linhagem Wistar, com idade média de 2 a 3 meses, pesando
em meédia 2509, provenientes do biotério da Universidade Federal de Pelotas
(UFPEL) Pelotas-RS.
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3.2.5.1 Protocolo de estresse por contencao

A inducdo dos animais ao estresse cronico foi efetuada, segundo
metodologia descrita por Ely (1997), com algumas adapta¢cdes. Os ratos Wistar
foram imobilizados com um tubo plastico, com abertura na lateral de
aproximadamente 7 centimetros (cm) de diametro, abertura de 1cm em uma das
extremidades, propiciando a respiracdo adequada aos animais. Para garantir a
contencéo, utilizou-se fita resistente, ao redor do tubo, possibilitando que o animal
ficasse firme e sem debater-se. O procedimento de estresse no experimento Il teve
duracdo de 1 hora/dia, durante 60 dias no horario compreendido entre 9:00 e 13
horas. O procedimento de estresse no experimento Ill, também teve duracéo de 1
hora/dia, por 30 dias entre 9:00 e 13 horas.

3.2.6 Ensaio Bioldgico do estudo Il

Para o estudo Ill, o experimento foi conduzido sob condi¢gbes controladas de
temperatura e umidade relativa (23+1°C e 50 a 60%, respectivamente) e
fotoperiodo de 12 horas. O ensaio bioldgico teve duracdo de 40 dias, sendo os
primeiros 10 dias correspondentes ao periodo de adaptacdo. Utilizou-se o
delineamento experimental inteiramente casualizado, em esquema bifatorial. O
fator de tratamento A utilizado foi a racdo, com trés niveis (racdo com arroz
parboilizado, racdo com mirtilo O'Neal liofilizado 2%/Kg e racdo com arroz
parboilizado + mirtilo O"Neal liofilizado 2%/Kg), além da testemunha (ragdo AIN
93M). O fator de tratamento B foi o estresse, com dois niveis (com e sem estresse).
A racao e agua foram oferecidos “ad libitum”. Para isso, 48 animais foram pesados
e divididos em oito grupos de seis animais cada, adotando-se como critério o peso
médio dos mesmos. Esses grupos foram colocados em caixas plasticas (41 x 34 x
16cm) com assoalho recoberto de serragem, com suportes para bebedouro e

pellets.
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3.2.6.1 Desenvolvimento das dietas

As dietas administradas aos animais foram elaboradas, com base na
formulacdo da racédo AIN 93M (Reeves et al., 1993), para ratos em manutencao de
peso, isocaldricas e isoprotéicas, fazendo as devidas substituicdes e adequacao da
quantidade de macronutrientes e valor calérico. O valor energético das dietas
experimentais foi calculado pelos equivalentes caloricos por grama, sendo 4Kcal
para proteinas e carboidratos e 9Kcal para lipideos.

Para a definicdo da proporgao de arroz e mirtilo a ser oferecido aos animais
seguiu-se 0 seguinte raciocinio: Partindo da ideia que uma mistura de arroz
parboilizado e mirtilo liofilizado, ambos em pd, podem ser utilizados para um futuro
desenvolvimento de produto, bem como idealizando que este produto possa ser um
shake, sabe-se que com base em informac¢6es do rétulo de produtos tipo shake,
para um adulto saudavel pesando em média 60kg é recomendavel o consumo
meédio de até 100g de po para preparo de bebida (Shake) por dia. Transformando
em um consumo meédio de 1kg de alimento corresponde a 10%. Para um rato que
consome em média 200g de alimento /dia, em torno de 11g de shake em cada 1kg
de racéo consumida.

Desta forma foram elaboradas, as ragcdes denominadas: AIN 93 M, arroz
parboilizado (apenas com arroz parboilizado, isento de mirtilo) (SAP), mirtilo O’Neal
(apenas mirtilo, isenta de arroz parboilizado) (SMO), arroz + mirtilo (desenvolvido
com a mistura de arroz parboilizado e mirtilo O"Neal liofilizado) (MAPM). As
proporcdes e substituicdes podem ser observadas na Tabela 6.

No desenvolvimento das racdes os ingredientes foram adicionados e
misturados, manualmente, sendo os ingredientes em pé passados em peneira por
trés vezes, para homogeneizar. Apoés, foram acrescidos dos ingredientes liquidos e
agua até o ponto de moldar os pellets da racdo. As dietas foram conservadas em
embalagens de polietileno, sob refrigeracdo (4+1°C), protegidas da luminosidade

por papel aluminio, até o0 momento de administrar aos animais.
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Tabela 6 - Dietas experimentais utilizadas durante 37 dias no ensaio biolégico com ratos adultos
machos Wistar/ UFPel

Ingredientes Dietas
A-AIN 93M B-SAP C-SMO D-MAPM

Amido de milho* 465,692 461,284 463,638 459,801
Caseina (> 85 % proteina) * 140,000 139,70 139,86 139,536
Amido dextrinizado *(90-94 % 155,000 155,000 155,000

. 155,000
tetrassacarideos)
Sucralose* 100,000 100,000 100,000 100,000
Oleo de soja (sem aditivos) * 40,000 39,87 39,88 39,7561
Fibras* 50,000 49,85 49,78 49,6364
Mix Mineral (AIN-93G-MX)* 35,000 35,000 35,000 35,000
Mix Vitaminico (AIN-93-VX) * 10,000 10,000 10,000 10,000
L-Cistina* 1,800 1,800 1,800 1,800
Bitartarato de colina (41.1% colina) * 2,500 2,500 2,500 2,500
Tert-Butilhidroquinona (TBHQ), MG* 8,0 8,0 8,0 8,0
Arroz Parboilizado - 4,919 - 4,919

Mirtilo O’Neal Liofilizado - - 20,00 20,00

A) (AIN-93M) dieta controle. B) SAP- dieta composta por arroz parboilizado isento de mirtilo; C)
SMO-dieta composta por mirtilo O'Neal liofilizado isenta de arroz parboilizado; D) MAPM-dieta
composta por arroz parboilizado e mirtilo O'Neal liofilizado;

Valores em g.Kg " de dieta.
Caseina: 78,23 % de proteina
* Segundo formulacdo da AIN-93M. Fibra: celulose microcristalina

3.2.7 Procedimento de eutanasia dos animais

A eutanasia foi realizada em sala especifica no Biotério Central da
Universidade Federal de Pelotas. Os procedimentos e métodos de eutanasia foram
conduzido de acordo com a Resolu¢do n® 1.000 de 11 de maio de 2012, do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria, orientado e acompanhado por
Veterinario qualificado. Os animais foram anestesiados com isoflurano por inalacéo.
Posteriormente, decapitados por guilhotina com Iamina em aco inoxidavel 420 e
base em polipropileno (Modelo EB-271, Marca Insight), sendo na sequéncia
realizada a coleta do sangue, retirada do figado, da gordura epididimal e estruturas
cerebrais (cértex e hipotdlamo), os quais foram pesados, embalados e
acondicionados em freezer a -20°C. As amostras de sangue foram coletadas com
anticoagulante (heparina) e imediatamente submetidas a centrifugacéo a 4.000 rpm
por 10 minutos. O plasma foi coletado e armazenado em freezer a -20°C, para

posterior analises.
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3.2.8 Anélises laboratoriais

3.2.8.1 Composicao Centesimal Proximal

O arroz parboilizado, o mirtilo nas suas diferentes variedades, os extratos de
mirtilo, o produto desenvolvido, bem como as ra¢gdes administradas nos respectivos
ensaios biolégicos foram avaliados quanto aos teores de: Umidade, cinzas,
proteina bruta, extrato etéreo, carboidratos e valor caldrico total. Estas analises
foram realizadas no LABGRAOS na Universidade Federal de Pelotas. Pelotas, RS.

A umidade foi determinada por método gravimétrico de secagem em estufa
a 105°C até peso constante. Os teores de cinzas, proteina bruta (fator de conversao
de 6,25%), extrato etéreo foram determinados de acordo com metodologias da
Association of Official Analytical Chemists (AOAC) 2000, e o teor de carboidratos
foram determinados por meio do céalculo de diferenca centesimal dos demais
constituintes da amostra. O valor calérico (kcal 100 g1) foi determinado usando os
valores de converséo de Atwater de 4Kcal 100 g para carboidratos e proteinas e

9Kcal 100 g* para lipideos.

3.2.8.2 Compostos fitoquimicos

O arroz parboilizado, o mirtilo nas suas diferentes variedades, 0s extratos de
mirtilo, o produto desenvolvido, bem como as ragdes administradas nos respectivos
ensaios bioldgicos foram avaliados quanto aos teores de: antocianinas totais,
compostos fendlicos totais e individuais e capacidade antioxidante por DPPH,
ABTS e FRAP. Estas andlises foram realizadas no Laboratorio de Gréos na
Universidade Federal de Pelotas. Pelotas, RS; no Laboratério da Embrapa Clima
Temperado, Pelotas/RS, e no Laboratério de Quimica Analitica do Instituto Federal

Sul-rio-grandense (IFSul), Pelotas, RS.
3.2.8.2.1 Antocianinas Totais
A determinacdo do conteudo de antocianinas foi realizada baseando-se no

método descrito por Lees & Francis (1972), com algumas adaptacfes. A

determinacdo das antocianinas totais foi realizada utilizando etanol
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acidificado(1:0,18), a leitura foi realizada a 535nm em espectrofotometro. Os
resultados foram calculados através de uma curva padréo de cianidina-3-glicosideo

e expressos em mg de cianidina-3-glicosideo.100g de amostra fresca™.

3.2.8.3 Compostos Fendlicos

3.2.8.3.1 Compostos Fendlicos Totais

Os fendlicos totais foram determinados pelo método de Folin-Ciocaulteu,
conforme metodologia descrita por Swain & Hillis (1959) com algumas adaptacoes.
Cinco gramas de amostra foram homogeneizadas em ultra-turrax com 20mL de
metanol (P.A) e centrifugadas por 30 minutos a 7000 rpm, em centrifuga refrigerada
a 4°C. Em um tubo de ensaio foram pipetados 250uL da amostra, adicionados 4mL
de agua ultra pura e 250uL do reagente Folin-Ciocalteau (0,25N), agitado e mantido
em repouso por 3 minutos para reagir. Adicionou-se 500uL de carbonato de sédio
(1N) e, novamente, os tubos foram agitados e mantidos por 2 horas para reagir. A
solucao “branco” foi preparada nas mesmas condi¢cdes do extrato, substituindo-se
o volume de extrato de mirtilo, na proporcao sistema extrator: agua de 2:3 (V/V). As
leituras da absorbancia das amostras e do branco foram realizadas em
espectrofotdbmetro, zerado com o controle (branco), e no comprimento de onda de
725nm. A quantificacdo dos fendlicos totais foi feita com base em uma curva—
padrdo de acido clorogénico e expressos em mg de &cido clorogénico por 100g de
fruto fresco.

3.2.8.3.2 Compostos Fendlicos Individuais

Os compostos fendlicos individuais foram extraidos e determinados de
acordo com o método descrito por Sompong (2011), com pequenas modificagdes.
Inicialmente realizou-se a obtengcédo do extrato. Para tanto, 2g de amostra foram
solubilizados em 20ml de metanol 80% numa propor¢ao de 1:10 peso / volume (w
/ v). Para cada extracdo a mistura foi mantida em um homogeneizador mecénico
de solugbes a temperatura ambiente, ao abrigo da luz durante 1 h a 150 rpm. Os
extratos foram centrifugados a 4000 rpm (1430g) por 20 minutos. O sobrenadante

foi coletado e o residuo foi solubilizado outras duas vezes em metanol 80%,
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repetindo-se o processo de extracao. Ao final das 3 lavagens, as 3 aliquotas do
sobrenadante de cada amostra foram misturadas e concentradas usando um
evaporador rotativo a 35°C. O extrato concentrado foi redissolvido em 20ml de
metanol 50% e armazenado a 4°C, ao abrigo da luz até a realizac&do das analises.

O perfil de compostos fendlicos foi determinado com um sistema de HPLC
(Agilente), consistindo de um detector de diodos (DAD). A separacdo dos acidos
fendlicos foi realizada utilizando uma coluna Agilent Eclipse plus C18. Foram
utilizados diferentes programas de gradiente de eluicdo para separacéo dos acidos
fenodlicos. Independentemente do gradiente, a fase mével A foi de 0,1% de acido
férmico em agua de grau HPLC (v/v), enquanto que a fase movel B foi de 0,1 % de
acido férmico em acetonitrila (v/v).

Para a andlise de &cidos fendlicos, o gradiente de eluicdo utilizado foi o
seguinte: 0 min — 10% de B, 5 min -20% de B, 6 min -20% de B, e 7 min -10% de
B. O fluxo foi de 0,4mL.min! para ambos os gradientes. Cinco pl de extrato foram
injetados no HPLC-DAD. Antes da injecao, todos os extratos foram filtrados com
um filtro de seringa de 0,2um.

As amostras foram eluidas sob baixa pressdo com 40mL de acido férmico a
0,1% em &gua para eluir os acucares, 60mL de etanol para eluir os acidos fendlicos
e finalmente 40mL de 7:3 (v /v) de acetona (P.A):acido férmico aquoso a 0,1% para
eluir polimeros de flavonas solluveis. A fracdo etandlica foi usada para analise de
HPLC-DAD dos acidos fendlicos dos extratos solUveis e insoluveis do arroz
parboilizado. A fracao foi reduzida a um pequeno volume sob vacuo e transferidos
para um tubo de ensaio tarado e diluiu-se em 5mL de metanol a 50% em agua.

A quantificacdo dos acidos fendlicos individuais foram baseados em padrdes
externos usando uma curva de calibracdo analitica construida com 7 niveis
diferentes (5, 10, 20, 30, 50, 80, 100ppm). Uma equacao para cada composto foi
gerado por meio de regressédo linear, e as concentracdes desconhecidas foram
calculadas com base nas curvas de calibragem individuais. A taxa de fluxo de
solvente foi de 1,0ml / min e o cromatograma foi registada a 260nm para
protocatecuico, acido 4-hidroxibenzéico e acido vanilico, 270nm para acido galico,
acido cinamico, e a 280nm para acido caféico, acido siringico, acido p-cumarico,

acido ferulico, acido sinapinico, acido 5-methoxi.
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3.2.8.4 Atividade Antioxidante

3.2.8.4.1 Atividade antioxidante por DPPH

A avaliacdo da capacidade antioxidante in vitro foi realizada através da
avaliagcdo da captura do radical estavel DPPH-(2,2-difenil-1-picrilhidrazil), pelos
compostos presentes na amostra, conforme a metodologia descrita por Brand-
Williams (1995), com algumas modificacdes. Assim, foram pesadas cinco gramas
da amostra em tubos de falcon (50mL), homogeneizadas em ultra-turrax com 20mL
de metanol. Apos os tubos foram centrifugados em temperatura de 0°C por 15
minutos em velocidade de 5000 rpm. Destes tubos a fase liquida foi coletada, e
para a reacao usou-se 15uL de amostra, mais 185uL de metanol, mais 3.800mL de
solucdo de DPPH diluido com metanol. Nesta fase deixou-se repousar os tubos por
24 horas, em temperatura ambiente, em local isento de luz. A leitura de absorbancia
foi feita em espectrofotdmetro zerado com metanol, no comprimento de onda de
515nm. Uma curva padréo foi construida para o TROLOX (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico). Os resultados foram expressos em ug de
equivalente trolox de peso fresco .

3.2.8.4.2 Atividade antioxidante total pela captura do Radical Livre
ABTS

Nesta analise a metodologia aplicada foi a descrita por Rufino.( 2007) com
algumas modificacdes. Inicialmente foram pesadas 2g de amostra, em tubos falcon
protegidos da luz, adicionado 40ml de metanol 50%, homogeneizados com ultra
turax e deixado em repouso por 60 minutos a temperatura ambiente. ApGs as
amostras foram centrifugadas (15.000 rpm) durante 15 minutos, transferindo o
sobrenadante para um baldo volumétrico de 100mL. Com o residuo, fez-se outra
extracdo com acetona 70%. Os liquidos sobrenadantes foram misturados em balé&o
volumétrico de 100mL com agua destilada. Na sequéncia, em ambiente escuro,
com o extrato obtido foram feitas trés diluicdes diferentes. De cada uma destas,
uma aliquota de 30pL foi transferido para tubos de ensaio com 3,0mL do radical

ABTS-+ e homogeneizados em agitador de tubos. Apés realizou-se a leitura a
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734nm. Os resultados foram expressos como micromole de equivalentes de Trolox

(TES) por grama de matéria fresca (umol de TEs / g de matéria fresca).

3.2.8.4.3 Atividade antioxidante total pelo método de reducéo do Ferro-

Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP)

O ensaio FRAP consiste em determinar o poder antioxidante da amostra em
reduzir o FE(Ill) a FE(II), através da quantificacdo da reducao do ferro em fluidos
biolégicos e solu¢bes aquosas de compostos puros (PULIDO et al., 2000).

A reducéo do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil) -1,3,5-triazina) com Fe3* foi
mensurada pelo método descrito por Rufino.(2006). Inicialmente se fez o extrato da
fruta, com o qual preparou-se trés diluicdes diferentes, em triplicata. Em ambiente
escuro, transferiu-se uma aliquota de 90uL de cada diluicdo do extrato para tubos
de ensaio, acrescentou-se agua destilada, reagente FRAP, homogeneizou-se e
colocou-se em banho-maria a 37°C. Ap6s 30 minutos realizou-se a leitura da
absorvancia a 595nm em espectrofotdmetro utilizando como branco a absorvancia
do reagente FRAP. Os resultados foram expressos como pM sulfato ferroso/g de
fruta fresca.

3.2.9 Protocolo de conducéo dos experimentos biolégicos

Os ensaios biolégicos foram aprovados pela Comissdo de FEtica na
Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL)

conforme documento em anexo.

Experimentos Il e lll — Aprovagao sob o n° 23110.008976/2013-10 pela Comissao
de Etica na Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Pelotas (CEEA-
UFPel) - Anexo 1.

3.2.9.1 Ganho de peso
Para monitoramento do ganho de peso, os animais do estudo foram pesados

trés vezes por semana em balanca semi-analitica (URBAN®), em dias alternados.

O ganho de peso dos animais foi calculado por diferenca entre 0s pesos
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quantificados no inicio e no final do experimento .
3.2.9.2 Consumo das dietas

Durante o experimento, o consumo de racéo foi quantificado por meio de
balanca semi-analitica (URBAN®), sendo a ragédo repostos diariamente ou conforme
a necessidade. Para este controle a racao oferecida era pesada, bem como a sobra
de racdo. Os dados foram registrados em planilha para controle da ingestao. Desta
forma a diferenca do peso da racao oferecida para cada tratamento e o peso da
sobra de racao, resulta no valor do consumo diério por tratamento. Para o valor
diario de consumo por animal, foram realizadas uma média dividindo pelo nimero

de animais.

3.2.9.3 Coeficiente de eficiéncia alimentar

O Coeficiente ou quociente de Eficiéncia Alimentar (CEA) foi calculado pela
razao entre o ganho de peso e a quantidade total de rag&o ingerida durante todo o
experimento(SGARBIERI, 1996).

Ganho de peso do animal (g)

CEA =
Consumo de dieta (g)

3.2.9.4 Massa da gordura epididimal e figado

A gordura epididimal e o figado foram removidos e lavados com solucao
salina 0,09%, secos em papel filtro e pesados em balanca de precisdo (MARTE®),
para posterior comparacao entre os grupos. Os resultados foram expressos em g
100g* peso vivo.

3.2.9.5 Relagéo da gordura epididimal

O indice de gordura epididimal foi realizada no término do experimento, apos

a eutanasia, com a remocdo e a pesagem da gordura epididimal dos animais,
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conforme a seguinte equagao.

. . Peso gordura epididimal (g)
Relagdo Gordura Epididimal = _ — x 100
Peso final dos animais (g)

3.2.9.6 Relagdo hepatossomatica

A relacdo hepatossomatica foi calculado conforme a seguinte formula. O
resultado foi expresso em g 100 g peso vivo.

. . Massa do figado (g)
Relagao Hepatossomatica = _ — x 100
Peso final dos animais (g)

3.2.9.7 Andlises sanguineas

As avaliacdes plasmaticas de glicose e colesterol total foram quantificadas
pelos métodos enziméticos da Labtest Diagnéstica® conduzidos em um
Laboratorio de Analises Clinicas da cidade de Pelotas/RS. Os resultados foram

expressos em mg/dl 1.

3.2.9.8 Enzimas antioxidantes

Estas andlises foram realizadas nas estruturas de hipocampo e cértex, dos
animais, sendo coletados apés eutanasia.

As estruturas cerebrais foram homogeneizadas a cada 1g de amostra em
volume de 10mL contendo 50mM de tampé&o de fosfato de potassio (pH 7.4), mais
1mM EDTA, para a maioria das determinagoes.

Para a andlise da atividade da enzima catalase as amostras foram
homogeneizadas em volume de 10mL contendo 10mM de tampé&o de fosfato de
potassio (pH 7,0). Ap6s o homogeneizado foi centrifugado a 3.000 rpm por 10

minutos a temperatura de 4°C e o sobrenadante foi usado para posterior analises.

3.2.9.8.1 Catalase (CAT)

A determinagdo da atividade da enzima catalase foi baseada na sua
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capacidade em degradar peroxidos, incluindo o perdxido de hidrogénio (H202). Sua
atividade foi mensurada conforme método descrito por Aebi, (1984) definindo
espectrofotometricamente a 240nm a 25°C, a taxa de degradacdo de H202. A
atividade foi calculada em termos de micromoles de H202 consumido por minuto

por mg de proteina, usando um coeficiente de extincdo molar de 43,6M "1 cm 1.

3.2.9.8.2 Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade desta enzima foi determinada usando a RANSOD Kit (Randox
Labs., USA) baseada no procedimento relatado por Clerc. (1995). Este método
baseia-se no uso de xantina e xantina oxidase para gerar radicais superéxido que
reagem com 2- (4-iodofenil) -3- (4-nitrofenol) -5-phenyltetrazolium Cloride (INT)
para formar um corante formazano que é ensaiado espectrofotometricamente a
492nm a 37°C. A inibicdo na producdo do cromogénio é proporcional a atividade
de SOD presente na amostra; uma unidade de SOD provoca 50% de inibicdo da

taxa de reducéo de INT sob as condi¢cdes deste ensaio.

3.2.9.8.3 Glutationa peroxidase (GPx)

A determinacgdo da atividade desta enzima foi determinado de acordo com
Wendel (1981), com modificacBes. A reacdo foi realizada a 37°C em uma solucéo
de tampédo contendo 20mM de fosfato de potassio (pH 7,7), 1,1mM de EDTA,
0,44mM azida de sodio, 0,5mM de NADPH, 2mM de glutationa e 0,4L de glutationa
redutase. A atividade da GPx foi medida tomando como substrato terc-butil-
hidroperoxido do substrato a 340nm. A contribuicdo de oxidacdo do NADPH
espontanea foi sempre subtraida da racio global de reacdo. A atividade de GPx foi
calculada como pmol NADPH oxidado por minuto por mg de proteina e expressa

em percentual do controle.
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3.3 Estatistica

Os valores atipicos (outliers) foram identificados com a plotagem dos
residuos estudentizados externamente (RStudent) versus valores preditos (variavel
Y). A partir do RStudent, valores que se encontravam fora do intervalo -2 a 2 foram
considerados outliers e suas observagdes correspondentes foram removidas do
banco de dados (ROUSSEEUW e LERQY, 1987; BARNETT e LEWIS, 1994). Os
dados obtidos foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro Wilk,
a homocedasticidade pelo teste de Hartley e a independéncia dos residuos foi
verificada graficamente. Posteriormente, os dados foram submetidos a analise de
variancia atraves do teste F (p<0,05).

Para o estudo |, constatando-se significancia estatistica, as matérias primas
foram comparados pelo teste t (p<0,05) e pelo teste de Duncan (p<0,05). Para o
estudo I, constatando-se significancia estatistica, os efeitos dos extratos de mirtilo
(Misty e O’Neal), nos dois niveis (com e sem estresse) foram avaliados pelo teste t
(p=<0,05) e em relagao a testemunha (agua) foram avaliados pelo teste de Dunnett
(p=0,05).

Para o estudo lll, constatando-se significancia estatistica, os efeitos das
dietas, em relacdo a testemunha (padréo) foram avaliados pelo teste de Dunnett
(p=<0,05) e, entre as dietas, pelo teste de Duncan (p<0,05) objetivando escolher a
melhor dieta quanto aos parametros nutricionais.

A presenca de correlacdes entre as variaveis dependentes do estudo como
consumo, ganho de peso, coeficiente de eficiéncia alimentar, massa do figado,
triacilglicerdis, relacdo da gordura epididimal, glicose, colesterol e lipoproteinas
HDL, LDL E VLDL, as variaveis foram analisadas estatisticamente através do
coeficiente de correlacdo de Pearson de forma conjunta, considerando cada dieta

individualmente.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Estudo |- Comparativo entre duas variedades de mirtilo quanto os

parametros de avaliacdo quimica, fisica, tecnoldgica

4.1.1 Composicao centesimal proximal dos mirtilos Misty e O’Neal

Na Tabela 7 sdo apresentados os dados da composicéo centesimal proximal

das variedades de mirtilo Misty e O’Neal.

Tabela 7 - Composicéo centesimal proximal (g/100g de base Umida) dos mirtilos Misty e O’Neal
Matéria Prima

Composicéo (%)

Misty O’Neal
Umidade 87531033 5 83,39+0,86 A
Lipidios 0,22+0,00 B 0,31+0,01 A
Proteinas 0,44+0,07 B 0,69+0,00 A
Cinzas 0,07+0,00 B 0,11+0,00 A
Carboidratos 11,72+0,36 A 12,57+0,85 A
Fibra total 1,25+0,06 B 1,51+0,06 A
Valor Calérico 50,63+1,37 A 55,88+3,41 A

Y Média de trés determinacdes + desvio padrdo. ZMédias seguidas por mesma letra na linha ndo
diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).

Observa-se na Tabela 7 que a composi¢cdo centesimal das cultivares de
mirtilo diferiram significativamente, nos parametros de lipidios, proteinas, cinzas e
fibras total. Os frutos de mirtilo Southern highbush apresentaram alto teor de
umidade, bem como composicdo de proteinas, gorduras, carboidratos, fibras e
cinzas semelhante aos valores encontrados por Souza (2014), em que os mirtilos
estudados apresentaram para cada 100g de peso fresco umidade 87,709, proteina
0,48q, lipidios 0,19g, carboidratos 11,54q, fibra 1,909 e cinzas 0,08g.

Em analise de mirtilos do grupo highbush cultivados na regiédo sul do Brasil,
Silveira (2007) verificou a composi¢cao quimica dos frutos, nos quais a umidade
constatada foi de 87,68%, semelhante aos valores encontrados e relatados no
banco de dados da USDA (2012) de 84%, proteina 0,57%, lipidios 0,10%, cinzas
0,19%, fibra bruta 1,69%, carboidratos 9,77%, bem como valores semelhantes ao

nosso estudo.
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O mirtilo € um fruto que apresenta alto teor de umidade, superior a 80%, o
que o classifica como uma fonte rica em agua, importante as reacfes quimicas e
metabdlicas do organismo (SILVEIRA, 2007). O teor de agua em tecidos vegetais
€ dependente, de varios fatores pré-colheita, dentre estes da disponibilidade hidrica
do solo no momento da colheita.

A composicao exata dos frutos de mirtilo é condicionada a inumeros fatores
inerentes a cada cultivar como caracteristicas genéticas, ambientais, tais como,
clima, presenca de poluentes, intensidade da radiacéo ultravioleta, o tipo de solo
bem como o grau de fertilizacdo e a disponibilidade em &gua durante o cultivo
(GIOVANELLI, 2009), e ndo menos importante o periodo de maturidade dos frutos
(SILVA, 2005).

Na Tabela 8 estdo apresentados os resultados dos teores de antocianinas
totais, fendis totais e capacidade antioxidante (DPPH, ABTS, FRAP) dos mirtilos
das cultivares Misty e ONeal. A metodologia utilizada na extracdo influéncia
diretamente no resultado de quantificacdo de compostos secundarios de mirtilo,
devido as caracteristicas de polaridade do solvente utilizado, o pH do meio,
juntamente com a temperatura que determina a quantidade e classificam o0s
compostos presentes no extrato. As antocianinas tem grande solubilidade em meio
aquoso, garantido por sua caracteristica polar, o que ndo exclui de serem
solubilizadas em solventes apolares. Estas particularidades quimicas das
antocianinas, explicam em parte a grande variacao nos resultados expressos deste

pigmento antocianico em diversas espécies analisadas e relatadas na literatura.

Tabela 8 - Teor de antocianinas totais (mg de cianidina-3-glicosideo 100g?), fendis totais (MgEAC.g
1) e capacidade antioxidante dos mirtilos Misty e O’Neal

Amostra dos frutos

Mirtilo Misty Mirtilo O"Neal
Antocianinas Totais? 279,48+16,34 Y2 B 374,49+95,47 A
Fenois Totais? 441,34+80,82 A 378,47+83,16 A
Capacidade Antioxidante DPPH? 4766,40+1,078 A 4808,51+841,01 A
Capacidade Antioxidante ABTS* 1906,30+4,50 B 1933,31+4,08 A
Capacidade Antioxidante FRAP® 1098,13+0,15 B 1162,11+0,56 A

Y Média de trés determinacdes + desvio padrdo. Z Médias seguidas por mesma letra na linha néo
diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).! Antocianinas totais em (mg de cianidina-3-
glicosideo 100g?). 2 Fendis totais (mg equivalente de acido clorogénico g?). 3Capacidade
antioxidante em pg de equivalente trolox/g de peso fresco.# Capacidade antioxidante em de
equivalentes de trolox/g de peso fresco. ®> Capacidade antioxidante em puM sulfato ferroso/g de fruta
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Na Tabela 8 pode-se observar que os teores de antocianinas totais diferiram
significativamente entre os cultivares estudados. Estes resultados encontram-se
dentro dos valores relatados por outros autores. Em estudo conduzido por
Lohachoompol (2008) analisando mirtilos highbush das cultivares Crunchie, Star e
Sharpe, determinaram respectivamente 7,90, 5,80 e 9,60g cianidina-3-glicosideo
equivalente kg ! de peso seco, demonstrando diferenca significativa entre si nos
teores de antocianinas, bem como demonstrando resultados diferentes do nosso
estudo.

Em estudo conduzido por Moura (2013) ao determinarem o teor de
antocianinas de frutos de mirtilo Misty e O"Neal obtiveram uma média de 706,26mg
cianidina 3-glicosideo 100 g ! na fruta fresca e 766,70mg respectivamente.

Os valores de antocianinas em frutos de mirtilo, conforme ja identificados em
outros estudos demonstram uma grande variacdo de resultados, tanto entre as
espécies do fruto (PRIOR, 1998; TARUSCIO, 2004) quanto entre as diferentes
cultivares e dentro da mesma cultivar. Esta variacdo pode ser explicada por
influéncia das diferencas genéticas, bem como pelo grau de maturacéo dos frutos
na colheita (ZADERNOWSKI, 2005) além das caracteristicas edafoclimaticas da
area de cultivo e técnicas de agricultura empregadas (MOURA, 2013).

Os valores de fenais totais ndo apresentaram diferenca significativa entre si.
Os valores estdo dentro da faixa de teores fendlicos totais avaliados em mirtilos
descritos na literatura. Souza (2014) quantificou 305,38mg de compostos fendlicos
totais expressos em equivalente de acido galico em 100g de amostra fresca de
mirtilos cultivados no Brasil. Segundo Moura, (2013) a cultivar Misty apresentou
uma variacdo de 365,13mg de 100g ! e 981,36mg, no teor de compostos fendlicos
totais influenciados pela dosagem de enxofre usada no cultivo. Neste mesmo
estudo a cultivar O'Neal apresentou entre 590,80 e 742,00mg de compostos
fendlicos totais, expressos em mg do equivalente de acido clorogénico 100 g.

Na presente pesquisa verificou-se que os frutos apresentaram valores de
compostos fenolicos maior do que o determinado no estudo de Prior (1998) que
quantificou mirtilo da variedade O"Neal, os quais continham 227,30mg equivalentes
de acido géalico em/100g de fruto. Bem como, um teor maior de fendlicos do que o
quantificado por Carreira (2012) que doseou em mirtilos da variedade O"Neal um
total de 147,20mg equivalentes de acido galico/100g de mirtilo. Em pesquisa

conduzida por Rodrigues (2011) mirtilos da variedade highbush da cultivar
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‘Bluecrop’ apresentou um total de 274,48mg 100g* equivalente de &cido galico de
fendlicos totais. Segundo Castrejon (2008) bagas maduras da variedade 'Bluecrop'
apresentaram um teor de 712mg equivalentes de acido galico/100g, sendo este
valor maior que o teor de compostos fendlicos totais de outros mirtilos descritos na
literatura. A exemplo de variacdo do teor de compostos fendlicos totais dentro de
uma mesma variedade de mirtilos, o estudo conduzido por Moyer (2002) relatou
que mirtilos da variedade 'Bluecrop' apresentaram um teor de fendlicos totais de
304mg equivalentes de acido galico/100 g de amostra. Em analises conduzidas por
Vizzotto (2013) a concentracdo de compostos fendlicos em cultivares Bluecrop,
Duke Elliot e Earlyblue variaram de 292 até 546mg de equivalente de acido
clorogénico/100 g de amostra fresca.

A capacidade antioxidante determinada por DPPH, apresentou resultados
que demonstraram diferenca estatistica significativa. Este mesmo parametro
quando determinado pelos métodos ABTS e FRAP, demonstrou diferenca
estatistica entre as cultivares, sendo que a cultivar O"Neal expressou uma maior
atividade antioxidante em relacdo a cultivar Misty em ambos os métodos. Os
valores de capacidade antioxidante nos distintos métodos encontrados neste
estudo estdo de acordo com os resultados relatados na literatura. Segundo Vizzotto
(2013) a atividade antioxidante por DPPH de extrato de mirtilos de cultivares do
grupo highbush das variedades Bluecrop, Duke, Elliot e Earlyblue apresentaram
respectivamente um total de 3,124 ; 3,890 ; 6,638 e 5,645ug de equivalente trolox/g
de peso fresco. Em estudo conduzido por Moura (2013) a atividade antioxidante
por DPPH de extratos de mirtilo da cultivar Misty foi de 3531,12 e O’Neal de
3748,20ug de equivalente trolox/g de peso fresco.

Rodrigues (2011) inferiu que mirtilos (Vaccinium sp.) produzidos no Brasil se

constituem frutos fonte de compostos fendlicos com alta atividade antioxidante.

4.1.2 Compostos fendlicos individuais

O uso da cromatografia na separacdo de compostos fendlicos individuais
permite definir de uma forma mais completa a quantidade e qualidade de acidos
fendlicos de uma amostra. Desta forma os acidos fendlicos individuais das

amostras de frutos de mirtilo das cultivares Misty e O"Neal estdo apresentados na
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Tabela 9.

Tabela 9- Tempos de retencdo (tr) e comprimentos de onda (1 max) dos mirtilos Misty e O’Neal
analisadas por CLAE —DAD

Nome do Composto Amax (nm)  tr(Min) Teor de fendlicos individuais (ug/g)
Mirtilo Misty Mirtilo O"Neal
Acido Protocatecuico 260 7,3-8,1 5,88+0,07 A V2 4,28+0,09 A
Acido Vanilico 260 22,8-13,6 11,78+1,83 A 13,23£1,54 A
Acido Cinamico 270 35,8-36,2 30,65+1,32 A 67,21+11,32 B
Acido Ferulico 280 23,3-23,8 5,70+0,32 A 5,80+0,23 A
Acido Sinapinico 280 26,9-29,0 13,93+1,67 A 2,92+0,12 B

1/ Média de trés determinacdes + desvio padrdo. 2/ Médias seguidas por mesma letra na linha nao
diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).

O conteudo de acidos fendlicos dos frutos de mirtilo da cultivar Misty variou
de 13,93ug/g e 30,65 ug/g diferenciando estatisticamente da quantidade
encontrada na cultivar O’'Neal em especial nos &cidos cinamico e sinapinico.
Diferentes resultados foram relatados por Moyer (2002) que identificou em mirtilos
Bluegem 952mg acido. Galico.100 g de fruta.

Varios trabalhos demonstraram que ha uma grande variabilidade qualitativa
e quantitativa dos fendlicos individuais encontrados no mirtilo. Esta diferenca na
composicdo fendlica é dependente de fatores intrinsecos (género, espécie e
cultivar) e extrinsecos (condi¢cdes ambientais e de cultivo, manejo e condicdes de
armazenamento) (CONNOR, 2002; TARUSCIO et al., 2004; GIOVANELLI, 2009).
Além disso, fatores como a complexidade desse grupo de compostos, métodos de
extracdo e gquantificacdo também podem afetar a composicdo deste grupo de
compostos.

A importancia antioxidante dos compostos fendlicos consistem na sua acao
de bloquear a iniciacdo da oxidacdo, ou seja, removem as espécies reativas ao
oxigénio, sendo inibitérios a peroxidagdo lipidica, além de apresentarem alta
atividade inibitéria da lipoxigenase, melhorando a resposta a acao inflamatoria do
organismo. (MOREIRA, 2004)
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4.2 Estudo II- Avaliacdo dos efeitos de duas variedades de mirtilo sobre um

modelo de estresse bioldgico em ratos machos Wistar

4.2.1 Elaboracgéo dos extratos aquosos de Mirtilo

Os testes piloto realizados na elaboracdo dos extratos aquosos foram
iniciados pesando-se 100 g de fruto triturado em liquidificador com 200 ml de agua
(pH 7,0), ou seja 1 parte de fruta para 2 partes de agua (1:2), chegando-se até a
mistura de 25 g de fruta para 35 ml de agua (pH 7,0), sendo uma mistura de 1:1,4.
Esta proporcdo de fruta e agua, constituiu um extrato com o maximo de fruta
possivel, além de um bom aporte de antioxidantes, sem comprometer a passagem
do extrato de mirtilo pela sonda de gavagem de aco inox. Desta forma o extrato de
mirtilo eleito para uso no ensaio bioldgico administrado aos animais através de
gavagem foi composto por 41,66 % de fruta.

Na Tabela 10 estdo apresentados o0s resultados da composicao
bromatolégica proximal do extrato aquoso das duas cultivares de mirtilo.

Tabela 10 - Composicéo proximal dos extratos aguosos de mirtilos Misty e O’Neal

Composicéo (%) Matéria Prima

Extrato Misty Extrato O’Neal
Umidade 94,80+1,41 A¥2 94.29+3,60 A
Lipidios 0,09/+0,00 B 0,13+0,00 A
Proteinas 0,18+0,03 B 0,28+0,00 A
Cinzas 0,03+0,00 B 0,04+0,00 A
Fibras 0,52+0,00 B  0,63+0,00 A
Carboidratos 4,88+1,52 A 5,23+3,57 A
Valor calérico 21,0945,70 A  23,28+1,40 A

U Média de trés determinagdes + desvio padrdo. # Médias seguidas por mesma letra na linha néao
diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).

Comparando os extratos de mirtilo das distintas cultivares, observa-se
diferenca significativa entre as amostras nos parametros de lipidios, proteinas,
cinzas e fibras, sendo que nestes o mirtilo O'Neal se caracterizou apresentando

valores superiores.
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A variacdo na composi¢ao bromatoldgica de frutos é explicada pela interacao
de diversos fatores caracteristicos e inerente de cada cultivar de fruto, dentre estas
as condic¢des edafoclimaticas da regido de cultivo.

Na Tabela 11 estdo apresentados os valores encontrados de compostos
antocianos totais (expressos em mg de cianidina-3-glicosideo 100g? em peso
fresco), fendis totais, capacidade antioxidante por DPPH, ABTS e FRAP dos
cultivares analisados.

Tabela 11 - Teor de antocianinas totais (mg de cianidina-3-glicosideo 100g1), fendis totais (mg EAC
g?) e capacidade antioxidante dos extratos de mirtilos Misty e O’Neal

Amostras de frutos

Mirtilo Misty Mirtilo O"Neal
Antocianinas Totais? 8,29V +1,32 V2 A 8,95+2,53 A
Fenois Totais? 89,90+2,52 AZ 69,82+4,10 B
Capacidade Antioxidante DPPH? 688,68+195,96 A 322,08+329,54 B
Capacidade Antioxidante ABTS* 283,51+53,65 A 131,88+23,14 B
Capacidade Antioxidante FRAP® 396,44+1194 A 193,65+20,01 B

Y Média de trés determinacdes + desvio padrdo. Z Médias seguidas por mesma letra na linha néo
diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).! Antocianinas totais em (mg de cianidina-3-
glicosideo 100g?). 2 Fendis totais (mg equivalente de acido clorogénico g?). 3Capacidade
antioxidante em pg de equivalente trolox/g de peso fresco. Capacidade antioxidante em de
equivalentes de trolox/g de peso fresco. ®> Capacidade antioxidante em uM sulfato ferroso/g de fruta

Analisando a Tabela 11, verifica-se que o teor de antocianinas totais nao
apresentou diferenca significativa sendo que estes variaram entre 8,29 e 8,95 mg
de cianidina-3-glicosideo 100 g*' respectivamente para as cultivares Misty e
O’Neal.

Os resultados de fendis totais demonstraram diferenca estatistica
significativa, sendo que o mirtilo Misty se destaca com valores superiores em
compostos fendlicos totais.

Quanto a capacidade antioxidante dos extratos determinados através dos
métodos DPPH, ABTS e FRAP demonstrou diferenca estatistica entre as cultivares,
sendo a cultivar Misty a que apresentou uma maior capacidade antioxidante nos

diferentes métodos.

4.2.2 Compostos Fendlicos Individuais dos extratos de mirtilo Misty e O’Neal

A composicado em fendlicos individuais do extrato de mirtilo Misty e O’Neal
estdo apresentados na Tabela 12.



65

Tabela 12- Tempos de retencéo (tr) e comprimentos de onda (A max&) dos mirtlos EMM e EMO
analisadas por CLAE —DAD

Nome do Composto Amax (nm) tr (Min) Teor de fendlicos individuais ug/g
EMM EMO

Acido Ferdlico 280 23,3-30,57 0,7103+0,56 A 0,6316+0,45 A

Acido Cinamico 270 35,8-36,2 49,5150+1,45 A 18,6510+1,62 B

U Média de trés determinacgdes + desvio padrdo. # Médias seguidas por mesma letra na linha néo
diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).

Analisando a Tabela 12 verifica-se que nos extratos de mirtilo Misty e O’'Neal
foi possivel identificar os acidos ferulico e cinamico, sendo que este ultimo diferiu
estatisticamente em quantidades elevadas na cultivar Misty.

Comparando a quantificacdo de fendlicos individuais, na fruta inteira
apresentada na Tabela 9 com o extrato das mesmas apresentado na Tabela 12
observa-se no extrato uma quantificacdo menor de acidos fendlicos tanto em
qualidade quanto em quantidade, corroborando com verificacbes avaliadas
anteriormente por Skrede, Wrolstad e Durst (2000) que mostrou que as perdas de
antocianinas e compostos fendlicos de mirtilo séo substanciais quando submetidos

a operacOes como a de extragao de sumo.

4.2.3 Resultados do ensaio biolégico |

Na Tabela 13 estao apresentados os resultados (média + desvio padrao) do
peso inicial e ganho de peso dos ratos machos Wistar/UFPel, alimentados durante

67 dias com as dietas experimentais.

Tabela 13 - Massa inicial (g) e ganho de peso (g) de ratos machos da linhagem Wistar alimentados
com dietas experimentais a base de extrato aquoso de mirtilo e submetidos ao estresse

Fonte Massa inicial (g) Ganho de peso(g)
bebida
Estresse Estresse
Sem Com Sem Com
Agua 360,29+8,48 ¥ 358,87+4,98 68,87+4,35 aAZ 28,67+5,47 bB
EMM 368,94+6,33 355,17+5,89 58,567+4,43 aA¥ " 1967+3,04 bB
EMO 339,57+8,94 363,06+4,82 4567+490 aB 8,1745,20 bA

Y Média de oito determinacGes + desvio padrédo. 2 Médias seguidas por mesma letra mindscula na
linha ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05). ¥ Médias seguidas por mesma letra
maidscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05). Agua testemunha, EMM
(Extrato Mirtilo Misty) EMO (Extrato Mirtilo O"Neal).
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Observando os dados apresentados na Tabela 13 verifica-se que a variagcéo
no peso inicial dos animais submetidos as distintas dietas e fatores de tratamento
eram similares. Na concluséao do experimento observou-se que o ganho de peso foi
diferente estatisticamente quando comparado os animais que receberam a dieta
agua (controle) com os que receberam a dieta com os diferentes cultivares de
mirtilo, bem como foi diferente quando comparado entre os fatores de tratamento
(estresse). Entretanto quando comparado a dieta agua (controle) com as diferentes
dietas dentro de um mesmo fator sem estresse ndo houve diferenca significativa.
Contudo, foi possivel observar que para os animais que receberam extrato de
mirtilo houve diferenca estatistica no parametro peso, sendo que 0 grupo que
recebeu extrato aquoso de mirtilo O"Neal adquiriu menos peso.

Quanto ao grupo submetido ao estresse comparando as dietas estas foram
estatisticamente diferentes entre si e diferentes do controle. Quando comparado o
grupo submetido ao estresse e o ndo submetido, observa-se diferenga significativa
guanto ao fator de tratamento, sendo que os animais submetidos ao estresse
demonstraram um menor ganho de peso, o qual foi menor ainda no grupo de
animais que recebeu extrato aquoso de mirtilo O"Neal por gavagem. Portanto estes
dados inferem que o consumo de dieta com mirtilo contribuiu de forma positiva para
0 ndo aumento de peso, sendo que a acao do mirtilo da cultivar O"Neal foi mais
efetiva quanto a esta ocorréncia. O estresse crénico administrado nos animais
interferiu na deposicdo de peso, sendo que dentro deste fator os animais que
receberam mirtilo depositaram menos peso.

E consenso na literatura cientifica que a manutengdo do peso corporeo esta
relacionada com inumeros fatores. Dentre os quais podem ser citados, fatores
bioquimicos de metabolizacdo dos alimentos, que por sua vez estdo sujeitas a
alteracbes por estimulos estressores externos, bem como por substancias
constituintes dos alimentos.

As pesquisas em geral demonstram que individuos submetidos ao estresse
podem tanto aumentar quanto diminuir o seu peso. A exemplo Block (2009), em
sua pesquisa identificou um aumento significativo do peso corporeo em individuos
submetidos a estresse psicossocial, influenciado por comportamento alimentar.
Bem como, Richardson (2015) identificou que o estresse percebido foi
positivamente associado com a alimentacdo descontrolada, comer emocional e

certamente associado com obesidade grave em mulheres de baixa renda.
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Bartolomucci (2009) por sua vez em estudo com animais submetidos ao estresse
identificou hiperfagia, reducdo da gordura visceral acompanhado de maior
concentracdo de norepinefrina e menor diametro de adipocitos da gordura
perigonadal dos animais em estudo.

Desta forma, os estudos elucidam sob varias vertentes, que a busca do
organismo por restabelecer o equilibrio frente a exposi¢éo ao estresse mobiliza um
complexo conjunto de respostas fisiologicas e comportamentais. Dentre as
respostas fisioldgicas o estimulo do sistema nervoso autbnomo (SNA) atua sobre o
metabolismo de lipidios desencadeando a lipolise, o que contribui para o fato de
alguns individuos demonstrarem uma perda de peso significativa em exposi¢cdes
ao estresse (BJORNTORP, 2001; MCEWEN,1998)

Da mesma forma, a exposicdo ao estresse crbnico dessincroniza o
organismo, interferindo nas respostas fisiolégicas normais deste, ativa 0 eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal(HHA) com consequente liberacdo de glicorticéides
(GCs), hormbnios catabdlicos envolvidos na distribuicdo andmala de gordura
associado a disturbios alimentares (BHATNAGAR, 1997; OLIVEIRA, 2013).

Almeida (2011) verificou que tanto a fonte estressora quanto a dieta
hipercal6rica ndo exerceram efeitos indutores no ganho de peso e aumento de
consumo alimentar em animais.

Sob o ponto de vista da interferéncia do consumo de alimentos ricos em
antioxidantes e o aumento de peso, como influencia em outros fatores de deposicdo
de gordura corpérea, evidencia-se que em experimentos in vivo e in vitro,
antioxidantes carotenoides podem estar ligados, no tratamento e prevencao de
obesidade. Estes dados foram levantados apds a andlise dos niveis de vitaminas e
carotenoides antioxidantes-lipossoluvel plasmaticos que se mostraram associados
com resultados de reduzida adiposidade, uma maior perda de peso e uma melhoria
do perfil cardio metabolico em sobrepeso e obesidade na populacdo adolescente
avaliada (GUERENDIAIN, 2015).

Na Tabela 14 estdo apresentados os dados de consumo de dieta (g) e
coeficiente de eficiéncia alimentar de ratos machos da linhagem Wistar alimentados

com dietas experimentais a base de extrato de mirtilo e submetidos ao estresse.
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Tabela 14 — Consumo de dieta (g) e coeficiente de eficiéncia alimentar(%) de ratos machos da
linhagem Wistar alimentados com dietas experimentais a base de extrato de mirtilo e submetidos ao
estresse

Coeficiente de eficiéncia
Fonte de Consumo de dieta (Q) alimentar (%)

bebida Estresse Estresse

Sem Com Sem Com
Agua 1.740,41+8,48 1A2a¥1538,33+498 Ba 0,039+0,00 A 0,014+0,00 B
EMM 1.564,7846,33 Ab 1.398,7445,89 Ab 0,037+0,00A b 0,014+0,00A b

EMO 1.412,69+12,94 Ab 1261,08,06t4,82 Ab 0,035+0,00A b 0,007+0,00A b
Y Média de oito determinacgGes + desvio padrédo. 2 Médias seguidas por mesma letra mailscula na
coluna néo diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05). ¥ Médias seguidas por mesma letra
minGscula na linha n&o diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05). Agua testemunha, EMM
(Extrato Mirtilo Misty) EMO (Extrato Mirtilo O"Neal).

Analisando a Tabela 14 observa-se que o consumo de dieta dos animais do
grupo controle foi estatisticamente diferente quanto ao fator de tratamento estresse,
sendo que 0s animais estressados mantiveram um consumo menor de ragao
alimentar. Da mesma forma observa-se este comportamento no coeficiente de
eficiéncia alimentar.

Quando comparado a influéncia da dieta controle com os tratamentos de
extrato de mirtilo Misty e O’Neal, os animais submetidos aos tratamentos
mantiveram um consumo alimentar significativamente diferentes do controle, porém
ndo demonstraram diferenca estatistica entre si no aspecto consumo de racao e
coeficiente de eficiéncia alimentar.

O comportamento alimentar € influenciado pela exposicdo ao estresse
cronico, como verificado por Ely (1997), que identificou uma tendéncia pelo
consumo de alimentos doces em animais estressados cronicamente, entretanto
nao identificou diferenca significativa no consumo total de racdo entre os animais
submetidos ou ndo ao estresse cronico. Desta forma, avaliando este parametro os
resultados do nosso estudo se assemelham com os de Ely (1997), ndo observando
diferenca significativa no consumo total de ragéo entre os animais estressados e
nao estressados.

O coeficiente de eficiéncia alimentar reflete a quantidade de alimento
consumido necessario para formar 1 kg de peso corpéreo. Desta forma é
importante um adequado aporte de energia, e proteinas na alimentacao diaria para
garantir uma melhor utilizacdo de nutrientes. Ao contrario um desiquilibrio neste
aporte, gera um crescimento deficiente, que reflete de forma negativa no ganho de

peso.
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A avaliacdo da dieta através do coeficiente de eficiéncia alimentar permite,
através de métodos biologicos avaliar a qualidade de determinado alimento e
extrapolar os resultados para seres humanos. Desta forma avaliando as dietas dos
tratamentos, todas mantiveram um comportamento desejavel.

Na Tabela 15 estdo apresentados os dados da massa da gordura epididimal
dos animais em cada tratamento, bem como a relagéo da gordura epididimal.

Tabela 15 -Massa da gordura epididimal (g) e relacdo da gordura epididimal de ratos machos da
linhagem Wistar alimentados com dietas experimentais a base de extrato de mirtilo e submetidos ao
estresse

Fonte de Massa da gordura epididimal Relacéo da gordura epididimal
bebida (9) (%)
Estresse Estresse
Sem Com Sem Com
Agua 4,74+0,38 aA* 294+0,22 aB"™ 1,10+0,11 aA* 0,75+0,19 bB*
EMM 4,18+0,24 aA"™ 245+0,31 aB" 0,97+0,13 aA™ 0,65+0,17 bB™s
EMO 4,01+0,20 aA"™ 2,03+0,36 bB"™ 118+0,18 aA™ 0,54+0,21 bB™

YMédia de oito determinacdes + desvio padrdo. 2 Médias acompanhadas por mesma letra minlscula
na coluna e maiuscula na linha nao diferem entre si pelo teste t (p<0,05) comparando os extratos
dentro de cada estresse e 0s estresses dentro de cada extrato, respectivamente. * " Significativo e
nao significativo, respectivamente, em relagéo a testemunha (agua) pelo teste de Dunnett (p<0,05).
Agua testemunha, EMM (Extrato Mirtilo Misty) EMO (Extrato Mirtilo O"Neal).

Quanto ao aumento da massa da gordura epididimal e relagéo da gordura
epididimal, observou-se uma diferenca significativa em comparac¢ao do grupo sem
e com estresse, sem no entanto apresentar diferenca estatistica dentro de um
mesmo tratamento com as diferentes bebidas. A mesma associacao foi observada
analisando os dados da relacdo da gordura epididimal.

A maior deposicdo de gordura epididimal foi observada nos animais nao
submetidos ao estresse. Dentre estes 0 grupo controle, isento do extrato de mirtilo,
depositou mais gordura, seguidos dos ndo submetidos ao estresse e consumo de
extrato de mirtilo Misty, seguidos dos ndo submetidos ao estresse e consumo de
extrato de mirtilo O'Neal. Estes dados refletem que os animais submetidos ao
estresse ndo demonstraram tendéncia ao desenvolvimento de obesidade,
concordando com as observagdes realizadas no estudo desenvolvido por Estrela
(2015).

Avaliando as Tabelas 13, 14 e 15 o grupo de animais que recebeu extrato
de mirtilo O"Neal apresentou menor ganho de peso, acompanhado de um consumo

de rag&o similar ao grupo que recebeu mirtilo Misty, concomitante a uma menor
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deposicdo de gordura epididimal. Observou-se ainda uma diferenca estatistica
significativa entre os grupos de extrato de mirtilo e o grupo testemunha que recebeu
agua, nos parametros de ganho de massa e deposicéao de gordura epididimal.
Estes resultados concordam com estudos desenvolvidos por Molan (2008)
que administrou por gavagem extratos de duas cultivares de mirtilo (“Centurion” e
“Maru”) com o objetivo de avaliar a sua capacidade de modificar o apetite em um
modelo de ratos. Ambas as cultivares mostraram uma influéncia de saciedade, tal
como evidenciado pela sua capacidade em diminuir a ingestdo de alimento em 8,6

% nos animais que receberam extratos de mirtilo “Maru” e 6,20 % nos que
receberam extrato de mirtilo “Centurion”. Além disso, o ganho de peso dos animais
tratados por gavagem com mirtilos das variedades “Maru” e “Centurion” diminuiu
9,20 % e 5,30 % em relacdo aos ratos no grupo controle, respectivamente.

Estudos em animais utilizando mirtilos, sugerem que estes frutos
desempenham uma atividade saciante, atribuida em parte por sua composicédo em
fiboras (MOLAN et al., 2008). Diferentes resultados foram encontrados por Kalea
(2010) reportando em seu estudo que néo verificou diferenca estatistica no fator
ganho de peso dos animais, sendo que tanto os animais da dieta controle (isenta
de mirtilos), como na dieta composta por 8 % de mirtilo liofilizado, mantiveram um
aumento gradual de peso, conforme esperado para a fase de crescimento.

Estudos conduzidos por Johnson (2016) avaliaram que o peso, a deposicao
de gordura epididimal, o diametro dos adipécitos e niveis plasmaticos de
triglicerideos e colesterol foram reduzidos em camundongos que receberam as
maiores doses de uma bebida fermentada de mirtilo-amora sem élcool (18,90 mg
ANC/kg pc / dia). Estes resultados evidenciaram um impacto positivo, atenuando o
desenvolvimento da obesidade e dos niveis de glicose no jejum no sangue de
camundongos C57BL / 6J avaliados.

Pesquisa desenvolvida por Dallman (2004) relata a existéncia de fortes
evidencias que o organismo submetido ao estresse crbnico pode promover o
armazenamento de energia no tecido adiposo abdominal, entretanto este indicio
nao foi verificado no presente estudo.

Na Tabela 16 estdo apresentados os dados da massa do figado (g) e a
relacdo hepatossomatica dos ratos machos wistar/UFPel alimentados durante 67

dias com as dietas experimentais.
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Tabela 16 - Massa do figado (g) e relagdo hepatossomatica (%) de ratos machos da linhagem Wistar
alimentados com dietas experimentais a base de extrato de mirtilo e submetidos ao estresse

Fonte de Massa do figado (gramas) Relacéo hepatossomatica (%)
bebida Estresse Estresse

_ Sem Com Sem Com
égggmunha) 10,64:0,53 aA  9,65:0,65 Ab  2,47+0,14aA  2,49:0,22aA
EMM 10,90+0,61 bA™ 9,97+0,65 aB™  2,55:0,12aAZ™ 2 650,18 aA™
EMO 10,80£0,69 aA* 9,32+0,15 aB™  3,18:0,16aA™  2,50+0,09 aB*

YMédia de oito determinagdes + desvio padréo. 2 Médias acompanhadas por mesma letra minldscula
na coluna e maiuscula na linha n&o diferem entre si pelo teste t (p<0,05) comparando os extratos
dentro de cada estresse e 0s estresses dentro de cada extrato, respectivamente. * "s Significativo e
nao significativo, respectivamente, em relagédo a testemunha (agua) pelo teste de Dunnett (p<0,05).
Agua testemunha, EMM (Extrato Mirtilo Misty) EMO (Extrato Mirtilo O Neal).

Com base nos resultados apresentados na Tabela 16, a massa do figado
dos animais experimentais diferiram, dentro de um mesmo tratamento e com dietas
diferentes, bem como entre os tratamentos estresse e sem estresse. Ndo se
observou diferenca significativa no parametro de relagdo hepatossomaética.

Resultados semelhantes foram reportados por Kalea (2010) que nao
encontrou diferenca estatistica na percentagem de peso do figado para o peso
corporal dos animais entre a dieta controle e a dieta composta por mirtilos.

Na Tabela 17 estdo apresentados os dados dos parametros glicose e
colesterol total de ratos machos da linhagem Wistar alimentados com dietas

experimentais a base de extrato de mirtilo e submetidos ao estresse.

Tabela 17 — Glicose (mg.dL?) e colesterol total (mg.dL-1), de ratos machos da linhagem Wistar
alimentados com dietas experimentais a base de extrato de mirtilo e submetidos ao estresse

Glicose (mg dLY) Colesterol total (mg.dL?)
Fonte de bebida Estresse Estresse
Sem Com Sem Com

Agua (testemunha) 143,80+1,65aA 150,57+3,96aA  65,43+1,91 aA 62,50+2,22 aA
EMM 139,66x4,86aB" 147,57+4,67aA™ 67,40+2,44 bA 68,33+2,38bA

EMO 125,00+2,58bB* 135,62+3,76bA™ 68,71+2,06 bA 66,86+2,18bA
1/ Média de oito determinacdes + desvio padrdo. 2/ Médias acompanhadas por mesma letra
minuscula na coluna e maiuscula na linha nao diferem entre si pelo teste t (p<0,05) comparando os
extratos dentro de cada estresse e os estresses dentro de cada extrato, respectivamente. *, ns
Significativo e ndo significativo, respectivamente, em relagdo a testemunha (agua) pelo teste de
Dunnett (p<0,05). Agua testemunha, EMM (Extrato Mirtilo Misty) EMO (Extrato Mirtilo O"Neal).
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Quanto a analise de glicose apresentada na Tabela 17, foi possivel avaliar
que o estresse cronico influenciou no aumento dos niveis de glicose sem levar em
consideracao o fator dieta. Contudo, quando avalia-se os resultados considerando
a dieta verifica-se que o consumo de mirtilo se mostrou efetivo na reducédo da
glicose em ambos o0s grupos sem e com estresse, e dentre 0S grupos que
receberam mirtilo foi possivel observar que ocorreu diferenga significativa nos
niveis de glicose entre os grupos Misty e O’Neal, sendo o ultimo mais efetivo na
reducdo dos niveis de glicose. Semelhantes resultados foram apresentados por
Vuong (2009) que mostrou efeitos benéficos do consumo de suco de mirtilo, na
prevencédo do desenvolvimento de diabetes. Vuong e colaboradores observaram
gue o consumo de mirtilo sob a forma de suco diminuiu a hiperglicemia em um
modelo animal diabético. Além disso, observou-se também uma acao de protecao
nos animais jovens pré-diabético em detrimento do desenvolvimento de obesidade
e diabetes.

Quanto ao parametro do colesterol total os dados apresentados na Tabela
17 ndo demonstraram alteracdes em face aos diferentes graus de estresse, mas
demonstrou diferenca entre as diferentes dietas administradas, sendo que os
animais que receberam extrato de diferentes mirtilos apresentaram maiores niveis
de colesterol sanguineo comparando com a dieta 4gua controle.

Com base nos resultados apresentados neste estudo € importante refletir
gue levando em consideracéo pesquisas ja realizadas ( TORRES,2001; MACEDO,
2012), a exposicao repetida de um organismo ao mesmo agente estressor pode
levar a habituacao de acdes do eixo HHA. Consequentemente a exposicdo dos
animais ao estresse cronico ndo garante a experimentacdo das mesmas
consequéncias e comportamento que animais expostos a estresse menos
agressivo (KENNETT, 1985; LACHUER, 1994). Estes apontamentos s&o
relevantes, sendo que uma adaptacao ao agente estressor, influencia diretamente
nas reagdes, as quais o organismo desencadeia, bem como seus beneficios e
maleficios. Esta adaptacdo ndo é remota de acontecer conforme observado em
alguns estudos como Torres (2001), avaliando ratos Wistar machos adultos,
mostraram que as concentracbes de corticosterona foram aumentadas apoés
exposicdo a contencdo aguda. Contrariamente, Macedo (2012) ndo mostrou
alteracdes nas concentragdes de corticosterona apos estresse cronico repetido (por

6 semanas), sugerindo adaptacéo do eixo HHA. Corroborando os resultados deste
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estudo, Macedo (2015) mostrou ainda um aumento na massa das glandulas
suprarrenais em ratos Wistar machos submetidos a 12 semanas de estresse
cronico por restricao.

Em nosso estudo, observamos no decorrer do experimento que alguns
animais dos diferentes tratamentos se comportavam como ja conhecedores do
estresse ao qual seriam submetidos, se mostrando sem resisténcia e mais
adaptados que outros. Semelhantes resultados foram relatados por Silvia (2006),
gue observou no seu ensaio que a partir do 3° dia os animais passaram a entrar
com facilidade nos tubos de contencéo.

Os niveis de estresse ao qual o organismo é submetido pode ser avaliado
através da analise de enzimas antioxidantes no sangue, no figado ou em alguns
orgaos alvo como no caso do cérebro dos animais, bem como em suas distintas
estruturas como hipotalamo e cértex avaliados neste estudo.

A regido do sistema nervoso central se constitui uma das mais vulneraveis
ao dano oxidativo no organismo, devido seu elevado consumo de oxigénio e menor
guantidade de enzimas antioxidantes (HALLIWELL,1985).

Na Tabela 18 estdo apresentados os dados das enzimas antioxidantes no
hipotdlamo em ratos machos da linhagem Wistar alimentados com dietas
experimentais a base de extrato de mirtilo e submetidos ao estresse.

Tabela 18 — Superéxido dismutase (U/mg proteina), Glutationa peroxidase (mol NADPH
oxidado/minuto/mg proteina), no hipotalamo ratos machos da linhagem Wistar alimentados com
dietas experimentais a base de extrato de mirtilo e submetidos ao estresse

GPx do hipotalamo

SOD do hipotalamo (mol NADPH oxidado/minuto/mg

Fonte de bebida (U/mg proteina ) proteina )

Estresse Estresse
_ Sem Com Sem Com
Agua
(testemunha) 17,6240,14YaB 22,94+1,26 aA  32,80+2,26bB  19,40+0,96bA
EMM 15,25+1,08aB2"s 18,32+1,08 aAm 44,54+2,18aA* 33,91+3,92bB*
EMO 9,91+1,39bA* 11,96+0,96 bA* 4209+2,03aA* 39,49+1 14aA*

Y Média de oito determinacGes + desvio padrdo. # Médias acompanhadas por mesma letra
minuscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem entre si pelo teste t (p<0,05) comparando os
sucos dentro de cada estresse e os estresses dentro de cada suco, respectivamente. * "s
Significativo e nao significativo, respectivamente, em relagdo a testemunha (agua) pelo teste de
Dunnett (p<0,05). Agua testemunha, EMM (Extrato Mirtilo Misty) EMO (Extrato Mirtilo O"Neal). SOD-
Superoéxido dismutase, expressa em U/mg de proteina; GPx- Glutationa Peroxidase, expresso em
mol de NADPH oxidado/minuto/mg proteina.
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Analisando a Tabela 18 observa-se que a expressdo de superéxido
dismutase (SOD) foi maior no grupo testemunha submetido ao tratamento de
estresse, resultado este ja esperado sendo que frente ao estimulo estressor as
enzimas de defesa tendem a atuarem aumentando sua expressao. Seguindo esta
mesma linha de raciocinio o grupo de animais que recebeu extrato de mirtilo de
diferentes variedades como fonte externa de antioxidante quando comparado ao
grupo testemunha apresentou uma menor expressao de superoxido dismutase
hipotalamica, inferindo que o antioxidante se mostrou ativo na linha de defesa.

Da mesma forma este comportamento se manteve no grupo de animais
submetidos ao estresse e que receberam extrato de mirtilo, ou seja, 0os animais
guando estressados demostraram uma maior expressao de enzimas antioxidantes
do que no grupo nao estressado, entretanto a expressdo foi menor quando
comparado a testemunha, desta forma inferindo a efetiva acado antioxidante do
extrato administrado.

Com base nestes resultados nosso estudo ponderou que a exposicdo ao
protocolo de estresse por contencdo aumentou a enzima superoxido dismutase,
sendo sua expressao significativamente menor nos grupos que receberam mirtilo
guando comparado com a testemunha. Em contrapartida a exposicéo ao estresse
diminuiu a Glutationa peroxidase. A enzima SOD, juntamente com a GPx, fazem
parte da primeira linha de defesa enddgena de neutralizacdo de radicais livres,
mantendo baixo os niveis de radical superéxido e peréxido de hidrogénio no
organismo. Este controle, regula a formacdo do radical hidroxil, desta forma
evitando sua acao reativa e danosa as células. O estresse por contencao tem sido
associado a ocorréncia de estresse oxidativo/nitrosativo (MADRIGAL, 2001;
FONTELLA, 2005;VOORHEES, 2013).

Inimeras evidéncias abordadas em alguns estudos sugerem que a
exposicao cronica e repetida do organismo ao estresse desencadeia uma alteracéo
no volume do hipotadlamo, bem como sua funcdo. Os resultados do estudo
conduzido por Mohammadi (2014) demonstraram que o tratamento com quercetina
(50 mg / kg) durante o estresse por contencédo (21 dias) em animais aumentou
significativamente a superéxido dismutase (SOD) e diminuiu significativamente a
glutationa peroxidase (GPXx).

Nosso estudo inferiu a efetiva acdo antioxidante de mirtilos na neutralizacao

de espécies reativas ao oxigénio, sendo que o consumo de mirtilo sob a forma de
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extrato, diminuiu a expresséo das enzimas SOD e aumentou a expressao da GPX,
gue agem como primeira linha de defesa no organismo.

Na Tabela 19 estdo apresentados os resultados dos niveis de DCF e tidis do
hipotalamo dos ratos machos da linhagem wistar alimentados com as dietas

experimentais e submetidos ao estresse.

Tabela 19 — Dicloro Fluoresceina (nmol DCF/mg de proteina) e tidis (nmol de TNB/ mg de proteina)
do hipotadlamo ratos machos da linhagem Wistar alimentados com dietas experimentais a base de
extrato de mirtilo e submetidos ao estresse

Fonte de bebida DCF no hipotélam,o Tibis no hipotalamo ]
(nmol DCF/mg/proteina ) (nmol de TNB/ mg de proteina. )
Estresse Estresse
Sem Com Sem Com
Agua (testemunha) 2,76x0,19aAl/ 2 2,96+0,10 bA 51,35+4,26aA 38,78+2,13aB
EMM 2,55+0,13 aA"™ 1,99+0,26aA"™  57,23+5,82aA 45,55+2,84 aB*
EMO 1,67+0,18 bA*  1,78+0,10aA™  69,01+4,89bA 55,40+3,31bB*

Y Média de oito determinagGes + desvio padrdo. # Médias acompanhadas por mesma letra
minuscula na coluna e mailscula na linha nao diferem entre si pelo teste t (p<0,05) comparando os
sucos dentro de cada estresse e o0s estresses dentro de cada suco, respectivamente. * ns
Significativo e ndo significativo, respectivamente, em relacdo a testemunha (dgua) pelo teste de
Dunnett (p<0,05). Agua testemunha, EMM (Extrato Mirtilo Misty) EMO (Extrato Mirtilo O"Neal). DCF-
expressos em nmol de DCF por mg de proteina- Tidis- expressos em nmol de TNB por mg de
proteina.

Avaliando os dados da Tabela 19, é possivel inferir que DCF foi mais
expressivo em animais submetidos ao estresse que receberam agua. Entretanto os
submetidos ao estresse com dietas a base de mirtilo demostraram uma reducéo
nos niveis de DCF. O ensaio DCF utiliza uma forma acetilada de células sensiveis
a fluorescéncia que difunde-se para o citoplasma, em que esterases celulares
removem 0s grupos acetato do composto para formar um n&o-fluorescente radical
gue pode ser oxidado por ROS intracelular.

Quanto aos tidis estes diminuiram nos animais submetidos ao estresse,
sendo diferente estatisticamente no grupo que recebeu EMO. Este resultado infere
a acao de reducao de oxidantes por tiois. Segundo Giustarini (2011) as medidas de
niveis de tidis representam um poderoso indice oxidativo

Os resultados da analise de enzimas antioxidantes verificada na estrutura
cortex dos ratos machos da linhagem wistar sdo apresentados nas Tabelas 20 e
21.
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Tabela 20 — Catalase (CAT) (umol/mg de proteinas/ min.), Glutationa Peroxidase (GPx) (mol
NADPH oxidado/minuto/mg proteina), do cértex ratos machos da linhagem Wistar alimentados com
dietas experimentais a base de suco de mirtilo e submetidos ao estresse

CAT do cortex GPx do cértex (mol NADPH
. (umol/mg de proteinas/ min.) oxidado/minuto/mg proteina)
Fonte de bebida
Estresse Estresse
Sem Com Sem Com
Agua (testemunha) 0,86+0,37aAaAl2 0,80+0,40 aA  16,72+2,17 aA 17,72+0,96 aA
EMM 2,29+0,46 bB* 1,90+0,61 aB* 18,08+2,14 bB* 26,68+1,49 aB*
EMO 2,43+0,66 bB* 1,32+0,69 aB* 15,83+2,40 aA™ 22,08+2,15 bB*

YMédia de oito determinagdes * desvio padréo. 2 Médias acompanhadas por mesma letra minlscula
na coluna e maiuscula na linha ndo diferem entre si pelo teste t (p<0,05) comparando os sucos
dentro de cada estresse e 0s estresses dentro de cada suco, respectivamente. * " Significativo e
nao significativo, respectivamente, em relagédo a testemunha (agua) pelo teste de Dunnett (p<0,05).
Agua testemunha, EMM (Extrato Mirtilo Misty) EMO (Extrato Mirtilo O Neal).

Na Tabela 20 podemos observar que a atividade da enzima catalase no
cortex foi significativamente aumentada nos grupos nao submetidos ao protocolo
de estresse, que receberam extrato aquoso de mirtilo. Observou-se que a atividade
da enzima catalase no cértex diminuiu sua expressdo quando comparado 0 grupo
estressado com o isento de estresse, em face a ingestdo de mirtilos. Nos grupos
estressados que receberam mirtilo, a catalase foi significativamente aumentada nos
animais que receberam extrato aquoso de mirtilo da variedade Misty.

Semelhantes resultados foram relatados por Barbosa (2010) que identificou
uma atividade de catalase aumentada em seu estudo.

Quanto aos resultados do GPx no cértex, verifica-se diferenca estatistica
entre a testemunha e a ingestdo de mirtilos (EMM e EMO) dentro do grupo néo
estressados, sendo que o GPx foi mais expressivo no grupo que recebeu EMM.
Quando comparado o fator estresse observa-se diferenca estatistica com maior
expressdo do GPx nos grupos estressados e com ingestdo de EMM, seguido do
consumo de EMM. O GPx age promovendo detoxificacdo de perdxidos organicos
e inorganicos usando glutationa reduzidas(BUDAK,2014)

O uso de extrato de mirtilo propiciou uma melhor expressédo da atividade da
enzima GPx, diferentemente do grupo controle dgua. A maior expressdo desta

enzima denota a acao oxidante dos extratos administrados.
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Tabela 21- Dicloro fluoresceina (DCF) (nmol DCF/mg/proteina) e tidis (nmol de TNB/ mg de proteina)
do cortex ratos machos da linhagem Wistar alimentados com dietas experimentais a base de suco
de mirtilo e submetidos ao estresse

Fonte de bebida DCF do cértex ) Tibis do cortex ]
(nmol DCF/mg/proteina ) (nmol de TNB/ mg de proteina )
Estresse Estresse
Sem Com Sem Com
Agua (testemunha)  4,84+0,53aAl/s  4,40+0,39aA 27,53+2,10 bA 25,46+2,79 aB
EMM 4,38+0,30 aA? 5,04+0,30bB*  31,35%+2,43 bA* 29,38+2,13 bB*
EMO 3,3540,25 bA* 6,2240,83bB*  28,40+2,77 aA* 41,24+0,51 bB*

YMédia de oito determinagdes + desvio padréo. 2 Médias acompanhadas por mesma letra mintdscula
na coluna e mailscula na linha nao diferem entre si pelo teste t (p<0,05) comparando os sucos
dentro de cada estresse e 0s estresses dentro de cada suco, respectivamente. * " Significativo e
nao significativo, respectivamente, em relagédo a testemunha (agua) pelo teste de Dunnett (p<0,05).
Agua testemunha, EMM (Extrato Mirtilo Misty) EMO (Extrato Mirtilo O Neal).

Com base nos dados da Tabela 21 os niveis de dicloro fluoresceina foram
menores No grupo sem estresse que recebeu EMO, sendo que no grupo de animais
estressados a expressdao da DCF foi maior nos grupos que receberam
respectivamente EMO e EMM.

Quanto aos niveis de tidis estes foram mais expressivos no grupo estressado
que receberam EMO. Estes resultados expressam o que ja foi abordado
anteriormente sobre as caracteristicas antioxidantes do mirtilo e acao oxidativa das

enzimas de defesa e dos tiois.

4.3 Estudo lll- Avaliacéo dos efeitos de arroz parboilizado e mirtilo O"Neal
nos parametros bioldgicos de ratos Wistar

4.3.1 Composicado centesimal proximal das matérias primas e do arroz
parboilizado combinado com mirtilo O Neal

Na Tabela 22 estdo apresentados os resultados da composi¢céo centesimal
proximal das matérias primas arroz parboilizado (AP), mirtilo O’'Neal liofilizado (MO)
e da mistura de arroz parboilizado e mirtilo O'Neal (APM), as quais diferiram

significativamente, em especial nos conteudos de proteina e cinzas.
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Tabela 22 - Composi¢céo centesimal proximal do arroz parboilizado (AP), mirtilo O’Neal liofilizado
(MO) e do arroz parboilizado combinado com mirtilo O"Neal (APM)

L Amostras
Composicéo (%) AP MO APM
Umidade 11,07+0,26 BY 17,58+0,06¢ A ..6,53+0,71 C
Lipidios 0,92+0,12 B 1,26£0,01 B 0,84+0,34 A
Proteinas 5,56+1,23 A 3,88+1,16 B 3,23+0,98 C
Cinzas 1,11+0,07 B 0,93+0,34 B 0,64+0,12 A
Carboidratos 81,34+1,08 A 76,35£t0,96 C  88,53+0,86 B

1/ Médias seguidas por mesma letra mailscula na linha nédo diferem entre si pelo teste de Duncan
(p=0,05). 2/ Média de trés determinacdes * desvio padrao.

AP- Arroz parboilizado 100% isento de mirtilo.

MO- Mirtilo O"Neal liofilizado 100% isento de arroz parboilizado.

APM- Arroz parboilizado mais mirtilo O"Neal liofilizado sendo 2% de mirtilo e 13,75% de arroz/kg
de racéo.

Os resultados da composicao centesimal do arroz parboilizado apresentados
na Tabela 22, estdo em concordéncia com os resultados reportados por outros
autores SANTOS,(2014) e BORTOLINI, (2014) ressaltando que este cereal € uma
excelente fonte de carboidratos. Quanto aos dados do mirtilo O'Neal estdo em
concordancia, com valores encontrados para frutos secos de diferentes variedades
mas da mesma familia(YEMMIREDDY, 2013). Estes dados confirmam que os
frutos de mirtilo pds processo de secagem, independente do processo aplicado,
concentram seus agucares e se constituem em uma rica fonte deste nutriente.

Analisando a composicdo nutricional do arroz parboilizado os teores de
umidade (11,07 %), lipidio (0,92 %), proteina (5,02 %), cinzas(1,11 %) e
carboidratos (81,34 %) aferidos neste estudo estdo de acordo com dados relatados
por Santos, (2014) e Bortolini, (2014) que quantificaram no arroz parboilizado
respectivamente uma quantidade de umidade (10,45 %), proteina(4,90 %, 5,55 %),
lipidios (0,89 %, 0,82 %), cinzas(1,12 %, 0,93 %) e carboidratos (81,30 %, 80,84
%).

Quanto as determinacdes bromatolégicas do mirtilo O’Neal Liofilizado
identificamos um teor de umidade (17,58 %), lipidios (1,26 %), proteina (3,88 %),
cinzas (0,93 %) e carboidratos (76,35 %), dados estes em concordancia com 0s
reportados por Yemmireddy, (2013) que submeteu mirtilos a diferentes processos
de secagem e identificou que com a retirada da agua dos frutos, estes mantiveram
um teor de 0,47-0,84 % de lipidios, 2,55-2,99 % de proteina,1,28-1,31 % cinzas e
95,65-94,86 % de carboidratos Inferindo que a secagem nédo afeta
significativamente a composi¢do global do fruto além da remocdo de agua e

concentracéo de sélidos soluveis totais.
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Quanto a mistura do arroz parboilizado e mirtilo liofilizado, avaliando os
dados da Tabela 22, é possivel identificar que esta mescla constituiu um produto
com umidade (6,53 %), lipidios (0,84 %), proteina (3,23 %), cinzas (0,64 %) e
carboidratos 88,53 %, se constituindo um produto fonte de energia.

Na Tabela 23 estédo dispostos os resultados da composi¢cdo bromatologica
das racgOes utilizadas no ensaio biolégico Il, que foram a racdo AIN 93G, racdo
constituida somente por arroz parboilizado (SAP), racdo constituida somente por
mirtilo O’Neal liofilizado (SMO) e a racdo oriunda da mistura de arroz parboilizado
e mirtilo O’Neal liofilizado (MAPM).

Tabela 23- Composicdo bromatolégica das racdes AIN 93G, somente arroz parboilizado (SAP),
somente mirtilo O’Neal liofilizado(SMO) e a mistura de arroz parboilizado e mirtilo(MAPM)

Composigéo Amostras

(%) AIN 93G SAP SMO MAPM
Umidade 26,43+0,23 AL 19,43+0,14 BZ 18,33+0,09 B 25,38+0,67 A
Lipidios 2,41+0,07 A 0,93+0,12 B 1,35+0,05 B 1,13+t0,24 B
Proteinas 33,77+0,32 A 32,13+0,98 A 33,88+1,16 A 32,04+0,88 A
Cinzas 1,37£0,11 A 2,26x0,11 B 2,44+0,34 B 2,27+0,11 B
Carboidratos 66,45+0,31 A 64,68+0,87 A 62,33+0,96 B 64,56+0,86 A

1/ Média de seis determinagdes + desvio padrdo. 2/ Médias acompanhadas por mesma letra
maidscula na linha nédo diferem entre si pelo teste de Duncan (p=<0,05).

AIN 93G-Dieta testemunha. SAP-Dieta composta somente por arroz parboilizado. SMO-Dieta
composta somente por mirtilo O’Neal liofilizado. MAPM- Dieta composta pela mistura do arroz
parboilizado e mirtilo O’Neal liofilizado. Sendo 13,75% de arroz e 20g de mirtilo /kg de racao.

Analisando os valores relatados na Tabela 23 pode se verificar que as racdes
administradas aos animais diferiram entre si nas quantidades de lipidios, cinzas e
carboidratos, em face as diferentes matérias primas utilizadas como teste de
eficiéncia nutricional e de compostos bioativos, ou seja 0 arroz parboilizado e o
mirtilo O’Neal liofilizado.

Vale lembrar que as racbes SAP, SMO, MAPM, foram desenvolvidas e
corrigidas em nutrientes conforme a composicao base da racao AIN, a qual garante
condi¢cdes nutricionais adequadas ao desenvolvimento nutricional de ratos,

expressa na Tabela 5

Os valores de antocianinas, fendis totais e capacidade antioxidante por
diferentes métodos do arroz parboilizado, mirtilo O’Neal liofilizado e do arroz

parboilizado combinado com mirtilo O"Neal estdo apresentados na Tabela 24.
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Tabela 24 - Teor de antocianinas totais (mg de cianidina-3-glicosideo 100g1), fenois totais (mg EAC.
gl) e capacidade antioxidante arroz parboilizado (AP), mirtilo O’Neal liofilizado (MO) e do arroz
parboilizado combinado com mirtilo O"Neal (APM)

Amostras
AP MO APM
Antocianinas Totais?! 0,18+0,87 AY 620,22+0,29 B  14,03%0,12 A
Fenois Totais? 34,81+83,16 A 593,89+1,80 B 18,81+0,32 A
Capacidade Antioxidante DPPH®  1189,40+1,01 A 6,416,01+1,07 B  145,05+0,1 B
2

Capacidade Antioxidante ABTS* 978,92+4,08 A 3,224,45x450 B 88,93x0,45 B

Capacidade Antioxidante FRAP® 623,45£0,56 A 2,245,78+0,15 B 87,21+0,21 B
Y Média de trés determinacdes + desvio padrdo. Z Médias seguidas por mesma letra mailscula na
linha nao diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05). ! Antocianinas totais em (mg de cianidina-
3-glicosideo 100g?). 2 Fendis totais (mg equivalente de &cido clorogénico g). Capacidade
antioxidante em pg de equivalente trolox/g de peso fresco. Capacidade antioxidante em de
equivalentes de trolox/g de peso fresco. > Capacidade antioxidante em uM sulfato ferroso/g de fruta

Conforme se observa na Tabela 24 houve diferenca significativa (p< 0,05)
de antocianinas e fendis totais entre as matérias primas. A matéria prima que
apresentou maior valor de antocianinas foi o mirtilo O’Neal liofilizado, reforcando
sua natureza de alimento rico em compostos antioxidantes (OLIVEIRA, 2012).
Quanto ao valor de antocianinas no arroz parboilizado os valores estdo de acordo
com encontrado por Santos (2014), Bortolini (2014) de 0,16 mg 100g * O arroz
parboilizado e indicado em pesquisas por sua  capacidade
antioxidante(MANOSROI, 2011)

O teor de compostos fendlicos estdo de acordo com relatados por Santos
(2014), Bortolini (2014) que identificaram 37,17 mg EAG g e 35,75 mg EAG 100g
1 e bem como em concordancia com a investigacdo de Mira (2009), que
guantificaram uma média de 47 mg 100g* em diferentes gendtipos de arroz
pigmentados produzidos no Brasil. Entretanto nossos resultados foram inferiores
ao estudo de Dors (2009), que encontraram 118,3 mg 100g de fendlicos totais,
em arroz parboilizado submetidos a diferentes tempos de maceracdo e
autoclavagem.

De acordo com Scaglioni (2014) os compostos fendlicos no arroz sao
perdidos com o polimento e tratamento térmico durante a preparacdo, embora o
arroz parboilizado demonstrou maior quantidade de compostos, possivelmente
devido a gelatinizagcdo do amido durante o processo, o que pode ter protegido 0s
acidos fenalicos.

E importante enfatizar que a composicéo dos fitoquimicos fendlicos s&o

amplamente influenciadas pelo local e forma de plantio, bem como pelo
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armazenamento e variedade (KIM, 2003).

Os resultados do nosso estudo inferem que o mirtilo O’Neal apresentou os
maiores teores de antocianinas, fenois totais e capacidade antioxidante por
diferentes métodos, além de que a mistura de arroz parboilizado e Mirtilo na
proporcao de 1:4 se constituiu em uma boa fonte destes compostos.

Na Tabela 25 estdo dispostos os teores de antocianinas totais, fendis totais
e capacidade antioxidante por diferentes métodos das racdes AIN 93G, somente
arroz parboilizado (SAP), somente mirtilo O’Neal liofilizado (SMO) e a racao

proveniente da mistura de arroz parboilizado e mirtilo (MAPM).

Tabela 25 - Teor de antocianinas totais (mg de cianidina-3-glicosideo 100g?), fendis totais (mg
EAC.g1) e capacidade antioxidante das racdes AIN 93G, somente arroz parboilizado (SAP),
somente mirtilo O’Neal liofilizado(SMO) e a mistura de arroz parboilizado e mirtilo(MAPM)

Amostras

AIN 93G SAP SMO MAPM

Antocianinas A
Totais?

Eﬁ?;'ssz 002:021 A  007+0,16 A 3455¢1,82 B 50,92:0,18 B
C.A. DPPH? 1318.85:0,18 A  1408,03:0,01 A 122653+1,078 B 120553+0,18 B
CAABTS*  82311:0,15 A  911,71#408 A 104561+0,34 B 117533+0,06 B
C.A.FRAP5  634,24:005 A  821,95:023 A 987,91+0,15 B 1013,230,13 B

0,56+0,18 A2/ 1,30+0,12 24,57+0,29 B 36,91+0,13 B

Y'Média de trés determinagdes + desvio padrdo. Z Médias seguidas por mesma letra mailscula na
linha ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05). ! Antocianinas totais em (mg de cianidina-
3-glicosideo 100g™1). 2 Fendis totais (mg equivalente de &cido clorogénico g?). 3Capacidade
antioxidante em pg de equivalente trolox/g de peso fresco.* Capacidade antioxidante em de
equivalentes de trolox/g de peso fresco. > Capacidade antioxidante em uM sulfato ferroso/g de fruta

Analisando os dados da Tabela 25, as ra¢des diferiram significativamente
nos teores de antocianinas totais, fendis totais, e capacidade antioxidante por
diferentes métodos. Dentre as racfes a MAPM, se destacou com 0s maiores teores,
uma vez que € composto ndo so6 pelo mirtilo, mas também pelo arroz parboilizado.

Os dados de nosso estudo inferem que a combinacéao de arroz parboilizado
e mirtilo O’Neal se constitui uma fonte de compostos antioxidantes de metabolismo

secundario.

4.3.2 Compostos Fenolicos Individuais das matérias primas e do arroz
parboilizado combinado com mirtilo O Neal
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Na Tabela 26 estao descritos os compostos fendlicos individuais
encontrados nas matérias primas e na mistura de arroz parboilizado com mirtilo
O’Neal liofilizado.

Tabela 26 - Tempos de retencéo (tr) e comprimentos de onda (A max) do arroz parboilizado

(AP), mirtilo O’Neal liofilizado (MO) e do arroz parboilizado combinado com mirtilo O’Neal (APM)
analisadas por CLAE —-DAD

Nome do Composto Amax (nm)  tr (Min) Teor de fendlicos individuais
AP MO APM
Acido Protocatecuico 260 7,3-8,1 ND 58,72 Aat/2/  ND
Acido vanilico 260 22,8-13,6 12,45Aa 19,14 Ba ND
Acido Cinamico 270 35,8-36,2 ND ND 22,77Aa
Acido Ferdlico 280 23,3-23,8 ND 8,67Ba ND
Acido Sinapinico 280 26,9-29,0 ND 6,662Ba ND

1/ Média de trés determinacdes + desvio padrdo. 2/ Médias seguidas por mesma letra mailscula na
coluna e minuscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05). ND- N&o detectado

Avaliando a Tabela 26 pode-se inferir que a amostra de O"Neal liofilizado por
ser um fruto com ricas fontes de compostos antocianico se mostrou com uma maior
guantidade de acidos fendlicos individuais, sendo superior as quantificacdes do
arroz parboilizado, entretanto quando ocorreu a combinagéo do arroz parboilizado
com o mirtilo observa-se um valor significativo de &cido cinamico, indicando que
esta combinacdo de matérias primas, pode ser uma promissora fonte deste tipo de
acido fendlico individual.

O estudo de Huang (2012) identificou a efetiva acéo e beneficio a saude do
acido cinAmico em ensaio biolégico de ratos com necrose tumoral no figado (TNF).
Este estudo inferiu que o consumo de acido caféico e acido cinamico melhoraram
a absorcéo de glicose em casos de TNF, agindo no metabolismo da glicose através
da promocéo da glicogénese.

Na Tabela 27 estdo apresentados os dados de Tempos de retencéo (tR) e
mirtilo O’Neal liofilizado(SMO) e a mistura de arroz parboilizado e mirtilo(MAPM)
analisadas por CLAE —DAD.
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Tabela 27 - Tempos de retengéo (tR) e comprimentos de onda (A maxi®}), somente arroz parboilizado
(SAP), somente mirtilo O’'Neal liofilizado(SMO) e a mistura de arroz parboilizado e mirtilo(MAPM)
analisadas por CLAE —DAD

Nome do Composto A max (nm)  tr (Min) Teor de fendlicos individuais(ug/g)

AIN SAP SMO MAPM
Acido Cinamico 270 35,8-36,2 15,50Aa 24,21Ab  33,14Ab  23,05Ab
Acido Fertlico 280 23,3-23,8 5,14 Ba ND ND ND

1/ Média de trés determinacdes * desvio padrdo. 2/ Médias seguidas por mesma letra maitscula na
coluna e minuscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05). ND-N&o detectado.

Avaliando a Tabela 27 é possivel verificar que a quantidade de acido fendlico
cindmico foi identificado em todas as amostras de ra¢cfes, enquanto o ferdlico
apenas na fonte de racao AIN. Dentre as racdes oferecidas aos animais a que mais
apresentou acido cindmico foi a composta por somente mirtilo O’Neal liofilizado.

O consumo de uma dieta rica em acidos fenolicos contribui com a saude de
uma forma positiva através de uma vasta gama de ac¢fes metabdlicas, como ja

citadas neste trabalho.

4.3.3 Resultados do Ensaio Bioldgico Il

O ensaio biolégico foi conduzido com um grupo de animais estressados e
outro ndo estressado, os quais receberam diferentes dietas. As dietas foram
administradas sob a forma de racdo aos animais e 0s resultados subsequentes
estdo apresentados a sequir.

A Tabela 28 apresenta os efeitos do consumo das diferentes dietas, frente a
diferentes grau de estresse por contencao (sem e com estresse) sobre o ganho de
peso corporal de ratos wistar. Os animais foram distribuidos ao acaso no inicio do
experimento, assegurando que o peso inicial entre os grupos fossem similares. No
decorrer do experimento de cinco semanas observou-se que as dietas foram bem
toleradas nos distintos grupos, dados que foram avaliados através da pesagem das

racdes consumidas
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Tabela 28 - Massa inicial (gramas), ganho de peso(gramas) de ratos machos da linhagem Wistar
alimentados com dietas experimentais & base de arroz parboilizado e mirtilo, submetidos ao estresse

Massa inicial(g) Ganho de peso(g)
Racao Estresse Estresse
Sem Com Sem Com
A-AIN 331,75+9,56aA 12/ 327,42+845aA 124,50£7,64 aA  75,00+7,80 bB

B-SAP  329,33+11,25aA  333,20%11,71aA 80,62£8,29 DbA* 51,12+7,13 aB*

C-SMO  33592+8/42aA  33550+6,41aA 110172309 aA™ 52,00+4,79 aB*

D-MAPM  348,83+7,12aA  359,37+12,75b 107,8718,83 aA™ 72,17+857 DbB"™
1/ Média de seis determinacfes + desvio padrdo. 2/ Médias acompanhadas por mesma letra
minuUscula na coluna e mailscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05)
comparando as ragdes dentro de cada estresse e pelo teste t (p<0,05) comparando os estresses
dentro de cada racéo, respectivamente. *, ns Significativo e ndo significativo, respectivamente, em
relacéo a testemunha (AIN 93M) pelo teste de Dunnett (p<0,05). A) Dieta testemunha (AIN-93M). B)
SAP- dieta composta somente por arroz parboilizado isento de mirtilo; C) SMO- dieta composta
somente por mirtilo O’Neal liofilizado isenta de arroz parboilizado; D) MAPM- dieta composta pela
mistura do arroz parboilizado e mirtilo O’'Neal

Para a variavel massa inicial, com coeficiente de variacdo (CV) de 6,6 %,
nao ocorreu significancia estatistica para os fatores de tratamento racéo (F = 2,60;
p = 0,07), estresse (F = 0,13; p = 0,720) e nem para interacéo entre os fatores de
tratamento testados (F = 0,22; p = 0,8835) (Tabela 28).

O grupo de animais que foi submetido ao estresse dependente da dieta teve
um menor aumento de peso corporal quando comparado ao grupo sem estresse.
Os grupos que apresentaram menor ganho de peso e que foram estatisticamente
significativos foram os estressados que consumiram dieta SAP os quais adquiriram
um valor de 32 % menos peso que a testemunha, e 0s estressados que consumiram
dieta MO, que depositaram 30,66 % menos peso. Semelhantes resultados da acdo
do estresse por contencdo na reducao de peso corporal foram relatados em varios
estudos (CHIBA, 2012; SILVA, 2014).

Quando avaliamos os resultados levando em consideracdo as diferentes
dietas o peso corporal final dos animais se mostrou significativamente mais baixo
em relacéo a testemunha nos animais que consumiram dieta composta apenas por
arroz parboilizado independente do fator de estresse.

Os dados de nosso estudo sugerem que o0 estresse por contengédo no modelo
utilizado, bem como o consumo de arroz parboilizado e mirtlo O Neal
administrados separados induz ao menor ganho de peso.

Na Tabela 29 estdo dispostos os resultados do consumo de racdo e

coeficiente de eficiéncia alimentar. Para as variaveis total de ragdo consumida e
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coeficiente de eficiéncia alimentar ocorreram interagdes significativas entre os

fatores de tratamento racdo (Tabela 29).

Tabela 29 - Consumo total (gramas), coeficiente de eficiéncia alimentar (gramas) de ratos machos
da linhagem Wistar alimentados com dietas experimentais a base de arroz parboilizado e mirtilo,
submetidos ao estresse

Consumo total (g) Coeficiente de eficiéncia alimentar(g)

Ragéao Estresse Estresse
Sem com Sem Com
A-AIN 1190,40+0,43 aAY? 994,00+0,28 aB 0,10+£7,64 aA 0,07+£7,80 aA

B-SAP 1134,40+0,54 aA"s 1158,80+£1,53 DbA"™ 0,07+8,29 aA* 0,04£7,13 bB*
C-SMO 1218,80+1,37 aA* 1046,40+0,51 aB* 0,09£3,09 aA™  0,04%4,79 bB*
D-MAPM  13083,60+0,79 aA"s 1311,60+1,85 bA* 0,08+8,83 aA™  0,05+#8,57 bB*

1/ Média de seis determinagbes + desvio padrdo. 2/ Médias acompanhadas por mesma letra
mindscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05)
comparando as ragdes dentro de cada estresse e pelo teste t (p<0,05) comparando os estresses
dentro de cada racéo, respectivamente. *, ns Significativo e ndo significativo, respectivamente, em
relacéo a testemunha (AIN 93M) pelo teste de Dunnett (p<0,05). A) Dieta testemunha (AIN-93M). B)
SAP- dieta composta somente por arroz parboilizado isento de mirtilo; C) SMO- dieta composta
somente por mirtilo O’Neal liofilizado isenta de arroz parboilizado; D) MAPM- dieta composta pela
mistura do arroz parboilizado e mirtilo O’Neal

Os dados de consumo de alimentos nao expressaram significancia
estatistica entre os grupos sob a analise dos fatores de estresse. Entretanto o
consumo de alimentos foi diferente de acordo com a dieta administrada dentro do
grupo de animais estressados, sendo que os que consumiram dieta SAP e dieta
MAPM exibiram um maior consumo alimentar.

Quanto a variavel coeficiente de eficiéncia alimentar, os animais submetidos
ao estresse certificaram uma menor conversao alimentar em face ao que
consumiram, independente da dieta.

Estes dados inferem que o estresse nédo influenciou na quantidade do
consumo do alimento, mas que fisiologicamente propiciou alteracdes que refletiram
na diferenca de conversao alimentar entre os fatores estresse e racéo.

Na Tabela 30 sdo apresentados os resultados de massa da gordura
epididimal bem como sua relacdo de deposicdo corpOrea com base no peso

adquirido dos animais no decorrer do experimento.
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Tabela 30 - Massa da gordura epididimal (gramas), relagdo gordura (%) de ratos machos da
linhagem Wistar alimentados com dietas experimentais a base de arroz parboilizado e mirtilo,
submetidos ao estresse

Massa da gordura epididimal Relacéo gordura
RagAo 9) (%)
Estresse Estresse
Sem Com Sem Com

A-AIN 8,92+1,06 aAY 7,20+£0,47 aA 1,95+0,10 aA 1,79+0,10 aA
B- SAP 7,20+0,36 bA?/"s 8,97+1,56bAn"s 1,76+0,10 aA" 2,33+0,08 aB*
C-SMO 8,42+0,80 aA"™ 6,24+0,73aB"s 1,89+0,13 aA"s 1,61+0,10 bA"s
D-MAPM 13,37+1,87 aA* 9,05+1,04bB"s 2,9340,05 bA* 2,10+0,13 aB"s

1/ Média de seis determinagfes + desvio padrdo. 2/ Médias acompanhadas por mesma letra
minuUscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05)
comparando as ragdes dentro de cada estresse e pelo teste t (p<0,05) comparando os estresses
dentro de cada racéo, respectivamente. *, ns Significativo e ndo significativo, respectivamente, em
relacéo a testemunha (AIN 93M) pelo teste de Dunnett (p<0,05). A) Dieta testemunha (AIN-93M). B)
SAP- dieta composta somente por arroz parboilizado isento de mirtilo; C) SMO- dieta composta
somente por mirtilo O’Neal liofilizado isenta de arroz parboilizado; D) MAPM- dieta composta pela
mistura do arroz parboilizado e mirtilo O’Neal

Para a variavel massa da gordura epididimal ocorreram interacdes
significativas entre os fatores de tratamento racdo e estresse (Tabela 30). A
deposicao de gordura epididimal foi significativamente maior no grupo que recebeu
a ragcdo MAPM independente do fator estresse. Os animais que receberam dieta
SMO depositaram menos gordura epididimal (13,3 %), quando comparado a
testemunha e 30,4 % menor quando comparado a dieta SAP,embora néo
demonstrou significancia estatistica.

Quanto a variavel de gordura epididimal depositada em relacdo ao peso final
dos animais, ocorreram interacdes significativas entre os fatores de tratamento
racdo e estresse (Tabela 30). Os animais nao submetidos ao estresse com
consumo de dieta MAPM, foram os que apresentaram uma maior deposi¢do de
gordura epididimal em relacéo ao peso adquirido em relacdo a testemunha. J4 no
grupo estressado os animais que consumiram a dieta SAP, depositaram mais
gordura em relacé&o ao peso adquirido.

Diferentes constatacdes foram relatadas no estudo de Walter (2009) que ao
estudar os parametros fisiolégicos em ratos alimentados com gréos de arroz com
pericarpo marrom-claro, vermelho e preto, aferiu que os animais que consumiam
racdo contendo graos de arroz, exibiram peso da gordura epididimal
significativamente menor do que o controle. Assim como nos resultados relatados
por Bortolini (2014) que administrou uma dieta com 10, 20, 30 % de uma mistura

com arroz parboilizado (60 %), soja desengordurada (30 %) e bagaco de uva (10
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%) e avaliou que 0s animais aumentaram o peso, mas ndo a deposicéo de gordura
epididimal.

A maior deposicdo de gordura epididimal pode ser atribuida a fonte de
carboidrato da dieta, sendo que iniumeras pesquisas elucidam que um maior
consumo de calorias advindas de fontes de carboidratos podem ser promotores de
acumulo de gordura em especial a abdominal (POLACOW,; LANCHA JUNIOR,
2007). Este acumulo da gordura € preocupante por se tratar de um dos fatores que
predispde a sindrome metabdlica (PASTORE, 2010, HAZARIKA, 2016).

Por outro lado um aporte de alimentos com fontes de antioxidantes tem sido
relatado ser auxiliar na prevencdo da sindrome metabdlica conforme relata
Bhaswant (2015) em seu estudo onde avaliou as alteracbes dos parametros
metabdlicos de animais com ingestdo de cianidina 3-glicosideo e suco de ameixa
contendo glicosideos de cianidina, perfazendo uma ingestéo de 8 mg / kg / dia do
peso dos animais de glicosideos de cianidina resultando na reducao da deposicao
de adipdcitos viscerais.

Semelhantes resultados foram apresentados no estudo de Vendrame
(2013), em que avaliou a capacidade de uma dieta enriquecida em 8 % de mirtilo
no estado pré inflamatério nos animais, fator estreitamente relacionado com a
sindrome metabdlica e avaliou uma reducao destes marcadores no tecido hepético,
bem como aumento da expressdo de adiponectina, sugerindo um efeito anti-
inflamatoério do consumo de mirtilo.

Com base nos dados exibidos em nosso estudo, podemos inferir que a
submissdo dos animais ao estresse por contencdo ndo apresentou influéncia na
deposicdo da gordura do epididimo nos animais, entretanto o consumo de dieta
composta por arroz parboilizado expressou uma maior deposicédo de gordura com
resultados estatisticos significativos. J& o consumo de mirtilo O"Neal apesar de ndo
ter demonstrado significancia estatistica foi a dieta que menos depositou gordura.

Na Tabela 31 estdo expressos os dados de Massa do figado e relacéo
hepatossomatica (%) de ratos machos da linhagem Wistar alimentados com dietas

experimentais a base de arroz parboilizado e mirtilo, submetidos ao estresse.
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Tabela 31 — Massa do figado (gramas) e relacdo hepatossomatica (%) de ratos machos da linhagem
Wistar alimentados com dietas experimentais a base de arroz parboilizado e mirtilo, submetidos ao
estresse

Rac0 Massa do figado Relacédo hepatossomatica
)] (%)
Estresse Estresse
Sem Com Sem Com

A-AIN 14,47+0,53aA%2/ 12,18+0,46bB 3,20+£0,10 aA 3,20+0,10 bB
B-AP 13,45+0,72 bB* 15,70+0,59 aA* 3,33+0,10 aB"s 3,79+0,08 aA*
C-MO 14,96+0,97 aA"s 13,374+0,63 aA* 3,44+0,13 aAns 3,30+0,10 bAns
D-APM 16,08+0,57 aA"s 14,27+1,16 aA* 3,49+0,05 aAns 3,38+0,13 bAns

1/ Média de seis determinagfes + desvio padrdo. 2/ Médias acompanhadas por mesma letra
minuUscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05)
comparando as ragdes dentro de cada estresse e pelo teste t (p<0,05) comparando os estresses
dentro de cada racéo, respectivamente. *, ns Significativo e ndo significativo, respectivamente, em
relacéo a testemunha (AIN 93M) pelo teste de Dunnett (p<0,05). A) Dieta testemunha (AIN-93M). B)
AP-dieta composta por arroz parboilizado isento de mirtilo; C) MO- dieta composta por mirtilo O’Neal
liofilizado isenta de arroz parboilizado; D) APM- dieta composta por arroz parboilizado e mirtilo
O’Neal

Avaliando os resultados, a massa do figado foi menor no grupo de animais
nao submetidos ao estresse que recebeu dieta SAP, sendo significativo
estatisticamente. Dentre o0s animais submetidos ao fator estresse quando
comparado as diferentes dietas com a testemunha os valores foram mais altos e
demonstraram diferenca estatistica.

Entre os fatores de estresse dentro de cada racdo ocorreu diferenca
estatistica entre os animais que receberam AP, sendo que 0s animais estressados
apresentaram um peso maior do figado.

Quanto aos dados de relacdo hepatossomatica o grupo submetido ao
estresse que recebeu dieta SAP apresentou diferenca estatistica significativa.
Quando comparado as dietas em cada fator de estresse, o grupo estressado que
recebeu SAP, apresentou uma maior relacdo hepatossomatica e significativo
estatisticamente.

O aumento da massa hepéatica é reflexo de uma maior deposicédo de lipideos,
proteina e glicogénio (FILHO,2011).

Na Tabela 32 estdo apresentados os dados de glicose e colesterol total

avaliado nos animais alimentados com dieta a base de arroz parboilizado e mirtilo.
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Tabela 32 - Glicose (mg.dL?), Colesterol total (mg.dL?) de ratos machos da linhagem Wistar
alimentados com dietas experimentais & base de arroz parboilizado e mirtilo, submetidos ao estresse

Racao Glicose (mg.dL) Colesterol total (mg.dL1)

Estresse Estresse

Sem Com Sem Com

A-AIN 180,67+6,81 Y aAZ? 188,83+541 aB 78,40+5,29 YaA 79,80+1,65 aB

B-AP 165,60+6,41 aB"™ 206,00+10,40 aA* 65,67+3,86 bB* 79,00£5,40  bA"s
C-MO’ 155,17+4,39 bB* 179,33+6,06 bA"™  64,00+2,45 bB* 74,50+3,13 aA*
D-APM 175,20+4,69 aA™ 171,33+£3,18 bA™  68,75+5,72 bA* 75,75+2,50 aA*

U Média de seis determinacbes * desvio padrdo. Z-Médias acompanhadas por mesma letra
minuUscula na coluna e mailscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05)
comparando as ragdes dentro de cada estresse e pelo teste t (p<0,05) comparando os estresses
dentro de cada racéo, respectivamente. *, ns Significativo e ndo significativo, respectivamente, em
relagéo a testemunha (AIN 93M) pelo teste de Dunnett (p<0,05). A) Dieta testemunha (AIN-93M). B)
AP-dieta composta por arroz parboilizado isento de mirtilo; C) MO- dieta composta por mirtilo O’Neal
liofilizado isenta de arroz parboilizado; D) APM- dieta composta por arroz parboilizado e mirtilo
O’Neal

Para as variaveis glicose e colesterol total ocorreram interacfes
significativas entre os fatores de tratamento racdo e estresse Os grupos de animais
ndo submetidos ao estresse apresentaram diferenca estatistica quando
comparados quanto as dietas fornecidas, sendo que os animais que receberam a
dieta MO apresentaram os menores niveis de glicose. Quando avaliados os animais
quanto a dieta ingerida dentro do grupo estresse, todos apresentaram niveis altos
de glicose, entretanto ndo significativo estatisticamente com excec¢éo dos animais
gue receberam dieta AP

Quando comparado as dietas dentro dos diferentes niveis de estresse, 0s
animais submetidos ao estresse por contencdo independente da dieta recebida
demonstraram aumento dos niveis de glicose, sendo estatisticamente significativo
apenas 0 aumento nos animais que receberam a dieta AP, os demais nao foram
dados estatisticamente significativos.

Semelhantes resultados foram relatados no estudo de Johnson (2016) que
avaliou o potencial de compostos fendlicos de uma bebida composta por mirtilos
em camundongos hiperglicémicos e identificou a efetividade das antocianinas na
reducdo dos niveis glicémicos. Em pesquisa realizada por Kwak (2012) o consumo
de arroz por ser uma fonte de carboidratos com amido resistente atuou na reducao
dos niveis de glicose pés prandial em pacientes diabéticos. Da mesma forma
Macedo (2012) identificou que animais submetidos a estresse em restri¢cdo crénica
ndo demonstraram alteracéo significativas nos niveis de glicose.

Quanto ao parametro de colesterol quando comparado as diferentes dietas

com a testemunha no grupo nao estressado 0s animais que consumiram as dietas
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AP, MO e APM demonstraram um valor menor de colesterol, significativo
estatisticamente.

Quando comparado as diferentes dietas dentro do fator estresse, 0os animais
estressados apresentaram um valor alterado de colesterol, sendo estatisticamente
significativos, entretanto dentre o grupo de animais estressados, 0s animais que
consumiram rag6es MO e APM, demonstraram um menor aumento nos niveis de
colesterol total.

Semelhantes resultados foram abordados por Ricart-Jané (2002) em que
mostrou que o estresse aumentou o colesterol total em ratos. Entretanto estudo
conduzido por Broncel (2010), in vivo os pacientes foram tratados com 100 mg de
extrato de blackberry, composto por 3-O-cianidina-galactosido (64,5%), 3-O-
cianidina-arabinosido (28,9 %), 3-O-cianidina-xilosido (4,2 %), e 3-O-cyanidin-
glucosido (2,4 %) administrado trés vezes por dia durante dois meses periodo de
estudos, demonstrou uma reducao significativa do colesterol total. Os dados de
nosso estudo inferem que os animais submetidos ao estresse apesar de mostrarem
um aumento nos niveis de colesterol possivelmente devido a acdo do estresse,
mostrou que o grupo que recebeu dietas MO e APM, compostas por mirtilo O"Neal
liofilizado demonstraram um menor aumento quando comparado a testemunha,
possivelmente pela acéo antioxidante dos frutos de mirtilo.

A literatura ricamente aborda o papel do estresse na liberacdo de horménios
glicocorticoides, sendo corticosterona em animais e cortisol em humanos e seu
papel sobre o metabolismo de carboidratos e lipidios através da glicogendlise no
figado e lipdlise, bem como no comportamento alimentar juntamente com a
regulacdo do apetite dos animais (HERMAN 2003; DEDOVIC, 2009; CHU, 2016).
Em nosso estudo apesar de ndo terem sido tomados os valores de liberacao de
corticosterona, a influéncia do estresse por contencéo e acéo dos glicocorticoides
no organismo fica evidente nos resultados dos diferentes parametros (glicose,
ganho de peso, gordura epididimal e colesterol), avaliados nos distintos grupos

estudados.
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5 Consideracbes Gerais

Os frutos de mirtilo Misty e O"Neal se comportaram como tendo rica fonte de
agua, fibras, antocianinas, fendlicos, fendlicos individuais, entre estes,
protocatecuico, vanilico, cinamico, ferulico, sinapinico.

A variedade de mirtilo Misty apresentou um valor levemente maior de fendis
totais em relagcao a variedade O’Neal.

O extrato de mirtilo Misty e O’Neal se manteve com caracteristicas de
composicdo nutricional semelhante aos frutos, ou seja fonte de agua e fibras,
entretanto a cultivar Misty apresentou maior quantidade de fendlicos totais.

Quanto a capacidade antioxidante dos extratos determinados através dos
métodos DPPH, ABTS e FRAP demonstrou diferenca estatistica entre as cultivares,
sendo a cultivar Misty a que apresentou uma maior capacidade antioxidante nos
diferentes métodos.

No extrato de mirtilo foram identificados um ndmero menor de acidos
fendlicos individuais sendo verificado os acidos ferulico e cindmico.

No ensaio biolégico com os animais submetidos a situacao de estresse, 0
fator estresse refletiu em uma menor deposicao de peso e menor ainda nos animais
gue consumiram mirtilo O’Neal.

O grupo de animais que recebeu extrato de mirtilo O"Neal teve um menor
consumo de ragao similar ao grupo que recebeu mirtilo Misty, concomitante a uma
menor deposicéo de gordura epididimal, quando comparado a testemunha agua.

Dentre os grupos que receberam mirtilo estes apresentaram maiores niveis
de glicose no grupo estressados, mesmo mantendo menor nivel de glicose quando
comparado a testemunha.

Quanto ao parametro do colesterol total observou-se maiores niveis nos
animais estressados, porem estes se mantiveram mais altos no consumo de
mirtilos.

A expressdo de superoxido dismutase (SOD) foi maior nos animais
submetidos ao estresse, e entre estes foi menor nos animais que consumiram
mirtilo Misty e O’Neal

A expressao da GPX foi menor nos animais estressados e maior nos que

receberam mirtilo Misty e O’Neal.
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A atividade da enzima catalase no cortex foi significativamente aumentada
nos grupos ndo submetidos ao protocolo de estresse, que receberam extrato
aguoso de mirtilo. Nos grupos estressados que receberam mirtilo, a catalase foi
significativamente aumentada nos animais que receberam extrato aquoso de mirtilo
da variedade Misty.

Os niveis de DCF no cértex foram mais expressivos nos animais estressados
com destaque aos animais que consumiram o mirtilo O’Neal.

Os tidis foram mais expressivos nos animais estressados e maior nos que
receberam mirtilo O’Neal.

O estresse por contencdo no modelo utilizado, bem como o consumo de
arroz parboilizado e mirtilo O"Neal administrados separados induz ao menor ganho
de peso em especial nos animais estressados.

O consumo de alimentos foi diferente de acordo com a dieta administrada
dentro do grupo de animais estressados, sendo que 0s que consumiram dieta AP
e dieta APM exibiram um maior consumo alimentar.

O coeficiente de eficiéncia alimentar, nos animais submetidos ao estresse
certificaram uma menor conversao alimentar em face ao que consumiram,
independente da dieta.

A deposicao de gordura epididimal foi significativamente maior no grupo que
recebeu a racdo APM independente do fator estresse.

A glicose sanguinea foi maior no grupo estressado, sendo mais expressiva
nos animais que receberam somente AP.

O colesterol foi mais expressivo no grupo de estressados, sendo menor nos

animais que consumiram mirtilo O’'Neal.
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6. Conclusodes

Os frutos de mirtilo Misty e O"Neal se constituem alimento com grande
quantidade de agua, fibras, antocianinas, fendlicos totais, fendlicos individuais,
entre estes, protocatecuico, vanilico, cinamico, ferulico, sinapinico. Dentre as
variedades avaliadas a mirtilo Misty apresentou um valor levemente maior de fendis
totais em relagao a variedade O’Neal. O extrato de mirtilo apresentou um ndmero
menor de &cidos fendlicos individuais sendo verificado os acidos ferulico e
cinamico.

No ensaio biolégico com os animais submetidos a situacao de estresse, 0
fator estresse refletiu em uma menor deposicdo de peso, acompanhado de um
menor consumo de alimentos,menor deposicao de gordura epididimal, menor nivel
de glicose sendo estes resultados menores ainda nos animais que consumiram
mirtilo O’Neal.

O consumo de mirtilo reduziu a expresséo de SOD nos animais estressados,
seguido de uma maior expressdo da GPX no hipotadlamo. J4 a atividade da enzima
catalase no cortex foi maior nos animais sem estresse.Os niveis de DCF e tiois no
cortex foram mais expressivos nos animais estressados que consumiram o mirtilo
O’Neal.

O estresse por contencdo no modelo utilizado, bem como o consumo de
arroz parboilizado e mirtilo O"Neal administrados separados induziu ao menor
ganho de peso em especial nos animais estressados, resultados acompanhado de
menor consumo alimentar em especial pelo grupo que consumiu as dietas AP e
APM .Os animais que receberam a racao APM independente do fator estresse
depositaram mais gordura. A glicose sanguinea foi maior no grupo estressado,
sendo mais expressiva nos animais que receberam somente AP. O colesterol foi
mais expressivo no grupo de estressados, sendo menor nos animais que
consumiram mirtilo O’Neal.

De qualquer forma, mais estudos sdo necessarios para elucidar a dindmica
fisiolégica em ratos wistar machos estressados e alimentados com alimento fonte
de antioxidantes e seus efeitos sobre a a¢ao das enzimas de defesa antioxidante,

bem como suas diferentes concentracdes em distintas estruturas do encéfalo.
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Anexo I- Aprovacao dos ensaio Biolégicos dos experimento Il e Il pela Com

de Etica e Experimentacdo Animal (CEEA- UFPEL).

UFPel

= A

Comissdo de Efica em Exparmentagao Anima:

Pelotas, 10 de janeiro de 2014

De: Prof. Dr. Everton Fagonde da Silva

Presidente da Comisséo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA)

Para: Professor William Peres

Departamento de Ciéncia e Tecnoiogia de Alimentos da FAEM
Senhor Professor:

A CEEA analisou o projeto intitulado: “Efeito de um produto nutricional a
base de arroz parboilizado e mirtilo na resposta biolégica de ratos wistar
alimentados com dieta hiperlipidica”, processo n°231 10.008976/2013-10, sendo de
parecer FAVORAVEL a sua execucdo, considerando ser o assunto pertinente e a
metodologia compativel com os principios éticos em €xperimentag¢do animal e com.os
objetivos propostos.

Solicitamos, apos tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo 4 CEEA.

Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao
Departamento de Pesquisa e Inicia¢do Cientifica para posterior registro no COCEPE
(c6digo para cadastro n° CEEA 8976).

Sendo o que tinhamos para 0 momento, subscrevemo-nos.
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