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RESUMO

A doenca cardiovascular (DCV) é a maior causa de morte nas civilizagdes ocidentais,
sendo influenciada diretamente pela dieta e o tipo de acido graxo que as compdem.
Populag¢des que apresentam um elevado consumo de 6leos e gorduras tem um maior
numero de mortes por doenga cardiovascular. O Babagu Orbignya phalerata Mart.
(Attalea glassmanii Zona) apresenta um alto teor de 6leo nas améndoas e participa
da dieta alimentar de varias comunidades quilombolas. No presente estudo, objetivou-
se analisar comparativamente os efeitos microcirculatorias do 6leo de babacu nao
refinado Orbignya phalerata Mart. (Attalea glassmanii Zona) com o Azeite de Oliva na
microcirculacdo e no figado de hamster machos da espécie Mesocricetus auratus,
verificando a permeabilidade a macromoléculas apds isquemia-reperfusédo (I/R) sem
e com aplicacao tépica de histamina. Trata-se de estudo experimental, tendo como
modelo o diverticulo do vestibulo oral (Bolsa Jugal) de hamsters, a qual foi preparada
para microscopia intravital. Os hamsters foram divididos em sete grupos e tratados
oralmente por 14 dias, duas vezes ao dia (as 8 e as 16 horas), receberam por via oral
os tratamentos nas seguintes doses: 6leo de babagu n&o refinado (0,02 mL/dose
[grupo OB-2], 0,06 mL/dose [grupo OB-6], 0,18 mL/dose [grupo OB-18]; azeite de oliva
(0,02 mL/dose [grupo AO-2], 0,06 mL/dose [grupo AO-6], 0,18 mL/dose [grupo AO-
18]; e 6leo mineral (OM), 0,18 mL/dose [grupo OM-18]. As observagdes foram feitas
no 15 dia, no diverticulo do vestibulo oral dos hamsters, sendo avaliados a aumento
da permeabilidade vascular induzida por I/R sem e com aplicagdo de histamina e no
figado coletou-se o material biolégico de forma asséptica, em seguida fixados em
formol 10% tamponado pH 7,2, analisados macroscopicamente, processados e
embebidos em parafina, feito cortes e corados em hematoxilina/eosina para analise
microscopica. Os resultados evidenciaram, para as analises microcirculatérias, uma
reducgéo, significante, no numero de extravasamentos apos isquemia-reperfusao (I/R)
sem e com aplicagao topica de histamina nos animais tratados com éleo de babagu
nao refinado na dose de 0,06mL/dose (OB-6) e 0,18mL/dose (OB-18) do que nos
animais tratados com Azeite de Oliva nas mesmas doses. Observou-se um efeito de
dose, no grupo OB (p<0,001) na diminuicdo dos extravasamentos apos isquemia-
reperfusdo (I/R) sem e com aplicagao tépica de histamina. As analises Histolégicos
do figado n&o apresentaram alteragdes com deposicdo de gordura em nenhum dos
tratamentos. As analises bioquimicas para caracterizagao do perfil lipidico nao
apresentaram alteragbes em nenhum dos tratamentos. Analises fitoquimicas
demonstraram a existéncia de um componente quimico (C31HsoNOs) presente no 6leo
de babacgu nao refinado e ausente no azeite de oliva e a existéncia de subprodutos
provenientes de degradagao do composto quimico (Cs7H7o0NOs) presentes no dleo de
babacu nao refinado e ausente no azeite de oliva. Os experimentos demonstram o
efeito protetor do 6leo de babacgu nao refinado sobre o sistema microcirculatorias sem
e com aplicacao tdpica de histamina e a sua superioridade com efeito de dose sobre
0 azeite de oliva, contribuindo dessa forma para a inser¢do do mesmo na categoria
de alimento funcional como protetor vascular. A demonstragdo de um componente



quimico (C31HeoNOs) pela analise fitoquimica presente no OB e ausente no (AO)
desperta o interesse na investigagado quanto a possibilidade de ser este, o composto
quimico, responsavel pelo melhor efeito de protecdo da permeabilidade de membrana
observado no 6leo de babagu no modelo de I/R, podendo ser no futuro um farmaco
para tratamento de doencas cardiovasculares.

Palavras-chave: Attalea, Babacu, Doencas Cardiovasculares, Espectrometria de
Massa, Microcirculagao, Orbignya phalerata



FRANCA-SILVA, FABIO. MORPHOFUNCTIONAL ANALYSIS OF THE EFFECTS OF
UNREFINED BABASSU OIL Orbignya phalerata Mart. (Attalea glassmanii Zone):
Comparative Study with Olive Oil in the microcirculation and liver. 2018. Thesis
(PhD in Biotechnology). Postgraduate Program in Biotechnology of the Northeast
Network of Biotechnology, Focal Point Federal University of Maranh&o, Sao Luis - MA,
2018.

ABSTRACT

Cardiovascular disease (CVD) is the leading cause of death in Western civilizations.
The type of fatty acid which makes up the diet is related to the cardiovascular
morbimortality and the formation of atheromas. Populations with high consumption of
oils and fats have a higher number of deaths from cardiovascular disease. The
Babassu Orbignya phalerata Mart. (Attalea glassmanii Zone) has high oil content in
almonds and participates in the diet of several quilombola communities. In the present
study, the objective was to comparatively analyze the microcirculatory effects of
unrefined babassu oil Orbignya phalerata Mart. (Attalea glassmanii Zone) with Olive
Oil in microcirculation and liver of male hamsters of the species Mesocricetus auratus,
checking the permeability to macromolecules after ischemia-reperfusion (I / R) without
and with topical application of histamine. This is an experimental study, using as model
the hamster's cheek pouch, which was prepared for intravital microscopy. The
hamsters were divided into seven groups and orally treated for 14 days, twice a day
(at 8 a.m. and 4 p.m.), orally received treatments in the following doses: unrefined
babassu oil (BO) 0.02 mL / dose [group BO-2], 0.06 mL / dose [group BO-6], 0.18 mL
/ dose [BO-18 group], olive oil (OO) 0.02 mL / dose [group OO-2], 0.06 mL / dose
[group OO-6], 0.18 mL / dose [O0O-18 group], and mineral oil (MO), 0.18 mL / dose
[MO-18 group]. The observations were made on the 15" day, on the hamsters’ cheek
pouch, being evaluated the increase of vascular permeability induced by | / R without
and with histamine application and in the liver the biological material was collected
aseptically, then fixed in 10% buffered formalin pH 7.2, macroscopically analysed,
processed and embedded in paraffin, cut and stained in hematoxylin / eosin for
microscopic analysis. For the microcirculatory analysis, the results showed a
significant reduction between the mean values of reperfusion-induced extravasations
with and without topical application of histamine was lower in animals treated with
unrefined babassu oil at the dose of 0.06mL / dose (BO-6) and 0.18mL / dose (BO-18)
than in olive-treated animals at the same doses. A higher dose effect in the BO group
(p <0.001) was observed in the decrease of I/R induced macromolecule extravasations
without and with topical application of histamine. Histopathological analyzes of the liver
did not demonstrate fat deposition in the groups treated with unrefined babassu oil,
olive oil and mineral oil at none of the doses. Phytochemical analyzes demonstrated
the existence of a chemical component (C31HsoNOs) present in unrefined babassu oil
and absent in olive oil and the existence of by-products from the degradation of the
chemical compound (C37H70NOs) present in unrefined babassu oil and absent in olive
oil. The experiments demonstrate the protective effect of unrefined babassu oil on the
microcirculatory system without and with topical application of histamine and its
superiority with dose effect on olive oil, thus contributing to the insertion of the same in
the category of functional food as a vascular protector. The demonstration of a
chemical component (C31HeoNOs) by the phytochemical analysis present in the BO and
absent in the OO arouses interest in the investigation as to the possibility of being this,
the chemical compound, responsible for the best protection effect of the membrane



permeability observed in the babassu oil in the | / R model, and may in the future be a
medicine for the treatment of cardiovascular diseases.

Key words: Attalea, Babassu, Cardiovascular Diseases, Mass Spectrometry,
Microcirculation, Orbignya phalerata
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1 INTRODUGAO

Estudos epidemioldgicos tém sugerido que dentre os fatores de risco para
doencgas cardiovasculares (DCV), estdo alguns habitos relacionados ao estilo de vida,
como dieta rica em energia, gorduras saturadas, colesterol e sal, bem como consumo
de bebida alcodlica, tabagismo e sedentarismo. Populagdes que apresentam um
elevado consumo de gorduras tem um maior numero de mortes por doencgas
cardiovasculares (DCV) (SIMAO et. al., 2013).

A influéncia dos acidos graxos ingeridos sobre os fatores de risco das
doencas cardiovasculares, e sobre as concentragdes plasmaticas de lipideos e
lipoproteinas, tem sido amplamente demonstrada em diversos estudos experimentais
e populacionais. Os lipideos desempenham uma variedade de fungdes celulares e
sdo a principal forma de armazenamento de energia na maioria dos organismos.
Atuam no transporte de vitaminas lipossoluveis, como precursores de horménios e

determinados grupos sao considerados funcionais (PERINI et. al., 2010).

A composicdo lipidica da dieta € fundamental para o tratamento e
prevencao de diversas doengas, além de manter as caracteristicas de manutencao
dos estadios bioquimicos e fisiolégicos do organismo (BARCELOS; ANGELIS-
PEREIRA; OLIVEIRA, 2006).

Estudos que buscam associar a habito alimentar, composicédo da dieta,
e o desenvolvimento e/ou protecdo contra doencas estdo sendo desenvolvidos.
Exemplifica-se o crescente interesse na dieta mediterranica e do papel relevante
que desempenha nas doencgas inflamatérias e cardiovasculares. Diversas
evidéncias clinicas, epidemiologicas e experimentais sugerem que o consumo da
dieta mediterranica reduz a incidéncia de certas doencas relacionadas ao estresse
oxidativo, inflamagao crénica e doengas do sistema imunolégico, como cancer,
aterosclerose e doenca cardiovascular (CASAS; ESTRUCTO; SACANELLA, 2018).

A quantidade e a qualidade do tipo de gorduras consumidas influéncia
diretamente na saude do homem. O consumo de gorduras saturadas existentes na
natureza como a de coco, da manteiga ou dos dleos industrialmente endurecidos,

através do processo de hidrogenacéo, pode aumentar o nivel de colesterol do sangue
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e promover a arteriosclerose dos vasos sanguineos. Ao contrario os 6leos contendo
alta porcentagem de acidos graxos poli-insaturados, como 6leo de soja, de arroz, de
girassol de milho e outros e de algumas margarinas especialmente preparadas com
alto teor de acidos graxos poli-insaturados, reduzem o nivel de colesterol do sangue
exercendo uma influéncia benéfica nas alteracbes vasculares (MORETTO, FETT
1998; SANTOS et. al., 2013).

As principais fontes de lipidios sao provenientes da alimentacio a partir do
consumo de oleos e gorduras de origem vegetal e animal. O consumo mundial de
Oleos vegetais tem aumentado ao longo dos anos, o que vem ocorrendo,
principalmente, em virtude da queda no consumo de gorduras animais. Esse
crescimento pode ser confirmado quando se analisa o total da producéo desses oleos,
sobretudo apds a liberagdo do comércio de sementes transgénicas. Em virtude do
cresce consumo dos 6leos vegetais, novas fontes estdo sendo pesquisadas como
potencias para a producdo e que apresentam um fator de protecdo contra DCV
(LOPES; PELUZIO; HERMSDORFF, 2016).

O Babacgu que é o nome genérico conferido a varias espécies de palmeiras
oleaginosas pertencentes a familia das Palmaceas Arecaceae e integrantes dos
géneros Orbignya e Attalea. E uma planta em potencial para a producdo de éleo
vegetal, pois o principal produto extraido do babagu sdo as améndoas contidas em
seus frutos e que tem um alto teor de éleo (LIMA et al., 2006; BIBIVIRT, 2006; LUZ et
al., 2011).

Constituindo cerca de 65% do peso da améndoa, este dleo contém
essencialmente triglicerideos, pequenas quantidades de acidos graxos livres,
fosfolipidios, pigmentos, esterdis e tocoferdis, além de tragos de algumas outras
substancias e metais (HOFFMAN, 1989; LUZ et al, 2011).

O 6leo de babacu é rico em acido laurico, com concentragao acima de 40%,
sao muito importantes na industria, pois sao resistentes a oxidagéo nao enzimatica e
ao contrario de outras gorduras saturadas, elas tém temperatura de fusdo baixa e bem
definida, sdo empregadas no preparo de gorduras especiais para confeitaria, sorvetes,
margarinas e substitutos de manteiga de cacau. Usadas na industria de cosméticos,

mas em fungao das suas propriedades fisicas e de resisténcia a oxidagao (HAUMAN;
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BARRERA-ARELLANO; WAGNER, 1995; PINHEIRO; FRAZAO; BALICK, 2005; LIMA
et al., 2006 MACHADO; CHAVES; ANTONIASSI, 2006).

A utilizagao do 6leo de babacu na industria alimenticia tem sofrido declinio
constante em virtude de duas razdes: a substituigdo por 6leos mais acessiveis e a
tendéncia dos consumidores por optarem por Oleos e gorduras nao saturadas
(AFONSO, 2009). O dleo de soja é um dos principais concorrentes do 6leo de babagu
no mercado de oleos comestiveis. O mercado brasileiro para 6leo de babacgu
comestivel é estimado em 5,5 mil toneladas/ano, predominantemente para o mercado
nordestino. Além deste, existe um mercado informal caracterizado pelo autoconsumo
por familias de baixa renda nas regides de ocorréncia das palmeiras (HERRMANN et
al., 2001; FIGUEIREDO, 2005).

Sendo assim, o presente trabalho busca corroborar, por meio de estudos
microcirculatorias e histologicos, com a valorizagdo do consumo de forma segura do
oleo de babagu nao refinado no mercado de géneros alimenticios e na confecg¢ao de
produtos para esta categoria diante de outras fontes de lipidios de origem vegetal
como o azeite de oliva, e inseri-lo na categoria de alimento funcional como protetor
vascular contra as DCV, além de promover a conservacao dos Babacguais fonte de
subsisténcia para diversas familias de quebradeiras de coco que sobrevivem do
extrativismo do babagu e fazem uso de seus componentes habitualmente como um

produto complementar na alimentagao de suas familias.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Doencgas Cardiovasculares (DCV) e o Processo Aterosclerético

As Doencas Cardiovasculares (DCV) sao alteragées no funcionamento do
sistema cardiaco, sendo este responsavel por transportar oxigénio e nutrientes
necessarios as ceélulas para essas executarem suas tarefas. A DCV é responsavel
por 30% das mortes no mundo, porcentagem semelhante a encontrada no Brasil. Mais
de 80% das mortes por DCV no mundo ocorrem em paises de média e de baixa
rendas isso se deve aos habitos alimentares desses paises (RIBEIRO; OLIVEIRA,
2011; SIMAO et. al., 2013; BRASIL, 2015).

As DCV de maior ocorréncia destacam-se: doenca arterial coronariana
(DAC), insuficiéncia cardiaca, angina, infarto agudo do miocardio (IAM), doengas
valvares, arritmias, doencgas hipertensivas e outras. Varios sao os fatores de risco
associados ao desenvolvimento de DCV, os quais podem ser modificaveis e nao
modificaveis. Os fatores de riscos modificaveis incluem hiperlipidemia, tabagismo,
etilismo, hiperglicemia, obesidade, sedentarismo, ma alimentacdo e uso de
contraceptivos; e os ndo modificaveis incluem histéria familiar de DCV, idade, sexo e
raca (SMELTZER; BARE, 2009; MAGALHAES et. al., 2014).

Pesquisas realizadas correlacionam como principal fator de risco a Doenga
Cardiovascular (DCV) a dieta alimentar. A Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
reiterou que o consumo de dietas inadequadas, juntamente com a inatividade fisica,
esta entre os dez principais fatores determinantes de mortalidade (SANTOS et. al.,
2013).

A base fisiopatolégica para os eventos das DCV é a aterosclerose. A
aterosclerose é uma doenga inflamatéria cronica da parede vascular de origem
multifatorial, que ocorre em resposta a agressdo endotelial, acometendo
principalmente a camada intima de artérias de médio e grande calibre. A formacao da
placa de ateroma na parede dos vasos sanguineos, bem como suas consequéncias
clinicas (infarto do miocardio e Acidente Vascular Encefalico [AVE]) associam-se

intimamente com determinados fatores de risco cardiovascular, como
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hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, diminuicdo do HDLc, hipertensédo arterial
sistémica, diabetes mellitus e obesidade (ROSS, 1999; SANTOS et. al., 2013).

O processo Aterosclerdtico se inicia na infancia, essas lesdes iniciais,
denominadas estrias gordurosas, caracterizam-se por acumulo de colesterol em
macrofagos e pela formacao de ateromas (depdsitos de lipidios na camada intima das
artérias) que causam a restricdo ao fluxo sanguineo. Com o tempo, mecanismos
protetores levam ao aumento do tecido matricial, que circunda o nucleo lipidico, mas,
na presenca de subtipos de linfocitos de fendtipo mais inflamatério, a formacao do
tecido matricial se reduz, principalmente por inibigdo de sintese de colageno pelas
células musculares lisas que migraram para intima vascular e por maior liberagao de
metaloproteases de matriz, sintetizada por macrofagos, tornando a placa lipidica

vulneravel a complicagdes (FALUDI et. al., 2017).

A formacéo da placa ateroscleroética inicia-se com a agressao ao endotélio
vascular por diversos fatores de risco, como dislipidemia, hipertensédo arterial ou
tabagismo. Como consequéncia, a disfungao endotelial aumenta a permeabilidade da
intima as lipoproteinas plasmaticas, favorecendo a retengdo destas no espago
subendotelial. Retidas, as particulas de LDL sofrem oxidagdo, causando a exposig¢ao
de diversos neoepitopos, tornando-as imunogénicas. O depdsito de lipoproteinas na
parede arterial, processo chave no inicio da aterogénese, ocorre de maneira
proporcional a concentracdo destas lipoproteinas no plasma. Além do aumento da
permeabilidade as lipoproteinas, outra manifestacdo da disfungcao endotelial é o
surgimento de moléculas de adesdo leucocitaria na superficie endotelial, processo
estimulado pela presenca de LDL oxidada. As moléculas de adesao sédo responsaveis
pela atragcdo de mondcitos e linfécitos para a intimidade da parede arterial. Induzidos
por proteinas quimiotaticas, os mondécitos migram para o espaco subendotelial, no
qual se diferenciam em macrdéfagos, que, por sua vez, captam as LDL oxidadas. Os
macrofagos repletos de lipideos sdo chamados de células espumosas e sédo o
principal componente das estrias gordurosas, lesdes macroscopicas iniciais da
aterosclerose. Uma vez ativados, os macrofagos sao, em grande parte, responsaveis
pela progresséo da placa ateroscler6tica por meio da secregdo de citocinas, que
amplificam a inflamacgé&o, e de enzimas proteoliticas, capazes de degradar colageno e
outros componentes teciduais locais (HANSSON, 2005; FALUDI et. al., 2017)
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2.2 As Doencgas Cardiovasculares e a Disfungao do Endotélio

A DCV é responsavel por 30% das mortes no mundo, porcentagem
semelhante a encontrada no Brasil. Atingem 83,6 milhdes de americanos, sendo
estimados gastos publicos por volta de 300 bilhdes de ddlares ao ano. No Brasil, as
DCV estao entre as principais causas de morte. (RIBEIRO; OLIVEIRA, 2011; GO et.
al., 2013; TEIXEIRA et. al., 2014; MS,2015).

O endotélio &€ o responsavel pelo revestimento interno dos vasos
sanguineos, sendo um longo tecido celular, reveste toda a malha vascular, desde
grandes veias e artérias até pequenos vasos, arteriolas e capilares, que compdéem um
grande sistema circulatério e microcirculatorias. Considerado como um 6érgao
heterogéneo e dinamico, possui fungbes enddcrinas, autdcrinas, paracrinas
secretodrias, sintéticas, metabdlicas e imunoldgicas vitais para os seres humanos,

contribuindo dessa forma para a homeostase vascular (TEIXEIRA et. al., 2014).

Além das funcdes apresentadas, regula o fluxo de substancias nutrientes,
de diversas moléculas biologicamente ativas e de células sanguineas através de todo
o organismo humano. Ele é seletivamente permeavel, possuindo receptores para
varias moléculas na membrana celular, incluindo proteinas (fatores de crescimento,
proteinas coagulantes e anticoagulantes), particulas de transporte de lipidios (LDL),
metabdlitos (6xido nitrico e serotonina) e hormdnios (endotelina-1). Possui um papel
central na regulagao dos tonus vascular e do fluxo sanguineo, através da secregao e
captacao de substancias vasoativas que agem de modo paracrino, contraindo ou
dilatando leitos vasculares especificos em resposta a diversos estimulos
(CARAMORI; ZAGO, 2000; MAEDA et. al., 2001; BATLOUNI, 2001).

Além das fungdes especializadas, como troca de gases na circulagao
pulmonar e fagocitose na circulagdo hepatica e esplénica, o endotélio vascular
desempenha papel universal na circulagéo, tanto macro como micro, e que inclui a
participacado no controle sobre a trombdlise e a trombose, o crescimento vascular, as
interacdes entre plaquetas e leucocitos com a parede vascular e os tbnus vasomotor
e é responsavel pela sintese de substancias vasoconstritoras e vasodilatadoras
CARAMORI; ZAGO, 2000; MAEDA et. al., 2001; LEUNG et. al., 2008).
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A homeostase vascular € mantida pelo balango entre fatores de contragao
e dilatagdo derivados do endotélio. Essa agdo acontece através de estimulos
fisiologicos, de sentidos opostos um exercido pelo fluxo sanguineo sobre as células
endoteliais, que resulta na formagao de o6xido nitrico (NO), cuja fungcdo € manter o
vaso sanguineo em um estado constante de vasodilatacéo e outra a endotelina-1 (ET-
1) que age em sentido oposto ao NO, com efeito vasoconstritor (TEIXEIRA et. al.,
2014).

Com a interrupgcdo desse balango, que ocorre durante a resposta
inflamatodria e é induzida por fatores de risco cardiovasculares, o sistema vascular se

torna suscetivel a formacao de placas de ateroma (MASI; SILVA, 2009).

A Disfuncdo do Endotelial ocorre em virtude do desequilibrio entre a
vasodilatacdo e vasoconstricido, e esta relacionada a aterosclerose e aos eventos
cardiovasculares. A mesma é também caracterizada por um desequilibrio entre
mediadores que regulam os ténus vascular e a hemostasia. Esta presente em diversas
doencas metabdlicas e/ou cardiovasculares, como na obesidade, intolerdncia a
glicose, hiperglicemia (diabetes mellitus), hipertensdo arterial e dislipidemia
(CARVALHO; COLACO; FORTES, 2006).

A disfuncao endotelial foi caracterizada pela primeira vez em humanos em
por Ludmer; Selwyn; Shook (1986), que demonstraram que artérias coronarias
aterosclerdticas contraem em resposta a infusdo de acetilcolina intracoronaria,
enquanto coronarias normais apresentam dilatagdo. Celermajer; Sorensen; Gooch
(1992) documentou a disfungédo do endotélio em criangas e adultos jovens higidos,

mas com fatores de risco para aterosclerose.

Alguns fatores de risco, como dislipidemia e hipertenséo arterial, causam
danos vascular e perda progressiva das fung¢des protetoras do endotélio, aumentando,
deste modo, o estresse oxidativo e a inflamagao. A inflamagao parece ser um ponto
chave em todos os estagios do processo da aterosclerose, desde o nascimento da

lesédo até o evento cardiovascular (TEIXEIRA et. al., 2014).

Os efeitos da disfuncao endotelial na doenga cardiovascular ndo sao

totalmente entendidos. Ha evidéncias de que a lesdo e consequente disfungao do
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endotélio desempenha um papel patogénico no desenvolvimento inicial da
aterosclerose. Disfungédo endotelial tem sido associada a diversos fatores de risco
para a doenca aterosclerdtica, incluindo a presenca de hipercolesterolemia,
tabagismo, hipertensdo arterial, diabetes melito, histéria familiar de doenca
coronariana prematura, hiper-homocisteinemia e envelhecimento, mesmo antes que
comprometimento vascular seja evidente (CAROMONI; ZAGO, 2000).

2.3 Lipidios

As pesquisas iniciais sobre aterosclerose basearam-se na hipétese lipidica.
Mesmo com o surgimento de novas teorias, como a oxidativo, estas foram colocadas
dentro de um contexto que envolve o metabolismo de lipideos, como a oxidagao das
particulas de LDL (LOTTENBERG, 2009).

Estudos tém demonstrado que fatores de risco para aterosclerose estao
relacionado com a disfungcéao endotelial e especial atengao tem sido considerada em
relacdo aos efeitos dos niveis de gordura na dieta de pacientes que sofrem de
doencas crbnicas, principalmente no que refere aos fatores de risco cardiovascular,
como a hipertensao, diabetes mellitus, hipercolesterolemia e mais recentemente a
obesidade, os quais estdo associados a disfungao endotelial (WILLIAM et al., 1996;
VOGEL; CORRETI; GELMAN, 1998; AL SWAIDI, et al., 2001; YANG et al., 2007).

O estudo dos lipidios iniciou-se no século XIX com Vogel em 1847, foi o
primeiro investigador a detectar a presenga de colesterol nas placas de ateroma. No
inicio do século XX, na Alemanha, estudos experimentais realizados com ratos
conseguiram demonstrar que estes, quando alimentados com dieta rica em colesterol,

desenvolviam hipercolesterolemia e lesées (LIMA et. al., 2000).

Os lipidios sdo moléculas organicas formadas a partir de acidos graxos e
alcool que desempenham importantes fungdes no organismo dos seres vivos. Estao
envolvidos no abastecimento e no armazenamento de energia, sdo precursores da
sintese de hormdnios, componentes da bile e da membrana celular e participam de
complexos sistemas de sinalizagao intracelular. Derivados de acidos graxos, atuam

na sintese de prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanas (HAYAKAWA,; LINKO;
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LINKO, 2000; FLYNN; SCIAMANNA; VIGILANTE, 2003; SANTOS, et. al., 2009;
MOURA et. al., 2012).

Os lipideos biologicamente mais relevantes sdo os fosfolipides, o
colesterol, as triglicérides (TG), os acidos graxos e as lipoproteinas. Os fosfolipides
formam a estrutura basica das membranas celulares. O colesterol € precursor dos
horménios esteroides, dos acidos biliares e da vitamina D, e é constituinte das
membranas celulares, o colesterol atua na fluidez destas e na ativagao de enzimas ai
situadas. Os triglicerideos constituem uma das formas de armazenamento energético
mais importante no organismo, depositados nos tecidos adiposo e muscular. A
solubilizagdo e o transporte destes lipideos pela circulagdo sanguinea até o tecido
alvo dependem da acao de lipoproteinas, que sao particulas compostas basicamente
por apoproteinas e fosfolipideos e diferenciam se em tamanho, densidade e

composicao quimica (XAVIER et. al., 2013).

As principais classes de lipoproteinas incluem os quilomicrons (QM),
responsaveis por transportar os lipidios ingeridos desde o intestino aos tecidos
periféricos; as lipoproteinas de densidade muito baixa ou Very Low Density
Lipoprotein (VLDL), produzidas pelo figado e responsaveis pelo carreamento dos
triglicerideos derivados da via enddgena do figado aos tecidos extra-hepaticos; as
lipoproteinas de densidade intermediaria ou Intermediary Density Lipoprotein (IDL)
sdo ricas em triglicerideos e podem ser convertidas em lipoproteinas de densidade
baixa ou Low Density Lipoprotein (LDL), as quais contém elevadas quantidades de
colesterol e possuem perfil aterogénico; por fim, a lipoproteina de densidade alta ou
High Density Lipoprotein (HDL) remove o excesso de colesterol dos tecidos e
direciona ao figado, onde sera catabolizado (GIUSTINA, 2014).

Estudos experimentais e populacionais tém demonstrado a influéncia dos
acidos graxos ingeridos sobre os fatores de risco das doengas cardiovasculares e
sobre as concentragdes plasmaticas de lipideos e lipoproteinas (LANDS, 2008;
SANTOS et. al., 2013).

Os acidos graxos sado classificados de acordo com o comprimento da
cadeia de carbono, pelo numero de duplas ligagdes na cadeia de carbono e pela

configuracdo das duplas ligagdes, podem ser divididos em saturado, insaturados,



31

mono ou poli saturados, de acordo com o numero de ligagdes duplas na sua cadeia,
além de colesterol. Essas caracteristicas quimicas, associadas a quantidade de
gordura ingerida na alimentagao, sao determinantes do efeito da ingestdo dos acidos
graxos na concentragao plasmatica de colesterol e sua distribuigdo nas lipoproteinas
(MENEZES et. al.,, 2006; TINOCO et. al., 2007; NOVELLO; FRANCESCHINI;
QUINTILIANO, 2008).

Os acidos graxos saturados podem ser divididos em dois grupos: cadeia
média (entre 8 e 12 atomos de carbono na cadeia) e cadeia longa (acima de 14 atomos
de carbono). Apds a absorcéao intestinal, os de cadeia média sao transferidos para a
circulacdo sanguinea. S&o transportados ligados a albumina, pela veia porta,
diretamente para o figado, onde s&o metabolizados, ndo sendo responsaveis pelo
aumento do colesterol sérico. Os principais acidos graxos saturados de cadeia longa
sdo: miristico (14:0), encontrado no leite e seus derivados; palmitico (16:0), cujas
principais fontes sdo a gordura animal e o 6leo de palma; estearico (18:0), presente
na gordura do cacau. O acido palmitico € o mais abundante na alimentagdo humana.
Os acidos graxos saturados (SFA) de cadeia longa encontram-se no estado sélido a
temperatura ambiente (ABEYWARDENA; HEAD, 2001; NOVELLO; FRANCESCHINI;
QUINTILIANO, 2008).

Entre os monoinsaturados, o mais frequente é o acido oleico que contém
18 atomos de carbono. Quanto aos polinsaturados, podem ser classificados como
0mega-3 (eicosapentaenoico, docosahexaendico e linolénico), ou 6mega-6 (linoléico)
de acordo com presencga da primeira dupla ligacao entre os carbonos, a partir do grupo
hidroxila. (NOVELLO; FRANCESCHINI; QUINTILIANO, 2008).

No entanto, tém sido observados comportamentos diferentes entre os
acidos graxos. Os acidos graxos saturados como o acido laurico promovem
hipercolesterolemia; os monoinsaturados (MUFAS) como o &cido oleico néao
influenciam nos niveis de colesterol e os poli saturados (PUFAS) reduzem os niveis
séricos de LDL colesterol (FUENTES, 1998; SOUZA et. al., 2015).

Pinotti et al., (2007), sugerem que dietas suplementadas com acidos graxos
saturados (AGS) e acidos graxos insaturados (AGI) n&o alteram a fungdo mecanica

do musculo cardiaco. Entretanto, ambas provocaram estresse oxidativo, com aumento
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do perdéxido do lipidio e redugcao na concentracdo de superdxido dismutase. A dieta
AGI diminuiu a expressdo de catalase e a dieta AGS reduziu a quantidade de
glutationa peroxidase miocardica. As duas dietas promoveram discretas alteracdes
morfologicas visualizadas ultras estruturalmente como depésitos de lipidios e lesdes
de membranas celulares, mas nao acarretaram alteragcdes da fungao mecanica do

musculo cardiaco.

O estresse oxidativo € uma carateristica inerente ao metabolismo aerobico,
podendo ser deletério aos organismos devido a oxidac&do de biomoléculas, tais como
lipidios e proteinas. Varias doengas estdo associadas ao estresse oxidativo, entre elas
a aterosclerose e diabetes mellitus (HOTAMISLIGIL, 2006; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007; BADAWI A. et al., 2010).

Por outro lado, a inevitavel producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) levou a evolugao de um complexo sistema antioxidante composto por enzimas
especificas como a superoxido dismutase (SOD), as catalases e a glutationa
peroxidase, além de compostos de baixo peso molecular e também de sistemas de
reparo de biomoléculas. O complexo balango entre a produgdo de ERO e sua
eliminacédo pelo sistema antioxidante garante a homeostase (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007).

Diversas condicbes podem causar danos ao endotélio com consequente
inativacdo do oxido nitrico (NO) e deficiéncia do relaxamento vascular (VAN DER et
al., 2000; DEWITT et al., 2001; STRUNK et. al, 2001). Sabe-se que macréfagos e
neutréfilos ativados podem gerar simultaneamente altas concentragbes de NO e
superéxido que reagem entre si formando peréxido nitrito (BECKMAN; YE;
ANDERSON, 1992). Este ultimo reage com residuos tirosina presentes nas proteinas
formando nitrotirosina e/ou se decompde em varias espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio que por sua vez promovem peroxidagao lipidica da LDL humana, resultando
em aumento da permeabilidade vascular e adesdo plaquetaria (RADI et al., 1991;
DARLEY-USMAR et al., 1992; LANCASTER, 1996; MAIS; SILVA, 2009).

O interesse tem crescido em relagdao aos PUFAS como fator de protecéo
para eventos cardiovasculares. Estudos experimentais em modelo da microcirculagao

no diverticulo do vestibulo oral de hamsters, utilizando a microscopia intravital,
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mostraram que animais tratados com 6leo de peixe apresentaram uma resposta
vasodilatadora com aumento do fluxo sanguineo na microcirculagéo e da densidade
funcional capilar. O 6leo de peixe é rico em PUFAs de cadeia longa do tipo w3. A
ingestao de w3 PUFAs tem sido relacionada com a diminui¢do da pressao arterial,
diminuicao da inflamagao, melhora da dislipidemia e da fungao plaquetaria e vascular
(TURPEINEN et al., 1979; BURR et al. 1989; GUALLAR et al. 1995; MARTIN et al.,
2006; CONDE et al, 2007; CASOS et al., 2008; NOVELLO; FRANCESCHINI;
QUINTILIANO, 2008; SOUZA et. al., 2015).

Atualmente as informacgdes acerca dos efeitos dos macros nutrientes sobre
a protecéo da faléncia do miocardio ainda sao muito limitadas. Estudos populacionais
mostraram que a incidéncia de DCV é reduzida em populacbes que aderem as
recomendagdes dietéticas para hipertensao arterial e enfatizam o baixo consumo de
gorduras saturadas e o maior consumo de PUFAS, carboidratos complexos e vegetais
(NOVELLO; FRANCESCHINI; QUINTILIANO, 2008; LEVITAN; WOLK; MITTLEMAN,
2009a; LEVITAN; WOLK; MITTLEMAN, 2009b).

Os efeitos protetores dos acidos graxos a-3 de cadeia longa sobre o
sistema cardiovascular tém sido grandemente estabelecidos, especialmente em
populacdes de paises do Mediterraneo. Estudo realizado na Catalunha mostrou que
o consumo de frutos do mar, compostos principalmente de acidos graxos de cadeia
longa parece ter efeito benéfico sobre o sistema cardiovascular (NOVELLO;
FRANCESCHINI; QUINTILIANO, 2008; MAYNERIS-PEXACHS et. al., 2010).

2.4 Oleos Vegetais

O consumo de d6leos vegetais tem aumentado no mundo todo, substituindo
parte do consumo de gorduras animais, isso se deve a modificagdo dos habitos
alimentares em paises industrializados, resultados da combinagdo de mudangas
sociais, econdmicas e tecnoldgicas (GENTA; MAURICIO; MATIOLI, 2005).

A maioria desses O6leos € utilizado em processos industriais € na
alimentagdo humana e animal. Em funcdo do aumento do consumo, a producgao, é
obtida através de varias espécies vegetais tais como: dendé/palma, mamona,

amendoim, soja, milho, canola, coco (NUNES, 2007).
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A produgao mundial de 6leos vegetais aumentou aproximadamente 400%
entre 1974/75 e 2006/07, passando de 25,7 milhdes de toneladas para 123,1 milhdes
de toneladas. Na safra de 2015/16 foram produzidas 177,11 milhdes de toneladas, ou
seja, houve um aumento de 190,34%, de acordo com o Departamento de Agricultura
dos Estados Unidos (USDA, 2016; CONAB, 2016; CONAB, 2017).

No Brasil, a produgéo anual de 6leos vegetais é de aproximadamente 5,93
milhdes de toneladas de 6leo no Brasil. O volume produzido vem se elevando ao longo
dos anos, principalmente pela produgdo da soja que seja a ser de 5,45 milhdes de
toneladas. O 6leo de algodao, obtido a partir do carogo, obteve o maior aumento
proporcional, quase 50% chegando a 300 mil toneladas para um consumo de 255 mil
toneladas (NUNES, 2007; CONAB, 2016; CONAB, 2017).

O consumo anual de d6leos vegetais, no Brasil, esta em torno de 3,72
milhdes de toneladas. O 6leo de soja € de longe o mais consumido, chegando a 3,2
milhdes de toneladas em 2006/07 ou 86% do total consumido. Em seguida, na
segunda posic¢ao, aparece o 6leo de algodao, com 255 mil toneladas. Considerando
o Oleo de palma e palmiste juntos séo 195 mil toneladas consumidas em 2006/07, de
acordo com o USDA, ficando na terceira posigao (HAUMAN, BARRERA-ARELLANO;
WAGNER, 1995; NUNES, 2007; CONAB, 2007; USDA, 2016).

De acordo com Oliveira et al., (1996) a flora brasileira ainda possui grande

potencial lipidico como licuri, oiticica, ucuuba, pequi, cupuagu e baguagu.

Os Oleos vegetais apresentam em sua composi¢ao, predominantemente,
triacilglicerdis, ricos em acidos graxos polinsaturados, além de pequenas quantidades
de mono e diacilgliceréis e acidos graxos livres formados durante o processamento.
Contém ainda os denominados “componentes lipidicos menores” esterdis, tocoferois,
tocotriendis, compostos fendlicos, pigmentos (carotenoides e clorofilas) e metais de
transicdo como ferro e cobre (CHAIYASIT et al., 2007).

Entre estes componentes menores, destacam-se os fitoesterdis e os
tocoferdis, os quais tém sido alvo de grande interesse mundial devido a potente
atividade antioxidante (RODRIGUES; DARNET; SILVA, 2010; SANTOS, 2012).
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Os o6leos vegetais sao a principal fonte de tocéis da alimentagao, sendo os
tocoferdis a principal forma encontrada na maioria dos 6leos. Existem na natureza
quatro formas tocoferois e tocotriendis (a, B, y, ). O a e o y tocoferdis sdo os mais
encontrados na maioria dos 6leos vegetais, mas a forma a é a mais estudada devido
a sua elevada atividade bioldégica como vitamina E (SALDEEN; SALDEEN, 2005;
SANCHEZ et al., 2007).

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios das plantas que
também apresentam atividade antioxidante (BALASUNDRAM; SUNDRAM, SAMMAN,
2005). Fazem parte desta classe de acidos fendlicos os acidos cafeico, vanilico, p-
cumarinico, siringico, p-hidroxibenzoicos, além de oleuropeina, 3-hodroxifenil-etanol
e 3-4 diidroxifeniletanol (SALDEEN; SALDEEN, 2005; ROSSI; ALMPRESE; RATTI,
2007).

No entanto, o processo de refinamento a que sdo submetidos os oleos
vegetais reduz as concentragdes destes compostos. Uma excecgéo € o azeite de oliva
extra virgem que é rico em fendlicos e o 6éleo de palma por ndo serem submetidos ao
processo de refino para consumo. (MORETTO; FETT, 1998; SZYDOWSKA-
CZERNIAK, 2008; MELLO; PINHEIRO, 2012).

2.5 Composigao quimica de 6leos vegetais

Os 6leos vegetais sao constituidos principalmente de glicerideos de acidos
graxos, podendo conter pequenas quantidades de fosfolipidios, constituintes
insaponificaveis e acidos graxos livres. Por serem susceptiveis a processos de
decomposicao e volatilizagcao durante as etapas de processamento, os 6leos refinados
e desodorizados tendem a apresentar menores quantidades destes compostos
quando comparados aos 6leos brutos (CMOLIK et al. 1995; BRASIL, 2005).

Os Oleos vegetais apresentam em sua composicao cerca de 96 a 99% de
triacilglicerois, que sédo provenientes do processo de esterificagdo completa do glicerol
com trés moléculas de acidos graxos. Os triacilglicerdis encontram-se geralmente na
forma mista, com trés acidos graxos diferentes, ou somente dois iguais, se ligando ao
glicerol (McMURRY, 1997; MORETTO; FETT, 1998; MELO, 2010).
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Os acidos graxos sdo compostos por cadeias hidro carbonadas, que
apresentam entre 14 e 24 carbonos. Apesar de algumas gorduras conterem acidos
graxos com menos de 14 carbonos, niveis significativos de acidos graxos de cadeia
curta sdo encontrados, principalmente em Oleos tropicais e na gordura do leite
(OLIVEIRA, 2009; MELO, 2010).

Os acidos graxos que esterificam com o glicerol apresentam cadeias
alifaticas saturadas e insaturadas, em proporgdes variaveis. Os 6leos e gorduras
contém diferentes tipos de acidos graxos e que, dependendo do comprimento da
cadeia e do grau de insaturacado, podem representar o parametro de maior influéncia
sobre as propriedades desses compostos Além destes, o fator genético e ambiental
pode determinar as proporgdes dos acidos graxos saturados e insaturados presentes
nos oleos vegetais. Os acidos graxos costumam ser classificados como saturados e
insaturados, sendo que este ultimo apresenta ligagdes duplas (MORETTO; FETT,
1998; KNOTHE, 2005; FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010).

Os principais acidos saturados sao o laurico, o palmitico e o estearico, e
insaturados o oleico, linoleico e o linolénico. O fato de existir muitos tipos diferentes
de acidos graxos e de poderem estar localizados em diferentes posi¢gdes na molécula
do dlicerol, significa que os alimentos podem conter uma grande variedade de
triacilglicerdis diferentes entre si sendo que o tipo e a concentragdo dependem de sua
origem. A maioria dos Oleos vegetais, em especial os de sementes oleaginosas,
contém principalmente acidos graxos insaturados (FENNEMA; DAMODARAN;
PARKIN, 2010; LOPES, 2015).

Os acidos graxos sao acidos carboxilicos com cadeia carbdnica longa que
em sua maioria na natureza nao apresentam ramificacbes e contém um numero par
de carbonos devido a rota bioquimica de sintese. Os acidos graxos diferem entre si
pelo numero de carbonos da cadeia e também pelo numero de insaturacdes
(GUIMARAES, 2000, REZENDE et. al., 2006; MELO, 2010).

A influéncia da cadeia carbbénica e o numero de insaturagdes do acido
graxo no ponto de fusdo dos 6leos e gorduras, permite o entendimento de como
modificagdes estruturais nos acidos graxos alteram as propriedades macroscopicas

da mistura. Os triacilglicerideos contendo acidos graxos poli-insaturados em sua
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estrutura normalmente sao liquidos em 25°C, enquanto que os que contém acidos
graxos saturados sdo normalmente solidos ou pastosos nessa temperatura (RIOUX;
LEMARCHAL; LEGRAND, 2000; RAMALHO; SUAREZ, 2013; LOPES, 2015).

Atualmente existe um grande equivoco na sociedade de que O6leos séo
provenientes de vegetais, e gorduras sdo oriundas de fontes animais. Segundo a
resolucdo ANVISA - Resolugao RDC n° 270, de 22 de setembro de 2005, que elaborou
o Regulamento Técnico para Oleos Vegetais, Gorduras Vegetais e Creme Vegetal, a
classificagao de acidos graxos em 6leos e gorduras nao depende da natureza da fonte
oleaginosa, mas apenas do ponto de fusdo da mistura na temperatura de 25°C.
Segundo essa resolugéo, em 25°C os 6leos sdo liquidos e as gorduras s&o solidas ou
pastosas (BRASIL, 2005).

Outra terminologia usada indiscriminadamente pelos meios de
comunicagao e pelas empresas que comercializam oleos e gorduras € a denominagao
gordura trans. A grande maioria dos 6leos naturais as ligagdes duplas entre atomos
de carbono ocorrem com isomeria cis. Isto faz com que os humanos processem com
facilidade os 6leos ou gorduras deste tipo e tenham dificuldade em processar os que

apresentam instauragdes com isomeria trans (LUCENA et al., 2010).
2.6 Importancia dos 6leos na alimentagao humana e animal

Uma das principais preocupagdes ao longo do tempo esta relacionada ao
consumo de 6leo, gordura animal e a incidéncia de doengas cardiovasculares e
cancer. Pesquisadores identificaram fortes relagdes entre a alimentagcao e os d6leos /
gorduras, bem como os acidos graxos saturados e a incidéncia de doencgas

cardiovasculares e dois tipos de cancer: prostata e mama (AHA, 2010).

O consumo de dleos vegetais tem aumentado no mundo todo, substituindo
parte do consumo de gorduras animais. A maioria desses 6leos sao utilizados em
processos industriais e na alimentagdo humana e animal. A composic¢ao lipidica da
dieta é fundamental para o tratamento e prevencao de diversas doencas, além de
manter as caracteristicas de manutenc¢ao dos estadios bioquimicos e fisiolégicos do
organismo (BARCELOS; ANGELIS-PEREIRA; OLIVEIRA, 2006; SANTOS et. al.,
2013).
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A quantidade e a qualidade do tipo de gorduras consumidas influéncia
diretamente na saude do homem. O consumo de gorduras saturadas existentes na
natureza como a de coco, da manteiga ou dos dleos industrialmente endurecidos,
através do processo de hidrogenagao, pode aumentar o nivel de colesterol do sangue
e promover a arteriosclerose dos vasos sanguineos. Ao contrario os 6leos contendo
alta porcentagem de acidos graxos poli-insaturados, como oleo de soja, de arroz, de
girassol de milho e outros e de algumas margarinas especialmente preparadas com
alto teor de acidos graxos poli-insaturados, reduzem o nivel de colesterol do sangue
exercendo uma influéncia benéfica nas alteracbes vasculares (MORETTO, FETT
1998; ALMEIDA; BUENO FRANCO, 2006; MURPHY et. al., 2007).

Os beneficios do consumo dos oOleos tém sido discutidos em muitas
pesquisas. Entre os efeitos fisioldgicos nos humanos, estdo a prevengao e tratamento
de doencas cardiovasculares, hipertensao, inflamagdes em geral, asma, artrite,
psoriase e varios tipos de cancer (SCHMIDT, 1997; MAYSER et al., 1998; XAVIER et.
al., 2013).

As familias de acidos graxos 6mega-3 (w-3 ou n-3) e 6mega-6 (w-6 ou n-
6), consistem de acidos graxos polinsaturados (PUFAs - Polyunsaturated Fatty Acids)
contendo de 18 a 22 carbonos, apresentam entre as principais fungdes dos acidos
graxos estao o depdsito de energia e a conformagéo das membranas celulares, sendo
também precursores de substancias, como as prostaglandinas, tromboxanos e
leucotrienos (BELDA; CAMPQOS, 1991; LIN et al., 1993; NOVELLO; FRANCESCHINI;
QUINTILIANO, 2008).

Os efeitos de protecao a saude humana, produzidos pelo consumo de peixe
ou do oleo de peixe, sédo atribuidos a presenga de acidos graxos n-3. Estes PUFAs,
incorporados no interior da membrana celular, influem na permeabilidade da mesma,
agindo nas fungdes de receptor, na atividade enzimatica, citoquinas e na producéo de
eicosanoides (MEYDANI, 2000; CONDE, 2007; NOVELLO; FRANCESCHINI;
QUINTILIANO, 2008).

Os PUFAs contidos na dieta reduzem o nivel de colesterol e de
lipoproteinas de baixa densidade no sangue, mas, ao mesmo tempo, a presenca de

grandes quantidades de n-6 pode resultar em uma producdo excessiva de



39

eicosandides e perdoxidos com maior capacidade para inibir a sintese de prostaciclina.
Os PUFAs sao comprovadamente benéficos uma vez que reduzem agregagdes das
plaquetas e os triglicerideos e, consequentemente, o risco de doengas cardiacas
(ABEYWARDENA; HEAD, 2001; CONDE, 2007).

Os acidos graxos monoinsaturados (MUFAs) na dieta humana ocorrem
quase exclusivamente na forma de acido oleico. S&do encontrados na maioria das
gorduras animais, incluindo aves, bovinos e ovinos, bem como em azeitonas,
sementes e nozes, alguns 6leos vegetais como oliva, canola. Experimentos usando
Oleo e margarina de canola (rico em MUFAs) apresentaram um potencial de produzir
significantes e benéficas mudangas do perfil lipoprotéico, particularmente em
individuos que tem hipercolesterolemia. (ABEYWARDENA; HEAD, 2001; CONDE,
2007).

Estudos em modelos experimentais e clinicos tém demostrado que os
acidos graxos provenientes da dieta podem interferir na morbidade e mortalidade das
doencgas cardiovasculares, visto que esses acidos podem alterar a resposta endotelial,
os niveis das fragdes lipidicas e o metabolismo de quilomicrons, a estereologia do

miocardio e outros fatores associados a essas doengas (VAN HORN et. al., 2008)

Embora, a redugdo no consumo de lipideos seja associada a niveis mais
baixos de colesterol e a menor incidéncia de cardiopatias coronarianas, parece que a
substituicdo da gordura saturada por insaturada numa dieta € mais importante que a
quantidade de gordura ingerida cuja recomendacéao varia de 25% a 30% da energia
total ingerida diariamente. Além do alto consumo de gordura saturada, o exagerado
consumo de gordura trans, a baixa ingestao de antioxidantes e fibras, associados ao
sedentarismo, tabagismo e outros fatores podem predispor as doencgas circulatorias
(LOTTENBERG, 2009; SANTOS et. al., 2013).

Para nutricdo animal, os 6leos e as gorduras contribuem com outras
fungdes além do seu alto valor calérico, como o fornecimento de acidos graxos
essenciais e de vitaminas lipossoluveis e o baixo incremento caldrico dessa fonte de
energia. Além disso, pesquisas tém demonstrado que introduzir éleo vegetal na dieta

podem melhorar na facil digestibilidade, na reducdo de energia gasta para produgéo
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de calor, diminuicdo do consumo de agua e de alimentos sélidos (MORGADO;
GALZERANO, 2006; NASCIEMNTO et. al., 2018).

Os acidos graxos contidos nos oOleos contribuem para o aumento da
adenosina trifosfato (ATP), promovendo economia de glicogénio produzido pelos
musculos, promovendo uma menor produgdo de calor pelo animal. Aumentando
dessa forma o rendimento principalmente em animais atletas ou submetidos a
esforgos fisicos (FRANCISCATO et al., 2006; LEHNINGER, 2006; NASCIEMNTO et.
al., 2018).

Em mamiferos e em aves, as gorduras sdo potentes inibidoras do
esvaziamento gastrico e que este é um importante controlador da taxa de passagem
dos alimentos e, portanto, de sua utilizagao. Assim, o efeito extra calérico da gordura
suplementada sobre os valores de energia metabolizavel das dietas pode resultar
dessa redugao na taxa de passagem, o que faz com que a digestibilidade das dietas
aumente (NASCIEMNTO et. al., 2018)

2.7 Azeite de Oliva

O azeite de oliva € um 6leo comestivel extraido do fruto colhido da oliveira
(Olea europaea, Linné, familia oleacea) por processos mecanicos, o que o torna
diferente de outros 6leos vegetais, uma vez que, normalmente, os 6leos vegetais sao
extraidos com a utilizagdo de solventes. A nomenclatura azeite refere-se a extragao
do fruto, sendo que o 6leo é proveniente da extragdo das sementes com auxilio de
solventes. Devido ao processo de extragdo, geralmente por prensagem mecanica, o
azeite de oliva é considerado um produto natural de alta qualidade (BOSKOU, 1996;
MELLO; PINHEIRO, 2012).

O azeite de oliva, assim como os outros 6leos vegetais, sdo misturas
complexas sendo composto, principalmente, por triacilglicerois. Sao encontrados,
também, os diacilglicerois, os acidos graxos que foram formados pela hidrélise dos
triacilglicerois e alguns compostos fendlicos (CATHARINO et al., 2005; JORGE,
2013).

O azeite de oliva apresenta no minimo trinta compostos fendlicos

conhecidos que apresentam atividade antioxidante. Segundo Luz et al., (2011) as
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propriedades fisico-quimicas do 6leo bruto conferem um grande valor econémico a
estes produtos. (GORINSTEIN et al., 2003; DEL CARLO, 2004; MELLO; PINHEIRO,
2012).

Os antioxidantes naturais de 6leos vegetais sdo considerados substancias
importantes na prevengcao de doengas cronicas, pois sao capazes de proteger os
sistemas biolégicos contra a acdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(RAMADAN; MOERSEL, 2006; PIMENTEL; MAGNONI; COSTA, 2007;
SZYDOWSKA-CZERNIAK, 2008).

Entretanto, a quantidade de compostos fendlicos no azeite de oliva
depende da qualidade da azeitona que foi usada na sua produc¢ao. Azeitonas intactas,
colhidas manualmente na época apropriada, transportadas imediatamente e
comprimidas e pressionadas em temperaturas inferiores a 25°C, produzem um azeite
de alta qualidade, rico em compostos fendlicos. Dentre os fendis, o hidroxitirosol fenol
(HT) e a oleuropeina (OE), resultantes da esterificagcdo do HT com o alcool elendlico,
parecem ser 0os mais importantes (SERVILI; MONTEDORO, 2002; CARDOSO, 2006).

A qualidade do azeite de oliva esta relacionada a classe em que se
enquadra. O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento por meio da Portaria
n°® 419, 26 de agosto de 2010, estabeleceu o Regulamento técnico dos azeites de

oliva e dos d6leos de bagacgo de oliva (BRASIL, 2010) sendo:

a) Azeite de oliva virgem extra: produto obtido do fruto da oliveira
unicamente por processos mecanicos ou outros meios fisicos, sob
controle da temperatura, mantendo-se a natureza original do
produto; os azeites assim obtidos podem, ainda, ser submetidos aos
tratamentos de lavagem, decantacdo, centrifugagcdo e filtragao,
possuindo acidez livre de no maximo 0,8%, expressa em acido
oleico;

b) Azeite de Oliva Virgem Comum: azeite de oliva virgem com acidez
livre de no maximo 3,3%, expressa em acido oleico, cujas demais
caracteristicas correspondam as estipuladas para esta categoria;

c) Azeite de oliva refinado: azeite de oliva obtido de azeites de oliva

virgens mediante técnicas de refino que nao provoquem alteragoes
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na estrutura glicérica inicial, com acidez livre de no maximo 0,3%,
expressa em acido oleico, cujas demais caracteristicas
correspondam as estipuladas para esta categoria;

d) Azeite de Oliva: azeite constituido pela mistura de azeite de oliva
refinado e azeites de oliva virgens aptos para o consumo humano,
com acidez livre de no maximo 1,0%, expressa em acido oleico,
cujas demais caracteristicas correspondam as estipuladas para esta

categoria.

Ao longo do tempo, tem-se atribuido o valor do 6leo de oliva como um
produto saudavel, ndo somente pela sua composicao lipidica, mas principalmente pela
presenca de uma grande quantidade de “componentes menores”, incluindo os
biofendis, alguns triterpenos, fitoesterdis, esqualenos e tocoferdis com atividades
antioxidantes (NINFALI et. al., 2001; LERCKER, 2003; MELLO; PINHEIRO, 2012).

Em relacdo a composicao lipidica, o acido oleico, especialmente aquele
obtido por métodos de prensagem da oliva, tem demonstrado efeito protetor sobre o
sistema cardiovascular e em doengas inflamatérias do sistema musculoesquelético
em varios trabalhos internacionais Ha também evidéncias que dietas ricas em acidos
graxos nao saturados com o linoleico e oleico podem diminuir o risco de
tromboembolismo pela substituicdo do acido araquidénico na membrana fosfolipidica
das plaquetas, reduzindo in vitro a produc¢ao de tromboxane A2 [TXA2] e a agregacao
plaquetaria. (KRIS-ETHERTON; MUSTAD; DERR, 1993; BERBERT et al., 2005; FITO
et al., 2007; CASTELO-BRANCO; TORRES, 2011).

Estudos desenvolvidos buscam legitimar a importancia do consumo do
azeite de oliva, associando-o a protegao e redugao da incidéncia de certas doencgas
relacionadas ao estresse oxidativo, doencgas inflamatorias crénicas imunomediadas
(artrite  reumatdide, doenga inflamatéria intestinal, esclerose multipla, lupus
eritematosos sistémicos e psoriase) e cancer, aterosclerose e doenga cardiovascular.
Estas redugdes podem ser parcialmente atribuidas a composicao lipidica e ao
consumo do azeite extra virgem de oliva, que tem sido descrito como um alimento
bioativo devido a sua elevada qualidade nutricional e a sua composicdo quimica
formada por acidos graxos, vitaminas, tocoferoéis, polifendis e outros. Os efeitos

benéficos do Azeite de Oliva tém sido associados a sua composig¢ao de acidos graxos,
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que é muito rica em acidos graxos monoinsaturados (MUFA) e tem moderados acidos
graxos saturados e polinsaturados (PUFA) (CASAS; ESTRUCTO; SACANELLA,
2018). Os efeitos benéficos na saude do azeite de oliva tém sido atribuidos, além do
teor de gordura monoinsaturada, a presenga de compostos fendlicos que possuem
propriedades antioxidantes, antiinflamatérias e imunomoduladoras (SANTANGELO
et. al., 2018).

2.8 Oleo de Babacu

A Palmeira de Babagu popularmente conhecida como babagu, babassu,
bagassu, uauagu, coco-de-macaco, coco-pindoba, pindoba, coco-naia, entre outros,
pertence a familia das Palmaceas Arecaceae e integrantes dos géneros Orbignya e
Attalea. Os babagus brasileiros concentram-se nas regides Nordeste, Norte e Centro-
Oeste, merecendo maior destaque a regiao Nordeste que detém, atualmente, a maior
producado de améndoas e a maior area ocupada com cocais (SOLER; VITALI; MUTO,
2007; ALMEIDA CAMPOS et. al., 2015; DE ALMEIDA et. al., 2016).

O primeiro género inclui espécies nativas da regido norte do Brasil
(Maranhao, Piaui, Para e Tocantins), apresentam maior distribuicdo, maior variagao
morfologica e de maior importancia econémica tais como: Orbignya phalerata Mart.
(babacu verdadeiro), O. eichleri Drude (piagava), O. teixeirana Bondar (perindo) e O.
microcarpa Martius. O segundo género abrange espécies encontradas principalmente
nos estados de Goias, Minas Gerais e Bahia, dentre as quais se destacam: Attalea
oleifera Barb. Rodr. (Catolé de Pernambuco) e A. pindobassu Bondar (pindobacgu).
Lorenzi (2010), alterou a nomenclatura desses dois géneros para Attallea spp.
(ZYLBERSZTAUN, et al 2000; PINHEIRO; FRAZAO; BALICK, 2005; ALBIERO et al.
2007; ALMEIDA CAMPOS et. al., 2015; DE ALMEIDA et. al., 2016).

A Orbignya phalerata Mart. (Attalea glassmanii Zona) (TROPICOS, 2017),
conhecida como babacu verdadeiro, forma povoamentos extensivos no Maranhao,
Piaui, Goias, Tocantins e Mato Grosso e também na Bolivia e Suriname (Tabela 1). O
Estado do Maranhao responde por 94,5% da producdo nacional de améndoas de
babagu, que, em 2015, atingiu 77 955 toneladas, sendo 7,1% inferior a obtida em
2014. (ZYLBERSZTAJN, 2000; BIESKI; LEONTI; ARNASON, 2015; IBGE,2015;
ARAUJO et. al., 2016).
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Os 20 principais municipios produtores sdo maranhenses e respondem por
58,4% do total nacional, dentre os quais se destacam: Vargem Grande, Pedreiras,
Pocéo de Pedras, Bacabal, Sdo Luiz Gonzaga do Maranhdo, Lago da Pedra, Bom

Lugar, Paulo Ramos, Lago dos Rodrigues e Joselandia (IBGE, 2015) (Tabela 2).

Tabela 1. Numeros para a ocorréncia, produtividade média e producéao
do Babagu no Brasil.

Estado Ocorréncia (ha) Prod. Média (kg/ha) Prod. Anual (tons)
Maranhao 10.303.503 1.689 7.796.000
Piaui 1.977.600 1.245 626.000
Goias 2.970.900 2.921 3.324.000
Mato Grosso  3.184.156 1.135 695.000
Brasil (total) 18.436.159 1.748 12.441.000

Fonte: adaptacéao a partir de PINHEIRO 2011.
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Tabela 2. Quantidade produzida e participacdes relativa e acumulada de babacu
(améndoa), dos 20 principais municipios produtores e respectivas Unidades da
Federacdo, em ordem decrescente — 2015

Babacu (améndoa)
Municipios produtores e respectivas Quantidade | Participagdes (%)
Unidades da Federagao produzida : Acumula
Relativa
(t) da
Brasil 77 955 100,0 -
Vargem Grande - MA 5400 6,9 6,9
Pedreiras — MA 4981 6,4 13,3
Porcéao de Pedras — MA 3949 5.1 18,4
Bacabal - MA 3080 4,0 22,3
Sao Luis Gonzaga do Maranhao - MA 2937 3,8 26,1
Lago da Pedra - MA 2780 3,6 29,7
Bom Lugar - MA 2678 3,4 33,1
Paulo Ramos - MA 2310 3,0 36,1
Lago dos Rodrigues - MA 2030 2,6 38,7
Joselandia - MA 1855 24 41,0
Vitorino Freire - MA 1670 2,1 43,2
Bernardo do Mearim - MA 1639 2,1 45,3
Codé - MA 1558 2,0 47,3
Lago Verde - MA 1390 1,8 491
Santo Antonio dos Lopes - MA 1368 1,8 50,8
Lago do Junco - MA 1292 1,7 52,5
Igarapé Grande - MA 1273 1,6 54,1
Coroata - MA 1221 1,6 55,7
Alto Alegre do Maranhao - MA 1081 1,4 57,1
Capinzal do Norte - MA 1 041 1,3 58,4

Fonte: IBGE, Diretoria de Pesquisas, Coordenagdo de Agropecuaria,
Producao da Extracdo Vegetal e da Silvicultura 2015.

As améndoas do babagu apresentam alto teor de lipidios, sendo por esta

razao consideradas de alto potencial para produgao de éleo vegetal (BIBIRVIT, 2006).

No periodo de 2007 a 2014, as exportagbes de Oleo de Babacu
aumentaram, de acordo com o sistema Aliceweb, do Ministério da Industria, Comércio
Exterior e Servigos (MDIC), as exportacdes se dividem em Oleo Bruto de Babacu e
Outros Oleos de Babacu, sendo que este Ultimo apresenta precos mais altos no
mercado externo devido a obtencdo de certificado de origem organica (CONAB,
2015).

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), no ano de
2015, foram exportadas 62 toneladas de 6leo (Outros 6leos de Babagu), ao valor de

US$ 11.06/Kg, ao passo que foram exportadas 130 toneladas, no valor de US$
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4.01/Kg de dleo de Babagu, em Bruto. Para se fazer uma comparagéo, em 2013 foram
exportadas 90 toneladas do 6leo com certificado organico, ao prego de US$ 9.35/Kg
e 100 toneladas de 6leo de Babacgu, em Bruto, ao preco de US$ 4.07 respectivamente.
Nesse mesmo periodo, observa-se que o 6leo com certificado alcangou uma
valorizagao de pregos de cerca de 18%, a medida que houve queda de 1,4% do prego

do 6leo sem certificado.

O dleo néo refinado, organico ou éleo bruto, apresenta em sua composigao
além de triglicerideos, os chamados “componentes menores” que sao fosfolipidios,
pigmentos, esterdis e tocoferodis e tragos de algumas outras substancias e metais.
Contudo, quando o dleo bruto € submetido a processo de refino este perde
importantes componentes nao lipidicos como acontece na maioria dos Oleos e
gorduras destinadas ao consumo humano. A finalidade do refino € a melhora da
aparéncia, odor e sabor através da remogao destes componentes que incluem varias
etapas como degomagem neutralizagdo, clarificagdo e desodorizagcdo (Tabela 3)
((HOFFMAN, 1989; ALMEIDA et. al., 1994; REIS et. al., 2017).

Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas do éleo de bruto de babagu.

I .. I Oleo bruto de babacu CODEX STAND OLIVEIRA
Caracteristicas fisico-quimicas

(OLEAMA) 210 1999 et al., 2007
indice de acidez (mg KOH/g) 3,75+ 0,05 Max. 5% 3,31 -3,38
indice de peréxido (meq 02/kg 0,40 £ 0,03 - 0,0
Umidade (%) 0,17 £ 0,05 - -
indice de iodo (Wijs) 17,03 £ 0,05 10-18 -
Indice de saponificagdo (mg 189,8 + 0,01 245-246 164 — 252
KOH/qg)
Densidade relativa a 25° C 0,918 —
(g/mL) 0,914 £ 0,33 0,914-0,917 0.924

Fonte: adaptacao de Luz et al. 2011. Cad. Pesq., Sao Luis, v.18, n.3, set/dez. 2011

Oliveira et al., (2008) haviam encontrado resultados semelhantes, o que foi
atribuido ao chamado “efeito matriz”, pois geralmente o indice de saponificacdo nos
Oleos vegetais pode ser influenciado por fatores referentes a origem e a forma de
cultivo da oleaginosa, tais como tipo de solo, clima e periodo de frutificagdo que
poderiam ser determinantes das diferengas e da constituicdo dos frutos, além do

tempo que o 6leo é submetido ao processo de saponificagao.
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Santos et al., (2010) determinaram a quantidade de acido graxos livres,
expressando-os em acidez em solugao normal NaOH v/m e indice de acidez em g de
acido laurico/oleico, %, p/p, presente no 6leo de babagu. A espécie O. phalerata,
oriundo do municipio de Codd-MA apresentou um indice de acidez de 0,3457 que esta
dentro da faixa recomendada pelo Codex Alimentarius (2003), o qual estabelece o
maximo de 5,0% g de acido oleico/100g. A determinagao da acidez pode fornecer um

dado importante no estado de conservacgao do dleo.

Os oleos vegetais sdo importantes como produtos complementares na
alimentagdo, mas também para a aplicagao industrial na producéo de biodiesel, na
farmacéutica, cosmética entre outras. Outras espécies do género Arecaceae, tém sido
estudadas para avaliar o seu potencial comercial (FERREIRA; FAZA; HYARIC, 2012).

Em algumas areas de ocorréncia da palmeira do babagu, industrias de
oleo de fabricagdo domeéstica vém surgindo, usando pequenos extratores de Oleo
motorizados, sendo a qualidade deste Oleo para fins comestiveis considerado de
melhor qualidade que o O6leo industrial devido ao menor rango deixado pelas

améndoas logo apods a extragao do fruto (PINHEIRO, 2011).

As améndoas podem também ser piladas, misturadas com agua e
filtradas para produzir o leite de coco que é usado para o preparo de alimentos,
ingerido puro ou misturado com o café (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2000). O
leite das améndoas verdes, menos gordurosas, também € por vezes usado no mingau
de bebés (PINHEIRO, 2011).

A preocupagao com a valorizagdo do Babacgu e a preservacédo da sua
palmeira tem sido uma luta de diferentes setores da comunidade cientifica, pois dele
dependem a sobrevivéncia de inumeras comunidades rurais nas regides norte e
nordeste. Apesar do elevado potencial de mercado varios fatores tém dificultado a sua
valorizagao entre eles a pratica extrativista como atividade de subsisténcia
(HERRMANN et al., 2001).

2.9 A Microcirculagao

A microcirculagao é constituida por uma rica rede de vasos sanguineos cujo

diametro é inferior a 100 um. De acordo com a sua estrutura e fungao, esses pequenos
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vasos sao classificados em arteriolas, vénulas, capilares e microlinfaticos. Sao
responsaveis por fungdes indispensaveis ao proposito da circulagdo sanguinea que
sdo o intercambio de nutrientes entre o tecido e o sangue circulante (CARVALHO et
al., 2001; CORSTIAN, 2008).

As arteriolas se originam a partir de ramificagbes das artérias e em
decorréncia da sua rigueza em musculatura lisa sdo denominados de vasos de
resisténcia. Na sua porcao terminal, origem dos capilares, existe o esfincter pré-
capilar que realiza o controle do fluxo sanguineo para a intimidade dos tecidos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Os capilares séo constituidos de uma uUnica camada de células endoteliais
sendo, portanto, uma parede permeavel. Sdo circundados por uma membrana basal,
com auséncia de musculatura lisa. Contudo, a maior permeabilidade é verificada nas
vénulas poscapilares. Os capilares confluem para formar as vénulas poscapilares com
estrutura semelhante aos capilares, porém com menor diametro (9-16 ym). O sangue
entdo é drenado para as vénulas, denominadas de vasos de capacitancia, e em

seguida para as veias, retornando para a circulagao sistémica (INCE, 2005).

O estudo da microcirculagao in vivo permite nao somente a compreensao
dos mecanismos que regulam o fluxo sanguineo como também a influéncia de
diversas macromoléculas e micronutrientes no leito vascular. Varios parametros sao
usados com este objetivo: reatividade microvascular (variagao de didmetro e/ou fluxo
de sangue), permeabilidade a macromoléculas, adesdo e rolamento de leucécitos
(SVENSJO, 1990; SIMOES; SVENJO; BOUSKELA, 2001)

A reatividade microvascular permite avaliar o didametro vascular em
resposta a diferentes substancias vasoativas ou a variagdo do volume de sangue
circulante. A permeabilidade a macromoléculas pode ser avaliada através da inducao
por substancias edemogénicas ou por lesdo I/R (SVENSJO, 1990; BOUSKELA;
GRAMPP, 1992).

As trocas que se processam através dos capilares e vénulas poscapilares
obedecem as propriedades fisicas da membrana vascular e principalmente pelo

desequilibrio entre as pressdes osmoticas e hidrostaticas que compdes a lei de Frank
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Starling (HELMKE, 2005). Por outro lado, a exsudagédo de proteinas plasmaticas e
outras macromoléculas ocorrem através das juncgdes intercelulares do endotélio,
exclusivamente nas vénulas poscapilares, ndo sendo observada em arteriolas,
capilares ou vénulas (ADAMS; ALITALO, 2007). Essas jung¢des sdo responsivas a
substancias vasoativas contraindo-se e promovendo a separacdo das células
endoteliais, consequentemente permitindo a passagem de macromoléculas do leito
vascular para o meio extracelular. Este processo é reversivel e dependente da agao
do calcio sobre os filamentos contrateis de actina e miosina intracelulares (SVENJO,
1990).

InUmeras s&o as causas de lesdo celular que determinam processo
inflamatorio: privagdo de oxigénio, agentes fisicos, agentes quimicos e drogas;
agentes infecciosos, reagdes imunoldgicas, alteragdes genéticas e desequilibrios
nutricionais. O estado patoldgico, independentemente da causa, determina aumento
da permeabilidade vascular que resulta da interagdo complexa entre fatores humorais
e celulares com consequente vasodilatagdo, aumento da permeabilidade a
macromoléculas e acumulo de leucdcitos no local da lesdo (WAGNER; FRENETTE,
2008).

Varios mediadores quimicos estdo envolvidos no aumento da
permeabilidade em vénulas poscapilares: histamina, bradicinina, leucotrienos, fator de
adeséo plaquetaria e radicais livres (HARRISON; CAl, 2003).

A adeséo leucécito-endotélio € determinada por uma série de outros fatores
que inclui a expressdo de moléculas de adesado, produto de ativagao leucocitaria
(superoxido), de células endoteliais (6xido nitrico) e de mecanismos fisicos resultante
das pressodes exercidas pelo sangue na parede do vaso sanguineo (CARVALHO et
al., 2001; SULLIVAN; SAREMBOCK; LINDEN, 2000).

O endotélio exerce um papel importante na fungdo da microcirculagao,
regulando os ténus vascular e o fluxo sanguineo, procurando manter a homeostase,
através da producao de uma série de mediadores bioquimicos vasodilatadores como
o oxido nitrico (NO), fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF),
Prostaglandina F2 (PGF2) e agentes vasoconstritores como a angiotensina I,

endotelina, tromboxano A2(TxA2). Tais substancias atuam de forma paracrina,
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contraindo ou dilatando o leito vascular de acordo com os estimulos do meio interno
(GOTO et al., 2003; VANHOUTE; SHIMOKAWA; TANG; FELETOU, 2009).

A lesdo ou ativacao das células endoteliais promove, secundariamente, o
desequilibrio das fungdes regulatérias deste tecido. Assim uma redugdo na
disponibilidade vascular de oxido nitrico determina um prejuizo na vasodilatagao
dependente do endotélio, aumento na agregagao de plaquetas e da adesdo de
leucécitos e influencia na proliferagao de células musculares lisas. A inativagao do NO
endotelial por radicais livres derivados do oxigénio pode ser um importante fator na
disfungao do endotélio (ALLEN et al., 2006).

2.10 O Diverticulo do vestibulo oral (Bolsa Jugal) de hamster como modelo

experimental

O modelo experimental do diverticulo do vestibulo oral de hamsters
(Mesocricetus auratus) é considerado o modelo ideal para pesquisa em
microcirculagdo. Em virtude da transparéncia do tecido epitelial e da rica
vascularizagdo, é utilizada como modelo para estudos de angiogénese, bioquimica
das reagdes inflamatorias e alérgicas, assim como para avaliagbes da dindmica
circulatoria da microvasculatura in vivo (WOLF; HUBLER, 1975; RAUD et al., 1989;
SVENJO; BOUSKELA, 1998).

A diverticulo do vestibulo oral dos hamsters sdo sacos membranosos
formados por imaginagdes bilaterais da mucosa oral, reversiveis, transparentes que
se prolongam do tecido celular subcutédneo até a regido dos ombros. Na regido
proxima a insercao oral, a parede da bolsa é revestida por fibras musculares
longitudinais e por um longo musculo retrator. Toda a estrutura é irrigada por ramos
da artéria carétida externa e ndo apresenta vasos linfaticos, exceto nas fibras de
insercdo do musculo retrator (GOLDENBERG; STEINBORN, 1970; BARKER;
BILLINGHAM, 1971).

As bolsas jugais do hamster sdo invaginagdes bilaterais que tém aberturas
na cavidade bucal e se estendem, dorso caudalmente, sob a pele dos ombros. No
animal adulto quando expandida cada uma delas mede 4,0 cm - 5,0 cm de

comprimento, aproximadamente 1,0 cm de largura e 0,4 mm de espessura. E
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revestida por epitélio plano estratificado corneificado, composto por camada basal de
células cuboides, camada espinhosa com um a trés niveis de células, camada
granulosa composta por um a dois niveis de células achatadas e extrato cérneo
homogéneo e densamente corado pela hematoxilina-eosina (HE). Esse epitélio é
sustentado por tecido conjuntivo denso, sob o qual repousa tecido conjuntivo frouxo,
ricamente vascularizado. O tecido conjuntivo frouxo, une a parede externa da bolsa
as estruturas adjacentes, permitindo que ela seja facilmente evertida em animais
anestesiados, facilitando a sua utilizagdo em estudos experimentais (BARKER,;
BILLINGHAM, 1977; WHITE; GOHARI, 1981; HARDY et al., 1986).

Segundo HOCHMAN et al., 2004, este modelo apresenta inumeras

vantagens que podem ser enumeradas:

1. Permitir facil acesso a preparagao da estrutura de forma relativamente
nao traumatica e possibilitando a visualizagdo do mesmo campo inumeras vezes

através de microscopia de baixa magnificéncia;

2. A bolsa é ricamente vascularizada e todos os tipos de micro vasos podem
ser vistos no campo microscopico, tornando possiveis estudos comparativos de varios

segmentos microvasculares;

3. A nitidez e as propriedades Opticas da bolsa s&o boas quando

comparadas com outros tecidos densamente vascularizados;

4. A bolsa possui tanto leito microvascular cutaneo e esquelético, sendo de

uso particular para estudos comparativos.

Este modelo experimental foi descrito pela primeira vez em 1947, como
uma janela natural para estudos da microcirculagdo (FULTON; JACKSON; LUTZ,
1947). Em 1973 foi descrito sob o aspecto fisioldgico por Duling, aperfeicoado por
Svensjo e colaboradores em 1978 e utilizado em pesquisa farmacolégica por Svensjo
em 1990 (DULLING,1973; SVENSJO, 1990).

O estudo da microcirculagao in vivo, tendo a diverticulo do vestibulo oral de
hamster como modelo experimental, € de extrema relevancia para complementar e

melhor caracterizar os efeitos de diversos farmacos neste sistema. Acredita-se que a
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maioria desses efeitos seja mediada pelo endotélio da parede vascular, responsavel
pela regulacdo e manutengdo da homeostasia e da fungao cardiovascular (CONDE
et. al., 2007; SOUZA et.al., 2015).
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3 JUSTIFICATIVA

As doencas cardiovasculares sao doengas complexas influenciadas por
varios fatores e tém sido consideradas problema de saude publica desde o comeco
do século, sendo influenciada pelo estilo de vida, como dieta rica em energia, gorduras
saturadas, colesterol e sal, bem como consumo de bebida alcodlica, tabagismo e
sedentarismo (NOVELLO; FRANCESCHINI; QUINTILIANO, 2008; RIBEIRO;
OLIVEIRA, 2011; SIMAO et. al., 2013; MS, 2015).

Nesse quadro, a nutricdo, através do consumo de uma alimentacao
saudavel é um desafio para os consumidores, preocupados com a ingestdo de
alimentos ricos em gorduras e colesterol. Pesquisas tem demostrado que os acidos
graxos provenientes da dieta podem interferir na morbidade e mortalidade das
doencgas cardiovasculares, visto que esses acidos podem alterar a resposta endotelial,
os niveis das fragdes lipidicas e o metabolismo de quilomicrons, a estereologia do
miocardio e outros fatores associados a essas doengas (NOVELLO; FRANCESCHINI;
QUINTILIANO, 2008).

A busca por alimentos que possuam um ou mais nutrientes adicionados
com efeitos benéficos para a saude, contendo componentes com atividade fisiologica
e bioldgica, além dos nutrientes, esta cada vez mais em ascenséo por parte dos
consumidores. Nas ultimas duas décadas o termo funcional foi aplicado a alimentos e
adquiriu um novo significado e mais restrito, o de fornecer beneficio fisiolégico

adicional, além de satisfazer as necessidades nutricionais (ANJO, 2004).

Ao longo do tempo, o azeite de oliva tem sido utilizado na culinaria desde
pelo menos 3.000 a.C devido as suas propriedades culinarias, como odor e sabor
carateristicos. As qualidades nutricionais, dietéticas e organolépticas, estimulam seu
consumo cru e como incremento em saladas, pois beneficios para a saude do azeite
de oliva é devido a baixa incidéncia de doencga cardiaca coronaria que esta centrada
no seu teor relativamente elevado de acido oleico. Sendo assim, considerado como a
opc¢ao mais saudavel entre os azeites comestiveis, razao pela qual a producdo e
consumo tém crescido, nos ultimos anos, em todo o mundo (NOGUEIRA-DE-
ALMEIDA et. al., 2015)
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Da mesma forma o consumo de 6leo de babacu em comunidades
quilombolas é elevado fazendo parte da culinaria dessas comunidades, isso se deve
a insercao dessas populagcdes em areas de babaguais. O Babagu é o nome genérico
dado as palmeiras oleaginosas pertencentes a familia Palmae e integrantes dos
géneros Orbignya e Attalea. E nativo da zona de transic&o entre o cerrado e a floresta
amazoénica. As possibilidades de aproveitamento do babagu em diversas atividades
sdo amplas, da alimentacédo e vestuario até elementos energéticos alternativos. O
principal produto do babagu é o 6leo da améndoa, constituindo 65% de seu peso,
sendo utilizado para a fabricacdo de sab&o, glicerina e 6leo comestivel, mais tarde
transformado em margarina, além de uma torta utilizada na produg¢éao de ragéo animal.
Além do uso do 6leo industrial refinado, o 6leo nao refinado e as améndoas do coco
do babacgu in natura sao utilizados por diversas comunidades de afrodescendentes
como uma das principais fontes de energia alimentar (MACHADO; CHAVES;
ANTONIASSI, 2006; VIEIRA; LIMA; NASCIMENTO, 2013).

No Brasil, o 6leo de coco babagu vem sendo usado, quase que
exclusivamente, na fabricagdo de produtos de higiene e limpeza. O seu uso na
industria de alimentos, na fabricagdo de margarina, aparece como secundaria. Existe,
no entanto, um grande interesse no desenvolvimento de mercados e novas
alternativas para o uso do 6leo do babagcu (MACHADO; CHAVES; ANTONIASSI,
2006; VIEIRA; LIMA; NASCIMENTO, 2013).

Visando promover a valorizagdo do 6leo de babacu como uma fonte
alternativa de energia, esta pesquisa busca por meio de estudos microcirculatérias e
histolégicos, promover o consumo de forma segura do 6leo de babacu nao refinado
no mercado de géneros alimenticios na forma in natura ou associado a outras fontes
nutricionais, servindo dessa forma de complementacao alimentar capaz de reduzir o
risco de isquemia por melhorar a microcirculagédo, diante de outras fontes de lipidios
de origem vegetal como o azeite de oliva, e inseri-lo na categoria de alimento funcional
como protetor vascular contra as DCV, além de promover a conservagao dos
babacuais fonte de subsisténcia para diversas familias de quebradeiras de coco que
sobrevivem do extrativismo do babacu e fazem uso de seus componentes

habitualmente como um produto complementar na alimentagao de suas familias.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Analisar os efeitos microcirculatérias do 6leo de babagu néo refinado Orbignya
phalerata Mart. (Attalea glassmanii Zona) com o Azeite de Oliva na microcirculagéo e

no figado de hamsters machos da espécie Mesocricetus auratus.

4.2 Objetivos Especificos

e Comparar os efeitos os efeitos do 6leo de babagu nao refinado e do azeite de
oliva sob o peso corporal.

e Determinar o perfil lipidico através das concentragbes plasmaticas de
triglicerideos, Colesterol Total, HDL, LDL e VLDL de hamster machos da
espécie Mesocricetus auratus tratados do 6leo de babagu nao refinado e do
azeite de oliva.

e Caracterizar histologicamente a deposicdo de gordura no figado de hamster
machos da espécie Mesocricetus auratus tratados do 6leo de babagu nao
refinado e do azeite de oliva.

e Comparar os efeitos do 6leo de babacgu nao refinado e do azeite de oliva sob
permeabilidade da parede vascular ao extravasamento microvascular induzido
pela Isquemia / Reperfusdo com e sem aplicacio tépica de histamina.

e Caracterizar fitoquimicamente por meio de Espectrometria de Massa
componentes quimicos presentes nas amostras do 6leo de babagu nédo

refinado e no azeite de oliva.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Caracterizagao do Estudo

Trata-se de estudo experimental, tendo como modelo o diverticulo do
vestibulo oral de hamster (Bolsa Jugal), no qual foi preparado para microscopia
intravital de acordo com Duling (1973) e modificada por Svenjo (1990) e Bouskela e

Gramp (1992) para estudo da microcirculagao e o figado para estudo histolégico.

Para a realizacdo do trabalho foram utilizados 70 hamsters machos da
especie Mesocricetus auratus com massa corporal média de 100g e idade entre 7 e
10 semanas. Esses animais sdo provenientes do biotério “ANILAB”, localizado na

cidade de Paulinea, no Estado de Sao Paulo.

O Estudo Microcirculatorio foi realizado no Laboratério de Pesquisas em
Microcirculacdo — BIOVASC / UERJ, que possui estrutura funcional permitindo que os
animais sejam mantidos em ambiente com temperatura (21+1°C) e umidade (sistema
de ar condicionado e exaustdo) controladas, em ciclos diurnos/noturnos normais,
através de um temporizador no periodo de 6:00 a 18:00h. Os animais foram
alimentados através de ragao padrao autoclavada Nuvital da Nuvilab, Curitiba, PR e

receberam agua filtrada. Nao houve restricbes ao consumo de agua ou ragao.

Os Estudo Histolégico e Bioquimico foram realizados no Laboratério de
Imunofluorescéncia e Microscopia Eletrénica (LIME) do Hospital Universitario da
UFMA e no Laboratério de Analises Clinicas (LAC) do Programa de Pds-Graduagéao

em Saude do Adulto da UFMA, respectivamente.

O Estudo Fitoquimico foi realizado no Laboratério Multiusuario de
Petroledbmica e Forense pertencente ao Nucleo de Competéncia em Quimica do

Petroleo (NCQP) localizado no campus de Goiabeiras/Vitéria-ES.
5.2 Amostras do Oleo de Babacu nido Refinado

As améndoas foram colhidas no municipio Lago dos Rodrigues - MA e a
extragdo do 6leo da améndoa do babagu foi realizada no Laboratério de Quimica da

Universidade Estadual do Maranhdo - UEMA. O d6leo de babagu nao refinado foi
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extraido pelo método de extragdo continua com auxilio do Extrator de Gorduras e
Lipidios Soxhlet por Reboiler, tendo como solvente o hexano (RODRIGUES, 2011;
NOVAZZI; HIPOLITO, 2012).

O municipio de Lago dos Rodrigues esta localizado na Mesorregidao Centro
Maranhense, na Microrregiao do Médio Mearim. Encontra-se ao nivel do mar e a
variagao térmica durante o ano é pequena, com a temperatura oscilando entre 21,5°C
e 32°C, compreendendo uma area de 180 km?. Esta inserido nos dominios da Bacia
Sedimentar do Parnaiba. Quanto aos Aspectos Fisiograficos € marcado por um clima
tropical quente e semiumido (Aw), com dois periodos bem definidos: um chuvoso, que
vai de janeiro a junho, com médias mensais superiores a 190 mm e outro seco,
correspondente aos meses de julho a dezembro. Os solos da regido estédo
representados por Podzélico Vermelho-Amarelo. Os Podzdlicos Vermelho-Amarelos
sao solos minerais com textura média e argilosa, situando-se, principalmente, nas
encostas de colinas ou outeiros, ocupando também areas de encostas e topo de
chapadas, com relevo que varia desde plano até fortemente ondulado. S&o originados
de materiais de formagdes geoldgicas, principalmente sedimentares, de outras
coberturas argilo-arenosas assentadas sobre as formagdes geoldgicas. As areas onde
ocorrem essa classe de solo s&o utilizadas com cultura de subsisténcia, destacando-
se as culturas de milho, feijao, arroz e fruticultura (manga, caju e banana), além do
extrativismo do coco babacu (EMBRAPA, 2006; IBGE, 2017).

5.3 Amostras do Azeite de Oliva

Para o estudo usou-se amostra comercial adquirido no comércio varejista
da cidade de Sao Luis — MA de Azeite de Oliva; Extra Virgem; Marca Andorinha;
Acidez <0,50%; Indice de peréxido <20,00 meq O2/Kg; Extincdo Especifica no
Ultravioleta 270nm < 0,22; Delta K<0,01; 232nm < 2,50.

5.4 Grupos e Delineamento Experimental

Os hamsters foram divididos em sete grupos e tratados oralmente por 14
dias, duas vezes ao dia (as 8 e as 16 horas), com diferentes doses de 6leo de babagu
nao refinado (OB), azeite de oliva (AO) e 6leo mineral (OM), conforme esquema

abaixo.
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As dosagens suplementadas de azeite de oliva, 6leo de babagu n&o
refinado e 6leo mineral foram escolhidas previamente em estudos realizados no

mesmo modelo experimental por Barbosa et. al.,2012.

Grupo | Tratamento

1 Recebeu 0,18 mL de 6leo mineral / 100g de massa corporal (n=10)

2 Recebeu 0,02 mL de éleo de babagu nao refinado / 100g de massa
corporal (n=10)

3 Recebeu 0,06 mL de 6leo de babagu nao refinado / 100g de massa
corporal (n=10)

4 Recebeu 0,18 mL de 6leo de babagu nao refinado / 100g de massa

corporal (n=10)

Recebeu 0,02 mL de azeite de oliva / 100g de massa corporal (n=10)

5
6 Recebeu 0,06 mL de azeite de oliva / 100g de massa corporal (n=10)
7 Recebeu 0,18 mL de azeite de oliva / 100g de massa corporal (n=10)

Estudo Microcirculatério

Os experimentos foram realizados no 15° dia onde os animais foram
inicialmente anestesiados através de uma injegao intraperitonial de pentobarbital
sédico - 0.2mL/100g de massa corporal (Pentobarbitol Sodique, Sanofi, Franga, 60
mg/mL). A temperatura corporal do animal foi mantida constante, em torno de 36.5°C,
durante o experimento através de uma manta aquecedora controlada por um
termostato retal (LB750 Thermostat System, Uppsala Processdata AB, Suécia). A veia
femoral foi canulada com o uso de um tubo de polietileno (PE 10) para injecao
endovenosa de anestésico (a-cloralose-25mg/mL — Sigma Chemical, USA - 0,25
mL/100g de massa corporal) e do marcador fluorescente FITC-dextrana (FITC-
Dextran, PM 150 000 — Sigma Chemical, USA — 0,3 mL/100g de massa corporal)
importante para visualizar extravasamento microvascular de macromoléculas. Para
facilitar a respiracao espontanea, fez-se uma traqueostomia com insercéo de um tubo
de polietileno (PE 190).

O diverticulo do vestibulo oral do hamster foi preparada para microscopia
intravital de acordo com Duling (1973), e modificada por Svensj6 (1990) e Bouskela e
Gramp (1992). O saco da bochecha (diverticulo do vestibulo oral — Bolsa Jugal) foi
evertido cuidadosamente, de modo nao traumatico, com o auxilio de um cotonete
umedecido em solucéo fisiolégica de NaCl a 0,9%. A parte distal, ndao muscular, foi

identificada e fixada a um anel de silicone com auxilio de pinos metalicos em uma
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placa de acrilico adaptada para este fim. A dissecgao foi feita com o auxilio de um
estereomicroscopio (Leica Z30E, USA), com magnificagdo de sete a trinta vezes o
tamanho normal, para expor a superficie inferior. O tecido conjuntivo frouxo foi entéo
removido para permitir a observagdo dos vasos da microcirculagdo. Todo
procedimento foi realizado com extrema cautela para ndo seccionar os vasos
calibrosos a fim de que ndao houvesse sangramentos que pudessem alterar o fluxo
sanguineo normal da bolsa. Durante a preparacao e toda a experiéncia a diverticulo
do vestibulo oral permaneceu submersa e continuamente superperfundida com uma
solugao salina tamponada por bicarbonato e HEPES (N-2-hidroxi-etilpiperazina-N-2-
acido etanosulfénico) - composigdo em mM: NaCl 110, KCI 4,7, CaClI2 2,0, MgSO4
1,2, NaHCO3 18,0, HEPES (N-2-hidroxi-etilpiperazina-N-2-acido etanosulfénico) -
15,39 e HEPES sal de Na+ 14,6 77. O fluxo constante e velocidade de superperfusio
foram mantidas a 4 mL/min através de uma bomba de perfuséo (Peristaltic Pump P-
3, Pharmacia Fine Chemicals, Suécia). A temperatura da solugdo de superfusao foi
mantida aquecida a 36,5°C através do uso de um banho aquecimento (VWR Scientifc
modelo 1130A, USA). O pH foi ajustado para 7,40 borbulhando-se a solugao
continuamente com 5% CO2 — 95% N2 (White Martins Gases Especiais, Brasil).
Durante as experiéncias, a mesma mistura gasosa foi também colocada sobre a
preparagao experimental para manter o nivel da pressao parcial de 02 (pO2),

monitorada por um eletrédio de O2, entre 12 e 15 mmHg na solugao de perfusao.

Apds o término da dissecgéo do tecido conjuntivo, a placa de acrilico com
o animal foi colocada em um microscopio 6ptico triocular (Leica DMLS, Wetzlar,
Alemanha), equipado com sistema de transiluminagédo (lampada de mercurio HBO
100W/2, Osram, Alemanha) para observagcdo em luz fluorescente (luz ultravioleta)
alimentada por fonte IREM modelo E2-XH5 P/L (Suécia), permanecendo em

acomodacao por 30 minutos.

Depois do tempo de acomodacao, foi feita a observagao controle antes da
isquemia de 90 minutos (tempo este determinado para que haja lesdo vascular) no
diverticulo do vestibulo oral do hamster. A isquemia total foi obtida colocando-se um
torniquete de aluminio coberto, na parte interna, por um tubo de latex muito fino
montado em volta do inicio da bolsa evertida, no ponto em que ela sai da boca do

hamster. A colocagcado do torniquete pode ser feita sem interferir visivelmente com o
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fluxo de sangue local. A pressao dentro do tubo de latex pode variar rapidamente com
0 uso de uma seringa: aumentar comprimindo o ar e diminuir por evacuagdo ou
descompressao. Uma presséao intratubular de 200-250 mmHg no tubo de latex
provoca uma parada do fluxo de sangue nos microvasos em poucos segundos.
Durante o periodo de oclusdo ha pequenos ajustes no movimento de sangue dentro
dos microvasos, visiveis nos vasos maiores. Na descompressdo, ha um aumento
imediato no fluxo de sangue que volta aos niveis observados antes da oclusao para
isquemias com duragao de até 60 min com auxilio de um manguito, feito de tubo de
latex fino, colocado na parte proximal do diverticulo do vestibulo oral e inflado até a
paralisacdo completa do fluxo sanguineo. Ao final de 90 min soltou-se o manguito

permitindo a restauracao do fluxo sanguineo na regiéo (reperfusao).

Medida da Permeabilidade a Macromoléculas

Ap06s o procedimento cirurgico, e o periodo de acomodacao, injetou-se por
meio da veia femoral, um marcador macromolecular fluorescente denominado
Isotiocianato de fluoresceina (FITC) -dextrana, com peso molecular de 150 000, na
concentragcao de 25mg/100g de massa corporal a 5% em solugao de NaCl a 0,9%. O
tempo ideal para que o marcador chegue até a preparagao é de dez segundos para
alcancar as arteriolas e em até vinte segundos percorrendo os capilares e atingindo
as vénulas — tempo médio em nossas preparagoes foi de 9 segundos nas arteriolas e
de 19 segundos nas vénulas. As preparagdes que apresentaram um numero de
pontos de extravasamento espontaneos superior a dez, foram descartadas, por
possuirem danos vasculares precoces. Observou-se o numero de extravasamentos
com objetiva de x 3,5 e oculares de x 10. A area observada do diverticulo do vestibulo
oral do hamster é circular. A observagao do numero de extravasamentos foi feita pela
varredura da area total de observacédo, em intervalos selecionados: pré-isquemia, e
pos-isquemia (nos tempos 0, 5, 10, 15, 20 e 30 minutos). Os pontos fluorescentes
formados no local do extravasamento podem ser visualizados quando eles atingem
um didmetro maior que 100 ym. O numero de pontos de extravasamento foi medido
por cm?. Para a analise estatistica, foi considerado apenas o maior extravasamento

vascular que foi obtido no tempo de dez minutos apds a reperfusao.
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Na avaliagdo da medida de permeabilidade microvascular foram utilizados

42 hamsters divididos entre os grupos experimentais como forme esquema abaixo e

Figura 1:
Grupo | Tratamento

1 Recebeu 0,18 mL de 6leo mineral / 100g de massa corporal (n=6)

2 Recebeu 0,02 mL de éleo de babagu nao refinado / 100g de massa
corporal (n=6)

3 Recebeu 0,06 mL de 6leo de babagu nao refinado / 100g de massa
corporal (n=6)

4 Recebeu 0,18 mL de 6leo de babagu nao refinado / 100g de massa
corporal (n=6)

5 Recebeu 0,02 mL de azeite de oliva / 100g de massa corporal (n=6)

6 Recebeu 0,06 mL de azeite de oliva / 100g de massa corporal (n=6)

7 Recebeu 0,18 mL de azeite de oliva / 100g de massa corporal (n=6)

6 6
— e
.
( B 6 6
0,06ml/dose Hamster Hamster
-
—\ )
0,18ml/d 2 e
S EELO0SA Hamster Hamster

Figura 1. Desenho esquematico dos Grupos Experimentais e os tratamentos
para estudo de Microcirculagao. Oleo Mineral (OM); Azeite de Oliva (AO); Oleo
de Babacu (OB).
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Estudo Bioguimico e Histolégico

Os experimentos foram realizados no 15° dia onde os animais foram
inicialmente anestesiados através de uma injecdo intraperitoneal de Pentobarbital
sodico - 0.2mL/100g de massa corporal (Pentobarbital Sodique, Sanofi, Franga, 60
mg/mL). Atingido o plano anestésico adequado colheu-se o sangue da veia femoral e
foi acondicionado em tubos de ensaio sem anticoagulante e centrifugado a 3000 rpm
por 10 minutos em centrifuga de mesa. Os soros obtidos pela centrifugagdo foram
armazenados em microtubos do tipo Eppendorf e mantidos em freezer com
temperatura (menos) -80°C. Para determinagao dos parametros sanguineos das
concentragdes plasmaticas de triglicerideos, Colesterol Total, HDL, LDL e VLDL foram
realizadas por meio de kits comerciais da marca Labtest (Labtest Diagnostica S.A.,
Brasil). O preparo das amostras seguiu as recomendacoes fornecidas pelo fabricante
do kit, segundo a metodologia proposta para cada parametro e expressas em mg/dL.
As concentragcbes foram obtidas por meio de espectrofotometria em analisador

bioquimico semiautomatico em equipamento SX-3000M da Sinnowa Brasil®.

Apds a coleta de sangue foi entdo administrado a dose letal de
Pentobarbital sédico - 0.2mL/100g de massa corporal (Pentobarbital Sodique, Sanofi,
Franga, 60 mg/mL) (120 mg/kg) para eutanasia. Imediatamente apés a comprovagéo
da morte do animal foram iniciados os procedimentos de necropsia e obtencdo do
figado. Os hamsters foram colocados em decubito dorsal e a cavidade abdominal
aberta com auxilio de uma tesoura cirurgica. O figado foi removido de forma asséptica,
analisados macroscopicamente em seguida fixados em formol 10% tamponado pH

7,2, processados e embebidos em parafina.

Sobre laminas de vidro, previamente desengorduradas com solugao alcool-
éter, foram colocados cortes histolégicos com espessura de cinco um. Estes
procedimentos operacionais sao padrdées do Laboratorio de Imunofluorescéncia e
Microscopia Eletrénica (LIME) do Hospital Universitario da Universidade Federal do

Maranhao (HU-UFMA), seguindo as normas de controle de qualidade do laboratério.

As laminas obtidas foram coradas pelo método de Hematoxilina e Eosina

(HE) para analise rotineira das alteragdes histologicos.
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As imagens de figado visualizadas pela objetiva de 40x foram digitalizadas
através da microcamera Leica DFC340FX associada ao microscépio Leica DM5000B
e todas as imagens foram analisadas pelo software de andlise e processamento de

imagem Leica.

A analise no figado foi quantificada em 20 imagens aleatdrias (area total
percorrida igual a 1,5 x 106 um?). A escolha pela analise em 20 imagens foi devido a
um estudo piloto no laboratério, onde foi demonstrado que esse numero de campos
era suficiente para a obtengcdo de uma leitura representativa da Iamina inteira. As
alteracdes Histoldgicos do figado avaliadas de forma qualitativa e realizadas levando-
se em consideracdo a extensdo das alteragdes observadas em todo o corte
histolégico. As alteragbes Histologicos avaliadas foram o acumulo de lipideos e a
contagem dos hepatdcitos que continham esteatose micro e macro vesicular foram
quantificados em area total de 1,5x106 p? usando secgdes parafinadas coradas com
H&E.

Na avaliagao Histolégico foram utilizados 28 hamsters divididos entre os

grupos experimentais conforme esquema abaixo e Figura 2:

Grupo | Tratamento

1 Recebeu 0,18 mL de 6leo mineral / 100g de massa corporal (n=4)

2 Recebeu 0,02 mL de 6leo de babagu nao refinado / 100g de massa
corporal (n=4)

3 Recebeu 0,06 mL de 6leo de babagu nao refinado / 100g de massa
corporal (n=4)

4 Recebeu 0,18 mL de 6leo de babagu nao refinado / 100g de massa

corporal (n=4)

Recebeu 0,02 mL de azeite de oliva / 100g de massa corporal (n=4)

Recebeu 0,06 mL de azeite de oliva / 100g de massa corporal (n=4)

~N (O On

Recebeu 0,18 mL de azeite de oliva / 100g de massa corporal (n=4)
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Figura 2. Desenho esquematico dos Grupos Experimentais e os tratamentos
para estudos bioquimicos e histopatologicos. Oleo Mineral (OM); Azeite de
Oliva (AO); Oleo de Babagu (OB).

5.5 Analise Fitoquimica

As amostras de 6leo de coco babacu nao refinado e de azeite de oliva foram
encaminhadas para analise no Laboratério Multiusuario de Petroledmica e Forense
pertencente ao Nucleo de Competéncia em Quimica do Petréleo (NCQP) localizado
no campus de Goiabeiras/Vitéria-ES. Foi realizada Espectrometria de massas de
Ressonancia Ciclotronica de lons por Transformada de Fourier (FT-ICR MS), utilizado
espectrometro FT-ICR MS (modelo 9.4 T Solarix, BrukerDaltonics, Bremen,
Alemanha). Os espectros foram obtidos no modo negativo em uma faixa de massa
m/z 150-1200. As condi¢cdes da fonte de ESI foram: pressao de gas nebulizador de
0,5 Bar, voltagem capilar de 3,9 kV, e a temperatura de transferéncia capilar de 180°
C. O tempo de acumulacao dos ions foi de 0,25 s. Cada espectro foi adquirido pela
acumulagao de 100 varreduras (scans). Os espectros foram obtidos com alta

resolugao (4 M).
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Para injecdo no FT—- ICR MS, 1 mg do extrato foi solubilizado em 1 mL de
metanol PA (Vetec Quimica Fina Ltda, Brazil) e 4 yL de solugao de NH4OH PA (Vetec

Quimica Fina Ltda, Brazil) foi adicionado.

Os espectros de massa foram adquiridos e processados utilizando o
software de Compass Data Analysis (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). As
féormulas estruturais dos compostos foram obtidas através do software

chemspiderdatabase (www.chemspider.com).
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6 ANALISES ESTATISTICAS

A analise estatistica foi realizada com auxilio do programa Stata/SE 9.0
para o Windows (Stata Corporation, College Station, Texas, USA). As variaveis em
estudo foram inicialmente submetidas ao Teste Shapiro-Wilk para verificar a simetria
(normalidade). Como medida de tendéncia central, foi utilizada a média e como
medida de dispersdo, o desvio padrdo. Utilizou-se na comparagdo dos grupos e
momentos, a analise de variancia ANOVA, seguido do teste post hoc de Turkey, para
valores de p<0,05. Para todos os testes, adotou-se nivel de significancia de 5%

(p<0,05). A analise Histoldgico foi qualitativa.
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7 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Todos os procedimentos realizados com os animais foram feitos em
parceria com a Universidade Federal do Rio de Janeiro- UERJ e integra-se aos
projetos em desenvolvimento no Laboratério de Pesquisas Clinicas e Experimentais
em Biologia Vascular — BIOVASC aprovados no Comité de Experimentos em Animais
sob o CEUA n° 039/2015 de acordo com as Normas Internacionais para a Pesquisa
Biomédica em Animais (Consejo de Organizaciones Internacionales de Ciéncias
Médicas, 1990) e de acordo com a Lei Federal n° 6.638 que estabelece normas para
a pratica didatico cientifica da vivissecgao de animais, de 8 de maio de 1979 (ANEXO
A).
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8 RESULTADOS
8.1 Analise do Peso corporal dos animais nos diversos tratamento.

Neste estudo foram utilizados 70 hamsters alocados em 03 grupos
experimentais referentes & Oleo Mineral (OM) como controle negativo, Azeite de Oliva
(AO) e Oleo de Babacu nao refinado (OB), os resultados para o peso corporal ndo

apresentaram diferenca estatistica (Tabela 4).

Tabela 4. Peso Corporal dos animais dos grupos experimentais para os tratamentos
de Oleo Mineral (CN), Azeite de Oliva e Oleo de Babacu n3o refinado nas dosagens

0,02mL/dose, 0,06 mL/dose e 0,18mL/dose tratados duas vezes ao dia. S&do Luis

(MA). 2018.

Tratamento Peso Inicial (g) Peso Final (g) p*
Oleo Mineral (n=10) 143,4 + 10,1 140,6 + 10,8 0,5193
Azeite de Oliva (n=30) 147,8 £ 9,5 145,5+9,2 0,6524
Oleo de Babacu néo refinado (n=30) 144,1 + 10,3 143,7 + 10,8 0,8884

p* 0,2621 0,3679

Os resultados estdo expressos como média + desvio-padrao. As médias nao diferem

entre si pela Andlise de Variancia, complementada pelo teste de Tukey com (p<0,05)
8.2 Estudo de Microcirculagao

Extravasamentos microvasculares induzidos pela I/lR com e sem aplicagao de

histamina nos diferentes grupos de tratamento.

Os animais (hamsters), para o estudo de microcirculacdo, aceitaram a
administracdo oral do Oleo Mineral, Azeite de Oliva e do Oleo de Babacgu n3o refinado

e apresentaram resposta a isquemia/reperfusao.

Os resultados demostraram uma reducéo, significante, entre a média dos
valores de extravasamentos induzidos durante a reperfusdo sem aplicagao topica de
histamina € menor nos animais tratados com 6leo de babagu nao refinado na dose de
0,06mL/dose (OB-6) e 0,18mL/dose (OB-18) do que nos animais tratados com Azeite
de Oliva 0,06mL/dose (AO-6) e 0,18mL/dose (AO-18) e no controle tratado com Oleo
Mineral (OM-18) (Tabela 5).
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Tabela 5. Média de extravasamento (n° de leaks) por grupo de animais para o estudo
experimental de Permeabilidade — Isquemia / Reperfusdo sem aplicagao de histamina para
os tratamentos de Oleo Mineral (CN), Azeite de Oliva e Oleo de Babagu n&o refinado nas
dosagens 0,02mL/dose, 0,06 mL/dose e 0,18mL/dose tratados duas vezes ao dia. Sdo Luis
(MA). 2018.

Grupos sem aplicagao de histamina

Tratamento(dose)
Grupo OM (n=6) Grupo AO (n=18) Grupo OB (n=18) p*
0,02mL/dose * 127,5+23,9 117,3+3,2** 0,5272
0,06mL/dose * 120,7+17,0# 104,8+3,0"# 0,0137
0,18mL/dose 122,8+1,7# 116,7+14,1# 90,2+4,2**# <0,0001
p* -—- 0,6159 <0.0001

* Nao se usou animais para essas doses.
** Resultados estatisticamente significantes entre as doses no mesmo grupo (Teste de
Tukey)

# Diferenca Estatistica entre os grupos na mesma dose (p<0,05).

Os resultados com aplicacdo topica de histamina, que promove um
aumento da permeabilidade, demostraram serem estatisticamente significantes entre
nas doses 0,06mL/dose e 0,18mL/dose entre os grupos OB, AO e OM (Tabela 6).
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Tabela 6. Média de extravasamento (n° de leaks) por grupo de animais para o estudo
experimental de Permeabilidade — Isquemia / Reperfusdo com aplicagao de histamina para
os tratamentos de Oleo Mineral (CN), Azeite de Oliva e Oleo de Babagu nao refinado nas
dosagens 0,02mL/dose, 0,06 mL/dose e 0,18mL/dose tratados duas vezes ao dia. S&o
Luis (MA). 2018.

Grupos com aplicagao de histamina

Tratamento(dose)
Grupo OM (n=6) Grupo AO (n=18) Grupo OB (n=18) p*
0,02mL/dose * 238,5+82,2 219,0+5,4** 0,7002
0,06mL/dose * 206,5+43,9#% 200,7+7,0**# 0,0456
0,18mL/dose 241,2+17 4# 190,3+57,9# 185,5+10,4**# 0,0280
p* - 0,5692 <0,0001

* Nao se usou animais para essas doses.
** Resultados estatisticamente significantes entre as doses no mesmo grupo (Teste
de Tukey)

# Diferenga Estatistica entre os grupos na mesma dose (p<0,05).

Observou-se um efeito de dose no grupo OB na diminuigdo dos
extravasamentos microvasculares induzidos pela I/R sem e com aplicacao topica de
histamina (p<0,0001).

8.3 Estudo Bioquimico e Histologico

8.3.1 Estudo Bioquimico dos Niveis Plasmaticos de Colesterol Total, HDL-

colesterol, LDL-colesterol, VLDL e Triglicerideos

As Tabelas 7 a 11 mostram os parametros plasmaticos dos animais
alimentados com Oleo de babacu n&o refinado, Azeite de Oliva e Oleo Mineral. Os
tratamentos ndo ocasionaram alteracgdes significativas sobre os parametros avaliados,

sem significancia estatistica.



(Ip/Bw 0Z1 — 0G ) JeIsweH wa |ejo} [048)s9|0)) eled eloudlajal ap JojeA O "Aayn] ap 81s9] sod
‘VAONVY: (S0‘0>d) seaneolyiubis seduaiajip wWedipul BUNJOD BWSSW BU Sajualajip seinosniew sens| ‘(go‘0>d) seaneoniubis

seduaJalip WesIpuUl BYUI| BLWSSW BU S8lUaJajip Se|NosnuiW sel)s| oelped-0IASep F BIPaW OWwo09 sopejuasaide sope)jnsay

L000°0 > L000°0 L0000 > L0000 > «d
21500 89'6Z ¥ G8'0LL 9Z'/€L F 81'02C G6'vL ¥ 0'GZL GZ'ZLF 0'vEL S09p490I1|61 |
18500 v6'SF L1'2C 91,2 F 9Ly 66'CF 00'GZ GY'CF 0892 1a1A
y0£9°0 9L'9F 0502 8e'8 F 19'€C L0'GF £9'Ge GO'6 F 0512 71an [048)s8100
85960 2L'SF €2'0¢ 86'8 ¥ ££'0C 16'8F L1'6l 96'G ¥ 0G'81 1aH |048)88]0D
L65L°0 2L F 00€9 €6'7E F 91°88 96'8 ¥ £8'69 GO'¥L ¥ 08'99 |ejO | |048)S8J0D

0l0g

«d  (p=u) (ND) @sop/qugL‘p (p=u) asop/qwgL‘0 (p=u) @sop/qw 90‘0 (p=u) asop/Jw zo‘0  edlpidi] oedeiy

‘8102 "(VIN) SIn] oBS 'shjeine snjaolioosap)| a10adse ep soyoew sJajswel{ ap so2160]040s soljaweled SO 81gos elp Oe S9zaA

senp sopejeJ) 8Sop/TWgL ‘0 & 8sop/ W 900 ‘@sop/TWZ0‘0 susbesop seu opeulyal ogu ndeqeg ap 03|Q Op OJ18}3 / ejeqe ]

L.



L

(Ip/Bw 0Z 1L — 0G ) J8ISWeH wsa |ejo} |018)soj0) eled elouglajal ap Jojea O “Aayn] ap a1se |
sod ‘YAONV. (S0‘0>d) seaneoliubis sedualajip Wedlpul BUNJOD BUSSW BU S8jUala)ip seinosniew seas| ‘(go‘o>d) seaneolyiubis

sedualajip WEDIpUl BYUI| BLWSSW BU S8JUSISJIP SBINOSNUIW Se)d| oeiped-0IASep F BIPaW Owod sopejuasaide sopejnsey

L000°0 > L0000 > L0000 > L0000 > «d
9250 89'6Z ¥ G8°0L1 L2'SY ¥ €2°201 9G°'/1 ¥ 19'821 9G°/1 ¥ 19'821 S09p}4921|61 |
98¥5°0 ¥6'GF L1'2C ¥0'6 ¥ G¥'LC 1G'€ F €162 1G'€ F €462 1aIA
12090 9L'9F 0502 9v'9F LL'GC 9'0LF.LLLT ¥S'v ¥ €861 1at [048)s8100
56860 2L'GF €€'02 L11'9F LL'12 69°Z ¥ 00°0C 18'GF /L'02 1dH l0J8)s8]0D
0vr.8°0 2L F 00°€9 2891 F 81°/9 916 ¥ 0699 €9V ¥ €1'G9 |ejO | |048)S8J0D

010g

«d  (p=u) (ND) asop/qwglL‘Q0 (p=u) asop/qwugL‘0 (py=u) @sop/qw 90‘0  (=u) @sop/qw go‘0  evlpidi| oedeiq

‘8102 ‘(VIN) SIn oeS ‘snjeine snjaolioosay) a10adse ep soyoew SJojswel ap sod1b0jolos sosaweled SO 81qos

BIP OB S8Z9A SENp Sopejel] 8Sop/JWgL‘Q @ 8Sop/JW 90‘0 ‘@Sop/JwzZo‘0 suabesop seu eAIjQ 9p 8)19zy Op Ol8jg3 g elaqe |



€L

"(NO) oaebaN ajouo) (NO) [es8UIN 09|Q @ (90) opeulyas oeu ndeqeq ap 03|Q ‘(OV) eAIIO ap a)lezy
‘(Ip/Bw 0ZL — 0G) JoiIsweH wa [ejo} |018)sa|0)) elted eloualsal ap Jojea O “Aayn] ap 81s9] sod ‘YAONVY. (S0‘0>d)
seAljeoliubls sedualajip WedIpul BUN|OD BWSAW BU Sajualalip senaosniew sed}a| ‘(go‘0>d) seaneonyiubis sedualajip

WedIpul Byull BWSSBW BU S8jualajip Senosnuiw sels| oelped-OIASep F BIpoW OWO0D sopejussaide sope)nsay

L000°0 > L0000 > L0000 > «d

289L°0 89'6Z ¥ G8°0L1 GZ'ZLF 0'vEl 9G°'/1 ¥ /9'821 S09p182I|BI |
LZ.L°0 v6'SF LL'CC S¥'ZF 08'9¢ lS'€ ¥ €6 1aiA
LEL6D 9L'9F 0502 GO'6 F 05°1Z ¥S'v ¥ €861 QT 1048)88]0D
99£8°0 2L'GF €£'02 96'G ¥ 0G'81 18'GF /L'02 1AH [048188]00
268.°0 2L F 00€9 GO‘vL ¥ 08'99 €OV ¥ €169 |ejo | [048)$8|00
0l0S

«d  (y=u) (ND) NO @sop/JwigL‘0  (p=u)gO @sop/Jw Z00  (p=u) OV @sop/Jw Z0‘0 ealpidi| ogdel

‘8102 "(VIN) SIn OBS ‘snjeine SnjaoLIoosSaj\
a10adsa ep soyoew ssopswe ap so09160j010s sosjoweled SO 84JOS BIp OB S8ZOA SBnp sopejels} asop/Jwzo‘o

webesop eu opeuyas ogu ndeqeg ap 09|Q © BAI|O 9p 3}189Zy Op SojUsWElel} SO aius ogdeiedwo) ‘6 elegel



YL

"(ND) oAnebaN ajojuod (INO) [eldull 09|10 @ (d0) opeulyas oeu ndegegq ap 09]Q ‘(OV) BAIIO op 8)iazy
(p/Bw 0Z1 — 0G) JeysweH wsa [e}0} |048)$8|0) eied eloualalal ap JojeA O “Aayn] ap 98158 sod ‘YAONVY. (S50‘0>d)
seAljeoliubls seduala)ip WEeDIpuUl BUNjOD BWSSW BU Sajualaylp sejnosniew sed}d| ((go‘o>d) seaneoyiubis sedualsayp

Weolpul BYul| BWSSW BU S8JUSISJIP SBINOSNUIW Se)o| oeliped-OIASep F BIpaW Owo9 sopejussalde sope)nsay

L0000 > L000°0 > L000°0 > «d
799¢°0 89'62 ¥ G8'0L1 G6'¥lL ¥ 0'GZl 9G'/L ¥ 19821 s09p1891|61 |
£99€°0 ¥6'SF LL'2C 66'C ¥ 00'GC 1S'€ F€1'GC 1d1A
69250 9L'9 F 06'02 L0'GF /9'Ge 9'0L FLL°1C 1a7 |048)88]0D
£€96°0 2L'GF €£'0C 168 F L6l 69'2 ¥ 0002 1dH |0J8188]0D
79650 2L F 00'€9 96'8 ¥ £8'69 9L'6 ¥ 0699 |ejo |0J8)s8j0D

0l0g

«d  (#=u) (ND) NO 8sop/qwgL‘0  (y=u) 9O @sop/Jw 90‘0 (p=u) OV @sop/qw 90‘0  edipidi| oedeiy

‘8102 "(VIN) SInT 0BS ‘Snjeine snjaoLIoosay
al0adss ep soyoew sJojswel ap soolbojoios sosjsweled SO 8IJOS BIP OB S8ZOA Senp Sopejel) asop/Jw90‘0

webesop eu opeuyss ogu ndeqeg ap 030 © BAI|O 8P 8)19Zy Sp SojuswWelel} SO aJjus ogdeledwo) Ol ejeqel



SL

"(ND) oaiebaN ajoiuod (INO) [eldully 09]Q @ (90) opeulal oeu ndeqeg ap 09| ‘(OV) BAIIO op 8)ezy
"(p/Bw 0Z L — 0G) JoISWeH wa |ejo} |018]1s8|0) eled elougliajal ap JojeA O "Aayn] ap 81s8] sod ‘YAONVY. (S0‘0>d)
seAleoliubis sedualajip WedlIpul BUNJOD BULUSSW BU Salualajip sejnaosniew seld| ‘(go‘0>d) seaneoiiubls sedualajip

WeDIpuUl BYUI| BLUSSBW BU S8)UaIajip SBINOSNUIW Se}s| oelped-0IASap F eIpaWl OWO09D sopejuasalde sopejnsay

L000°0 > L000°0 L0000 > «d
11500 89'6Z ¥ G8°0L1 9Z'/€L F 81'02C 12'GY ¥ €2°201 S08p1a0IIB1 L
11600 ¥6'SF L1'2C 9L'/ZF 9l'vy ¥0'6 FS¥'LC 1aiA
8rZs0 9L'9F 05'02 8e'8 F 19'€C 9v'9F L1'GC a7 104838800
0S.6°0 2L'SF €202 86'8 ¥ ££'0C L11°9F 1112 71dH [048)s8]0D
€09L°0 2L F 00€9 €6'PE F 9188 2891 F 8/°/9 |ej0 | |048}$8|00

olog

«d (P=u) (ND) NO @sop/qwigL‘0  (p=u) go @sop/Jw 8L‘0  (p=u) OV @sop/Jw gL‘0 edipidi| oedeiy

‘8102 "(VIN) SIn 0BS ‘Snjeine snjaoLIoosay
al0adse ep soyoew sJojswe ap sodlbojolos sojpweled SO 8100S BIp OB S8zZaA Senp sopejel] asop/ju gL ‘0

wabesop eu opeulal oeu ndeqeg ap 09|Q 8 BAI|O dp 8)198Zy 8p SOjuswele.] so aJjus oegdesedwo) || ejeqel



76

8.3.2 Estudo Histolégico do Figado

As analises Histolégicos do figado nao apresentaram alteragdes com

deposig¢ao de gordura que pudesse caracterizar esteatose nos grupos tratados com

Azeite de Oliva, Oleo de Babagu n3o refinado e Oleo Mineral.

Figura 3. Corte histoldgico, parénquima Figura 4. Corte histologico, parénquima
hepatico normal, sem tratamento, corado hepatico, corado por hematoxilina/eosina,
por hematoxilina/eosina. Aumento 40x. evidenciando  vacuolos de lipidios

(esteatose macrogoticular). Aumento 40x

Figura 5. Corte histologico, parénquima hepatico,
com tratamento, corado por hematoxilina/eosina,
sem vacuolos de lipidios (esteatose
macrogoticular). Padrdo histologico semelhante
para todos os grupos tratados com AO, OB e OM.
Aumento 40x.



8.4 Estudo Fitoquimico por Espectrometria de Massa
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Os espectros de massa demostraram a existéncia de um componente

quimico (C3s1HeoNOg) presente no Oleo de Babacu (OB) nao refinado (Tabela 12)

(Gréfico 1) e ausente no Azeite de Oliva (AO) e a presenga do (C37H7oNOs), presente

respectivamente no OB nao refinado e AO (Tabela 13) (Grafico 2), entretanto nao

existem os subprodutos provenientes da degradacao deste no AO mas presentes no

OB.

Tabela 12. Analise dos componentes quimicos presentes na amostra de Oleo de
Babacgu nao refinado identificados por Espectrometria de Massa — Espectrémetro FT-

ICR MS.

m/z (exp.) Férmula Molecular (M-H) DBE Erro (ppm)
226.05676 CeH12NOg 1 0,35
339.23284 C23H3102 8 0,33
344.24413 C18H34NO5 2 0,34

353.2121 C23H2903 9 0,33
392.26518 C19H38NO7 1 0,49
402.22843 C23H32NO5 8 0,41
420.29646 C21H42NO7 1 0,52
462.30703 C23H44NOg 2 0,45
476.19239 C24H30NOg 10 0,46
490.33831 Co5H48NOg 2 0,48
518.36961 C27H52N0g 2 0,45
546.40095 C29Hs56NOg 2 0,36
574.43231 C31HeoNOg 2 0,23
600.44789 C33He2NOg 3 0,34
628.47913 C35HEeNOg 3 0,41
656.51032 C37H70NOg 3 0,57
682.52603 C39H72NOg 4 0,46
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Grafico 1. Espectro de massa de Amostra do Oleo de Babagu néo refinado.
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Tabela 13. Analise dos componentes quimicos presentes na amostra de Azeite de
Oliva identificados por Espectrometria de Massa — Espectrometro FT-ICR MS.

m/z (exp.) Formula Molecular (M-H)-  DBE Erro (ppm)
226.05676 CgH12NOg 1 0,36
344.24418 C18H34NO5 2 0,20
381.13029 C17H21N20sg 8 0,13
392.26519 C19H38NO7 1 0,48
420.29649 C21H42NO7 1 0,44
440.11964 C19H22NO11 9 0,43
454.13543 CooH24NO11 9 0,12
476.19248 C24H30NOg 10 0,26
656.51052 C37H70NOg 3 0,25
682.52603 C39H72NOg 4 0,46
392 26519
440.11964

344 24418 682 52603
3652
i S eiira W L -

1 ! 1

300 400 500 600 700

Grafico 2. Espectro de massa de Amostra do Azeite de Oliva.
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9 DISCUSSAO

Os o6leos e gorduras sdo macronutrientes denominados lipidios, os quais
se apresentam em quantidades variaveis em diversos tipos de alimentos. Importantes
em nossa alimentacéo, os lipidios séo fontes concentradas de energia que fornecem
cerca de 9 kcal/lg, desempenham fungdes na fisiologia humana, participam na
constituicdo de diversos tecidos, principalmente adiposo e nervoso, atuam como
isolante térmico, e sdo precursores na sintese de hormdnios e lipoproteinas
(OLIVEIRA, 2009; GOMES, 2013).

Os 6leos e gorduras s&o predominantemente triésteres de acidos graxos e
glicerol, chamados triacilglicerois. O tipo de acido graxo oferecido na dieta pode
influenciar no aumento de gordura no tecido adiposo, ganho de peso corporal,
alteracao no perfil lipidico e, consequentemente, no desenvolvimento de doengas
cronicas nao transmissiveis (CORSINI; JORGE; MIGUEL; VICENTE, 2008).

No presente estudo, nao foi observada diferenga significativa no peso dos

animais ao inicio do tratamento e ao término.

O tipo de 6leo e gordura da dieta influencia fungdes metabdlicas e leva a
mudangas no peso e/ou na composi¢do corporal, ainda que n&o haja ingestéao
hiperenergética. No entanto, muitas controvérsias sdo encontradas na literatura
cientifica na relagéo entre a composicao lipidica da dieta e o ganho de peso (FRANCO
et. al., 2009; CANSIAN, 2016).

Pesquisas verificaram que dietas com grandes quantidades de acidos
graxos saturados (AGS) promovem maior acumulo de gordura, quando comparadas
aquelas ricas em acidos graxos monoinsaturados (MUFAs) e poli-insaturados
(PUFAs). Alguns estudos relacionam os PUFAs com maior ganho de peso e indugao
de obesidade em hamsters e ratos, quando comparados com consumo de AGS.
(HILL; LIN; YAKUBU; PETERS, 1992; ELLIS; LAKE; HOOVER-PLOW, 2002;
LOMBARDO CHICCO, 2006; FRANCO; CAMPOS; DEMONTE, 2009)

Ikemoto et. al., (1996), ao estudar roedores que consumiram 6leo de soja

com composigao principal em acidos graxos poli-insaturados 6mega-6 ganharam mais
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peso que roedores alimentados com dieta baseada em 6leo de peixe, rico em acidos

graxos poli-insaturados 6mega-3.

Estudos, com modelo experimental em ratos, que avaliaram o efeito do
consumo de oOleos e gorduras com acidos graxos de cadeia média (AGCM),
encontraram redugdo no peso corporal nos animais alimentados. (TAKEUCHI;
NOGUCHI; SEKINE, 2006; JAMBOR DE SOUSA, 2006; OOYAMA; KOJIMA;
AOYAMA, 2009).

Experimento com hamster que avaliou os efeitos de diferentes quantidades
e tipos de acidos gordurosos na dieta sobre o peso corporal, acumulagao de gordura
e metabolismo lipidico, concluiram que mistura de 6leos constituida por 60% de acidos
graxos monoinsaturados (MUFAs) e uma propor¢ao de acidos graxos poli-insaturados
(PUFASs) para saturados com uma mistura de 6leos de soja e canola com alta gordura
pode prevenir ganho de peso corporal e acumulagdo de gordura corporal, reduzindo
as concentragdes de insulina e aumentando as atividades enzimaticas lipoliticas
hepaticas (YANG et. al., 2016).

Os mecanismos fisioldgicos relacionados ao ganho de peso sdo muito
estudados. Pesquisas realizadas observaram que o uso de agentes inibidores da
oxidagdo de acidos graxos poderia estimular a redu¢do do consumo alimentar e o
peso devido a sua rapida absorgao e oxidagao. A capacidade de um éleo e gordura
em promover saciedade dependera de suas propriedades fisioquimicas, como a
saturacdo e comprimento de sua cadeia de carbonos, as quais podem influenciar a
liberacdo de peptideos gastrointestinais reguladores do apetite (FRIEDMAN et. al.,
1999; LEONHARDT; LANGHANS, 2004; HALPERN; RODRIGUES; DA COSTA,
2004; CANSIAN, 2016).

Estudos experimentais que avaliaram o efeito de diferentes acidos graxos
dietéticos sobre o metabolismo lipidico, ofereciam ragao enriquecida de 6leos ricos
em acidos graxos e por longo periodo. Ha evidéncias, em humanos e em roedores,
de que dietas com grandes quantidades de acidos graxos saturados e por longo
periodo promovem maior acumulo de gordura e ganhos de peso quando comparadas
aquelas ricas em acidos graxos monoinsaturados e poli-insaturados (CHAPMAN;
GOULINET, 1993; CUTHBERT et al, 1995; KAJIYAMA et al, 1995; ELLIS et al, 2002).
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Neste estudo, oferecemos aos hamsters suplementacao dietética de dleos
vegetais por via oral e a ragdo comercial usual sem restrigdo. Frente aos dados de
peso corporal, em nossa pesquisa, utilizou-se uma dieta hipolipidica e por curto
periodo de tempo ministrada oralmente, enquanto que outros estudos utilizam dietas
hiperlipidicas, por longo periodo e com ingestao via gavagem, o que pode influenciar
os resultados encontrados. (CHAPMAN; GOULINET, 1993; CUTHBERT; HORTON,;
SPADY, 1995; KAJIYAMA et. al., 1995).

A alimentacdo rica em O6leos e gorduras é comprovadamente um dos
fatores indutores da obesidade e de todas as comorbidades relacionadas a ela, como
a hipertensdo arterial, o diabetes mellitus, as hiperlipidemias e as doencas
cardiovasculares. Isso ocorre porque o tipo de 6leo e gordura influencia fungdes
metabdlicas e leva a mudangas no peso e/ou composi¢ao corporal além de alterar os
niveis sanguineos dos lipideos circulantes, que podem levar a aterosclerose, que €
uma alteracao de artérias de médio e grande calibres onde ocorre espessamento da
camada intima com a perda da elasticidade e posterior calcificagdo. (MENEZES et.
al., 2008; BEDESCHI, 2014).

O consumo de oOleos e gorduras na dieta alimentar, influéncia na lipemia e
aterogénese e varia conforme o grau de saturagao, de oxidacédo e suas proporgdes
na dieta. Dietas contendo elevadas concentragdes de gorduras saturadas aumentam
as concentragdes de colesterol total (CT) e de colesterol da lipoproteina de densidade
baixa (LDL-C), estando diretamente implicadas na alta incidéncia de doenca arterial

coronaria e arteriosclerose (SANTOS et. al., 2013).

Em nossa pesquisa ndo houve diferenga estatistica nos niveis de Niveis
Plasmaticos de Colesterol Total, HDL-colesterol, LDL-colesterol, VLDL e

Triglicerideos para os diversos tratamentos.

Estudos relacionados ao metabolismo lipidico, utilizaram hamsters Golden-
Syrian como modelo experimental, pois apresentam um perfil de lipoproteinas que se
assemelha mais com o do homem do que com o de ratos e camundongos. Somado
a isto, o hamster apresenta atividade da proteina de transferéncia de colesterol
esterificado (CETP) similar ao homem entre outras como: sintese do colesterol

hepatico, transporte do colesterol plasmatico, regulagdo da concentragdo de LDL
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plasmatica em resposta aos lipides dietéticos, receptor de LDL, composi¢cao e
secrecdo de bile e desenvolvimento de lesdes arteriais em associagdo com
marcadores de hiperlipidemia quando sdo suplementados com colesterol e gordura
saturada (BRAVO et al., 1997; PARRA, 2014).

Alteracdes no perfil lipidico e o desenvolvimento de certas co-morbidades
associadas ao consumo de 6leos e gorduras como diabetes mellitus, esteatose e
outros esta diretamente relacionada a quantidade e o tempo de consumos de dleos e
gorduras e a composi¢cao de acidos graxos desses Oleos e gorduras (MISRA;
SINGHAL; KHURANA, 2010).

No presente estudo, oferecemos aos hamsters uma racdo padrdo e
ministramos os tratamentos por via oral durante 14 dias, sugere-se que a nao
alteracao no perfil lipidico nos animais esta diretamente relacionado ao tempo e as
dosagens dos 6leos ministradas e ndo a composigao do perfil de acidos graxos dos
oleos, pois em nosso estudo temos um oleo inerte (6leo mineral), um 6leo saturado

(6leo de coco babacgu néao refinado) e um 6leo monoinsaturado (azeite de oliva).

O dleo de coco babacgu nao refinado é rico em acido laurico, apresentado
uma concentragao acima de 40%, o que confere a este 6leo caracteristica de um déleo
saturado (MACHADO; CHAVES; ANTONIASSI, 2006).

O acido laurico é considerado uma gordura saturada “mais saudavel’
porque € um ftriglicerideo de cadeia média (TCM) e, por isso, € mais facilmente
absorvido pelo corpo. Entre os beneficios para a saude o acido laurico possui
excelente agao antibacteriana, antiviral e antifungica, ajudando no combate a varios
microrganismos patogénicos. Além dessas propriedades, estudos tem sido feito sobre
a propriedade termogénico, atuando como coadjuvante para a perda de gordura
corporal, perda de peso e reducao significativa da gordura abdominal (ALMEIDA et.
al., 2012; NATUE, 2015).

Os acidos graxos saturados tendem a elevar as concentragdes de LDL-c
pela supressao do LDL-r e diminuigdo do “clearance” plasmatico destas particulas, o
que nao se observou em nosso estudo considerando que o componente majoritario €

o acido laurico que confere ao 6leo de babagu a caracteristica de saturado. Além
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disso, em fungdo de sua estrutura quimica retilinea, os AGS facilitam a entrada de
colesterol nas membranas das particulas de LDL, contribuindo para o aumento das
concentracdes de LDL-C. Os efeitos dos AG parecem estar limitados ao comprimento
de cadeia entre 10 a 18 C, sendo o miristico (C14:0) e o palmitico (C16:0) mais
aterogénicos (ZELMAN, 2011; SANTOS et. al.,2013). Entretanto em nosso estudo nao

se observou essa elevagao das concentragdes de LDL.

O &cido graxo laurico € um acido graxo saturado de cadeia média (C12:0)
€ o principal componente do 6leo de coco, que contém aproximadamente 90% de
AGS. Sugere-se que o AG saturado deste 6leo é prejudicial a saude, principalmente
em relacdo as doencas cardiacas. Estudo verificou que os AG laurico, miristico e
palmitico aumentaram as concentracdes de LDL-C comparado a uma dieta rica em
acido graxo estearico em hamsters, possivelmente pela diminuicéo da atividade dos
receptores B/E o0 aumento na producao da LDL. Sugerem que os AG dietéticos podem
influenciar no numero de receptores relacionados a captagao de particulas de LDL,
por afetarem a sintese dos LDL-r. (BILLETT et. al., 2000; LANDS, 2008; SANTOS et.
al., 2013).

O Azeite de oliva é considerado uma das maiores fontes de acidos graxos
monoinsaturados (AGMO) na dieta humana. Apresenta em sua composi¢ao 80% em
acido oleico, sendo a principal caracteristica (SERVILI;, MONTEDORO, 2002;
CARRASCO-PANCORBO et al., 2005;).

Este elevado teor de acido oleico torna o azeite de oliva menos susceptivel
a oxidagao do que os acidos graxos poli-insaturados que predominam em outros
Oleos, o que colabora para sua estabilidade (MEYDANI, M. 2000). A elevada
propor¢ao de acido oleico ajuda a reduzir os niveis de colesterol LDL (“/low-density
lipoprotein”) e aumentar os niveis de colesterol HDL (“high-density lipoprotein”) no
sangue. Isto é extremamente importante, visto que as lipoproteinas HDL transportam
o colesterol das artérias para o figado, enquanto que as lipoproteinas LDL transportam
o colesterol a partir do figado, depositando-o nas artérias, onde pode causar
aterosclerose e, assim, aumentar o risco de doengas cardiovasculares. Alguns
compostos fendlicos e o acido a-linolénico (LNA, 18:3n-3) colaboram para reduzir o

risco de doengas do coragdo, diminuir a pressdo sanguinea e proteger contra a
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formacado de placas nas artérias (COVAS, 2007; CONDE; DELROT; GEROS, 2008;
CICERALE; LUCAS; KEAST, 2010; LOPES et. al., 2016).

A substituicdo dos acidos graxos saturados (AGS) da dieta por acidos
graxos monoinsaturados (AGM), particularmente o acido oleico, apresenta um efeito
protetor no desenvolvimento de doencga arterial coronariana (DAC). Dietas ricas em
AGM reduzem as concentracdes plasmaticas de LDL-C, LDL oxidada e a proliferagao
de células musculares lisas, sem modificar as concentracbes de HDL-C. A redugao
do colesterol de LDL da-se provavelmente pelo aumento na expressao dos LDL-r, o
que aumenta a remogao plasmatica da lipoproteina. Os AGM sao também menos
susceptiveis a oxidacao por radicais livres do que os AGP, devido ao menor numero
de duplas ligagdes na sua estrutura quimica (LOPEZ-MIRANDA et. al., 2006;
SANTOS et. al., 2008; LOPES et. al., 2016).

Segundo a Conferéncia Internacional sobre azeite de oliva e saude, os
principais beneficios cientificamente reconhecidos sobre esse alimento, sdo: redugéo
do LDL-C, aumento da raz&o high-densitylipoprotein cholesterol (HDL-C) /LDL-C;
reducao da oxidabilidade do LDL-C., entretanto esses beneficios, a partir das
dosagens e do tempo de tratamento, ndo foram observados em nosso estudo.
(LOPEZ-MIRANDA et al., 2010; MACHADO-DE-ALMEIDA et al., 2015)

Nao foi observado, em nossa pesquisa, a deposi¢ao de gordura no figado

que pudesse caracterizar um processo de esteatose.

Em um estudo utilizando hamster como um modelo de esteatose hepatica
induzida por uma dieta com alto teor de gordura e colesterol quando comparados com
animais com uma dieta normal alimentados durante 12 semanas (84 dias),
observaram que o peso corporal, os parametros bioquimicos para colesterol e fragdes
assim como a deposi¢céo de gordura no figado foram significativamente maiores nos
animais tratados com a dieta rica em gordura e colesterol. Esses resultados sao
atribuidos a enzima conversora de angiotensina, ou cininase Il, que exerce um papel
importante na geragao da angiotensina |l e fator de crescimento transformante (TGF)

- B, ambos relacionados a esteatose hepatica e a fibrose. (MIYAOKA et. al., 2018).
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A patogénese da esteatose hepatica ndo alcodlica, como a aterosclerose,
envolve a acumulagéo de lipidios, inflamacgao e fibrose. Estudos sugerem que o LDL
oxidado pode ser um fator de risco para a esteatose hepatica ndo alcodlica. (DAY;
JAMES, 1998; FARRELL et. al., 2012).

Estudos em animais demonstram uma forte associagao entre a composi¢cao
da dieta e o desenvolvimento de esteatose hepatica, por isso, tem sido postulado que
os habitos alimentares podem promover DHGNA em seres humanos. Os mecanismos
pelos quais a dieta pode desempenhar tal papel incluem a modulagdo do acumulo de
TAG no figado e a regulacdo da atividade antioxidante, bem como alteragbes na
sensibilidade a insulina e do metabolismo de triacilglicerol. (CAVE et al., 2007;
JENKINS et al., 2006; LAZO; CLARK, 2008; ABREU, 2013).

Pesquisas com 6leo de amaranto no qual utilizou como modelo hamster
alimentados durante 20 dias observou-se esteatose e inflamagao parenquimatosa no
grupo de oleo de amaranto foram superiores aos observados nos demais grupos
estudados. (CASTRO et. al., 2013).

Estudos utilizando como modelo ratos alimentados com diferentes fontes
lipidicas (6leo de soja, gordura de peixe e porco, margarina e manteiga) durante 28
dias constatou-se nao haver diferenca significativa quanto ao peso do figado, mas,
pela analise qualitativa da histologia hepatica, observou-se uma deposicéo lipidica
caracteristica de esteatose nos grupos oleo de soja, manteiga, gordura de porco e
gordura de peixe. No qual a esteatose hepatica € caracterizada por um acumulo de
particulas de VLDL, fazendo com que o figado apresente um peso 5% maior que o
valor de referéncia, sendo essa caracteristica uma resultante direta do tipo de fonte
lipidica utilizada. (ALMEIDA; QUEIROZ; COSTA; MATTA, 2011).

Sugere-se, que a nao deposigdo de gordura no figado, que pudesse
caracterizar um processo de esteatose, se deve ao tempo de duragéo do tratamento

e a dosagem utilizada.

No presente estudo, os resultados para o estudo Microcirculatério
demostraram uma superioridade do 6leo de babacgu nao refinado sob o azeite de oliva,

na diminuigdo do numero de extravasamentos em vénulas poscapilares induzidos por
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isquemia/reperfusdo com e sem aplicagao topica de histamina e um efeito de dose no
grupo OB na diminuigao dos extravasamentos microvasculares induzidos pela I/R sem

e com aplicagao topica de histamina (p<0,0001).

Estes dados obtidos, corroboram com Barbosa et al., 2012, que estudou
pela primeira vez o efeito do 6leo de babagu nao refinado sob a microcirculacéao
comparando com 6leo mineral, no qual os resultados demostraram que os valores do
extravasamento de macromoléculas apdés lesao (I/R) foi significativamente menor nos
animais tratados com 6leo de babagu nao refinado nas doses de 0,6 mL (OB-6) e
0,18mL (OB-18) do que no controle tratado com 6leo mineral (MO) (P<0.001)
(BARBOSA et al., 2012).

Um dos métodos de avaliagao da microcirculagao in vivo € a microscopia
intravital, no qual utiliza-se a bochecha (diverticulo do vestibulo oral — Bolsa Jugal) de
hamster devido a visualizacio nitida da microcirculagao e por ser um modelo estavel
que garante a analise de seus parametros e a reprodutibilidade dos dados. Além disso,
0os roedores possuem aspectos hemodindmicos semelhantes a espécie humana
permitindo a correlagdo do estudo experimental com o estudo clinico (FINK; HEARD,
1990).

Estudos desenvolvidos que verificaram o efeito farmacolégico da
suplementacao dietética de acidos graxos poli-insaturados n-3 na microcirculagao,
utilizando a diverticulo do vestibulo oral do hamster observou que o grupo tratado com
oleo de peixe comparado ao grupo do azeite de oliva mostrou maior vasodilatagao,
aumento do fluxo sanguineo e da densidade funcional capilar. Além desses efeitos a
suplementagao cronica de 6leo de peixe, em condi¢cdo controle (antes da aplicagao
tépica de qualquer substancia vasoativa) mostrou uma frequéncia de vasomotricidade
arteriolar espontanea 2, 37 vezes maior que os animais tratados com azeite de oliva
sem alterar a amplitude de vasomotricidade. A suplementacao dietética com dleo de
peixe foi capaz de inibir o aumento da permeabilidade a macromoléculas induzidos
pela isquemia/reperfusdo quando comparado ao azeite de oliva. Observou-se também

um efeito de dose na diminuicdo de extravasamentos. (CONDE, 2007).

Os resultados de Conde (2007), sugerem que a suplementagao dietética

do dleo de peixe melhora a reatividade vascular provavelmente por ativar os canais
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de K+, que atuam como fator hiperpolarizante do endotélio (EDHF) e possivelmente
aumentam a produgao de vasodilatadores, um deles o 6xido nitrico (NO). Além disso,
os PUFAs n-3, especialmente o acido eicosapentaendico (EPA) pela capacidade
antioxidante, é capazes de reduzir a interacao leucocito-endotélio e a produgao de
espécies reativas de oxigénio (EROS) e consequentemente diminuir o niumero de
leucdcitos rolantes e aderidos e a permeabilidade microvascular induzida pela
isquemia/reperfusdo (CONDE, 2007).

Os estudos demostraram nao haver diferenga significativa na
permeabilidade vascular induzida pela isquemia/reperfusdo em animais tratados com
azeite de oliva (controle positivo) ou agua (controle). Embora a dieta do Mediterraneo
promova um menor indice de doencas cardiovasculares, a suplementacao dietética
do azeite de oliva por si s6 quando comparado ao 6leo de peixe nao justifica os
beneficios cardiovasculares relatados. Entretanto, o azeite de oliva pode ser benéfico
na substituicdo de acidos graxos saturados e trans associados a mudancga de dieta e
estilo de vida saudavel (VISIOLI; GALLI, 1998; TRICHOPOULOU et. al., 2003;
(CONDE, 2007).

Pesquisa tendo o modelo diverticulo do vestibulo oral de hamsters, que
avaliou o efeito protetor da suplementacao de acidos graxos n-3 na microcirculagao,
verificando a permeabilidade a macromoléculas e a reatividade microvascular apés
isquemia/reperfusao (I/R), demostraram que que a suplementagdo com d6leo de peixe
reduz significativamente de maneira dose dependente o nimero de extravasamentos
a macromoléculas ap6s I/R. Apés a I/R, os animais com suplementagdo com azeite
de oliva apresentaram constricgao arteriolar e os que receberam o6leo de peixe
dilatagdo seguida do retorno ao didmetro observado na fase pré isquemia. Esses
resultados sugerem que o tipo de acido graxo utilizado na dieta tem um papel
importante na regulacdo da funcéo endotelial e do processo inflamatério. (LAFLOR,
2004).

Em nosso estudo observou-se um efeito dependente de dose no grupo
tratado com 6leo de babacu nao refinado. Laflér et. al., 2004 observou que a
suplementacao dietética por 6leo de peixe reduz o numero de extravasamentos a
macromoléculas apds um processo de isquemia/reperfusdo, ocorrendo uma inibicao

dose-dependente no aumento da permeabilidade a macromoléculas induzida pela
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isquemia/reperfusao. A diferenga no numero de extravasamentos obtidos entre os
grupos tratados com diferentes doses de 6leo de peixe diminui a medida em que se
aumenta a dosagem diaria da suplementacao. Isto pode ser explicado pelo fato dos
acidos graxos n-3 produzirem uma série de prostaglandinas, tromboxanos (série 3) e
leucotrienos (série 5) que seriam biologicamente inativos. (SCHMIDT, 1997; LAFLOR,
2004).

O dleo de babacgu nao refinado contém componentes menores, tais como
esterdis e tocoferdis e acido oleico, os quais tem sido investigado como responsaveis
por efeitos protetores na microcirculagdo (HOFFMAN, 1989; MACHADO; CHAVES;
ANTONIASSI, 2006; LIMA et. al., 2007).

Tocoferdis sdao componentes funcionais particularmente importantes em
alimentos. Possuem propriedades de Vitamina E apresentam capacidade
antioxidante, a qual protege os tecidos do corpo contra os efeitos negativos causados
por radicais livres que resultam dos varios processos metabdlicos. Entre todos os
homologos do tocoferol, o a-tocoferol apresenta o potencial biolégico mais elevado
(LOPEZ ORTIiZ; PRATS MOYA; BERENGUER NAVARRO 2006; HOUNSOME et al.,
2008; BALLUS, 2014).

O a-tocoferol € um nutriente essencial para os seres humanos, visto que é
necessario para a prevenc¢ao dos sintomas de deficiéncia de vitamina E, incluindo
neuropatia periférica e anemia hemolitica. Trata-se de um antioxidante lipofilico capaz
de impedir a reagdo em cadeia de formacado dos radicais livres em membranas e
lipoproteinas, assim como nos alimentos. Devido a este potencial antioxidante e a
diversas outras fungdes em nivel molecular, acredita-se que ele diminua o risco de
doencas cardiovasculares e de certos tipos de canceres (SCHWARTZ, OLLILAINEN,
PIIRONEN; LAMPI, 2008; TRABER; STEVENS, 2011; BALLUS, 2014).

Pesquisas relacionadas a ocorréncia e aos niveis de tocoferdis em azeite
de oliva extra virgem demonstraram que, dos oito isbmeros conhecidos, o a tocoferol
responde por cerca de 90% do teor total de tocoferdis, sendo encontrado na forma
livre. Existe uma elevada amplitude na faixa de concentracdo do a tocoferol, sendo
que os niveis dependem do cultivar e de fatores tecnolégicos (BOSKOU, 2006;
BALLUS, 2014).
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Outros constituintes importantes presentes no azeite de oliva incluem além
dos tocoferdis, compostos fendlicos, varios minerais e vitaminas do complexo B,
sendo uma fonte rica em antioxidantes naturais com elevado poder biolégico. Em
funcdo destas caracteristicas, o azeite de oliva apresenta comprovada eficacia na
reducao da incidéncia de doencas crbénicas nao transmissiveis, DCNT (enfermidades
cardiovasculares, hipertensdo, reumatismo, osteoporose, canceres e diabetes)
(BOSKOU, 1996; VOGNILD et al., 1998; BOBBIO, 2003; COVAS, 2007; MELLO;
PINHEIRO, 2012).

Estudos prévios, comparando a atividade do a-tocoferol e da cartilagem de
tubarao, fornecida oralmente para hamsters, tem demonstrado que ambos inibem o
aumento da  permeabilidade  microvascular a  macromoléculas  apds
isquemia/reperfusdo, mas apenas o a-tocoferol foi efetivo em diminuir o aumento da
permeabilidade a macromoléculas induzida pela histamina (CONDE; SVENSJO;
FELZENSZWALB; BOUSKELA, 2000).

Outros compostos presentes nos 6leos vegetais sao os fitosterdis, esterdis
de plantas que compreendem a maior proporgao da fragao insaponificavel dos 6leos
vegetais. Sdo importantes constituintes das células vegetais, controlando a fluidez e
a permeabilidade da membrana plasmatica (AZADMARD-DAMIRCHI, 2010).
Estruturalmente, os esterdis de plantas sao similares ao colesterol, com pequenas
diferencas na posigao relativa dos grupos etil e metil. Os esterdis mais comuns na

dieta sédo o B sitosterol, o campesterol e o estigmasterol (GUPTA et al., 2011).

Outros compostos com efeito antioxidante sao os fitoesterois, os quais tem
sido relacionado as propriedades que possuem alguns 6leos vegetais de reduzir os
niveis séricos de colesterol (HOFFMAN, 1989; LING; JONES, 1995). Esses
compostos, fitosterois/fitostandis, tém sido adicionados a margarinas especiais que
estdo comercialmente disponiveis como alimentos funcionais, com capacidade de
reduzir os niveis de colesterol total e lipoproteinas de baixa densidade (LDL). Foi
provado que seu consumo como parte de uma dieta saudavel implica em diminuigao
no risco de doengas do coragao em 25% (RACT; GIOIELLI, 2008).

Em nosso estudo realizamos estudo fitoquimico por Espectrometria de

massas de Ressonancia Ciclotrénica de ions por Transformada de Fourier (FT-ICR
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MS), desenvolvido no inicio da década de 1970. A Ressonancia Ciclotrénica de fons
por Transformada de Fourier (FT-ICR MS ou simplesmente FTMS) é considerado, até
o momento, o tipo mais complexo de analisador de massas. Seu valor analitico é
resultado de sua versatilidade e da combinagdo unica de algumas caracteristicas
como: altissimo poder de resolugdo e exatiddo em massas, o que garante uma
determinacao inequivoca da formula quimica dos ions produzidos; capacidade de
analises do tipo (MS) n, para determinacéo de estrutura molecular; e facil adaptagao
com os mais diversos tipos de fontes de ionizagdo externas (MARSHALL;
SCHWEIKHARD, 1992; HOFFMAN; STROOBANT, 2007; ROMAO, 2010;
DALMASCHIO, 2012).

Os resultados da analise fitoquimica identificou a existéncia de um
componente quimico (C31HsoNOs) presente no Oleo de Babacu néo refinado e ausente
no Azeite de Oliva; e a presenca do (Cs7H70NOsg) em ambas as amostras, entretanto
nao existe os subprodutos provenientes da degradagao deste no AO mas presentes
no OB. Nio se encontrou nenhuma informacédo referente ao composto quimico
Cs31HesoNOs. Entretanto para o composto Cs7H7oNOs identificou-se a ficha catalografica
dele no site MOLBASE (http://www.molbase.com/) que €& uma das maiores

plataformas integradas de quimica.

O encontro desses compostos no 6leo de babacu, através da
espectrofotometria de massa, levanta a hipétese que estejam influenciando no efeito
de protecdo vascular sobre a permeabilidade da membrana no modelo de I/R.
Considera-se, portanto, a necessidade de estudos posteriores que evidenciem a agao

destes compostos na fisiologia vascular.

A identificacdo desses compostos no 6leo de babagu nao refinado e
ausente no Azeite de Oliva, podem estar relacionados a uma redugcdo do numero de
extravasamento a macromoléculas nos modelos de I/R utilizados nesta pesquisa.
Entretanto, sdo necessarios estudos referentes a acdo destes compostos,

isoladamente, na fisiologia da microcirculagao.

Sendo assim, o presente estudo demostra o efeito protetor do 6leo de
babacu nao refinado sobre o sistema Microcirculatério sem e com aplicacao tépica de

histamina e a sua superioridade com efeito de dose sobre o azeite de oliva,
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contribuindo dessa forma para a insercdo do mesmo na categoria de alimento

funcional como protetor vascular contra as DCV.

A demonstracdo de um componente (C31HsoNOs) pela analise fitoquimica
presente no OB e ausente no (AO) desperta o interesse na investigagcdo quanto a
possibilidade de ser este, o composto quimico, responsavel pelo melhor efeito em
relacdo a reducédo do numero de extravasamento a macromoléculas nos modelos de
I/R utilizados nesta pesquisa. Sdo dados novos e importantes que podem contribuir
para a valorizagcado do 6leo de babacu como alimento funcional no mercado de dleos
comestiveis, podendo ser no futuro um farmaco para tratamento de DCV. Entretanto

trabalhos posteriores necessitam ser realizados para a confirmacéo desta hipotese.
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10 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho, ao analisar comparativamente os
efeitos do oOleo de babagu nao refinado Orbignya phalerata Mart.
(Attalea glassmanii Zona) com o Azeite de Oliva na microcirculagéo e no figado de

hamster machos da espécie Mesocricetus auratus, permitiram concluir que:

o A suplementagao com Oleo de Babagu nao refinado, Azeite de Oliva e Oleo Mineral
nas dosagens 0,02mL/dose, 0,06 mL/dose e 0,18 mL/dose n&o alteram: o ganho
de peso corporal; as concentragdes plasmaticas de triglicerideos, Colesterol Total,
HDL, LDL e VLDL e os aspectos histologicos com a deposi¢gao de gordura no
figado;

e A suplementacdo com Oleo de Babagu nZo refinado reduz o numero de
extravasamento microvascular induzido pela Isquemia / Reperfusdo com e sem
aplicacao tépica de histamina nas doses de 0,06mL/dose (OB-6) e 0,18mL/dose
(OB-18);

e Ha um efeito diretamente dependente de dose nos animais com suplementagao
com Oleo de Babacu n3o refinado na diminuicdo extravasamento microvascular
induzido pela Isquemia / Reperfusdo com e sem aplicagao tépica de histamina

e O estudo Fitoquimico Oleo de Babagu nZo refinado e do Azeite de Oliva por
espectrometria de massa de Ressonancia Ciclotrénica de ions por Transformada
de Fourier (FT-ICR MS) identificou a existéncia de um componente quimico
(C31HeoNOs) presente no Oleo de Babagu ndo refinado e ausente no Azeite de
Oliva; e a presenga do (Cs7H7o0NOs) em ambas as amostras. Entretanto, ndo foram
encontrados o0s subprodutos provenientes da degradacdo do composto
(C37H70NOs) no AO, mas somente no OB.
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11 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

O extrativismo do babagu tem contribuido para geragdo de renda de
diversos agricultores familiares. A palmeira do babagu possibilita renda para a camada
mais pobre da populagdo amazdnica e o seu principal produto € o 6leo de babagu. As
décadas de 60 a 80 constituiram-se no auge da economia babagueira, mas a partir da
década de 90, com a abertura das importagdes e da globalizagdo da economia
mundial, o mercado do 6leo de babagu entrou em declinio (NUNES; NEVES;
LORENZO; SILVA, 2015).

Entretanto, os produtos extraidos do babacgu, principalmente o 6leo vem
perdendo mercado frente ao 6leo de soja e o azeite de oliva que sdo os principais
concorrentes no mercado de 6leos comestiveis. O mercado formal do 6leo de babacu
€ estimado em 5,5 toneladas/ano, especialmente para o mercado nordestino, mas é
muito utilizado para o autoconsumo de comunidades rurais de quebradeiras de coco

como fonte de energia alimentar.

Desta forma, os resultados obtidos no presente trabalho possibilitam uma
valorizag&o do 6leo de babagu como fonte de energia alimentar segura na forma de
uma composi¢ao alimenticia como propdéem a patente (anexo 1) e/ou natura e a
continuidade desta pesquisa para isolamento dos compostos identificados estudando-

os para identificar sua agéo na fisiologia e outros como novos farmacos.

Estudos posteriores sdo necessarios no sentido de analisar a atividade
fisiolégica dos compostos identificados no OB que o diferenciaram do AO pelos
estudos da Espectrometria de Massa. Estes compostos podem estar relacionados ao
melhor resultado em relacdo a reducdo do numero de extravasamento a
macromoléculas nos modelos de I/R utilizados nesta pesquisa. Sdo dados novos e
importantes que podem contribuir mais ainda para a valorizagdo do éleo de babagu

como alimento funcional no mercado de éleos comestiveis.
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APENDICE

APENDICE A  Ficha de coleta de informacdes para o experimento de
Isquemia / Reperfusdo sem e com aplicagcao tépica de
histamina.



Data ! /

Responsavel:

MEDIDA DA PERMEABILIDADE A MACROMOLECULAS

Experimento De Isquemia / Reperfusdao sem e com Aplicagao Topica De Histamina

Grupo: Hamster N°

10 [ 2° [ 3° experimento do dia
Inicio: : h.

Hamster & normal; Peso: g.

PREPARACAO DA BOLSA DA BOCHECHA

Anestesia Inicial (Ketamina + Xilasina): mL
-de__ :  h{aplicaggo)as ___:_ h(sedagao).
Temperaturadohamster: _~~ °C-as__ . h.
Canulagédo da veia femoral + Tragqueostomia — de : h as : h.
Preparag¢ao da bolsa da bochecha — de : h as 5 h.
FITC._  mlL-as___: h
i Tgmf; dge Intervalo Tempo Ideal de Entrada
Arteriola A: 7 segundos Intervalo: ;
Vénula V: 156 a 20 sequndos segTJr;jdos
Acomodacio (30 minutos) - de : h as : h.
Temperaturado hamster: _~~ °C-as___ .  h.
Temperatura da Solugéo de Perfusdo (HEPES): _ °C-as____:  h.
Anestesia de Manutencao (Klorax): _~ _mlL-as___ :  h
N° de Extravazamentos (“leaks”) apos 30 min de acomodacao: __ leaks. (/deal: <10 leaks)

ISQUEMIA/ REPERFUSAQ E APLICACAO TOPICA DE HISTAMINA

l. Isquemia:

1) Ligar luz do M.O;

2) Fechar trava de metal;

3) Injetar ar no sistema;

4) Verificar parada do fluxo = ISQUEMIA TOTAL;

5) Disparar crondmetro — 30 minutos (contagem decrescente);
6) Verificar fluxo a cada 5 minutos.



Il. Reperfusao:

1) Ligar luz do M.O;
2) Retirar ar do sistema;
3) Liberar trava de metal,
4) Dispara crondmetro — contagem crescente (“count up”);
5) Registrar N° de leaks aos:
Tempo (min) 0 5 10 15
- - - - = Aquardar até 30 minutos
Leaks (N° .
(N%) Acomodagé&o para Aplicar Histamina
IDEAL >90 a 100
lll. Aplicacao Tépica de Histamina
1) Calibrar velocidade da bomba de inje¢gdo = 12mL/ hora;
Velocidade da bomba de injegdo: 200ul/min (=12mL/h);
Velocidade da bomba peristdltica (perfusdo de HEPES): 4000ul/min (=4ml/min);
[Histaminaj wuoque = 2.1 M
[Histaming] waplaca = {0uM.
2) ANTES de injetar - contar N° de leaks (= Tempo 0);
3) Verificar fluxo de injegdo > Botiao PURGE;
4) Aplicar histamina por 5 minutos - disparar 2 cronémetros;
5) Aos 2 minutos DURANTE APLICACAOQ -> contar N° de leaks;
6) Aos 5 minutos = Parar bomba e registrar N° de leaks aos:
Tempo (min) 2 5 10 16
Leaks (N°)
IDEAL >70
Temperaturas:
Hamster: °C - as h - Sol. HEPES: °C - as ; h.

Final do experimento:

h

(Duragdo:

h).




ANEXOS

ANEXO A Parecer da comissdo de ética para o cuidado e uso de animais
experimentais.

ANEXO B Patente - Composicdo Alimenticia Enriquecida Com Oleo N&o
Refinado Do Coco Do Babagu.
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COMPOSIGAO ALIMENTICIA ENRIQUECIDA COM OLEO NAO REFINADO DO
COCO DO BABAGU

Campo Técnico ou Estado da Técnica da Invengao

[001] A presente invencao trata-se de uma composigdo alimenticia
composta por Agucar mascavo; agua; améndoa; aveia em flocos; banana-
passa; castanha-de-caju; castanha-do-brasil; esséncia de baunilha; flocos de
arroz; goma guar; lecitina de soja; mel; nozes; uva-passa; xarope de glicose de
milho, enriquecida com o 6leo nao refinado do coco babagu, servindo de
complementacéo alimentar capaz de reduzir o risco de isquemia por melhorar a
microcirculagdo e de servir como suplemento energético para atletas de alto

desempenho ou em populagdes em estado de inseguranga alimentar.

Antecedentes da Inveng¢ao

[002] A qualidade de vida esta associada, entre outros fatores, a
qualidade da dieta nutricional. Atualmente, existe um crescimento de um ramo
da ciéncia e tecnologia de alimentos: o dos alimentos funcionais.

[003] Alimento funcional é aquele alimento ou ingrediente que, além das
fungdes nutricionais basicas, quando consumido como parte da dieta usual,
produz efeitos metabdlicos e/ou fisioldégicos e/ou benéficos a saude. Esses
alimentos sédo considerados promotores de saude e podem estar associados
com a diminuicdo dos riscos de algumas doengas crbénico-degenerativas,
enfermidades inflamatérias e disturbios metabdlicos (BASHO et. al., Interbio v.4
n.1 2010 - ISSN 1981-3775).

[004] Os oleos vegetais sdo importantes como produtos complementares
na alimentacao (Herrmann I, Nassar AM, Marino, MKM, Nunes R: Coordenacgao
do SAG do Babacu: Exploracdo racional possivel? Ribeirdo Preto, Brasil:
Faculdade de Economia, Administracdo e Contabilidade da Universidade de
Sao Paulo, Ribeirao Preto. 2001).

[005] O déleo de oliva tem sido considerado como um produto saudavel,
nao somente pela sua composigao lipidica, mas principalmente pela presenca
de uma grande quantidade de “‘componentes menores”, incluindo os biofendis,

alguns triterpenos, fitoesterdis, esqualenos e tocoferdis com atividades
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antioxidantes (Patente 1L2004000131 de 2004, pertencente a Enzymotec Ltda.;
LERCKER, G.I. Progr. Nutr. n.5, p. 93-115, 2003).

[006] As améndoas do babacu apresentam alto teor de lipidios, sendo por
esta razdo consideradas de alto potencial para produgdo de oleo vegetal
(BIBIVIRT. Biblioteca virtual do estudante brasileiro: babagu. 2006. Disponivel
em <http:// bibvirt. Future. usp.br/especiais/frutasnobrasil/babagu.htim>. Acesso
em 10 out. 2016).

[007] Semelhante ao 6leo de oliva, o 6leo de babagu ndo refinado
apresenta em sua composicdo além de triglicerideos, os chamados
“‘componentes menores” que sao fosfolipidios, pigmentos, esterdis e tocoferois
e tragcos de algumas outras substancias e metais (HOFFMAN, G: The chemistry
and technology of edible oils and fats and their hight fat products. San Diego
CA: Academic Press, 1989).

[008] Alguns pedidos de patentes relacionadas ao Coco de Babagu
depositadas, em sua grande maioria, descrevem melhorias do processo.

[009] No atual estado da técnica, algumas patentes sugeriram técnicas
correlacionadas a confec¢cao de uma composicéo alimenticia tais como:

[010] Patente BR 102013010633-0 / A23L 7/126 de 2013 barra de cereal
com gérmen de soja e cobertura de alfarroba (Ceratonia siliqua |.); Patente BR
10 2012 029198 3 / A23L 1/164 de 2012 barra de cereal contendo milho e erva-
mate na sua composicdo; Patente Pl 1106470-6 / A23L 33/10 de 2011
composi¢cao alimenticia, barra de cereal, e, processo de produgido de
composicao alimenticia compreendendo sementes de acai; Patente PI
1003196-0 / A23 L 29/30 de 2010 composicao para barra de cereal alimenticia;
Patente Pl 0823104-4 / A23L 7/126 de 2008 barra de cereal obtida a partir de
pipoca de sorgo; Patente Pl 0604519-7 / A23L 1/164 de 2006 Barra de cereal,
e, método para fabricar uma barra de cereal; Patente Pl 0412623-8 / A23L 1/29
de 2004 Composi¢cao comestivel, produto de barra nutricional, massa ou
cereal, uso de um alginato e método de indugdo de saciedade em um ser
humano ou animal; Patente Pl 0009205-3 / A23L 1/164 de 2000 composigao de

uma barra de cereal.
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[011] Uma técnica relacionada ao nosso produto é uma patente
depositada no Brasil em 2012 cujo o depositario € Universidade Federal do
Piaui (BR/PI) e os seus inventores Maria Marlucia Gomes Pereira, Rosana
Martins Carneiro, Maria Christina Sanches Muratori, Fabio Coelho Gomes
Nébrega, Claiton José Mello, Janice Araujo Lustosa Furtado, Numero de
Protocolo 32120000027, N° do Pedido: BR10 2012 004990 2 A2 intitulada
“Processo de producgao de barra nutritiva tendo como ingredientes derivados da
mandioca, mel, mesocarpo de babagu, pedunculo e castanha de caju” Trata-se
de um processo de producédo de uma barra nutritiva, para consumo humano,
utilizando como matéria-prima mandioca, mel, babagu e caju, considerados
produtos da regidao Norte e Nordeste, geralmente desvalorizados
comercialmente, sendo uma forma de oferecer ao mercado consumidor um
alimento com alto valor nutricional, com ingredientes ricos em carboidratos,
proteinas, sais minerais, vitaminas e fibra, ligados por um sistema aglutinante
natural; que oferece beneficio a saude do consumidor, de baixo custo e
contribua para a reducao do desperdicio alimentar mundial.

[012] Entretanto, o nosso produto diferencia-se dos demais no mercado
por ser uma composig¢ao alimenticia enriquecida com o 6leo n&o refinado do
coco babagu, capaz de reduzir o risco de isquemia por melhorar a
microcirculagdo e de servir como suplemento energético para atletas de alto

desempenho ou em populagdes em estado de inseguranga alimentar.

Vantagens do Produto

[013] A composicao alimenticia enriquecida com o 6leo nao refinado do

coco babagu possui as seguintes vantagens como produto a ser consumido:

e Disponibilizar ao mercado um alimento constituido de componentes
naturais, rico em nutrientes, que oferece beneficios a saude do
consumidor;

e Fornecer um produto que reduz o risco de isquemia por melhorar a
microcirculacao;

e Possuir carater de cunho social por dinamizar a economia das regides

que trabalham com extrativismo do coco de babacu;
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e Servir como suplemento energético para atletas de alto desempenho
ou em populagdes em estado de inseguranga alimentar.

e Ultilizar matéria prima da regiao Norte e Nordeste;

e Promover a valorizacdo do Coco de Babagu no mercado nacional e

internacional e a preservagao da sua palmeira.

Descrigao detalhada da invengao

[014] A composicado alimenticia enriquecida com 6leo n&o refinado de
coco de babacu, objeto da referida patente, pode ser melhor compreendida
reportando o seu processo de produgédo abaixo detalhado, cuja exposi¢do néo
restringe sua configuragao quanto as suas proporcoes e etapas eventualmente
inseridas € nem o alcance de sua aplicagao.

[015] A composigédo alimenticia enriquecida com 6leo n&o refinado de
coco de babacu contem na formulagédo | os seguintes ingredientes: Flocos de
arroz; Aveia em flocos; Nozes; Castanha-de-caju; Castanha-do-Brasil;
Améndoa; Banana-passa; Uva-passa; Agucar Mascavo; Xarope de glicose de
milho, agua, 6leo nado refinado de coco babagu. A proporgdo de cada
ingrediente esta apresentada na Tabela 1.

[016] Os ingredientes secos (cereais, frutas desidratadas, graos),
previamente pesados, foram misturados com 6leo de babagu nao refinado, com
homogeneizagdo constante, para garantir a distribuicdo uniforme e a perfeita
incorporagao aos ingredientes. Em seguida, foram misturados com o xarope de
aglutinagdo a uma temperatura = 90°C, até incorporar homogeneamente o
xarope a mistura de cereais.

[017] Em seguida a massa é acondicionada em formas de ago inox
retangulares, para ser prensada e resfriada, em refrigerador, deixando-a em
repouso por 30 minutos até que ocorra a acomodagéao de todos os ingredientes
no recipiente, para entdo, serem submetidas ao corte, com lamina de acgo inox,
para obtencdo de um produto a base de cereais de tamanho e peso
padronizados de aproximadamente 10 gramas cada, acondicionadas
individualmente em embalagens de filme flexivel laminado e armazenadas a

temperatura ambiente.
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Tabela 1: Proporgoes da Formulagéo | da Composigao Alimenticia Enriquecida
Com Oleo Nao Refinado Do Coco De Babagu.

Ingredientes Secos (g.100g") Xarope de Aglutinagao (g.100g")
Flocos de arroz 9,5a50  Xarope de glicose 88 a 100
Aveia em Flocos 95a50 Agua 12 a 50
Nozes 9,5a50  Oleo nao refinado de Babacu 2a50
Améndoas 9,5a50
Castanha de Caju 9,56a50
Castanha do Brasil 9,5a50
Banana Passa 12 a 50
Uva Passa 18 a 50
Acucar Mascavo 13 a 50

Fonte: adaptacao de Bastos et al. 2014. Braz. J. Food. Technol, Campinas, v.17.
n2 , abr/jun 2014.

[018] A composigédo alimenticia enriquecida com 6leo ndo refinado de
coco de babagu contem na formulagao Il os seguintes ingredientes: Flocos de
arroz; Aveia em flocos; Nozes; Castanha-de-caju; Castanha-do-Brasil;
Améndoa; Banana-passa; Uva-passa; Agucar Mascavo; Xarope de glicose de
milho, mel, lecitina de soja, goma guar, agua, esséncia de baunilha, éleo ndo
refinado de coco babagu. A proporgao de cada ingrediente esta apresentada na
Tabela 2.

Tabela 2: Proporgoes da Formulagéo Il da Composigéo Alimenticia Enriquecida
Com Oleo Nao Refinado Do Coco De Babacgu.

Ingredientes % minima % maxima
Cereais (flocos de arroz, farelo e flocos de aveia) 15 50
Agl’f)cares (agucar mascavo, xarope de glicose de milho, 14 50
me
Oleo n3o refinado de coco babacu 20 100
Améndoas (nozes, castanha-de-caju, castanha-do-

: 6 50
brasil)
Frutas secas (banana-passa, uva-passa) 10 50
Emulsificante (lecitina de soja) 1 10
Estabilizante (goma guar) 1 10
Agua 1 10
Esséncia (baunilha) q.s.” q.s.!

g.s.": quantidade suficiente

Fonte: adaptagédo a partir de GUIMARAES e SILVA. Rev Inst Adolfo Lutz,
68(3):426-33,2009; BRIZOLA e BAMPI. Unoesc & Ciéncia - ACBS, Joagaba, v.
5,n. 1, p. 63-68, jan./jun. 2014.
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[019] Os ingredientes secos (cereais, frutas desidratadas, graos),
previamente pesados em seguida misturados juntamente com a goma guar € 0
oleo de babacgu né&o refinado, com homogeneizagdo e aquecimento constante,
para garantir a distribuicdo uniforme e a perfeita incorporagéo aos ingredientes.

[020] Adicionou-se emulsificante (lecitina de soja) dissolvida em agua e
agucares (agucar mascavo, xarope de glicose de milho, mel), coccionando em
calor seco a uma temperatura em torno de = 90°C até incorporar
homogeneamente para obtencdo de massa homogénea.

[021] Em seguida a massa € acondicionada em formas de ago inox
retangulares previamente untada com lecitina de soja, para ser prensada e
resfriada, em geladeira, deixando-a em repouso por 30 minutos até que ocorra
a acomodacgao de todos os ingredientes no recipiente, para entdo, serem
submetidas ao corte, com lamina de acgo inox, para obtencdo de um produto a
base de cereais de tamanho e peso padronizados de aproximadamente 10
gramas cada, acondicionadas individualmente em embalagens de filme flexivel

laminado e armazenadas a temperatura ambiente.
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REIVINDICAGOES

1) Composicao alimenticia enriquecida com 6leo nao refinado do coco
do babacgu contendo a formulagao I: flocos de arroz, aveia em flocos,
nozes, castanha de caju, castanha do brasil, améndoas, banana-passa,
uva-passa, agucar mascavo, xarope de glicose de milho caracterizada

por conter 6leo nao refinado de coco babacu.

2) Composigao alimenticia enriquecida com éleo nao refinado do coco
do babacgu de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada por conter
as seguintes proporgdes: Flocos de Arroz (9,5 a 50g. 100g™"); Aveia em
Flocos (9,5 a 50g. 100g™"); Nozes (9,5 a 50g. 100g™"); Castanha de Caju
(9,5 a 50g. 100g™"); Castanha do Brasil (9,5 a 50g. 100g™"); Améndoas
(9,5 a 50g. 100g™"); Banana Passa (9,5 a 50g. 100g™"); Uva Passa (9,5 a
50g.100g"); Aclicar Mascavo (9,5 a 50g. 100g™"); Xarope de Glicose (88
a 100g. 100g™"); Agua (12 a 50g. 100g™).

3) Composigao alimenticia enriquecida com éleo nao refinado do coco
do babacgu, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada por conter
0 Oleo de babacgu nao refinado a ser utilizado na proporcéo de 6leo =
0,02g. 1009'1 incorporado as propor¢des de acordo com a reivindicagao
2.

4) Composicao alimenticia enriquecida com 6leo nao refinado do coco
do babacgu, de acordo com as reivindicagbes 1, 2 e 3, caracterizada
por ser administrada oralmente na forma de barra de cereal, biscoitos e

farinha.

5) Composicao alimenticia enriquecida com 6leo nao refinado do coco
do babagu contendo a formulagao II: Flocos de arroz; Aveia em flocos;
Nozes; Castanha-de-caju; Castanha-do-Brasil; Améndoa; Banana-

passa; Uva-passa; Agucar Mascavo; Xarope de glicose de milho, mel,
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lectina de soja, goma guar, agua e esséncia de baunilha caracterizada

por conter 6leo nao refinado de coco babagu.

6) Composicao alimenticia enriquecida com éleo nao refinado do coco
do babacgu de acordo com a reivindicagao 5, caracterizada por conter
as seguintes propor¢des: Cereais (flocos de arroz, farelo e flocos de
aveia) (15% a 50%g.100g™"); Acucares (aglicar mascavo, xarope de
glicose de milho, mel) (14% a 50%g.100g"'); Améndoas (nozes,
castanha-de-caju, castanha-do-brasil) (6% a 50%g.100g™"); Frutas secas
(banana-passa, uva-passa) (10% a 50%g.100g™"); Emulsificante (lecitina
de soja) (1% a 10%g.100g'); Estabilizante (goma guar) (1% a
10%g.100g™"); Agua (1% a 10%g.100g™"); Esséncia (baunilha) 9 g.s.":

quantidade suficiente).

7) Composicao alimenticia enriquecida com éleo nao refinado do coco
do babacgu, de acordo com a reivindicagcao 5, caracterizada por conter
0 Oleo de babacu néao refinado a ser utilizado na proporcédo de dleo =
0,02g. 1009'1 incorporado as proporgdes de acordo com a reivindicagao
6.

8) Composigao alimenticia enriquecida com éleo nao refinado do coco
do babagu, de acordo com as reivindicagbes 5, 6 e 7, caracterizada
por ser administrada oralmente na forma de barra de cereal, biscoitos e

farinha.
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RESUMO

COMPOSIGAO ALIMENTICIA ENRIQUECIDA COM OLEO NAO REFINADO
DO COCO DO BABACU

A presente invengao trata-se de uma composi¢cdo alimenticia composta por
Acucar mascavo; agua; améndoa; aveia em flocos; banana-passa; castanha-
de-caju; castanha-do-brasil; esséncia de baunilha; flocos de arroz; goma guar;
lecitina de soja; mel; nozes; uva-passa; xarope de glicose de milho, enriquecida
com o oleo ndo refinado do coco babacgu, servindo de complementacao
alimentar capaz de reduzir o risco de isquemia por melhorar a microcirculagao
e de servir como suplemento energético para atletas de alto desempenho ou

em populagcdes em estado de insegurancga alimentar.
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