GABRIELA TORRES SILVA

ESTUDO DO OLEO DA POLPA DE Caryocar brasiliense Camb. E SEU
IMPACTO NA DIETA DE UM MODELO EXPERIMENTAL

Campo Grande

2020



GABRIELA TORRES SILVA

ESTUDO DO OLEO DA POLPA DE Caryocar brasiliense Camb. E SEU
IMPACTO NA DIETA DE UM MODELO EXPERIMENTAL

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdao em Saude e Desenvolvimento na Regido
Centro-Oeste, area de concentracdo Metabolismo e
Nutricdo, para obtencdo do titulo de Mestre pela
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS).

Orientadora: Prof2. Dr2. Rita de Cassia Avellaneda
Guimaraes.

Coorientadora: Prof2. Dr2 Karine de Cassia Freitas
Gielow

Campo Grande

2020



Ministério da Educagéo
Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Coordenadoria de Pés-Graduagao (CPG/PROPP)

Ata de Defesa de Disserta¢ao
Programa de Pés-Graduagio em Saiide e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste
Mestrado

Aos dezessete dias do més de marco do ano de dois mil e vinte, as quinze horas ¢ trinta minutos, na Sala Cerrado -
UNITAL, da Fundagdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, reuniu-se a Banca Examinadora composta
pelos membros: Priscila Aiko Hiane (UFMS), Angela Alves Nunes (UCDB) e Rita de Cassia Avellaneda
Guimaraes (UFMS), sob a presidéncia do primeiro, para julgar o trabalho da aluna: GABRIELA TORRES
SILVA, CPF 04867415162, Arca de concentragio em Tecnologia ¢ Saude, do Programa de Pds-Graduagdo em
Satide e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste, Curso de Mestrado, da Fundag¢do Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul, apresentado sob o titulo "Estudo do 6leo da polpa de Caryocar brasiliense Camb. e seu
impacto na dieta de um modelo experimental" e orientagdo de Rita de Cassia Avellaneda Guimaraes. A
presidente da Banca Examinadora declarou abertos os trabalhos e agradeceu a presenga de todos os Membros. A
seguir, concedeu a palavra & aluna que expds sua Dissertagdo. Terminada a exposi¢do, os senhores membros da
Banca Examinadora iniciaram as arguigdes. Terminadas as argui¢des, a presidente da Banca Examinadora fez
suas consideragdes. A seguir, a Banca Examinadora reuniu-se para avaliagdo, € apds, emitiu parecer expresso
conforme segue:

EXAMINADOR ASSINATURA AVALIACAO
Dra. Priscila Aiko Hiane (Interno) CJ},\ ;\‘ & && SR 1 \ DY -JQQLC

Dra. Angela Alves Nunes (Externo) N"\&Q K\Nwﬁ f\\\M/‘N\, PQ(}M
4) TN\

Dra. Juliana Rodrigues Donadon (Interno) (Suplente)

Dra. Rita de Cassia Avellaneda Guimaraes (Interno) ?’C\C\AJLCM/\ ijcufm A p.,u}v'(.w)\/
1< J \

RESULTADO FINAL:
Aprovagao |:] Aprovagao com revisdo D Reprovagio

OBSERVACOES:

Nada mais havendo a ser tratado, a Presidente declarou a sessdo encerrada e agradeceu a todos pela presenca.

N s B ~N A | ,,‘:,"-: /
Assinaturas: ?\,\;ﬁ\/ &L&D\N\&Q@J\ /\-\)\,\‘\,\,\MUMN\ A )

Presidente da Banca ﬁia\%?}dora Aluna

Pagina: 1/1 SIGPOS - AGETIC/UFMS 12/03/2020 13:56:15



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer primeiramente & Deus. A Maria nossa mée, que me guia em
todos os momentos. Aos meus pais, irmé, madrinha e todos familiares que me deram
amor, carinho e suporte para resistir a esta jornada até o fim. Obrigada por acreditarem

Nos meus objetivos, pelo incentivo e por apostarem no meu sucesso.

A minha orientadora Prof2 Dr2 Rita Guimar&es e coorientadora Prof2 Dr2Karine Freitas,
e também a Prof? Dr? Priscila Hiane, mulheres que sdo exemplos de dedicacdo e
competéncia. Estas sdo algumas das grandes responsaveis pelo meu amor a ciéncia,
sem elas eu jamais chegaria aonde cheguei. Agradeco por terem me acolhido como
“‘Orientada” durante tanto tempo, gratiddo por toda experiéncia e por todo
ensinamento. Ainda, ndo poderia deixar de agradecer a Prof2 Dr2 Patricia Del Ré que
me acolheu e permitiu que dividissemos a sala de aula, obrigada por me inspirar! E a
Prof2 Dr2 Priscila Sanches que durante a graduacéo foi minha grande inspiracéo de

mestre, indiretamente, ela me inspirou a seguir no meio académico.

As minhas amigas da pos, Elisana e Laleska que acompanharam de perto todo o
processo e juntas finalizamos mais esta etapa da vida. Aos meus amigos, que me
incentivaram e me aguentaram durante todo esse tempo falando de ratos, biotério e
estatistica, compreenderam minha auséncia em diversos momentos, em especial a

Ludmila, Jéssica, Paulo e Fernanda, vocés sao demais!

As minhas meninas do coracg&o, Caroline Di Pietro, que foi meu braco direito durante

0 experimento analitico e in vivo, e a Lais Candelaria, obrigada por todo auxilio.

A todos funcionarios do Biotério Central e do Laboratério da Unidade de Tecnologia
de Alimentos e Saude Publica, que contribuiram na minha busca de novos
conhecimentos e me auxiliaram sempre que precisei. Deixo meu agradecimento em
especial ao técnico Osmar e a Camila, que além de ser uma excelente profissional é

um ser humano incrivel, do qual tenho orgulho de ser amiga.

A agéncia financiadora CAPES, pelo apoio financeiro para o desenvolvimento deste

trabalho, e a todos que participaram de forma direta ou indireta, MUITO OBRIGADA!



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - indices de qualidade e identidade do 6le0 de PeqUI............cccveeeceeereeernnee.. 45
Tabela 2 - Perfil de &cidos graxos do 0leo de pequi..........ccccoeviuviieeieiniiiiiieeee e, 47

Tabela 3 - Parametros bioquimicos apos 90 dias de suplementacdo com diferentes
L] AL CS T 1T 01 o[> 53

Tabela 4 - Peso corporal, gorduras viscerais, figado e indice de adiposidade dos
animais suplementados com diferentes fontes lipidicas...........cccccceeeiiiiiiiieeeieiiien 55

Tabela 5 - Distribuicéo das alteracdes observadas no figado dos animais apos 90 dias
de suplementacao com diferentes fontes lipidiCas............c.cooeeeeeviiiiiiiiiiiiieeceeeeeee, 59

Tabela 6 - Distribuicdo das alteracées observadas no pancreas dos animais apos 90
dias de suplementacado com diferentes fontes lipidicas.............ccccovvvviviiiiiciiiiieeeeeeen. 60



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Estrutura basica do ACidO graXo0.........ccceeviiiiiiiieieiiiiiicssses e s e e e e e e eeeeaenaanens 18

Figura 2 - Estrutura do acido graxo monoinsaturado oleico, na configuragédo trans e

(0] 3PP 20
Figura 3 - Estrutura dos acidos graxos estedrico e palmitiCo..........ccccceeeriiiiiieeeennnnn 23
Figura 4 - Principais 6leos vegetais produzidoS..........cccoeeeeeeeiieiieieeeiiiiiicceese e e e 26
Figura 5 - Regides do Brasil com predominancia do fruto pequi..............cccccuvvvvvennnnes 28
1o [0 L= W Tl o (U (o o= U PSR 28
Figura 7 — Pequizeiro, arvore frutifera do pequi.........ccccccoviiuiiiiiiiiniiiiiie e 29
Figura 8 - Oleo da polpa do frUt0 PEQUI..........ccveeveeeeeeeeeeeeeeeee ettt 30
Figura 9 — Funcionamento da eSPeCtrOSCOPIA........ceeeeeeeieiiiiieeeeieeiee e e e e vaeeans 35
Figura 10 - Protocolo de intervencgao experimental............ccccuvviiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeen 42

Figura 11 - Absorcéo espectroscopica molecular do 6leo da polpa de pequi diluido em
hexano a 5x10° g ml?, obtidos entre 200 - 600 nm em temperatura
=10 0] 01T 0] (SRR 48

Figura 12 - Mapa de excitacdo-emisséo do 6leo da polpa de pequi, obtido entre 200 —
400 nm e coletados entre a faixa de emissdo de 250 e 600 nm. (a) Oleo de pequi &
concentracdo de  5x10-3 g mi-1; (b) Oleo de pequi nao
01111 [ TP PPPUUPPPRPR 49

Figura 13 - Termogravimetria/Termogravimetria Derivada (TGA/DTG) do 6leo da polpa
(o L3N 01T |0 PP PPPPRRRRP 50

Figura 14 - Condutividade elétrica versus tempo determinado pelo método de

R AN G M. ettt et e e et ——— 51

Figura 15 - Efeitos da suplementacao de diferentes fontes lipidicas nas citocinas proé-

INflamatOrias € antiN A AT IAS. ... cn e ettt e e e e e e aenaees 57



RESUMO

A polpa do fruto pequi (Caryocar brasiliense Camb.) é fonte de 6leo, sendo este, rico em
MUFASs e compostos antioxidantes, que sao considerados benéficos a saude. O objetivo
deste trabalho foi analisar o Oleo da polpa do pequi quanto a caracterizacao,
propriedades, qualidade e identidade, além de avaliar os efeitos de sua suplementacao
em um modelo animal. Utilizou-se 6leo de pequi prensado a frio para as analises de
caracterizacdo e experimento animal, além do 0leo de soja e azeite de oliva para os
grupos experimentais. O 6leo foi caracterizado quanto aos indices de qualidade e
identidade, sendo eles os indices de acidez, peroxidos, iodo e de saponificacdo, de
acordo com a American Oil Chemists Society (1990). A cor foi obtida via colorimetro e
os carotenoides totais foram analisados por espectrofotometria. O perfil de acidos graxos
foi obtido por cromatografia gasosa. As técnicas Opticas de espectroscopia de absorcdo
na regido UV-Vis e fluorescéncia também foram aplicadas, bem como método de
Rancimat para verificar a estabilidade oxidativa. Para verificar a decomposicéo do 6leo,
analises térmicas utilizando termogravimetria/termogravimetria derivada (TG/DTG)
foram utilizadas. Para o experimento animal foram utilizados 80 camundongos machos
(Mus musculus), randomizados em seis grupos experimentais, sendo realizada
suplementacdo de fonte lipidica em diferentes dosagens, via gavagem. Ao final do
experimento, os animais foram anestesiados e eutanasiados. As amostras de sangue
foram coletadas para determinar os niveis de triacilglicerois, colesterol total, LDL-c, HDL-
¢, VLDL, ndo-HDL e glicemia. Realizou-se a coleta e das gorduras do tipo branco visceral
epididimal, mesentérica, retroperitoneal e omental, com posterior uso no calculo do
indice de adiposidade. Dados histopatoldgicos do figado e pancreas também foram
avaliados. Foram quantificadas as citocinas IL-6, IL-10, MCP-1 E TNF-a. Em relagao a
caracterizacao do Oleo de pequi, todos os indices de qualidade estiveram de acordo com
a recomendacao. A analise de cor mostrou alta concentragdo de pigmentos amarelos e
avermelhados, indicando a presenca de carotenoides totais no 6leo, o que foi confirmado
a partir da analise de carotenoides onde obteve-se o valor de 2,39 pg/g. O perfil de acidos
graxos demonstrou elevada presenca do acido graxo monoinsaturado, prioritariamente
acido oleico (53,56 %), seguido pelo acido palmitico (37,78 %), um acido graxo saturado
e o poliinsaturado linoleico (3,9 %). As técnicas de espectrometria indicaram a presenca

de tocoferois e tocotrienois (Vitamina E), sendo este antioxidante superior em relacao



aos carotenoides do 6leo. Em conjunto com a técnica de Rancimat, foi possivel constatar
a boa estabilidade oxidativa deste 6leo, que atingiu um valor de inducao de 8,9h. Dentre
0s parametros bioquimicos destacou-se a diminui¢cao nos niveis de colesterol total, LDL-
¢ e ndo-HDL dos animais suplementados com 06leo de pequi. Em relagdo as gorduras
viscerais e indice de adiposidade, o grupo suplementado sinergicamente (AZ + OP)
houve diferenca significativa, onde o grupo AZOP obteve menor desenvolvimento de
tecido adiposo. Quanto a quantificacao de citocinas ndo houve uma protecao significativa
nos grupos suplementados com o 6leo de pequi. Dentre as possiveis alteragbes no
figado, ndo foi identificada diferenca estatistica quanto a presenca de esteatose hepatica
(p=0,17), esteatose microvesicular (p=0,45), inflamacao lobular (p=0,16), balonizacéo
(P=0,06) ou glicogenacao nuclear (p=0,07), assim como na avaliacéo histopatologica do
pancreas. Com isso, conclui-se que o 6leo da polpa de pequi € um 6leo com qualidade
para consumo, com excelente estabilidade oxidativa. A suplementacdo com este 6leo
em dosagem de 2000 mg/kg, promove efeitos benéficos no perfil lipidico, principalmente
no colesterol total, LDL-c e ndo-HDL-c, indices associados a aterosclerose e ao processo
inflamatorio. Ainda, a associagdo simultanea entre 6leo de pequi e azeite de oliva diminui
o desenvolvimento de tecido adiposo branco, devido a presenca de antioxidantes, como

tocoferois e tocotrienois.

Palavras-chave: Oleos vegetais; Cerrado; MUFAs.



ABSTRACT

The pulp of pequi (Caryocar brasiliense Camb.) is a source of oil, which is rich in
MUFAs and antioxidant compounds, which are considered beneficial to health. The
objective of this work was to analyze the pequi pulp oil for characterization, properties,
quality and identity, in addition to evaluating the effects of its supplementation in an
animal model. Cold pressed pequi oil was used for characterization and animal
experiment analyzes, in addition to soy oil and olive oil for the experimental groups.
The oils were characterized according to the quality and identity indices, being the
acidity, peroxides, iodine and saponification indices, according to the American Oll
Chemists Society (1990). The color was obtained through a colorimeter and the total
carotenoids were analyzed by spectrophotometry. The fatty acid profile was obtained
by gas chromatography. The optical techniques of absorption spectroscopy in the UV-
Vis region and fluorescence were also applied, as well as the Rancimat method to
verify oxidative stability. To verify the decomposition of the oil, thermal analyzes using
thermogravimetry/derived thermogravimetry (TG/DTG) were used. For the animal
experiment, 80 male mice (Mus musculus) were used, randomized into six
experimental groups, with supplementation of a lipid source in different dosages, via
gavage. At the end of the experiment, the animals were anesthetized and euthanized.
Blood samples were collected to determine levels of triglycerides, total cholesterol,
LDL-c, HDL-c, VLDL, non-HDL and blood glucose. Epididymal, mesenteric,
retroperitoneal and omental visceral white fats were collected and later used to
calculate the adiposity index. Histopathological data of the liver and pancreas were
also evaluated. The cytokines IL-6, IL-10, MCP-1 AND TNF-a were quantified.
Regarding the characterization of pequi pulp oil, all quality indexes were in accordance
with the recommendation. Color analysis showed a high concentration of yellow and
reddish pigments, indicating the presence of carotenoids in the oil, which was
confirmed by the analysis of total carotenoids where the value of 2.39 pg/g was
obtained. The fatty acid profile showed a high presence of monounsaturated fatty acid,
primarily oleic acid (53.56 %), followed by palmitic acid (37.78 %), saturated fatty acid
and polyunsaturated linoleic acid (3.9 %). The spectrometry techniques indicated the
presence of tocopherols and tocotrienools (Vitamin E), this antioxidant being superior



in relation to the oil carotenoids. In conjunction with the Rancimat technique, it was
possible to verify the good oxidative stability of this oil, which reached an induction
value of 8.9h. Among the biochemical parameters, the decrease in total cholesterol,
LDL-c and non-HDL cholesterol levels of animals supplemented with pequi oil stood
out. Regarding visceral fats and adiposity index, the synergistically supplemented
group (OO + PO) obtained less development of adipose tissue. Regarding the
quantification of cytokines, there was no significant protection in groups supplemented
with pequi oil. Among the possible changes in the liver, no statistical difference was
identified regarding the presence of hepatic steatosis (p = 0.17), microvesicular
steatosis (p = 0.45), lobular inflammation (p = 0.16), ballooning (P = 0, 06) or nuclear
glycogenation (p = 0.07), as well as in the histopathological evaluation of the pancreas.
Thus, it is concluded that pequi pulp oil is a quality oil for consumption, with excellent
oxidative stability. Supplementation with this oil in 2000 mg/kg dosage, promotes
beneficial effects on the lipid profile, especially on total cholesterol, LDL-c and non-
HDL-c, indexes for atherosclerosis and the inflammatory process. Also, the association
between pequi oil and olive oil is able to reduce the development of white adipose

tissue, due to the presence of antioxidants, such as tocopherols and tocotrienools.

Keywords: Vegetable oils; Cerrado; MUFAS
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1 INTRODUCAO

Oleos vegetais representam um importante recurso natural renovavel e em sua
maioria sao constituidos de ésteres de triacilglicerois (TAG) contendo acidos graxos
(AGs) com comprimentos de cadeia de C:8 a C:24, sendo os C:16 e C:18 os mais
comuns (DYER et al, 2008). As caracteristicas de 6leos e gorduras comestiveis esta
sujeita a variacdo das diversas etapas de processamento a que sdo submetidas,
principalmente durante o processo de extracdo (REDONDO-CUEVAS et al., 2017).

A composicdo quimica também tem influéncia sobre a qualidade do 6leo, que
deve ser determinada integralmente, considerando o processo industrial envolvido,
junto de sua estabilidade oxidativa resultante (CASTELO-BRANCO et al., 2016), além
disso, aspectos de coloracdo, valores de acidez, peréxido e outros devem ser
analisados, complementando e atestando sua composicéo, para que assim possa ser
considerado proprio para consumo humano (CODEX ALIMENTARIUS, 1999).

Existe uma evidéncia crescente de que os AGs desempenham um papel crucial
na nutricdo humana (IDRIS; SUNDRAM; RAZIS, 2018), incluindo a prevencao
terapéutica e profilatica de doencas (KUMAR; SHARMA; UPADHYAYA, 2016).
Todavia, além das propriedades nutricionais dos 6leos inseridos na alimentacéo, ha a
necessidade de investigar suas propriedades fisico-quimicas, obtendo sua
caracterizacdo e o comportamento de seus compostos, para que assim sua via de

acao no organismo seja compreendida (SILVA et al., 2015).

Os AGs possuem efeitos distintos no estresse celular; evidéncias demonstram
que o &cido graxo saturado (SFA) apresenta maleficios no organismo em comparacao
aos acidos graxos monoinsaturados (MUFAS) e poli-insaturados (PUFAs) (BEN-
DROR; BIRK, 2019), favorecendo maior processo inflamatério no organismo
(FIGUEIREDO et al., 2017). Considerando tanto os reservatorios de tecido adiposo
quanto a ingestdo de gordura dietética, os acidos graxos livres oleico (MUFA) e
palmitico (SFA) séo considerados 0os mais abundantes no organismo (ABDELMAGID
et al., 2015).

Os AGs oleico e palmitico sdo componentes predominantes do azeite de oliva
(CICERO et al. 2018), comumente utilizado na sua forma extra-virgem, ou seja, obtido

diretamente por extracdo mecanica, sem solventes quimicos ou tratamento térmico
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(NIETO; HODAIFA; LOZANO, 2010) como fonte principal de gordura na dieta
mediterranea, devido ao seu alto conteiddo de MUFAs e polifenois (MORENO-
LUNA,2012; SANCHES-FIDALGO,2012). Sua ingestdo atua como um método eficaz
para modular fatores prejudiciais a saude, como estresse oxidativo e inflamacéo,
através dos biomarcadores CRP e IL-6 (SCHWINGSHCKAL; HOFFMAN, 2015), além
de proporcionar melhoria no perfil lipidico reduzindo hiperlipidemia no sistema
vascular (NOCELLA et al., 2018).

Apesar de ndo estar entre as principais culturas tradicionais de producéao de
Oleos vegetais, como por exemplo o 6leo de soja, colza e girassol (MULTARI et al.,
2019), outro Gleo vegetal que possui prioritariamente MUFAsS em sua composicao é
Oleo de Caryocar brasiliense Camb., sendo cerca de 54,28% de &acido graxo oleico
(ROLL et al., 2018, MIRANDA-VILELA et al., 2009a). Este é obtido de um fruto tipico
brasileiro conhecido popularmente como pequi, apresenta coloracdo amarelo-
alaranjado e odor caracteristicos, considerado rico em compostos antioxidantes, tais
como fendlicos, carotenoides, tocoferois e fitoesterois (TORRES et al.,, 2016),
sobretudo licopeno e beta-caroteno (TRAESEL et al., 2017a), ainda, demonstra efeito
anti-inflamatério e cardioprotetor (NASCIMENTO-SILVA; NAVES, 2019).

Ressalta-se a importancia da existéncia de estudos que avaliem a insercéao de
alimentos protetores, atuantes sobre o metabolismo como um todo, especialmente
com acdao anti-inflamatéria, visando melhorar o atual quadro de saude da populacao
mundial, atingida pela obesidade e doencas cronicas ndo transmissiveis
(HILDEBRAND et al., 2017). Sendo assim, este trabalho visa realizar as
caracteristicas fisico-quimicas do 6leo da polpa do pequi e avaliar os efeitos de sua

suplementacdo em um modelo animal.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Consumo lipidico e saude humana

O padrao de saude e consumo alimentar da populacéo brasileira passaram por
grandes alteracdes ao longo das décadas. Observa-se um aumento de excesso de
peso e sobrepeso em todos os ambitos da sociedade, gerando um novo cenario de
problemas ligados a alimentacao e nutricdo (BRASIL, 2012). Dados veiculados pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) demonstraram que mais de 1,9 bilhdo de
adultos apresentaram excesso de peso, sendo que destes, mais de 650 milhdes de
adultos estavam com o quadro de obesidade instalada (WHO, 2016).

O metabolismo € influenciado pela disponibilidade de substrato e ditado
prioritariamente pela dieta (LYONS; KENNEDY; ROCHE, 2016). O consumo de dietas
inadequadas e inatividade fisica estdo entre os principais fatores de risco para
morbimortalidade (WHO, 2004). O excesso de peso é um fator de risco importante
para o surgimento de doencas cardiovasculares, hipertenséo, dislipidemia, diabetes

mellitus, sindrome metabdlica e outras patologias (WHO, 2017).

O tecido adiposo esté relacionado a inflamacéo, pois além de funcionar como
armazenador de triglicerideos, também é reconhecido como um 6rgao enddocrino que
produz varias adipocinas inflamatorias (BARBALHO et al., 2015). A inflamacéo é
resposta adaptativa do corpo a possiveis lesfes, sendo um componente de grande
importancia para o reparo de tecidos e juncao de muitos sinais complexos em células
e 6rgados distintos, dessa forma, o estado prolongado de inflamacdo ndo ocasiona

beneficios e esta associado a doencas metabdlicas (HOTAMISLIGIL, 2006).

A qualidade dos acidos graxos consumidos (AGs) influencia diretamente o tecido
adiposo, contribuindo para a inflamacdo sistémica através da secrecdo de
adipocitocinas pro-inflamatorias (MYLES, 2014). Os tipos de AGs podem exercer
diferentes efeitos sob os parametros da inflamacdo. Os acidos graxos saturados
podem causar uma resposta inflamatéria no metabolismo celular através da ativacao

de receptores de reconhecimento padrdo com uma funcéo central na imunidade inata,
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chamados receptores do tipo Toll (TLR), que sdo expressos por macrofagos e
adipdcitos (LEHNER; QUIROGA, 2016).

A liberagéo de citocinas pro-inflamatdérias € induzida pelos receptores TLR2 e
TLR4 ativam a via do fator nuclear kappa p (NF-kp) (LEHNER; QUIROGA, 2016).
Inimeras citocinas e quimiocinas podem ser liberadas por adipdcitos e macrofagos,
como a proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1), a interleucina-6 (IL-6), a
interleucina-1 beta (IL-1p), o fator inibidor da migracao de macrofagos (MIF) e fator de
necrose tumoral-a (TNF-a) (OLEFSKY; GLASS, 2010). O consumo de acidos graxos
saturados ativa os macrofagos M1, que estimulam a secrecdo de citocinas proé-
inflamatérias TNF-a e IL-6. Em contraste, a ingestdo de &cidos graxos
monoinsaturados confere acdo anti-inflamatoria pela expresséo de macrofagos M2 e
secrecdo da citocina IL-10 (CHAN et al., 2015).

2.2 Metabolismo lipidico

O metabolismo lipidico € um processo complexo, onde tem-se identificadas mais
de 550 classes lipidicas (SCHMELZER et al., 2007). Os lipidios podem ser obtidos
pela alimentacao e diferentes espécies lipidicas podem ter funcdes distintas (WANG,
2016), atuando como: fonte de energia humana; veiculo de vitaminas lipossolaveis;
fonte de acidos graxos essenciais e precursores dos eicosanoides (prostanoides e
leucotrienos) (BERG; TYMOCZO; STRYER, 2012). E pode se dar via captacao de
acidos graxos intestinais e periféricos, e biossintese lipidica enddégena via lipogénese
de novo (DNL) (STRABLE; NTAMBI, 2010).

Nas células metabolicamente ativas, a homeostase lipidica € fortemente
regulada (FRAYN; ARNER; YKI-JARVINEN, 2006), por exemplo, pela proteina-
guinase ativada por AMP (AMPK) (CARLSON; KIM, 1973; HARDIE, 2014). Quando
ativado por um aumento no AMP em relacdo a adenosina trifosfato (ATP)
(correspondente a um estado de baixa energia), o AMPK dispara diretamente o
catabolismo lipidico (LI et al., 2011; JAGER et al., 2007). Por outro lado, uma
diminuicdo na relagdo AMP:ATP diminui a atividade da AMPK, favorecendo o
anabolismo lipidico (CARLSON; KIM, 1973; HARDIE, 2014).
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Quimicamente, os lipidios biolégicos representam um grupo de compostos que
tém como principal caracteristica serem hidrofobicos, ou seja, insoliveis em agua
(NELSON; COX, 2014) necessitando de uma ligagc&o a proteinas para seu transporte,
formando entdo as lipoproteinas plasmaticas (LUSIS; PAJUKANTA, 2008). Estas, sé&o
constituidas por triacilglicerois e ésteres de colesterol, uma monocamada superficial
com fosfolipideos e colesterol livre ndo esterificado, além de apoproteinas (apo)
(MORITA, 20186).

Cada tipo de lipoproteina atua como transportadores, carreando os lipidios para
gue estejam disponiveis a depender da necessidade das células ou para que sejam
removidos quando n&o houver mais necessidade (TORTORA; DERRICKSON, 2016).
As lipoproteinas s@o designadas especialmente com base em sua densidade,
variando com a taxa de lipidios (que possuem densidade baixa) e proteinas (que
possuem densidade alta). As principais categorias de lipoproteinas sédo quilomicrons,
lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL, do inglés “very low density
lipoprotein”), lipoproteinas de baixa densidade (LDL, do inglés “low density
lipoprotein”) e as lipoproteinas de alta densidade (HDL, do inglés “high density
lipoprotein”) (TORTORA; DERRICKSON, 2016).

A digestao dos lipideos ingeridos em sua maior parte ocorre no duodeno, dentro
das células intestinais conhecidas como enterdcitos, através das enzimas
pancreaticas lipase e colipase. Os acidos graxos de cadeia longa e o0s
monoacilglicerois resultantes da lipdlise, em conjunto com colesterol, fosfolipideos e
vitaminas lipossolluveis, passam pelo processo de emulsificacdo, onde ha formacéao
de micelas com os acidos biliares. Os constituintes destas micelas séo captados pelos
enterdcitos, onde sao re-sintetizados em triacilglicerois e acondicionados sob a forma
de quilomicrons (KIELA; GHISHAN, 2016), que séo liberados no sistema linfatico para
serem utilizados por tecidos periféricos (HUSSAIN, 2014). Os &cidos graxos de cadeia
média sdo absorvidos pelos enterdcitos sem hidrélise e transportados diretamente
pela veia porta (KIELA; GHISHAN, 2016).

Quando na circulacdo sanguinea, sédo transportados junto a albumina ou sob a
forma de lipoproteinas. Os acidos graxos livres sdo captados para dentro das células
através de transportadores proteicos da membrana plasmatica e sao direcionados ao
meio intracelular por meio de proteinas ligantes de &acidos graxos (FABP).
Posteriormente, sdo ativados via acil-CoA ligadora de proteinas (ACBP) para o
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transporte a mitrocondria ou peroxissomos, onde ocorre a beta-oxidacdo (com
formacéo de calor e ATP) ou sao transportados pelo reticulo endoplasmatico para
esterificacdo de diferentes classes lipidicas. Além disso, alguns podem se ligar a
fatores de transcricdo que regulam expressdes génicas, ou passar por conversao a

moléculas sinalizadoras, como eicosanoides (RUSTAN; DEVRON, 2005).

Na producédo enddgena de AGs, o0s principais substratos costumam ser 0s nao
lipidicos, principalmente os carboidratos. A glicose é o principal substrato para DNL,
tendo o figado como principal local de sintese e em menor proporcao os adipécitos
(LARGE et al., 2004). A lipogénese hepatica € um contribuinte menor dos acidos
graxos usados na sintese e secrecao de triacilglicerois no figado e € quantitativamente
menor em comparacdo com a quantidade diaria de TAG disponivel na ingestdo oral
(DIRAISON; BEYLOT, 2003; HELLERSTEIN et al., 1991). A contribuicdo do tecido
adiposo na sintese de AGs é menos definida no ser humano e estd associada
particularmente a situacdes patoldgicas, como diabetes e obesidade (LARGE et al.,
2004).

As moléculas de &cidos graxos fornecidas pelo figado sdo exportadas,
incorporadas em TG-VLDL-c e secretadas na corrente sanguinea, antes de eventual
captacdo e armazenamento por adipdcitos (SNIDER; MCGARRY; HANSON, 2011,
LARGE et al., 2004). A lipase também atua sobre a VLDL, liberando entdo os acidos
graxos para tecidos periféricos, originando as Lipoproteinas de Densidade
Intermediaria (IDL) (DANTAS; PRADO, 2008). A partir da nova particula ha captacéo
por receptores hepéaticos através da Apo B-100 e também pode ocorrer metabolizacéo
no plasma a LDL-c (WAITZBERG; BORGES, 2012).

As particulas de LDL-c constituem 90% das lipoproteinas que contém apoB
circulantes no sangue, em jejum. Contudo, o nivel plasmético de LDL-c geralmente
ndo é medido diretamente, mas é estimado a partir de sua concentracdo de colesterol
- LDL-c, uma medida da quantidade total de colesterol contida nas particulas de LDL-
c. Sendo este considerado um preditor do risco cardiovascular e na avaliacdo do
beneficio terapéutico em ensaios clinicos randomizados (FERENCE et al., 2017), visto
gue contém a maior quantidade de colesterol que é transportado aos tecidos
periféricos, podendo depositar o excedente de colesterol nas artérias (WAITZBERG,;
BORGES, 2012).
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Em relacdo as HDL-c, estas sédo sintetizadas no figado, intestino delgado e
plasma, cuja composicao inicial é formada por fosfolipidios, colesterol livre e
apolipoproteinas A, C, E. No plasma resultam do rearranjo do excesso de material da
lipdlise dos quilomicrons e das VLDL-c. A HDL-c capta o colesterol livre periférico,
esterificando-o através da enzima Lecitina Colesterol Aciltransferase (LCAT)
(FARMER, 2009). A transferéncia do colesterol esterificado ocorre pela enzima de
transferéncia de colesterol (CETP), que media a troca de ésteres de colesterol do
HDL-c por triglicerideos transportados pelas lipoproteinas da apoB e novamente para
o figado, assim, o colesterol excedente retorna ao figado para ser metabolizado, no
chamado metabolismo reverso do colesterol (FEINGOLD; GRUNFELD, 2016;
FARMER, 2009).

O colesterol transportado em HDL-c é entregue ao figado através de duas vias.
O HDL-c pode interagir com o0 SR-B1, que transporta seletivamente o colesterol das
particulas de HDL-c para o figado, regenerando particulas menores de HDL-c
(KHOVIDHUNKIT et al., 2001). Como observado acima, o colesterol HDL-c pode ser
transferido para lipoproteinas contendo Apo B, que podem entdo encaminhar o
colesterol ao figado através da captacdo mediada pelo receptor de LDL-c das
lipoproteinas Apo B (FEINGOLD, 2016).

Este processo de metabolismo reverso do colesterol intitula as liproproteinas
com efeitos anti-aterogénicos de HDL-c, por transportarem excesso de colesterol dos
tecidos periféricos, como aquele situado nas paredes arteriais, e remanejar este
colesterol para o figado, onde exercera outras funcfes, como composi¢cao de novas
lipoproteinas, sintese de hormonios esteroidais, acidos biliares ou vitaminas
lipossolaveis (VON ECKARDSTEIN; NOFER; ASSMANN, 2001).

2.3 Lipidios

Os lipidios sé@o considerados um grupo quimicamente heterogéneo de
substancias, incluindo acidos graxos e seus derivados, esteroides, terpenos,
carotenoides e acidos biliares tendo em comum a propriedade de insolubilidade na

agua e solubilidade em solventes apolares, como cloroférmio, hidrocarbonetos ou
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alcoois (O’KEEFE; SARNOSKI, 2017). Sua estrutura molecular geral consiste
especialmente de carbono, hidrogénio, oxigénio, e em algumas classes fosforo,
nitrogénio e enxofre (GONCALVES, 2015).

A classificacdo dos lipidios é feita com base em suas propriedades fisicas a
temperatura ambiente (os 6leos séo liquidos e gorduras sdo sdlidos), polaridade
(lipidios polares e apolares), essencialidade para o ser humano (acidos graxos
essenciais e ndo essenciais) ou estrutura (simples ou complexa). Os lipidios apolares
incluem &cidos graxos, alcoois, glicerideos e esteroéis, enquanto os lipidios polares
incluem glicerofosfolipides e gliceroglicolipidos (O’KEEFE; SARNOSKI, 2017).

A classificacdo baseada na estrutura € prioritariamente utilizada (BOTHAM,;
MAYES, 2014). A partir desta, os lipidios podem ser classificados como derivados,
simples ou complexos. Os lipidios derivados incluem acidos graxos livres e alcoois,
que sdo os blocos de construcdo dos lipidios simples e complexos. Lipidios simples,
compostos de &cidos graxos e componentes de &lcool, incluem acilgliceréis, éter
acilglicerdis, esterdis e seus ésteres e ésteres de cera. Em termos gerais, lipidios
simples podem ser hidrolisados para dois componentes diferentes, geralmente um
alcool e um acido. Ja os complexos incluem glicerofosfolipidios (fosfolipidios),
gliceroglicolipidos (glicolipidos) e esfingolipidos. Durante o processo de hidrdlise
essas estruturas produzem trés ou mais compostos diferentes (O’KEEFE;
SARNOSKI, 2017).

Os lipidios fornecem energia, sdo componentes estruturais de varias membranas
celulares, e também desempenham papéis importantes na biossintese de citocinas,
sinalizacao celular, metabolismo energético, transporte de materiais, proliferacao
celular, diferenciagcdo e desenvolvimento (LANDS, 2012; WUSTNER, 2007). Nos
alimentos, os lipidios sdo componentes importantes que contribuem
significativamente para o valor nutricional e sensorial. A oxidacao lipidica in vivo esta
correlacionada com diversas doengas, ja a oxidacdo dos lipidios dos alimentos €&
dependente principalmente do status pro e antioxidante da matriz alimentar, fatores
externos, como luz, pressdo de oxigénio, temperatura, mas também de sua
composicdo de AGs (KOLAKOWSKA; SIKORSKI, 2003).
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2.3.1 Acidos graxos

Os acidos graxos constituem o ponto de partida nas estruturas lipidicas
(O’KEEFE; SARNOSKI, 2017). Desempenham papéis essenciais na homeostase e
estrutura da célula e de todo o corpo humano. Sao os principais componentes de todas
as membranas bioldgicas incorporadas em esfingolipidios, fosfolipidios, glicolipidios e
lipoproteinas; sédo a fonte de energia armazenada nos triacilglicerois; e ainda, varios
metabalitos de AGs servem como mediadores e horménios lipidicos intracelulares e
extracelulares essenciais. Portanto, os AGs tém possibilidades quase infinitas de
modular as fung6es imunoldgicas da célula, influenciando sua estrutura, metabolismo
e funcdo, agindo através de proteinas da superficie (receptores acoplados a proteina
G; GPRs), receptores intranucleares ou transportadores de membrana (BROWN;
MARNETT, 2011).

S&ao compostos por cadeias de hidrocarbonetos com grupos carboxila (COOH)
e diferem com base no comprimento da cadeia e no numero de liga¢des duplas (YAN
et al., 2016). Os AGs sdo compostos por uma cadeia alifatica de hidrocarbonetos com
um grupo de &cido carboxilico em uma das extremidades e grupo metila na outra
(Figura 1). A média de comprimento pode variar de 4 a 22 atomos de carbono, ligados
covalentemente entre si, por ligacdo simples, uma dupla ligacdo ou até seis duplas
ligacbes, classificando-os em saturados (AGS), monoinsaturados (AGM) e
poliinsaturados (AGPI), respectivamente (MAEHRE et al., 2015).

10
§
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Regido apolar : Regiao polar

Figura 1. Estrutura base do acido graxo.
Fonte: MELO; SILVA; FILHO (2013).

Ainda, podem ser classificados pelo nUmero de carbonos presentes. Quando

apresentam entre 4 a 6 carbonos séo considerados AGs de cadeia curta, os de cadeia
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meédia tem em média de de 8 a 14, e os acidos graxos de cadeia longa, de 16 a 20 ou
mais (GALLAGHER, 2013). Em sua maioria, 0s Oleos vegetais e gorduras animais
apresentam acidos graxos monoinsaturados, poliinsaturados e saturados (FRANKEL,
2005). Os AGs insaturados encontram-se principalmente nos 6leos vegetais,
enguanto os saturados sdo observados em maior quantidade em gorduras de origem
animal (WAITZBERG; BORGES, 2012).

2.3.2 Acidos graxos monoinsaturados

Os AGs monoinsaturados, sdo componentes que contém uma ligacdo dupla
Unica entre carbonos adjacentes, tem-se mais de cem AGM descritos pela literatura
podendo ser demonstrados por formula generalizada (CnH(2n-2)02) (SIKORSKI, 2011).
A partir de vias biossintéticas uma variedade de AGMs pode ser sintetizada atraves
de reacdes de desaturase e reacdo enzimatica de alongamento de cadeia (AHMAD,
2017).

As ligacdes duplas sdo designadas usando a configuracdo A que representa a
distancia do carbono carboxil, nomeando o numero de carbono carboxil 1, por
exemplo, uma ligacéo dupla entre 0 9° e 0 10° carbonos do grupo acido carboxilico é
uma ligagao A9, ainda, o nome do hidrocarboneto muda para indicar a presenca da
ligacdo dupla (O’KEEFE; SARNOSKI, 2017). Segundo a International Union of Pure
and Applied Chemists (IUPAC), a geometria de ligacdo dupla é designada com o0s
sistemas de nomenclatura cis — trans, termos utilizados para descrever as posicdes

de atomos ou grupos conectados a atomos duplamente ligados (IUPAC, 1979).

Dentre os AGMs mais comuns obtidas da alimentacdo estdo o acido oleico
(18:1w9) (Figura 2). Sendo o acido oleico o maior representante desta classe
fornecido via dieta (~ 90% de todos os AGM) (SCHWINGSHACKL; HOFFMANN,
2014). Este, pertence a familia w-9 ou série n-9, sendo apontado como hipolipidémico,
reduzindo colesterol e LDL-c, responsaveis pela formacdo de ateromas (KRIS-
ETHERTON, 2002).
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Figura 2. Estrutura do acido graxo monoinsaturado oleico, na
configuracéo trans e cis.

Fonte: Figueiredo et al. (2018).

O teor de AG oleico é especialmente elevado em azeite de oliva, mas existem
outros Oleos derivados de plantas com quantidades significativas, como o 6leo de
colza, 6leo de améndoa, 6leo de amendoim (ORSAVOVA, 2015) e também o6leo de
pequi (ROLL, 2018). Ao contrario dos acidos graxos 6mega-3 e 6mega-6 (poli-
insaturados), os acidos graxos 6mega-9 ndo sdo essenciais pois 0s seres humanos
sdo capazes de sintetiza-lo a partir do acido estearico em uma reacao catalisada pela
A9-dessaturase (DELGADO et al., 2017).

A American Heart Association (AHA) recomenda que menos de 20% do
conteudo total de energia seja consumido na forma de AGM (LICHTENSTEIN, 2006),
enguanto o Instituto Nacional de Medicina (2005) afirma que “Nao ha evidéncias para
indicar que os acidos graxos monoinsaturados sdo essenciais na dieta, e ndo tém um
papel independente conhecido na prevencido de doencgas cronicas” e, portanto, nao

apresentaram recomendacdes especificas para este.

Existem contradicfes entre os estudos a respeito desse AG. Embora uma meta-
analise recente de ensaios de intervencdo sobre o consumo de acidos graxos
monoinsaturados (MUFA) tenha encontrado efeitos positivos na mortalidade por todas
as causas e nos desfechos cardiovasculares (SCHWINGSHACKL; HOFFMANN,

2014) outra meta-analise recente nao relatou associacdo significativa das
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concentracfes plasmaticas circulantes de AG oleico com desfechos coronérios
(CHOWDHURY, 2014).

2.3.3 Acidos graxos poliinsaturados

A familia dos acidos graxos poliinsaturados é considerada essencial, visto que
ndo podem ser sintetizados pelos tecidos em geral dos animais. Entretanto, os acidos
graxos insaturados essenciais sdo fundamentais na composicao dos fosfolipidios,
especialmente nas membranas celulares, mitocéndrias, microssomais, nucleares e
participam do processo de coagulacdo sanguinea (DOUGLAS, 2012). Sao
encontrados em 6leos, como de soja, canola, nozes e outros (FIGUEIREDO et al.,
2018).

Os AGPIs sdo melhor descritos em termos de familias devido ao metabolismo
gue permite a interconversao dentro dos tipos de AGPI. A essencialidade dos acidos
graxos linoleico (w6) e linolénico (w3) é conhecida desde o final da década de 1920.
Sinais de deficiéncia de acidos graxos w6 incluem diminuicdo do crescimento,
aumento da perda epidérmica de agua, diminuicdo da cicatrizacdo de feridas e
diminuicao da reproducdo (MEAD, 1986; CHAPKIN, 1992). Os primeiros estudos ndo
forneceram evidéncias claras de que os acidos graxos w3 sao essenciais. No entanto,
desde a década de 1970 até a atualidade, acumularam-se evidéncias que ilustram a
essencialidade do AGPI w3 (O’KEEFE; SARNOSKI, 2017).

Os &cidos graxos da série n-3 sdo entendidos por: acido docosahexaenoico
(DHA) e acido eicosapentaenoico (EPA), de origem marinha, e a-linolénico (ALA), de
origem vegetal (SANTOS et al., 2013). O ALA € um AGPI n-3 de origem vegetal e uma
fonte alimentar de acido eicosapentaenoico e acido docosahexaendico devido a
conversao bioquimica do acido a-linolénico em EPA e de EPA para DHA
(FIGUEIREDO et al.,, 2018). A metabolizagdo destes acidos ocorre através de
modificacdes por dessaturacéo e elongacao, resultando nos AGPI.

O a-linolénico consumido pode ser convertido em &cido esteriaddnico (18:4, n-

3) pela enzima delta-6 dessaturase e entdo o acido esteriaddnico pode passar por



22

enlogacao para acido eicosatetraenoico (20:4, n-3). Assim como a enzima delta-5 que
através de dessaturacdo gera EPA (20:5, n-3), que posteriormente € convertido em
DHA (22:6, n-3) pela enzima delta-6 (BURDGE; CALDER, 2006; ARTERBURN; HALL;
OKEN, 2006). Contudo, esta conversdo ocorre em cerca de 10% em humanos. O
maior consumo de ALA tem sido associado aos efeitos de protecéo cardiovascular,

anticancer, neuroprotetor e anti-osteoporoético (BURDGE; CALDER, 2005).

As mesmas enzimas da conversdo de ALA a DHA séo utilizadas para gerar o
Acido Araquiddnico (AA). Logo, a ingestdo elevada de ALA ocasiona uma competicdo
pelas enzimas, inibindo a formacédo de EPA e DHA, e aumentando a producao de AA
(ADKINS; KELLEY, 2010). O AA é considerado o principal precursor dos eicosanoides
(prostanoides e leucotrienos), considerados moléculas sinalizadoras e responsaveis
por diferentes funcbes celulares, como quimiotaxia (deslocacdo de células
sanguineas), agregacao plaquetaria e crescimento celular (RUSTAN; DEVRON,
2005).

A ingestdo de uma dieta com propor¢cdes adequadas de n-6:n-3 de 1:1 ou 5:1
auxilia na utilizacao e absorcdo de acidos graxos (LI et al., 2015). Ainda, a adequada
proporcao de n-6 e n-3 é capaz de causar reducéo no processo inflamatério. Os AGPI
n-6 sao pro-inflamatdrios, enquanto que os AGPI n-3 tém forte acéo anti-inflamatoria,
portanto, a regulacao da sintese de mediadores pro-inflamatdrios e anti-inflamatérios

é responsavel pelo balanco ideal de ingestédo de n-6 e n-3 (YANG et al., 2016).

Quando a razédo de n-6:n-3 estd aumentada nos fosfolipidios plaquetérios, torna-
se um fator de risco para morte cardiovascular, promovendo a incidéncia de uma série
de doencas, que além de cardiovasculares, inclui doencas auto-imunes, inflamatérias
e cancer, enquanto que o aumento da ingestdo de AGPI n-3 apresenta efeitos
supressivos diante destas patologias (SIMOPOULOS; CLELAND, 2003).

2.3.4 Acidos graxos saturados

Os AGS séao aqueles que contém apenas ligagdes simples entre os atomos de

carbono ou que contém o numero maximo de hidrogénios por carbono, portanto
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saturados. Da mesma forma, a formula para essas moléculas segue a série CnH2nO2
e consiste em uma cadeia linear de atomos de carbonos, conforme demonstrado na
Figura 3. (FIGUEIREDO et al., 2018). Sdo encontrados principalmente nas gorduras
de origem animal, como manteiga, carne gordurosa, banha, visceras e, em menor
porcentagem, nos Oleos vegetais, excetuando-se o 6leo de coco, onde predominam
(SILVA; MURA, 2012).

o
/\/\/\/\/\/\/\/\/H\QH

Acido estedrico

[+
/W\NMDH

Acido palmitico

Figura 3. Estrutura dos acidos graxos estearico e palmitico.

Fonte: Adaptado, Figueiredo et al. (2018).

Os AGS tém sempre um numero elevado de carbonos, e as gorduras ricas em
AGS possuem um ponto de fusdo mais alto do que outros 6leos mais abundantes nos
insaturados (AHMAD, 2017). Um ponto comum dentre esses acidos graxos € que
possuem um comprimento de cadeia de 12 a 22 carbonos (FRANKEL, 2005). O AGS
mais prevalente é o acido palmitico (C16:0) (GUSTONE, 2004).

Enquanto as gorduras monoinsaturadas e poliinsaturadas séo consideradas
protetoras de doencas coronarianas, gorduras saturadas (encontradas em carne,
manteiga, queijo com alto teor de gordura, sorvete, leite e creme de leite integral e
6leos de palma e coco) e gorduras trans (por exemplo, encontradas em margarinas,
produtos de panificacdo e muitos alimentos processados e rapidos) contribuem para
o surgimento da mesma (HU et al., 1997; MOZAFFARIAN et al., 2010). Isso ocorre
porque o consumo de alimentos ricos em gordura saturada pode afetar adversamente
0s niveis do colesterol plasmatico (SZAJEWSKA; SZAJEWSKI, 2015).
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O elevado consumo de AGS esta correlacionado com o aumento dos niveis de
Low Density Lipoproteins - cholesterol (LDL-c), implicando num possivel efeito sobre
o surgimento de doencas cardiovasculares (KEYS, 1980). A ingestdo de AGS também
esta relacionada a inflamacdo mediada por inflamassoma. Um estudo com
camundongos alimentados com High Fat Diet (45% &acido palmitico) demonstrou que
os AGS iniciam a ativacdo do NLRP3-inflamassoma dependente de TLR4 e a
secrecéo de IL-1 dos BM-DCs (REYNOLDS et al., 2012).

Apesar da maioria dos estudos relacionarem a ingestdo de AGS com doencas
cardiovasculares ainda ha controvérsias em relacdo a estes fatores. Revisdes de
literatura e meta-analises tém questionado a verdadeira relevancia de seu consumo
(CALDER, 2015; MICHAS; MICHA; ZAMPELA, 2014). No estudo de Siri-Tarino et al.
(2010) nao houve ligagao conclusiva entre a ingestéo de gordura saturada na dieta e
a incidéncia de doencas cardiovasculares apds o ajuste para possiveis fatores de

confusao, que inclui a ingestdo de outros nutrientes.

2.4 Oleos e gorduras

Os Oleos e gorduras comestiveis estdo entre 0s componentes basicos da dieta
humana, juntamente com carboidratos e proteinas. Sao fonte de alta energia (9
kcal/g), e conforme ja citado anteriormente de acidos graxos essenciais, como
linoleico (18:2), acido linolénico (18:3), EPA (20:5) e DHA (22:6). Sdo comumente
utilizados para consumo, processos de fritura, producdo de produtos alimenticios,
como maionese e alimentos processados (chocolates, nata e produtos de panificagéao)
(ENDO, 2018).

As propriedades fisicas e quimicas das gorduras e 6leos podem afetar os
atributos sensoriais e a qualidade nutricional dos alimentos (ENDO, 2018). Ja que
estes também sdo responsaveis por conferir palatabilidade aos alimentos ou as
preparacdes onde sdo adicionados, além de proporcionar estabilidade as preparagdes
por isolar a umidade do alimento, além de conferir leveza, maciez e lubrificacéo
(PHILIPPI, 2003).
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Tanto os 6leos quanto as gorduras sao misturas de triacilglicerois que ocorrem
de forma natural. A principal diferenca entre eles € o fato de que a gordura se
apresenta solida em temperatura ambiente enquanto que o 6leo é liquido na mesma
condicao (CAREY, 2011). Os éleos e gorduras podem ser de origem vegetal obtidos
através de frutos (abacate, azeitona, dendé), sementes e grdos, como algodao,
girassol, canola, milho, soja, amendoim, dentre outros. Enquanto que os Oleos e
gorduras de origem animal sdo oriundos de alimentos produzidos por animais, como
a manteiga, e de partes do préprio animal, como, por exemplo, a banha de porco
(JAPUR, 2012).

2.4.1 Oleos vegetais

Os oleos vegetais como fonte de lipidios representam parte indispensavel e
permanente da dieta humana. O interesse pela dieta visando melhoria de saude,
tornou-se uma questéo real recentemente e € amplamente discutida na area cientifica,
e também na midia publica (VASKOVA; BUCKOVA, 2015). Os 6leos podem ser
obtidos de diversas fontes, apresentar diferentes caracteristicas e composicées
quimicas especificas, especialmente na composicdo de acidos graxos. Portanto, a

origem botanica dos Oleos é de extrema importancia para determinar suas
caracteristicas (VAN DEN BREMT et al., 2012).

Os Oleos comestiveis basicamente sdo compostos por constituintes
saponificaveis, como &cidos graxos livres, fosfolipidios e triacilglicerois, e em menor
proporcao constituintes insaponificaveis (0,5 a 1,5%) do conteudo total, como por
exemplo, hidrocarbonetos e alcoois graxos (GARCIA, 2012). Os 6leos vegetais S&o
utilizados principalmente para fins de alimentagdo humana e animal, no entanto, os
Oleos estdo sendo cada vez mais utilizados como fontes renovaveis pela industria de

matérias-primas industriais e combustiveis (DYER et al., 2008).

A produgéo de oleos provenientes de oleaginosas e frutos tem sido uma das
atividades mais requisitadas da agricultura mundial, uma vez que os 6leos vegetais
tém suplantado progressivamente manteiga, banha de porco e sebo bovino

(GUNSTONE, 2011). A mudanca nas preferéncias da populagdo esta relacionada
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principalmente a crescente demanda de produtos alimenticios, combinando sabores
agradaveis com beneficios nutricionais, e também a disponibilidade concomitante de
diferentes fontes de 6leos vegetais (APARICIO; APARICIO-RUIZ, 2000).

No cenario mundial nove O6leos vegetais se destacam em termos de
produtividade, conforme demonstrado na Figura 4. Em comparacdo com 0S outros
0leos produzidos no mundo, o 6leo de palma é considerado o de maior producéo
(USDA, 2016), representando 30% da producédo mundial de 6leo vegetal, seguido pelo
0leo de soja, girassol, palmiste, amendoim, algodéao, coco e oliva (ROSILLO-CALLE;
PELKMANS; WALTER, 2009). O pais onde ocorre maior producéo de Oleos vegetais
de um modo geral é a Indonésia (aproximadamente 21%) estando o Brasil em sétimo
lugar (USDA, 2016).
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Figura 4. Principais 6leos vegetais produzidos.
Fonte: Rosillo-Calle; Pelkmans; Walter (2009).

A grande producédo do 6leo de palma esta relacionada a sua utilizagdo como
substituto da gordura trans nos alimentos industrializados, devido a movimentacao da
comunidade cientifica em relacdo aos maleficios do consumo excessivo de gordura
trans. Este 6leo € comumente utilizado por apresentar baixo ponto de fusédo e grande

resisténcia a oxidagéo devido ao seu grande contetdo de acidos graxos saturados,
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principalmente o acido palmitico, que representa em meédia 40% de acidos graxos
saturados totais deste 6leo (SANTOS et al., 2013).

Este nicho de mercado tem ampliado o suprimento de 6leos comestiveis,
utilizando 6leos derivados de oleaginosas, frutas e sementes exoéticas (CICERO et al.,
2018). Contudo, ainda ha necessidade de ampliar o aproveitamento de frutos e
sementes alternativas disponiveis em diferentes regides brasileiras (TORRES et al.,
2016).

2.4.2 Oleo de pequi

O género Caryocar é difundido na América do Sul e abrange mais de vinte
espécies. No Brasil, as areas onde o fruto predomina séo os estados do Amazonas,
Par4a, Maranh&o, Piaui, Goias, Bahia, Ceara, Sdo Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso,
Goias, conforme demonstrado na Figura 5 (BRASIL, 2020) sendo as principais
espécies a Caryocar brasiliense (Cambess.) e Caryocar coriaceum (Wittm.)
(PEIXOTO, 1973; SILVA, 1939). Dentre as espécies de pequi ou piqui, como é
chamado popularmente, a Caryocar brasiliense é a mais comumente encontrado nos
estados brasileiros (BRASIL, 2020).

Como mostra a Figura 6, o fruto pequi possui o tamanho aproximado de uma
maca e uma casca verde. No seu interior, pode-se ter de 1 a 4 carocos revestidos por
uma polpa comestivel macia, amarela intensa e com alto teor de 6leo. O endocarpo
do caroco € composto por uma camada de espinhos finos, sendo que embaixo ha
uma améndoa de sabor caracteristico. A época de producao dos frutos € de novembro
a janeiro (CARAZZA; CRUZ E AVILA, 2010).
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Figura 5. Estados do Brasil com predominancia do fruto pequi.
Fonte: Brasil, 2020.

Figura 6. Fruto pequi.

Fonte: Brasil, 2016.

O fruto é pertencente a familia Caryocaraceae (MEDEIROS; AMORIM, 2015) e
suas arvores, pequizeiros (Figura 7), sdo protegidas pela legislacéo brasileira (LEITE
et al., 2006), por possuir grandes valores econdmicos e representar a principal fonte
de renda de muitas comunidades que vivem no Cerrado (SANTOS et al., 2013). Este
fruto do Cerrado brasileiro é renomado na culinaria tradicional devido ao seu sabor
caracteristico (DE ARAUJO, 1995) e por suas aplicacdes terapéuticas (GUEDES et
al., 2017). E altamente distribuido, cultivado e consumido, principalmente na Regi&o
Centro-Oeste (LIMA et al., 2007). Ainda, € amplamente aplicado na producéo de 6leo
vegetal e na industria cosmética (DE ARAUJO, 1995).
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Figura 7. Pequizeiro, arvore frutifera do pequi.

Fonte: Embrapa, 2017.

O pequi é um fruto considerado rico em O6leo (Figura 8), correspondendo
aproximadamente 36-66% de matéria seca quando extraido da polpa (FARIA-
MACHADO et al., 2015). Este possui compostos antioxidantes em quantidades
significantes, entre eles compostos fendlicos, carotenoides, tocoferois e fitoesterois
(TORRES et al., 2016), principalmente licopeno e beta-caroteno (TRAESEL et al.,
2017a). Costa-Rodrigues, Pinho e Monteiro (2018) afirmaram que a ingestdo destes
compostos atua prevenindo a aterosclerose e outras doencas cardiovasculares, sendo
considerada uma estratégia importante, ja que essas doencas sao uma preocupacao

de saude publica.
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Figura 8. Oleo da polpa do fruto pequi.

Fonte: O autor.

Dentre as fracOes lipidicas encontradas no 6leo de pequi, o acido graxo
insaturado dominante foi o acido oleico, correspondendo a cerca de 53 - 54,8%
(AQUINO et al., 2011). Este AGM é considerado util para industria de alimentos e
cosmeéticos, devido a sua alta estabilidade oxidativa (GUEDES et al., 2017); ainda o
consumo de AGM é benéfico para a saude humana, pois esta associado a menor risco
de obesidade e resisténcia a insulina, além de niveis plasmaticos reduzidos de
triacilglicerois e colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) (LEE; PARK,
2014).

O segundo &cido graxo mais presente é o0 acido palmitico (C16:0),
aproximadamente 35%, um acido graxo saturado que o torna adequado para
aplicacbes de margarina e gordura (GUEDES et al., 2017). Porém, mesmo sendo
obtido de fonte vegetal, este esta associado ao aumento significativo de triacilglicerois
séricos e LDL-c, embora em menor propor¢cdo comparado com o AGS animal
(ORSAVOVA et al., 2015).

Entre os principais componentes deste 6leo, encontram-se 0s carotenoides,
como [B-caroteno, licopeno, criptoflavina, B-criptoxantina, antheraxantina, zeaxantina
e mutatoxantina (OLIVEIRA et al., 2006). Montalvéo et al. (2016) estudando o efeito
antioxidante do 6leo de pequi em pacientes com lUpus eritematoso sistémico
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observaram uma reducéo significativa dos processos inflamatérios. Ja quando o 6leo
foi administrado em atletas, este reduziu significantemente os danos ao DNA e lesdes
nos tecidos, diminuiu o colesterol total no sangue, LDL-c e mostrou atividade anti-
inflamatoéria (MIRANDA-VILELA et al., 2009b).

Estudos que avaliaram os potenciais efeitos genotdxicos, clastogénicos,
embriotoxicos e teratogénicos da suplementagcdo oral do Oleo de polpa de C.
brasiliense em ratos Wistar, com doses diferentes (125-1000 mg/kg de peso corporal),
concluiram que este tratamento ndo é genotdxico e ndo afeta nenhum estagio do

estagio reprodutivo, gravidez ou periodo embrionario (TRAESEL et al., 2017a; 2017b)

A administracdo de 400 mg/kg de 6leo de pequi em camundongos induzidos a
hepatocarcinogénese a partir da dietilnitrosamina (DEN), reduziu o desenvolvimento
de lesBes pré-neoplasicas, adenoma hepatico e induziu a remodelacdo das lesdes em
camundongos. As propriedades quimiopreventivas foram relacionadas aos
antioxidantes presentes no 6leo. Portanto, o 6leo de pequi tem potencial para uso na
prevencao de cancer de figado (PALMEIRA et al., 2015).

Conforme visto, o 6leo de pequi apresenta inUmeros efeitos sobre o organismo
humano. De acordo com Guedes et al. (2017), 6leos e gorduras naturais tém
propriedades fisico-quimicas especificas, devido a isso, outro aspecto importante
além das propriedades nutricionais dos 6leos inseridos na alimentacdo é a
necessidade de compreender profundamente suas propriedades fisicas e quimicas,
obtendo sua caracterizacdo e o comportamento de seus compostos, para que assim

sua via de acdo seja compreendida (SILVA et al., 2015).

2.5 Qualidade, identidade e estabilidade oxidativa de 6leos vegetais

2.5.1 indices de qualidade e identidade

A produgdo de um oOleo, desde o cultivo até a comercializagdo influencia
diretamente em sua qualidade final (OETTERER; REGITANO-D’AECE; SPOTO,

2006). Existem diferentes analises para avaliar a estabilidade e qualidade de 6leos
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vegetais, como indice de saponificacdo, indice de peroxidos, indice de refracéo, teor
de acidez e outros requisitos necessarios, pautados no Codex Alimentarius - FAO/
OMS (CODEX ALIMENTARIUS, 1981).

Os métodos quimicos sdo bastante utilizados ha muito tempo para avaliar a
qualidade e a seguranca dos produtos alimenticios, dessa maneira, esses métodos
sdo importantes para medir a qualidade dos 6leos. O de acidez (IA) mede os acidos
graxos livres presentes nos 6leos e quando aumentado, demonstra um maior risco de
rancidificacdo (AREMU; IBRAHIM; ANDREW, 2017). IA também €& usado como um
indicador de comestibilidade de um 6leo e adequacéo para uso nas industrias. Altos
valores de acidez indicam que os 6leos podem ndo ser adequados para uso na
culinaria (comestibilidade), mas, no entanto, sdo Uteis para producdo de tintas,
sabonetes liquidos e shampoo (AREMU; OLAOFE; AKINTAYO, 2006).

O indice de peroxido (IP) € uma medida de oxidacao durante o armazenamento
e o frescor da matriz lipidica. E um indicador Gtil dos estagios iniciais de rango que
ocorrem sob condicdes leves e também uma medida dos produtos primarios de
oxidagdo lipidica (AREMU; IBRAHIM; ANDREW, 2017; GOTOH; WADA, 2006; GRAY,
1978). Um dos parametros mais importantes que influenciam a oxidacao lipidica € o
grau de insaturacdo de seus &cidos graxos. Quando ligacbes duplas de gorduras
insaturadas séo oxidadas, peroxidos estdo entre os produtos de oxidacdo formados
(AREMU; IBRAHIM; ANDREW, 2017).

O indice de saponificacdo (IS) € um indicador do peso molecular médio e,
portanto, do comprimento da cadeia. E inversamente proporcional ao peso molecular
do lipideo (AREMU; IBRAHIM; ANDREW, 2017). Esse método é determinado pela
composicdo de acidos graxos dos 6Oleos comestiveis (ENDO, 2018), baseia-se na
hidrélise alcalina, que visa medir a massa de hidroxido de potassio necessaria para
saponificar os acidos graxos (CODEX ALIMENTARIUS, 1999). Os resultados séo
variaveis e dependem do tipo de 6leo; o indice pode ser alto quando houver presenca
de acidos graxos de cadeia curta (FIGUEIREDO et al., 2017).

O indice de iodo resulta da medi¢cdo da insaturacdo de 4cidos graxos ou seus
ésteres, representado em gramas de iodo absorvido por 100,0 g de amostra
(ARAUJO, 2015). Os lipidios com &cidos graxos insaturados (contendo uma ou mais

ligacbes duplas) sdo mais facilmente assimilados e decompostos para produzir
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energia calorifica do que os acidos graxos saturados. No entanto, quando o valor do
iodo se torna muito alto, a estabilidade do 6leo diminui porque € mais provavel que ela
sofra oxidacdo (AREMU; IBRAHIM; ANDREW, 2017).

2.5.2 Estabilidade oxidativa de 6leos vegetais

A suscetibilidade e resisténcia de um 0Gleo a sofrer oxidacdo é dependente do
seu perfil de acidos graxos. Oleos comestiveis com conteido significante de acidos
graxos insaturados, especialmente poli-insaturados, sdo mais predispostos a
oxidacédo (KAPICH et al., 2010; PENNISI FORELL et al., 2010).

A oxidacao lipidica é uma reacao que degrada os 6leos, sendo a principal causa
de deterioracdo dos alimentos. Dessa forma, a oxidacao lipidica pode ser chamada
de ranco lipidico e ser influenciada por reacdes de oxidacdo ou acdes de enzimas
lipoliticas, além de reac®es hidroliticas. Quando ha deterioracao lipidica, o oxigénio
ataca os acidos graxos insaturados, sendo que o numero e a localizacdo de ligacdes
duplas nos acidos graxos e triglicerideos séo dois fatores importantes que afetam a
proporcdo de oxidacao. Além disso, a oxidacao lipidica pode levar a alteracées no
sabor, textura, aparéncia e odor (KAMAL-ELDIN; POKORNY, 2005).

A deterioracdo oxidativa dos lipidios alimentares € um processo progressivo no
qual o oxigénio pode ser dissolvido nos alimentos, no 6leo e disseminar esse processo
oxidativo através da embalagem durante o armazenamento. E caracterizado por
reacdes auto-oxidativas acompanhadas de varias reacdes, incluindo reacdes
oxidativas e ndo oxidativas. Quando um radical livre é produzido, a alta reatividade do
radical ao oxigénio resulta em uma rapida conversao em peroxidos ou hidroperoxidos,
que por sua vez se decomp®de para produzir mais radicais livres (LABUZA, DUGAN;
2009). Esse processo é chamado de reagdo de auto-oxidagéo em lipidios alimentares
e é mediado por enzimas, como por exemplo, lipoxigenases, citocromo P450s e
cicloxigenases (SPICKETT; FORMAN, 2015) e outros agentes oxidantes e envolve
um mecanismo de cadeia de radicais livres dividido em trés etapas: iniciacao,

propagacéo e terminacéo (GRAY, 1978).
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A foto-oxidacdo, a qual ndo ha formacdo de radicais livres, sendo formados
hidroperoxidos diretamente também pode ocorrer em lipidios. Neste processo, a
oxidacao se inicia com a exposi¢ao do alimento a luz em conjunto a certas moléculas
de fotossensores, a exemplo de riboflavina, mioglobina e clorofila, tendo como
subproduto o peréxido (ARAUJO, 2015). A estabilidade oxidativa também sofre
influéncia da quantidade e tipo de metais presentes no 6leo (BOUAID; MARTINEZ;
ARACIL, 2007). Apesar dos inumeros fatores pré-oxidantes, tém-se mecanismos de
defesa denominados de antioxidantes. Estes apresentam capacidade de agir
diretamente na reacdo oxidativa ou impedir a acdo dos agentes pro-oxidantes
(GONCALVES, 2015).

A ingestédo de acidos graxos oxidados pode causar uma série de complicacdes
metabdlicas, destacando-se danos celulares, hipertrofia de figado e rins, alteracao na
composicao lipidica dos tecidos, lesbes hepatico-biliares e cardiacas, devido a
absorcdo intestinal e incorporacdo destes acidos oxidados nas lipoproteinas,
exacerbando o processo de estresse oxidativo e aterosclerotico (PENUMETCHA;
KHAN; PARTHASARATHY, 2000).

Além das condi¢des basicas para diminuir a deterioracao lipidica, existem alguns
métodos para medir a extensdo da oxidagao e para indicar 0 ponto em que o rancidez
acontece, além de testes de sensibilidade que sdo importantes para medir a
estabilidade de um lipidio em condicbes onde ha facilidade para oxidacdo
(FIGUEIREDO et al., 2017).

2.5.3 Andlises Opticas para 6leos vegetais

A espectroscopia Optica estuda a interacdo da luz pela matéria, conforme
demonstrado na figura 9 (TKACHENKO, 2006). E um teste ndo destrutivo, que fornece
analise rapida de resultados e pode ser usado para andlises qualitativas e
quantitativas (BAETEN; DARDENNE, 2002). As técnicas de espectroscopia, quando
comparadas a meétodos analiticos classicos, possuem vantagens, como alta
sensibilidade, menor custo-beneficio devido ao seu baixo consumo de reagentes,

baixos limites de detecc¢éo e quantificacdo (OLIVEIRA, 2013).
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(a) fonte de luz, (b) colimador. (c) prisma ou rede de difracdo. (d) fenda seletora () cubeta contendo solucio, (f) detector, (g) leitor.

Figura 9. Funcionamento da espectroscopia.

As espectroscopias de absorcgéo e fluorescéncia molecular permitem monitorar
a qualidade de oOleos que possuem tocoferois, carotenoides e clorofila (OLIVEIRA,
2013). Estes compostos absorvem e emitem energia em comprimentos de ondas
especificos e pré-determinados, como no caso dos a-tocoferdis em que € possivel
observar as emissdes caracteristicas na regido de 325 nm, e para a clorofila na regido
de 650 nm a 730 nm (VASCONCELO, 2015).

Para a técnica de absorcdo UV-Vis utiliza-se um espectrofotdbmetro de absorcéo,
gue compara as intensidades transmitidas sob dois canais: um com a amostra e outro
onde se coloca um composto padrdo, de referéncia (CHIMENEZ, 2012). Esta técnica
opera na regido espectral do ultravioleta (UV) (200 < A < 380-400 nm), visivel (Vis)
(380-400 nm < A < 700-800 nm) (ATVARS; MARTELLI, 2002) e pode ser empregada
para determinar a termo-degradacdo de 6leos vegetais, mensurando através dos
picos de absorcdo observados a formacédo de dienos, trienos e peroxidos em 6leos,

gue sao os resultados da oxidacdo (DANTAS et al., 2011).

Comparada com outros métodos de andlise espectroscépica e cromatografia, a
técnica de espectroscopia ultravioleta-visivel (UV-Vis) é simples, estavel, econdmica
e tem sido amplamente aplicada em muitos campos. A espectroscopia UV-Vis
acoplada a quimiometria foi desenvolvida para autenticacdo de Oleos comestiveis
(JJANG; ZHENG; LU, 2015; LIU et al.,, 2013) e avaliacdo do tocoferol em 6leos
comestiveis (GONCALVES; MARCO; VALDERRAMA, 2014).

Os métodos baseados em fluorescéncia sdo aqueles nos quais a excitacao da
molécula é conduzida pela absor¢céo de fotons. Como consequéncia, muitas vezes
referidos e/ou classificados como métodos fotoluminescentes. Neste caso, a molécula

€ inicialmente excitada e promovida para um estado eletrénico de maior energia, cujo
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retorno ao estado fundamental é acompanhado pela emissdo de radiacéo
eletromagnética (SOTOMAYOR et al., 2008).

A luminescéncia envolve varios tipos de fendmenos oOpticos; os mais difundidos
referem-se a fluorescéncia molecular, a fosforescéncia e a quimiluminescéncia. A
fluorescéncia é emitida em comprimentos de onda maiores aqueles de excitacéo,
deslocando-se entre 50 e 150 nm, quando comparado ao comprimento de onda da
luz usado para a excitacdo da molécula (TURRO, 1991).

Quando comparada a medida de absorcao, as medidas de luminescéncia séo
especificamente mais sensiveis. Contudo, o espectro de excitacdo se assemelha
muito ao espectro de absorcao, visto que quanto maior a absorbancia no comprimento
de onda de excitacdo (ou seja, quando absorve luz), mais moléculas sdo estimuladas
para o estado excitado e consequentemente mais emissdo sera notada (HARRIS,
2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar o 6leo da polpa do pequi quanto a caracterizacdo, propriedades,
qualidade e identidade, além de avaliar os efeitos de sua suplementacdo em um

modelo animal.

3.2 Objetivos especificos

- Realizar a caracterizacdo fisico-quimica, bem como parametros de qualidade

e identidade do 6leo;
- Determinar a estabilidade oxidativa do 6leo;
- Analisar o perfil de acidos graxos dos 6leos de pequi;

- Verificar o impacto da suplementacdo do 6leo de soja, pequi e azeite de oliva
nos parametros bioquimicos (colesterol e fracdes, triacilglicerois e glicemia) de

camundongos Swiss;

- Investigar a influéncia da insercéo dos 6leos de soja, pequi e azeite de oliva

nos sitios de gordura dos animais através de parametros morfométricos;

- Dosar as citocinas (IL-6; IL-10; MCP-1; TNF-a) presentes nos camundongos

Swiss, apos o periodo de suplementacéo.

- Avaliar as alteracdes histologicas (figado e pancreas) consequentes da

inclusdo dos 6leos na dieta dos animais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Matéria-prima

4.1.1 Oleos

O 6leo de pequi (Caryocar brasiliense Camb.) foi fornecido pela RTK® Cosmética
e Industria de Alimentos Naturais (Brasilia, Brasil), cujo processo de extracdo foi

realizado por prensagem a frio. Os demais 6leos foram adquiridos em comércio local.

4.1.2 Qualidade e identidade do 6leo de pequi

Os oleos foram qualificados quanto ao indice de acidez (método Ca 5a-40),
peréxido (método Cd 8-53), refracdo (método Cc 7-25), iodo (método Cd 1-25) e
saponificacdo (método Cd 3-25), de acordo com a American Oil Chemists' Society
(1990). O indice de acidez (lA) foi determinado pela adicdo de solucao de éter-alcool,
indicador de fenolftaleina e titulacdo com NaOH até o aparecimento da cor rosa. A
determinacao do indice de perdxido (IP) foi realizada com solu¢cédo de acido acético-
cloroférmio e iodeto de potassio, com repouso posterior no escuro, titulagdo com
tiossulfato de sodio a 0,01N e adicdo de amido solivel como indicador para
observacéo de alteracdo de cor. O indice de refracéo (IR) foi obtido pelo refratbmetro
Abbé calibrado com agua destilada, cujo indice de refracdo é 1,3330, a 20 ° C, com
temperatura corrigida para 40 °C. Para obter o indice de iodo (Il), os 6leos foram
introduzidos em erlenmeyers com tetracloreto de carbono e solugédo de Wijs, além de
tiossulfato de sddio para titulagdo até a mudanca de cor de azul escuro para rosado.
O indice de saponificacdo (IS) foi determinado com a adicdo de KOH e fenolftaleina
nas amostras, com titulacdo de HCI até o desaparecimento da cor rosa. Todas as

analises foram realizadas em triplicata.
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4.1.3 Analise de cor

A cor do oleo foi medida usando o colorimetro (CM-2300d, Konica Minolta,
Ramsey, NJ, EUA), expresso na escala de classificacdo CIE-L* a* b*, em que 0s
valores L* indicam a luminosidade, a* representa o vermelho-verde faixa e b* faixa
amarelo-azul. A partir dos resultados obtidos, foram determinados o angulo de matiz

(h) e o croma (C*).

4.1.4 Carotenoides totais

Para andlise de carotenoides utilizou-se a técnica de Maldonade et al. (2012)
modificada. Amostras de 5 g da gordura de pequi foram pesadas em erlenmenyer de
125 mL, onde foram adicionados 25 mL de acetona, agitados e armazenados por duas
horas na geladeira. ApGs centrifugacdo a 4000 rpm e 4 °C, os carotenoides foram
extraidos por particdo do sobrenadante em éter de petréleo, com sucessivas lavagens
com agua destilada, seguido de saponificacdo com NaOH 10% em alcool metilico
durante 2 horas no escuro. As amostras foram novamente centrifugadas e extraidas
por particdo em éter de petréleo, lavadas com agua destilada e recuperadas em baldo
volumétrico, apos a retirada do excesso de agua por sulfato anidro de sédio. Foram
realizadas leituras da absorbéancia em espectrofotometro a 450 nm para quantificacao
dos carotenoides totais.

4.1.5 Perfil de &cidos graxos

Os ésteres metilicos dos acidos graxos (FAME) foram preparados de acordo com
o0 meétodo de Maya e Rodriguez-Amaya com uma solucéo de derivatizacao de cloreto
de amonio, metanol e acido sulfurico. As FAMEs foram analisadas por cromatografia
gasosa (GC 2010, Shimadzu) para obter seus picos individuais. O equipamento
utilizou um detector de ionizagédo de chama (FID) e uma coluna capilar (BPX-70, 0,25

m de diametro interno, 30 mL de comprimento e 0,25 mm de espessura). A
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temperatura do injetor e do detector foi de 250 ° C. A temperatura inicial da coluna foi
mantida a 80 °C por 3 min e depois aumentada a 10 °C min! até atingir 140 °C,
seguida de um aumento para 240 °C a 5 °C min por 5 min. Os picos individuais de
FAME foram identificados comparando seu tempo de retencéo relativo com o padréo
de 37 FAMEs (Supelco C22, 99% puro).

4.1.6 Analises opticas

As amostras de 0Oleo vegetal de pequi foram diluidas em hexano de grau
espectroscopico em concentracdes de 5 g/L. Para medic¢des Opticas, foi utilizada uma
cubeta de quartzo com um percurso optico de 10 mm com quatro faces polidas. As
medidas de absorcao de UV-Vis foram realizadas usando um espectrémetro Lambda

265 - Perkin EImer® e o espectro de absorcéo entre 200 e 600 nm foi coletado.

O mapa de fluorescéncia (excitacdo/emissao) foi obtido usando um
espectrofotometro de bancada FS-2 (Scinco®), as amostras foram excitadas de 200
a 400 nm a cada 5 nm, sendo a emissdo medida 250 e 600 nm com uma resolucéo
de 1 nm. Para todas as experiéncias, as fendas de excitacdo e emissao foram fixadas

em5 nm.

4.1.7 Analises térmicas: Termogravimetria/Termogravimetria Derivada (TGA/DTG)

As analises dos 6leos foram realizadas com aproximadamente 4 mg de amostra
em um sistema termoanalisador (TGA Q50, TA Instruments, New Castle, DE, EUA)
sob uma atmosfera inerte de nitrogénio com um fluxo de 60 mL/min’t, com taxa de
aquecimento de 10 °C/mint com temperatura de 25 °C a 900 °C, utilizando cadinhos

de platina para suporte.
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4.1.8 Estabilidade oxidativa: Rancimat

A estabilidade oxidativa foi analisada medindo o periodo de inducéo pelo método
de Rancimat. Utilizou-se o equipamento 893 Professional Biodiesel Rancimat
(Metrohm®), onde 3,0 g de amostra foram submetidos a 110 °C, com fluxo de ar de
10 L.ht, de acordo com a norma europeia EN14112. O periodo de inducéo foi

determinado pela segunda derivada do método da curva de condutividade.

4.2 Experimento animal

4.2.1 Delineamento experimental

O presente estudo foi realizado de acordo com os regulamentos e diretrizes
éticas, e o protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica em Uso de
Animais (Protocolo n. 954/2018). Para execucao deste projeto foram utilizados
camundongos Swiss (Mus musculus), machos, adultos, fornecidos pelo Biotério
Central/CCBS/UFMS, mantidos em temperatura em torno de 22+2 °C, umidade
relativa do ar em 50-60 %, com ciclo claro-escuro de 12 horas, com dieta padréao AIN
—93M e 4gua ad libitum (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993).

O protocolo experimental esta demonstrado na Figura 10. Os camundongos
(n=80) foram randomizados em seis grupos experimentais e passaram pelo periodo
de 8 dias de adaptacdo. Apds este periodo, realizou-se a suplementacédo durante 90
dias, com diferentes fontes lipidicas (6leo de soja, azeite de oliva e 6leo da polpa de
pequi), via gavagem, em diferentes doses ajustadas semanalmente, conforme o peso
do animal. O Grupo Controle (GC) (n=13), recebeu Oleo de Soja (1000 mg/kg); Grupo
Azeite de Oliva 1 (AZ1) (n=13) e Grupo Azeite de Oliva 2 (AZ2) (n=14); foram
suplementados com azeite de oliva extra-virgem (1000 mg/kg e 2000 mg/kg,
respectivamente); Grupo Oleo de Pequi 1 (OP1) (n=14) e Grupo Oleo de Pequi 2
(OP2) (n=14), receberam o6leo de pequi (1000 mg/kg e 2000 mg/kg, respectivamente),

e o Grupo Azeite de oliva + Oleo de pequi (AZOP) (n=12), contendo azeite de oliva
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(1000 mg/kg) associado ao 6leo de pequi (1000 mg/kg). A eutanasia ocorreu por
exsanguinacdo, através de puncdo cardiaca, utilizando-se isoflurano como

anestésico.

Grupos
experimentais
A 90 dias de
suplementacao
8 dias de

adaptac&o 2 = s T : (—l—\

Camundongos f_‘lﬂ _ GC _ Azt _ AZ2 _ OP1 _ OP2 _ AZOP _}____|_ Eutanasia
Swiss = (n=13) (n=13) (n=14) (n=14) (n=14) (n=12)

(n=80)

Divisdo dos
grupos

Figura 10. Protocolo de intervencao experimental.

4.2.2 Analises bioquimicas

As amostras de sangue foram coletadas e centrifugadas para obter as fracdes
séricas e determinar os niveis de triacilglicerois, colesterol total, LDL-c, HDL-c, VLDL-
¢, ndo-HDL-c e glicose sanguinea. O colesterol total e suas fragcbes, bem como
triacilglicerois e glicose foram determinados através de método enzimatico-

colorimétrico com kits especificos e medi¢des por espectrofotometria.

4.2.3 Peso corporal, gordura visceral e figado

Para obtencdo do peso corporal, os animais foram submetidos a pesagem em
balanca semi-analitica (Bel Diagnostica®) semanalmente. O figado e os sitios de
gorduras omental, epididimal, retroperitoneal, perirrenal, e do mesentérico de cada
animal foram removidos e pesados em balanca semi-analitica (Bel Diagnéstica®), para
comparacao entre os grupos estudados. Os valores de peso corporal foram expressos
em gramas. O indice de adiposidade (IA) foi calculado de acordo com a equacéo 1
(WHITE et al., 2016).
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14 (%) = Soma total dos sitios de tecido adiposo visceral branco (g) 100 (1
o7 Peso corporal final do animal (g) g @)

4.2.4 Quantificacao de citocinas

O soro foi coletado apés centrifugacdo e armazenado novamente a —80 °C até a
analise de citocinas, de acordo com as recomendacdes do fabricante (painel
MILLIPLEX MAP/Mouse Cytokine/Chemokine e Adipocyte Magnetic Bead) (Millipore,
Billerica, MA, EUA). As concentracdes das seguintes citocinas foram analisadas: IL-
10, IL-6, MCP-1 e TNF-a usando o kit MCYTOMAG-70K. A concentracdo das citocinas
IL-10, IL-6, MCP-1 e TNF-a no soro foi expressa em picogramas de citocinas em

relacdo ao conteudo de proteinas (mg de proteina).

4.2.5 Analises histopatoldgicas

Para as analises do efeito do tratamento nos hepatécitos utilizou-se o sistema
de Kleiner (2005), com avaliagéo do grau de esteatose (<5 %, 5 a 33 %, 34 a 66 %,
> 66%), esteatose micro vesicular (ausente ou presente), inflamacao lobular (Ausente,
< 1 foco/campo, 2-4 focos/campo ou > 4 focos/campo), balonizacdo (ausente, poucas
células ou muitas células), hialino de Mallory (ausente ou presente), nucleo
glicogenado (nenhum/raros ou alguns) e apoptose (ausente ou presente).

Na avaliacdo da arquitetura do pancreas, as avalia¢cdes foram de acordo com as
alteracbes nas llhotas de Langerhans (sem alteracdo, atrofia discreta, atrofia,
hipertrofia discreta e hipertrofia), &cinos pancreaticos (sem alteracdo, necrose/atrofia),
e inflamacéo pela presenca de células inflamatodrias internamente (insulite) e na
periferia (perinsulite) das llhotas de Langerhans (PASINI, 2012; WANG et al., 2014;
CHANDRAN et al., 2016).
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4.2.6 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como meédia * erro padrdo médio. Para
comparagdes multiplas de resultados paramétricos, foi realizada uma ANOVA seguida
de um pos-teste de Tukey. O teste do qui-quadrado foi utilizado para avaliar
associacfes nas analises histolégicas, seguido pelo teste de Bonferroni. Foi adotado
um nivel de significancia de p <0,05. A analise estatistica foi realizada utilizando o
software Jandel Sigma Stat, versao 3.5 (software Systat, Incs., San Jose, CA, EUA) e
Bioestat 5.0 (software Systat, Incs., San Jose, CA, EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacado do 6leo da polpa de pequi

A Tabela 1 apresenta os principais indices para avaliacdo da qualidade e
identidade do 6leo de pequi. O indice de acidez indica a presenca de acidos graxos
livres, que em quantidades significativas, torna o 6leo mais propenso a rancificacdo
(AREMU; IBRAHIM; ANDREW, 2017). Neste estudo, o teor de acidez encontrado no
0leo de pequi (Tabela 1) esta dentro do limite maximo permitido para 6leos brutos (<
4 mg KOH/g) (CODEX ALIMENTARIUS, 1999). Assim como neste estudo, valores
dentro do padréo recomendado de acidez foram obtidos (0,68 mg KOH/g) no éleo de
outra espécie do fruto pequi (Caryocar coriaceum Wittm.) (SENA JR, 2010), e também
no 6leo de bocaiuva (0,97 mg KOH/gt), composto por um perfil de AGs similar ao 6leo
de pequi (LESCANO et al., 2015).

Tabela 1. indices de qualidade e identidade do 6leo da polpa de pequi.

indices Valores

Indice de peréxidos (mEq O2 kg) 13,63 £ 0,97
indice de acidez em &cido oleico (mg KOH/g™?) 1,27 £ 0,02
indice de saponificagdo (mg KOH g1) 136,5 + 0,60
indice de refracdo a 40 °C 1,46 + 0,00
indice de iodo (g 12 1001 g) 76,7 0,72
Densidade relativa 0,57 £ 0,00
L* 36,6 + 0,03
C* 22,2 + 0,02
h (deg) 74,3 0,04
a* 6,0 + 0,02
b* 21,4 +0,05
Carotenoides (ng/g) 2,39+0,04

Os resultados estéo expressos em média + erro padrdo da média.
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O indice de peréxidos apresentou um valor elevado (13,63 mEq Oz kg?),
podendo ser explicado pelo grau de insaturacédo do 6leo, ou até mesmo indicando o
inicio do processo de oxidagdo. No entanto, o indice esta de acordo com o valor
maximo padrédo considerado para éleos brutos (< 15 mEq Oz kg*?), demonstrando
estar apropriado para consumo (CODEX ALIMENTARIUS, 1999). Diferindo do valor
deste trabalho, outro estudo demonstrou um resultado inferior de 4,40 mEqg O2 kg™,

encontrado no 6leo extraido da polpa de C. coriaceum Wittm. (PEREIRA et al. 2019).

O indice de iodo obtido (76,7 12/100! g) encontra-se préximo aos valores
encontrados em um estudo onde analisaram 10 6leos de diferentes cultivares da oliva
(Olea europaea L.), relatando valores entre 80 a 89 12/100g (SHIRZAD et al., 2017).
Em contrapartida, em um trabalho onde analisou-se 6leo do fruto de Byrsonima
cydoniifolia A. Juss., que assim como pequi é oriundo do Cerrado brasileiro, o indice
de iodo deste estudo apresentou um grau de insaturacdo significativamente maior
(120,84 12/100g*) quando comparado ao 6leo de pequi (MARCELINO et al., 2019). O
resultado obtido indica maior estabilidade do 6leo de pequi, em relagdo aos demais
citados, ja que quanto maior a insaturacdo menor serd sua estabilidade oxidativa
(AREMU; IBRAHIM; ANDREW, 2017).

O valor do indice de saponificacdo reportado foi considerado de baixo valor
(136,5 mg KOH g1), semelhante ao recomendado para o azeite de oliva (184 — 196
mg KOH/g) e 6leo de palma (190 — 209 mg KOH/g) (CODEX ALIMENTARIUS
1981;1999), que possuem caracteristicas similares ao 6leo estudado, isto indica
baixas quantidades de &cidos graxos com peso molecular.

O oleo analisado evidenciou a presenca de carotenoides, devido aos valores
positivos de a* e b*, mostrando que a maior parte dos pigmentos sdo amarelados,
seguido pelo vermelho, o que se correlaciona ao teor de carotenoides totais detectado
na amostra. O valor elevado de C* indica a forte intensidade de cor do dleo,
considerado entdo como escuro. Elevados valores de carotenoides sao encontrados
em um numero limitado de 6leos comestiveis, quando comparado ao 6leo de Buriti
(Mauritia flexuosa) e ao 6leo de palma, considerados ricos nesse composto, 1.722,87
mg kg (SERRA et al., 2019) e 1.385 mg kg (SAMPAIO et al., 2012), o 6leo de pequi

nao se sobressai apresentando o teor de 2.39 ug/g de carotenoides totais.
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A caracterizacdo do perfil de AGs do Oleo (Tabela 2) apresentou elevada
guantidade de acidos graxos monoinsaturados (MUFA), especialmente o AG oleico
(56,61 %), seguido pelo AG saturado palmitico (37,78 %) e o polinsaturado linoleico
(3,9 %). Os valores encontrados se asselham aos reportados por Nascimento-Silva et
al. (2019), 55,87 %, 35,17 % e 1,53 %, respectivamente, com excecao do AG linoleico
gue se destaca neste estudo, apresentando-se em maior quantidade. Esta diferenca

também é percebida no estudo de Roll et al. (2018), onde tem-se o valor de 1,36 %.

Tabela 2. Perfil de acidos graxos do 6leo da polpa de pequi (% em area)

Acidos graxos Valores

Saturados
Butirico, C4:0 0,04 + 0,01
Miristico, C14:0 0,08 + 0,00
Palmitico, C16:0 37,78 £ 1,07
Heptadecandico, C17:0 0,05+ 0,00
Esteérico, C18:0 1,84 £ 0,00
Araquidico, C20:0 0,19+£0,02
Behénico, C22:0 0,06 £ 0,01
Lignocérico, C24:0 0,07 £0,01

TOTAL 40,04

Monoinsaturados

Palmitoleico, C16:1 0,57+0,01

Oleico, C18:1 (w-9) 52,61 + 1,66

Cis-11- eicosénico, C20:1 0,19 + 0,00
TOTAL 53,56

Polinsaturados

Linoleico, C18:2 (w-6) 3,9+0,15

a-Linolénico, C18:3 (w-3) 0,40 £ 0,00

Homo- y -Linolénico, C20:3 0,04 + 0,00
TOTAL 4,34

Os resultados esté@o expressos em média + erro padrdo da média.
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5.2 Andlises de espectroscopia do 6leo da polpa de pequi

O espectro de absorcédo molecular do 6leo da polpa de pequi, diluido em hexano
a concentracdo de 5 x 102 g mL*? esta representado na figura 11. Enquanto os
resultados de fluorescéncia estdo apresentados na figura 12, em 6leo diluido a

concentracdo de 5 x 103 g mL* e em 6leo puro.

Através da banda de absorcdo aproximado em 313 nm foi possivel verificar a
presenca do antioxidante a-tocoferol (OLIVEIRA et al., 2017), tanto pela presenca da
banda de absorcédo aproximadamente em 313 nm (Figura 11), quanto pela banda de

emissdo em 327 nm, sendo excitado em 290 nm na Figura 12 (a).

06
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Figura 11. Absorcdo espectroscopica
molecular do 6leo da polpa de pequi
diluido em hexano a 5x102 g ml?, obtida
entre 200 - 600 nm em temperatura
ambiente.

Quanto a analise de fluorescéncia diretamente no 6leo vegetal sem diluicdo
(12b), foi observada a presenca de uma banda de emisséo centrada em 530 nm
guando excitada em 470 nm. Esta banda de fluorescéncia pode ser atribuida a um
grupo de antioxidantes naturais, tocoferois e tocotrienois, denominado vitamina E
(FAN et al., 2017). N&o foi percebida de forma significante a presenga de carotenoide,
gue neste estudo esteve levemente pontuada na analise com o 6leo ndo diluido

(Figura 12b). Este dado se correlaciona ao valor de carotenoides totais encontrado e
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expresso na Tabela 1, demonstrando a baixa concentracéo de carotenoides no 6leo

e maior presencga de tocoferois, destacando o a-tocoferol.
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Figura 12. Mapa de excitacdo-emissao do 6leo da polpa de pequi, obtido entre

200 — 400 nm e coletado entre a faixa de emiss&o de 250 e 600 nm. (a) Oleo de

pequi & concentracdo de 5x102 g mlt; (b) Oleo de pequi ndo diluido.

5.3 Anélise Térmica: TG/DTG

A degradacao térmica (Figura 13) do 6leo de pequi foi observada principalmente
na faixa de 195 °C a 457 °C, estabilizando sua massa posteriormente. O pico se deu
na faixa de 388 °C, onde posteiormente houve perda de massa total de 99,8%. Os
residuos foram de 0,1% estando abaixo de possiveis erros de andlise. A perda de
massa inicial em cerca de 195 °C pode ser atribuida a perda de umidade do 6leo,
volatilizacdo compostos como aldeidos e acidos graxos de cadeia curta, fator comum
entre 6leos vegetais, ja a composicao do o6leo influencia a perda de massa restante
(DEL-RIO et al., 2016).
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Figura 13. Termogravimetria/Termogravimetria
Derivada (TGA/DTG) do 6leo da polpa de pequi.

5.4 Estabilidade oxidativa do 6leo: Rancimat

A estabilidade oxidativa do 6leo € dependente de vérios fatores, como a
composicdo quimica do Oleo, incluindo os compostos antioxidantes e oxidaveis
(CHEN et al., 2011). Ndo h& periodo minimo de inducdo recomendado para 6leos
comestiveis de boa qualidade, no entanto, pode-se considerar que o 6leo de pequi
atingiu um alto periodo de indugcédo (8,6 horas), e consequente alta estabilidade
oxidativa (Figura 14), pois seu valor é semelhante a oOleos considerados muito
estaveis, como o oleo de soja (12h), oleo de milho (9,96h) e o de canola (8,63h)

(CASTELO-BRANCO et al., 2016).

A estabilidade oxidativa de Oleos vegetais é fundamental para a saude de quem
ird consumi-los, visto que o processo oxidativo contribui para o desencadeamento de
uma série de doencas degenerativas, incluindo aterosclerose, cancer, infarto, asma,

doenca cardiovascular, artrite, hepatites, catarata e outros danos de retina,
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contribuindo também para o envelhecimento celular (BARTOSZ; KOLAKOWSKA,
2011).
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Figura 14. Condutividade elétrica versus tempo
determinado pelo método de Rancimat.

5.5 Experimento animal

Os animais foram suplementados com diferentes fontes lipidicas, considerando
0 Oleo de soja como controle, devido ao fato de ser um 6leo amplamente produzido e
consumido pela populacdo mundial (USDA, 2007), e comparando o azeite de oliva
com o 6leo de pequi, ja que ambos apresentam um perfil de &cidos graxos

semelhantes.

A suplementacéo foi aplicada pelo periodo de 90 dias. Os grupos suplementados
com o 6leo de pequi, apresentaram melhores resultados principalmente nos niveis de
colesterol total, LDL-c e ndo-HDL-c (Tabela 3) em comparacdo aos demais grupos. O
beneficio do consumo de dietas ricas em MUFAs esta associado a redugéo dos niveis
de colesterol total e LDL-c (BOS, 2010), podendo ser este um dos fatores benéficos

para os baixos niveis de LDL-c e ndo-HDL-c encontrados, mesmo com os altos niveis
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de SFA gque estédo associados a elevados niveis plasmaticos de LDL-c (WANDERS et
al., 2010).

A administracdo do azeite de oliva (2000 mg/kg) também apresentou valores
significativamente diminuidos. Sua relagdo com o 6leo de pequi se da pelo fato de que
ambos possuem composicado de acidos graxos semelhantes, sendo prioritariamente
composto pelo &cido graxo oleico, porém em maior quantidade, aproximadamente
80%, seguido de palmitico e linoleico (GORZYNIK-DEBICKA et al., 2018). E valido
ressaltar que a suplementacdo com 6leo de pequi (2000 mg/kg) atingiu uma melhor
resposta nos parametros que comumente sao associados a aterosclerose (LDL-c e
nao-HDL-c) (MORITA, 2016) quando comparado ao grupo CG e AZ1, suplementados

com 6leo de soja e azeite de oliva, respectivamente.



53

Tabela 3. Parametros bioquimicos apés 90 dias de suplementacédo com diferentes fontes lipidicas.

Parametros (mg dL™t) GC AZ1 AZ2 OP1 OP2 AZ + OP

Colesterol total 188,79 +9,18 177,68 +9,59 163,22+10,80 134,61 +5,29*% 138,90 +6,01*% 149,85+ 5,15*
HDL-c 120,93 £5,18 119,62 + 7,48 118,54 + 6,37 97,26 + 4,08 109,33 + 6,13 111,75 £ 5,74
LDL-c 43,88 £ 5,02 33,36 £ 6,25 19,65 + 6,05* 14,10 + 1,42* 6,58 + 1,88*8 15,47 + 2,60*
Non-HDL-c 69,10 £ 5,90 58,05 + 6,46 44,68 + 6,77 37,35+ 1,88* 29,57 + 1,83*8 38,08 £ 2,91*
VLDL-c 23,97 £4,18 24,70 £ 3,06 25,03+ 3,31 23,25 + 3,95 22,99 £ 2,35 22,62 + 2,67
Triglicerideos 188,77 £5,80 123,49 +4,43 125,16 + 4,26 116,25 + 5,27 114,97 + 2,72 113,14 + 3,86
Glicose 180,64 £+ 21,50 179,12 +16,78 234,46 +13,19 216,68 + 14,47 191,90 +£ 10,33 229,29 + 13,89

GC indica grupo controle, suplementado com 6leo de soja (1000 mg/kg); Grupos AZ1 e AZ2 receberam azeite de oliva (1000 mg/kg e 2000 mg/kg, respectivamente); Grupos
OP1 e OP2 suplementados com 6leo de pequi (1000 mg/kg e 2000 mg/kg, respectivamente) e grupo AZ + OP receberam simultaneamente azeite de oliva (1000 mg/kg) com
6leo de pequi (1000 mg/kg). Os valores estéo representados em média + erro padrdo da média. Na mesma linha, * p < 0,05, vs. GC; § p < 0,05 vs. AZ1. ANOVA, de uma via

com post test Tukey.
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Em relacdo ao ganho de peso corporal (Tabela 4), ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos (p < 0,05). Contudo, o efeito sinérgico do grupo AZ + OP
apresentou a menor meédia, possivelmente estando relacionado a alta dose de
MUFAs. Resultados similares foram observados no peso de tecido adiposo dos
animais e indice de adiposidade (Tabela 4), onde o grupo AZ + OP obteve um menor
peso nas principais gorduras viscerais, como o tecido adiposo epididimal, que em
camundongos € uma das principais areas de deposito de gordura visceral (DELLA et
al., 2016). Outros sitios de grande importancia, como mesentérico e retroperitoneal
(CANDIDO et al., 2020) também mostraram-se diminuidas em relacdo ao grupo

controle.

A presenca de tocoferois, e principalmente de tocotrienois presentes tanto no
o0leo de pequi, conforme demonstrado neste estudo, como no azeite de oliva
(CAPORASO et al., 2015) podem estar associados a este efeito. Uto-Kondo et al.
(2009) avaliaram o efeito de uma fracéo rica em tocotrienol do 6leo de palma contra a
diferenciacdo de adipécitos em células 3T3-L1, e constaram que este antioxidante

suprimiu a diferenciacao de pré-adipdcitos em adipdcitos reduzindo o ganho de peso.
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Tabela 4. Peso corporal, gorduras viscerais, figado e indice de adiposidade dos animais suplementados com diferentes
fontes lipidicas.

Parametros GC AZ1 AZ2 OP1 OP2 AZ + PO

Peso inicial (g) 39,231 +1,277 37,692 + 1,157 40,286 + 1,197 39,429 + 1,561 38,500 + 1,185 39,333+ 0,873
Peso final (g) 48,923 +1,916 48,615+1,591 52,714 +1,535 51,286 + 1,871 47,429 + 1,349 46,333 = 2,028
Gordura omental(g) 0,073+0,011 0,050+ 0,009 0,053 +0,006 0,038+ 0,007* 0,031+ 0,006* 0,026 + 0,004*
Gordura epididimal (g) 1,970+0,224 1,817+0,123 1,715+0,175 1,583+0,177 1,281 +0,134* 1,055+ 0,132*8

Gordura mesentérica (g) 1,008 £+0,110 0,970+0,095 1,083+0,164 0,847 +£0,107 0,850+0,115 0,528 + 0,074*5¥
Gordura retroperitonial (g) 0,693 + 0,088 0,670+ 0,065 0,488 +0,064 0,462 +0,066 0,363 + 0,047*% 0,330 + 0,036*8

Gordura perirrenal (g) 0,391 +0,046 0,368 +0,047 0,304 +0,050 0,212 +0,030* 0,209 +0,031* 0,151 + 0,017*5
indice de adiposidade (%) 8,290 + 0,620 7,888 +0,378* 6,799 +0,632* 5,986 + 0,567 5,640 +0,515% 4,422 + 0,436*5¥
Figado (g) 1,70 £ 0,086 1,66 +0,0/0 1,55+0,118 1,43 £0,093 1,33 +0,035*8 1,40 + 0,046

GC indica grupo controle, suplementado com éleo de soja (1000 mg/kg); Grupos AZ1 e AZ2 receberam azeite de oliva (1000 mg/kg e 2000 mg/kg, respectivamente); Grupos
OP1 e OP2 suplementados com éleo de pequi (1000 mg/kg e 2000 mg/kg, respectivamente) e grupo AZ + OP receberam simultaneamente azeite de oliva (1000 mg/kg) com
Oleo de pequi (1000 mg/kg). Os valores estao representados em média + erro padrao da média. Na mesma linha, * p < 0,05, vs. GC; § p < 0,05 vs. AZ1; ¥ p < 0.05 vs. AZ2.
ANOVA, de uma via com post test Tukey.
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O consumo de AGs esta associado ao processo de inflamagcdo no organismo,
principalmente a ingestdo de acidos graxos saturados, sabe-se que este influencia no
acumulo de AGs livres no figado e na ativacdo de marcadores inflamatérios (BERSCH-
FERREIRA et al., 2018). A Figura 15 mostra os niveis das citocinas inflamatorias
circulantes nos animais apés 90 dias de suplementacdo com 6leos. Dentre as principais,
a IL-6 na inflamacao esta relacionada principalmente a hipertrigliceridemia associada a
obesidade visceral e o acumulo de gordura hepética (CALDER et al., 2011). J4 a IL-10
gera uma condi¢do anti-inflamatéria no tecido adiposo, inibindo a producédo de TNF-a e
IL-6 e aumentando os niveis das outras citocinas anti-inflamatérias (MEDEIROS et al.,
2017).

N&o houve diferenca estatistica entre os grupos IL-6 (p = 0,944), MCP-1 6 (p =
0,640), TNF-a (p = 0,834) e antiinflamatadria IL-10 (p = 0,709). Em estudo realizado com
ratos utilizando a suplementacdo com o 6leo de améndoa do pequi (PAO) em
concentracdo de 6 mL/kg, os resultados sugerem que a PAO atenua a resposta
inflamatdria aguda, quando induzida por CCl4, modulando de forma positiva 0s niveis
circulantes de leptina, IL-6, LTB4 e LTB-5 (TORRES et al., 2016).
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Figura 15. Efeitos da suplementacdo de diferentes fontes lipidicas nas citocinas pro-
inflamatorias e antiinflamatérias.

GC indica grupo controle, suplementado com éleo de soja (1000 mg/kg); Grupos AZ1 e AZ2 receberam
azeite de oliva (1000 mg/kg e 2000 mg/kg, respectivamente); Grupos OP1 e OP2 suplementados com 6leo
de pequi (1000 mg/kg e 2000 mg/kg, respectivamente) e grupo AZ + OP receberam simultaneamente
azeite de oliva (1000 mg/kg) com 6leo de pequi (1000 mg/kg).

Em relacdo as possiveis alteragdes no figado (Tabela 5), ndo foi identificado
diferenca estatistica quanto a presenca de esteatose hepatica (p=0,17) e esteatose
microvesicular (p=0,45). Contudo, houve acumulo de AGs livres no figado, com
excecdo do grupo AZ + OP que apresentou apenas esteatose microvesicular,
demonstrando que o efeito sinérgico do mix de azeite de oliva junto ao 6leo de pequi
pode ter exercido um leve papel protetor, devido a maior concentracdo de
antioxidantes conhecidos por atuarem beneficamente em sistemas biologicos e
proteger contra danos oxidativos (MAIANI et al., 2009), visto que o estresse oxidativo

€ uma das causas de lesdes hepatocelulares (CANDIDO et al., 2020).

Houve diferenca significativa entre os grupos quanto a presenca de Hialino de
Mallory, sendo que no poés-teste este esteve significativamente mais presente nos
animais de todos os grupos em relacdo ao GC, assim como entre o grupo AZ + OP
em relagdo ao AZ1. A apoptose esteve significativamente mais prevalente no grupo
OP1 em relagdo ao GC e ao AZ1, sendo que neste ndo houve presenca em nenhum

dos animais. No estudo de Palmeira et al. (2015), comprovaram que a administracéo
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do 6leo de C. brasiliense em dose de 400 mg/kg em camundongos induzidos com
diethylnitrosamina 10 ug/g reduziu o desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas e

adenoma hepatico.
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Tabela 5. Distribuicdo das alteracfes observadas no figado dos animais apds 90 dias
de suplementacdo com diferentes fontes lipidicas.

Variavel GC AZ1 AZ2 OP1 OoP2 AZ + OP

Alteragdes no figado

Esteatose (p=0,17%)

< 5% 36,36(4)  60,0(6) 80,0(8) 80,0(8) 40,0(4)  66,7(6)

5 - 33% 18,18(2)  20,02)  10,0(1)  10,0(1) 40,04)  33,3(3)

33- 66 4545(5)  20,02) 10,0(1)  10,0(1)  20,0(2) 0,0(0)
Esteatose microvesicular (p=0,45)

Ausente 81,8(9)  90,0(9) 100,0(10)  90,0(9) 100,0(10)  88,9(8)

Presente 18,2(2)  10,0(2) 0,000)  10,0() 0,000  11.1(1)
Inflamac&o lobular (p=0,165)

Ausente 54,6(6)  70,0(7) 50,05) 50,0(5) 20,0(2)  77,8(7)

< 2 focos 45,4(5)  30,0(3) 50,055) 50,0(5) 70,0(7)  22,2(2)

2-4 focos 0,0(0) 0,0(0) 0,0(0) 0,000)  10,0(2) 0,0(0)
Balonizacéo (p=0,06®)

Ausente 72,7(8)  80,0(8)  20,0(2) 0,000)  10,0(2) 0.0(0)

Poucas 27,3(3)  20,02) 20,02 30,03) 30,03  11,1(1)

Muitas 0,0(0) 0,000  40,006) 70,0(7) 60,0(6)  88,9(8)
Hialino de Mallory (p<0,001*E)

Ausente 100,0(11)  80,0(8)  40,0(4)  20,0(2)  40,0(4)  11,1(1)

Raros 0,000) 20,0(2) 40,0(4) 40,0(4)  40,0(4)  66,7(6)

Varios 0,0(0) 0,00) 20,02 40,0(4) 20,02 22.2(2)
Apoptose (p=0,001%)

Ausente 81,8(9) 100,0(10)  70,0(7)  20,0(2)  30,0(3)  44,4(4)

Presente 18,2(2) 0,000 30,0(3) 80,0(8) 70,0(7)  55,6(5)

Glicogenacao nuclear (p=0,07)
Nenhum/raros 100,0(11) 90,0(9) 100,0(10) 90,0(9) 100,0(10) 88,9(8)
Muitos 0,0(0) 10,0(1) 0,0(0) 10,0(1) 0,0(0) 11,1(2)

GC indica grupo controle, suplementado com 6leo de soja (1000 mg/kg); Grupos AZ1 e AZ2 receberam azeite de
oliva (1000 mg/kg e 2000 mg/kg, respectivamente); Grupos OP1 e OP2 suplementados com 6éleo de pequi (1000
mg/kg e 2000 mg/kg, respectivamente) e grupo AZ + OP receberam simultaneamente azeite de oliva (1000 mg/kg)
com 6leo de pequi (1000 mg/kg). Os dados estdo apresentados em frequéncia relativa (frequéncia absoluta). Valor
de p no teste do qui-quadrado. Devido tamanho amostral, duas categorias foram agrupadas da seguinte forma: A=
<5% e 25%; B = Ausente e Presente.
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Entre os dados obtidos na analise histologica do pancreas (Tabela 6), ndo houve

associacdo entre a presenca de llhotas de Langerhans (p=0,93) ou de células

inflamatérias entre os grupos (p=0,38). Nenhuma amostra analisada neste estudo

apresentou alteracdes em 4cinos pancreaticos.

Tabela 6. Distribuicdo das alteracdes observadas no pancreas dos animais apos 90 dias
de suplementacdo com diferentes fontes lipidicas.

Variavel GC

AZ1l AZ2 PO1 OoP2 AZ + OP

llhota de Langerhans (p=93*)

Sem alteracéo 45,4 (5)
Atrofia discreta 36,4 (4)
Atrofia 0,0 (0)
Hipertrofia 9,1(2)
Nao avaliavel 9,1(2)

Acinos pancreéticos (B)
Sem alteracdo 100,0 (11)
Células inflamatoérias (p=0,38)
Sem alteracao 100,0 (11)

Insulite 0,0 (0)

3333(3) 36,4(4) 33,33(3) 454(5) 36,4 (4)
66,7 (6) 33,33(3) 33,33(3) 33,33(3) 33,33(3)
00(0) 222() 3333 11,1(1)  0,0(0)
0,0(0)  0,0(0) 000) 00(0) 222(2)

000) 000 000 00(@)  0,0/(0)

100,0 (9) 100,0 (9) 100,0 (9) 100,0(9) 100,0 (9)

100,0 (9) 88,9(8) 100,0(9) 100,0(9) 100,0 (9)

00(0) 11,1(1) 0,00 00()  0,0(0)

GC indica grupo controle, suplementado com 6éleo de soja (1000 mg/kg); Grupos AZ1 e AZ2 receberam azeite de oliva
(2000 mg/kg e 2000 mg/kg, respectivamente); Grupos OP1 e OP2 suplementados com dleo de pequi (1000 mg/kg e 2000
mg/kg, respectivamente) e grupo AZ + OP receberam simultaneamente azeite de oliva (1000 mg/kg) com 6leo de pequi
(1000 mg/kg). Os dados estdo apresentados em frequéncia relativa (frequéncia absoluta). Valor de p no teste do qui-
quadrado. ®Devido tamanho amostral, as categorias foram agrupadas em Sem alteracdo e Com alteragdo; ®)Anélise
estatistica inferencial inviavel pela auséncia de variabilidade entre os grupos.
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6 CONCLUSAO

- O 6leo da polpa de pequi € apresenta qualidade para consumo e excelente estabilidade
oxidativa, tendo potencial para ser comercializado em grande escala na industria

alimenticia.

- A suplementacdo com o 6leo de pequi promove efeitos benéficos no perfil lipidico,
principalmente no colesterol total, LDL-c e n&o-HDL-c, indices associados a

aterosclerose e processo inflamatorio.

- A associacao entre Oleo da polpa de pequi e azeite de oliva diminui 0 desenvolvimento
de tecido adiposo branco, devido a presenca de antioxidantes, como tocoferois e

tocotrienois.
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