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RESUMO

TORRES, L. R. O. Avaliagao fisico-quimica de 6leos da améndoa de pequi
(Caryocar brasiliense Camb.) obtidos artesanalmente e por prensagem a frio e
sua influéncia sobre marcadores bioquimicos, oxidativos e inflamatérios de
ratos submetidos a toxicidade aguda por tetracloreto de carbono. 2016. 94p.
Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sé&o
Paulo, Sdo Paulo, 2016.

O oleo da améndoa de pequi (Caryocar brasiliense Camb.) é considerado um
coproduto do fruto, consumido na regidao do Cerrado, bioma brasileiro. Ele é
fundamental para agregar valor e ampliar a utilizagdo deste fruto regional a outros
setores produtivos comerciais. Relatos na literatura apontam que o dleo possui
capacidade antioxidante e efeitos benéficos sobre doencas inflamatdrias, que estao
associados a presengca de acidos graxos insaturados e fitoquimicos em sua
composigao quimica. Por outro lado, o tetracloreto de carbono (CCls) € uma potente
hepatotoxina, capaz de gerar radicais livres que levam ao estresse oxidativo e a
inflamacao. Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi caracterizar os 6leos
da améndoa de pequi obtidos artesanalmente e por prensagem a frio e verificar o
efeito de seus constituintes graxos e bioativos sobre parametros oxidativos e
inflamatorios de ratos submetidos a toxicidade aguda induzida por tetracloreto de
carbono. Inicialmente, foram investigados os parametros de qualidade dos dleos,
bem como o perfil de acidos graxos, teores de compostos bioativos, capacidade
antioxidante e estabilidade termo-oxidativa. Os o6leos da améndoa de pequi
apresentaram boa qualidade e resisténcia termo-oxidativa e mostraram-se ricos em
acido graxo oleico, além de possuirem compostos com propriedades antioxidantes,
como fendlicos, carotenoides, tocoferdis e fitosterdis. Posteriormente, o efeito do
tratamento por 22 dias com 6leos da améndoa de pequi artesanal ou prensado a frio
(3 mL/kg) sobre a toxicidade aguda induzida pelo CCls em ratos “Wistar” machos foi
avaliado. Para tal, foram determinados marcadores bioquimicos séricos, perfil
lipidico, peroxidagéo lipidica, marcadores do sistema de defesa antioxidante e
detoxificante, além de parametros inflamatérios do tecido hepatico. De maneira
geral, verificou-se que os O6leos da améndoa de pequi ndao minimizaram as
alteragdes hepaticas induzidas pelo CCl4, evidenciadas pelas enzimas marcadoras
do dano hepatico e por parametros inflamatérios, no entanto os animais tratados
com o ¢6leo prensado a frio aumentaram sua capacidade antioxidante.

Palavras-chave: Améndoa de pequi. Acidos graxos. Antioxidantes. Estresse
oxidativo. Inflamagao. Hepatoprotecao.



ABSTRACT

TORRES, L. R. O. Evaluation of physical-chemistry properties of handmade and
cold-pressed pequi (Caryocar brasiliense Camb.) almond oil and its influence
on biochemical, oxidative and inflammatory markers in rats subjected to
carbon tetrachloride-induced acute toxicity. 2016. 94p. Thesis (Doctorate) —
Faculty of Pharmaceutical Science, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2016.

The pequi (Caryocar brasiliense Camb.) almond oil is considered a by-product of the
fruit, consumed in the Brazilian savannah region. It is essential to add value and
increase the use this regional fruit to other commercial productive sectors. The pequi
almond oil has been reported to possess antioxidant capacity and beneficial effect on
inflammatory diseases due its chemical composition in unsaturated fatty compounds
and phytochemicals. On the other hand, the carbon tetrachloride (CCls) is a potent
hepatotoxin that is capable of generating free radicals and lead to oxidative stress
and inflammation. In this context, the aim of this study was to characterize the pequi
almond oils obtained by handmade and cold-press process and verify the effect of
their fatty acids and bioactive constituents on oxidative and inflammatory parameters
in rats submitted to carbon tetrachloride-induced acute toxicity. Initially, quality
parameters, chemical composition and thermo-oxidative stability of the oils were
investigated. The pequi almond oils showed good quality and thermo-oxidative
resistance and shown to be rich in oleic fatty acid, besides the presence of
compounds with antioxidant properties, such as phenolics, carotenoids, tocopherols
and phytosterols. Subsequently, the effect of the oils (3 mL/kg) treatment for 22 days
on acute toxicity induced by CCls in male Wistar rats was evaluated. The serum
biochemical markers levels, lipid profile, lipid peroxidation, markers of antioxidant
defense and detoxication and inflammatory parameters in liver tissue were
determined. In general, it was found that the pequi almond oil not minimized liver
alterations induced by CCls, as evidenced by the liver function enzymes and the
inflammatory parameters, however in animals which received the cold pressed oil
was increased antioxidant capacity.

Keywords: Pequi almond. Fatty acids. Antioxidants. Oxidative stress. Inflammation.
Hepatoprotection.
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1 INTRODUGAO

O pequi € um fruto rico em 6leo encontrado no Cerrado brasileiro. Seu uso
pode oferecer novas perspectivas para o desenvolvimento sustentavel da regido, por
possuir composi¢ao util para consumo humano, rica em acidos graxos (AG) e
compostos  bioativos (GARCIA et al., 2007; VERA et al, 2007
ROESLER et al., 2008). A améndoa do pequi € um subproduto pouco explorado,
devido a maior parte da utilizagdo do fruto ser voltada para a polpa
(RABELO et al., 2008). No entanto, quando empregado na culinaria, seu uso é mais
comumente voltado para a fabricagdo de pamonha, bolo, pagcoca, como condimento,
para consumo in natura (OLIVEIRA, 2009) ou, ainda, para torrefagdo e consequente
producao de dleo (POZO, 1997) — o qual é utilizado também para fins medicinais
(SILVA et al., 2012; MATOS, 2007).

O ¢6leo da améndoa de pequi possui perfil de AG caracteristico, que inclui
altas porcentagens dos 4&cidos oleico (43-56 %) e palmitico (32-43 %)
(MARIANO; COURI; FREITAS, 2009; LIMA, 2008). O oleico, um acido graxo
monoinsaturados (AGMI), é reconhecido por suas propriedades benéficas em
modular o metabolismo lipidico, sendo considerado hipocolesterolémico e contribuindo
diretamente para o perfil de AG dos fosfolipideos da membrana celular. Ele afeta
numerosas atividades enzimaticas de transporte e receptores e tem sido associado a
melhora na sensibilidade a insulina e a maior resisténcia as modificacbes oxidativas
(VASSILIOU et al.,, 2009; CHONG; SINCLAIR; GUYMER, 2006). A composi¢cao
quimica rica em oleico torna o d6leo extraido da améndoa de pequi de elevada
relevancia.

Dados sobre os compostos bioativos, como carotenoides, fendlicos,
tocoferdis e fitosterdis, presentes nos 6leos da améndoa de pequi ainda sao
escassos na literatura. A maioria dos estudos refere-se aos compostos presentes na
polpa. No entanto, tais dados do 6leo da améndoa sao importantes para a avaliacédo
da sua composicdo, sua estabilidade e dos seus potenciais efeitos nutricionais e de
saude.

Além dos fatores ambientais e de origem da matriz, outro aspecto que pode

influenciar a composi¢cao em bioativos dos 6leos é o processo de extragdo, como o
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refino, a prensagem a frio e a extragao artesanal, pois tais processos influenciam a
passagem de compostos minoritarios da améndoa para o 6leo e, dependendo do
tipo, os compostos migram em maior quantidade para o 6leo extraido, o que confere
também maior atividade antioxidante (DIMITRIOS, 2006; MARTINS, 2006).

Acredita-se que a prensagem a frio de 6leos de sementes seja uma técnica
capaz de reter maior quantidade de componentes de valor agregado benéficos que
poderiam ser perdidos durante a extragao (PARRY JR., 2006). Nesse sentido, essa
técnica esta se tornando um substituto interessante para as praticas convencionais
de extragcao (RAMADAN et al., 2012), como a que envolve processamentos térmicos
rusticos usando agua a altas temperaturas para obtencdo artesanal do 6leo da
améndoa de pequi, a qual pode alterar a qualidade original do produto, no que diz
respeito a algumas moléculas-chave — como a fragao insaponificavel e as vitaminas
lipossoluveis (MARIANO, 2008). Existe, portanto, a necessidade da caracterizagao
dos oOleos da améndoa de pequi obtidos a partir desses processos de extragao
distintos quanto aos constituintes bioativos e ao perfil de AG.

Somado a isso, sao poucas as investigagées no sentido de avaliar os efeitos
do consumo dos 6leos da améndoa de pequi para a saude. Ele tem sido usado na
medicina popular como cicatrizante e anti-inflamatério e no tratamento de dores
reumaticas e musculares (SILVA et al., 2012; MATOS, 2007; PASSOS et al., 2003).
Além disso, pesquisa aponta para atuacdo do 6leo da améndoa na inflamacao e
cicatrizacdo de lesbes induzidas experimentalmente em camundongos
(DE OLIVEIRA et al., 2010).

Lesbes agudas no figado causam o desenvolvimento de doenga hepatica, a
qual progride para faléncia hepatica terminal, sendo o fator de iniciacdo e uma via
comum para muitas doengas do figado, ameacgando seriamente a saude humana
(LIU et al., 2014). As lesbes hepaticas agudas podem ser causadas por substancias
hepatotoxicas durante a sua biotransformagdo no figado, sendo as mais
frequentemente referidas o paracetamol, a tioacetamida, o tetracloreto de carbono
(CCls) (RAMASAMY et al., 2014; BELANGER; BUTTERWORTH, 2005).

A hepatotoxicidade induzida pelo CCls é um modelo experimental
interessante para investigar danos agudos ou crénicos ao figado. O metabolismo do

CCls se inicia no figado com agdo da enzima citocromo P-450, subunidade 2E1
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(CYP2E1), que o transforma em radicais livres (RL) geradores de estresse oxidativo
(WEBER; BOLL; STAMPFL, 2003). Os metabdlitos téxicos do CCls podem também
induzir as células de Kupffer a secretar citocinas inflamatérias — tais como interleucina-
1 (IL-1), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), fator de transformagéo do crescimento-
beta (TGF-B) —, a inibir o 6xido nitrico (NO) e a induzir a inflamagcao e a fibrose
hepaticas (WILLS; ASHA, 2012).

Os RL gerados pelo CCls, bem como por outras doengas e patologias
hepaticas, podem ser eliminados através da acao de antioxidantes que impedem ou
diminuem o dano hepatico aumentando a atividade das enzimas antioxidantes
intracelulares endogenas, incluindo superdxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPX), catalase (CAT) e glutationa redutase (GR) (RAMASAMY et al.,
2014; HSU et al., 2009). Compostos, naturais ou sintéticos, com propriedades
antioxidantes podem contribuir para a redugao parcial ou total do dano, podendo ter
papel significativo na manutengao da saude, quando consumido como parte da dieta
normal (LI et al., 2013).

Estudos tém demonstrado ainda que dleos ricos em AGMI e em acidos
graxos poli-insaturados (AGPI) apresentam efeito protetor em ratos e camundongos
submetidos a injuria pelo CCls4, por elevar os niveis das enzimas antioxidantes
endogenas (SOD, CAT e GPX) e reduzir a peroxidagao lipidica. Adicionalmente, os
compostos bioativos com propriedades antioxidantes presentes nos 6leos auxiliam
nessa protecao (JIA et al.,, 2011; HSU et al.,, 2009; MAHESWARI; RAO, 2005;
WANASUNDARA; SHAHIDI; SHUKLA, 1997).

Nesse contexto, nossos objetivos foram direcionados no sentido de,
inicialmente, avaliar fisico-quimicamente os 6leos da améndoa de pequi obtidos
artesanalmente e por prensagem a frio com relagao aos parametros de qualidade,
perfil lipidico, componentes bioativos, atividade antioxidante in vitro e estabilidades
térmica e oxidativa, bem como comparar os dois tipos de 6leo com relacdo a esses
parametros. Além disso, levando-se em consideracdo que os acidos graxos
monoinsaturados presentes no 6leo da améndoa de pequi sdo incorporados nos
tecidos de ratos, e que estes, juntamente com os compostos minoritarios, podem
melhorar os parametros lipidicos, oxidativos e inflamatérios, buscou-se analisar os

efeitos da suplementacdo com 6leo da améndoa de pequi sobre esses pardmetros no
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figado de animais submetidos a toxicidade aguda induzida pelo tetracloreto de

carbono.
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2 CAPITULOS

O presente trabalho estd apresentado em dois capitulos, os quais
correspondem aos manuscritos desenvolvidos como parte dos resultados obtidos na

pesquisa e a serem publicados em revistas cientificas, conforme a seguir:

= Capitulo 1: Propriedades fisico-quimicas e antioxidantes do 6leo da améndoa
de pequi (Caryocar brasiliense Camb.) obtido artesanalmente ou por
prensagem a frio (Physicochemical and antioxidant properties of the pequi
(Caryocar brasiliense Camb.) almond oil obtained by handmade and
cold-pressed processes). Esse artigo foi aceito para publicacdo na revista
International Food Research Journal (ANEXO A).

= Capitulo 2: Efeito do 6leo da améndoa de pequi (Caryocar brasiliense Camb.)
sobre a injuria hepatica aguda induzida pelo tetracloreto de carbono em ratos
(Pequi (Caryocar brasiliense Camb.) almond oil effect on carbon tetrachloride-
induced acute hepatic injury in rats). Esse artigo foi submetido para a revista
Food and Chemical Toxicology.
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2.1 Capitulo 1 — Propriedades fisico-quimicas e antioxidantes do 6leo da
améndoa de pequi (Caryocar brasiliense Camb.) obtido artesanalmente ou por

prensagem a frio
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Resumo

O objetivo desse estudo foi caracterizar fisico-quimicamente e determinar a
capacidade antioxidante dos oleos da améndoa de pequi (OAP) extraidos
artesanalmente ou por prensagem a frio. Ambos os 6éleos apresentaram boa
qualidade, avaliada pelos indices de acidez, perdxido e teste do acido tiobarbiturico.
O perfil de acidos graxos mostrou presenca significativa de acidos graxos
monoinsaturados, principalmente do acido oleico (53,48-55,41 %); acidos graxos
saturados, tais como o acido palmitico (33,30-35,89 %); e poli-insaturados, como o
acido linoleico (5,85-7,23 %). Os teores de fendlicos totais variaram de 87,56 a
392,00 mg equivalente de acido galico/100 g e os de carotenoides totais de 36,03 a
262,40 mg/100 g. Os resultados de tocoferdis e de fitosterdis indicaram a presenca
predominante de o-tocoferol (52 a 67 %) e de estigmasterol (63 a 68 %),
respectivamente. A capacidade antioxidante do OAP oscilou de 58,48 mg/mL a
76,46 mg/mL (Capacidade de inibigdo de 50 % do radical - ICs0) pelo método
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH"); de 10,61 a 40,46 TE pmol/g pelo método

2,2°’- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS™*), e de 113,93 a



21

280,85 umol equivalente de Trolox® (TE)/100 g e de 164,49 a 277,86 umol TE/100 g,
pelo método de capacidade de absor¢éo do radical oxigénio hidrofilico e lipofilico,
respectivamente. Os d6leos apresentaram boa estabilidade térmica e oxidativa pelos
métodos Rancimat® (periodo de indugdo de 7,33 a 1591 h), andlise
termogravimétrica (337-363 °C) e calorimetria diferencial de varredura (159-184 °C).
Os resultados confirmam a presenca de compostos que conferem capacidade
antioxidante, estabilidade oxidativa e térmica ao OAP extraido artesanalmente ou
por prensagem a frio, o que indica que estes Oleos podem potencialmente ser

utilizados para fins alimentares e nao alimentares.

Palavras-chave: Oleos de pequi améndoa, Comportamento térmico, Acidos graxos,

Capacidade antioxidante, Prensagem a frio.

Introducgao

No Brasil, ha abundante oferta de oleaginosas usadas na produgéo de dleos
vegetais; no entanto, é ainda necessario maior aproveitamento de O6leos de
sementes alternativas provenientes de cada regiao brasileira. O pequi, juntamente
com outras novas alternativas, como pinhdao manso (Jatropha curcas), nabo
(Raphanus sativus L.), buriti (Mauritia flexuosa), macauba (Acrocomia aculeata) e
grande variedade de oleaginosas, surgem como espécies ainda a serem exploradas
(OLIVEIRA; RAMALHO, 2006). Dados sobre composi¢cao e propriedades fisico-
quimicas, além de capacidade antioxidante, para a maioria desses 6leos vegetais
alternativos ainda néao foram relatados na literatura cientifica
(RAMADAN et al., 2012).

O pequi € encontrado no cerrado brasileiro e pertence a familia Caricaceae,
género Caryocar (BERNARDES et al., 2008; VERA et al., 2007). O fruto do pequi
possui uma camada de polpa amarelada que circunda uma fina camada de espinhos
e, mais internamente, uma améndoa branca que ¢é rica em Odleo
(DE OLIVEIRA SOUSA et al., 2011). A améndoa é considerada um subproduto
comercial inexplorado, proveniente do processamento da polpa; no entanto, ela

pode ser torrada para a producao de d6leo, consumida fresca ou como condimento
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usada como um ingrediente culinario em bolos, pagocas e pamonhas
(DA SILVA RABELO et al., 2008; SEGALL et al., 2006).

O d6leo da améndoa de pequi é constituido principalmente por acidos graxos
(AG), tais como os acidos oleico (50,2 %), palmitico (42,3 %), e esteérico (1,5 %), e
menores quantidades de miristico, palmitoleico, linoleico e linolénico (MATA et al.,
2009). Essa composicdo em AG fornece importante valor nutricional ao 6leo da
améndoa de pequi (OAP), devido o consumo de acido oleico estar relacionado com
decréscimo nos niveis de lipoproteina de baixa densidade (LDL) e redugao do risco
de doenga coronariana (RAMADAN et al., 2012).

Apesar da pouca caracterizacdo em relacdo aos compostos minoritarios, o
OAP é considerado uma boa fonte de matéria-prima para a industria cosmética e
alimentar, devido a sua composicdo em AG. Na medicina popular, OAP é utilizado
como agente anti-inflamatorio, para curar feridas e para o tratamento de dores
reumaticas e musculares (DE OLIVEIRA et al.,, 2010; PASSOS et al.,, 2003).
Pesquisas recentes apontam para o papel do 6leo na inflamagao e no reparo
tecidual de lesbes induzidas experimentaimente (LEITE et al.,, 2009;
DA SILVA QUIRINO et al., 2009).

A extracdo do OAP ¢é atualmente realizada por uma técnica rustica, em
pequena escala, utilizando agua em altas temperaturas e caracterizada como um
processo artesanal (AQUINO et al., 2009). No entanto, o OAP prensado a frio, que
utiliza um processo tecnolégico bem conhecido por preservar o nivel de compostos
bioativos detentores de propriedades antioxidantes (HOED, 2010), ndo é produzido
e muito menos disponibilizado no mercado local — como acontece com outros 6leos
vegetais.

Uma vez que pouca atencdo tem sido dada ao conhecimento das
propriedades fisico-quimicas e antioxidantes do OAP, extraido artesanalmente e por
prensagem a frio, o presente estudo tem como objetivo investigar aspectos
relacionados a qualidade, a composi¢cao em AG, ao teor de compostos bioativos, a

capacidade antioxidante e aos perfis térmico e oxidativo desses 6leos.
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Material e métodos

Amostras

As amostras de 6leo extraido da améndoa de pequi (Caryocar brasiliense
Camb.) artesanalmente ou por prensagem a frio foram fornecidas pela Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA Cerrados, Brasilia, Distrito
Federal). Frutos maduros do pequi foram randomicamente coletados durante o
periodo de safra (entre janeiro e abril) apds cairem naturalmente das arvores na
comunidade Agua Boa 2, localizada na cidade de Rio Pardo de Minas
(latitude 15° 33' 40.12” e longitude 42° 23' 35.16”), Minas Gerais, Brasil e as
améndoas foram coletadas apds o processamento da polpa para obtencédo do 6leo
da polpa por cozimento em agua quente (FERREIRA et al., 2011). Os carogos
(améndoa e mesocarpo), considerados residuos do processamento, foram
desidratados (secagem ao sol), durante 3 a 5 dias e, em seguida, as améndoas
foram separadas.

O d6leo da améndoa de pequi artesanal foi obtido pelo Grupo Produtivo de
Mulheres da Comunidade Vereda Funda, Rio Pardo de Minas, submetendo as
améndoas a aquecimento inicial em temperatura de 60-70°C por aproximadamente
45 min, seguido de etapa de trituracdo e cozimento com agua em ebulicdo na
proporgao de 1:3 (massa:volume). O 6leo sobrenadante resultante do processo de
cozimento foi separado, filtrado e aquecido em panela até perder o restante da agua
e, depois, foi filtrado.

O ¢leo prensado a frio foi extraido em laboratério da EMBRAPA, utilizando-
se de prensa hidraulica (Marconi, MA-098, Piracicaba, Brasil), pressao de 9 ton por
1 h em temperatura ambiente.

Os dois 6leos obtidos foram filtrados e armazenados em frascos de vidro
ambar em temperatura de 6 °C. Os 6leos da améndoa de pequi artesanais (PAA) e
prensados a frio (PAP) foram classificados de acordo com a safra em PAA10 e
PAP11 (safra 2009/2010), PAA20 e PAP21 (safra 2010/2011) e PAA30 e PAP31
(safra 2011/2012). As condi¢gdes de tempo e temperatura durante o manuseio e

processamento dos 6leos nao foram verificadas.
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Caracterizagéo fisico-quimica e composigdo em acidos graxos

Foram utilizados métodos oficiais e praticas recomendadas pela Sociedade
Americana de Quimica de Oleos (AOCS) para determinar os indices de acidez
(mg KOH/g de d6leo) e de peroxido (miliequivalente - mEq O2/kg de 6leo), teste do
acido tiobarbiturico (TBA) (ng/g) (métodos Ca 5A-40, Cd 8b-90 e 19-90 Cd,
respectivamente) (AOCS, 2004) dos 6leos da améndoa de pequi.

A determinacdo da composicao em AG por cromatografia gasosa (CG) foi
realizada submetendo as amostras, inicialmente, a esterificagdo com trifluoreto de
boro (BF3) 14 %, de acordo com o método Ce 2-66 (AOCS, 2004), utilizando-se
cromatégrafo a gas (Shimadzu, Plus GC 2012, Quioto, Japao), com software GC
solution e detector de ionizagdo de chama. As condigbes para a analise foram as
seguintes: coluna cromatografica de silica fundida SP-2560 (biscianopropil
polisiloxana) com dimensdes de 100 m x 0,25 mm; programagéo de temperatura da
coluna: isotérmico a 140°C/5 min, aquecimento a 4 °C/min até 240°C,
permanecendo nesta temperatura por 30 min; temperaturas do vaporizador e do
detector: 250°C e 260°C, respectivamente; gas de arraste: hélio (1 mL/min); razao
de divisdo da amostra no injetor: 1/100. A determinagao dos picos cromatograficos
foi realizada por comparacdo do tempo de retencdo dos picos das amostras com
uma mistura padrao de 37 ésteres metilicos de &cidos graxos (Sigma-Aldrich,
Supelco® 37 component FAME Mix, St. Louis, Estados Unidos). Os resultados foram

expressos como porcentagem de area para cada pico identificado.

Extracéo da fragdo polar dos 6leos

A extracao da fragao polar dos dleos foi obtida de acordo com a metodologia
descrita por Montedoro et al. (1992), a qual foi usada para quantificar os fendlicos
totais e a capacidade antioxidante por capacidade de absorbancia do radical

oxigénio (ORAC) e 2,2’ azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS™).

Fendlicos e carotenoides totais
A determinacgéao dos fendlicos totais (FT) presentes na fragdo polar dos oleos
foi realizada colorimetricamente, de acordo com metodologia descrita por

Swain e Hillis (1959), adaptada para microplaca. O conteudo de FT das amostras foi
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quantificado, utilizando-se de curva padréo de acido galico (1,56-100 mg/mL), e os
resultados foram expressos em mg de equivalente de acido galico (GAE)/100 g de
oleo.

Foi utilizada determinacio colorimétrica para quantificagao dos carotenoides
totais, de acordo com Minguez-Mosquera et al. (1991), a partir da diluicdo da
amostra em ciclo-hexano, seguida de leitura em espectrofotométro a 472 nm. Os

resultados foram expressos como ug/100 g de dleo.

Perfil de tocoferdis e fitosterois

Foi utilizada cromatografia liquida de alta eficiéncia
(do inglés, High performance liquide chromatography - HPLC) para a determinacgéo
dos tocoferdis, conforme método Ce 8-89 (AOCS, 2004), com modificagbes.
Os o6leos foram dissolvidos em hexano (grau HPLC) e filtrados em membrana de
politetrafluoretileno (PTFE) de 0,22 um. As amostras foram analisadas em HPLC
(Shimadzu, CBM-20A, Quioto, Japédo) com detecgdo de fluorescéncia RF-10AXL
(excitacao de 296 nm e emissao de 330 nm), acoplado a um detector de arranjo de
fotodiodos (PDA-10A) com duas bombas LC -10AD e injetor automatico SIL-10A.
Uma coluna de silica (Shim-pack CLC-SIL. 250 x 4,6 mm de diametro interno, com
5 um) foi usada com hexano e isopropanol (99:1 v/v) como fase mével. O sistema foi
operado isocraticamente com fluxo de 1 mL/min e volume de injecdo de 25 ulL.
A determinacdo dos tocoferdis presentes nas amostras foi realizada comparando os
seus tempos de retengdo com os de compostos padrao (a-, B-, y-, € d-tocoferol)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados Unidos), sob as mesmas condi¢cdes de
funcionamento, e a quantificagdo foi realizada por curva de calibracdo do padréao.
Os resultados foram expressos em mg/kg de 6leo.

A determinacéo de fitosterdis foi realizada por CG, conforme Almeida (2009),
com modificacbées. O padrao 5-a-colestane (1 mg/mL de hexano) foi adicionado em
150 mg de cada amostra. Em seguida, evaporou-se a mistura sob uma corrente de
nitrogénio (N2), antes da saponificagdo com 5 mL de solugdo de hidréxido de
potassio (KOH) 3 % metandlico a 50 £ 2 °C em banho termostatico durante 3 h.
Apos mistura com 5 mL de agua destilada, o material foi submetido a extragao da

matéria insaponificavel (sobrenadante) com 5 mL de hexano, o qual foi repetido
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3 vezes e, apds esse procedimento, foi seco em fluxo de N2 e ressuspenso em
volume conhecido (150 pL) de hexano. As amostras foram injetadas em
cromatégrafo a gas (Shimadzu, Plus GC 2010, Quioto, Japdo) com detector de
ionizagdo de chama e coluna capilar de silica fundida LM5 (5 % fenila, 95 %
dimetilpolisiloxano, 60 m x 0,25 mm de didmetro interno com 0,25 um de filme/DB-5).
A coluna foi submetida a aquecimento de 150°C até a temperatura de 300°C, na
razao de 10°C/min, permanecendo a 300°C por 35 min. A temperatura do injetor e
do detector foi de 300°C. Foi utilizado hélio (1 mL/min) como gas de arraste; a razao
de divisdo da amostra no injetor foi de 1/50. A determinacédo dos fitosterdis foi
realizada por meio da comparagao dos tempos de retencdo das amostras com os
padrbdes: campesterol, estigmasterol e B-sitosterol (Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados

Unidos). Os resultados foram expressos em mg/kg de o6leo.

Capacidade antioxidante do OAP

O estudo da capacidade antioxidante de 6leos vegetais é complexo e deve
ser realizado através de pelo menos dois ensaios, com mecanismos de reagao
diferentes, pois mao existe um unico ensaio capaz de determinar, de forma completa
ou compreensiva, a capacidade antioxidante dos alimentos
(CASTELO-BRANCO; TORRES, 2011).

Atividade de sequestro do radical DPPH"

A analise de varredura do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH") foi
realizada de acordo com Blois (1985) e Brand-Williams et al. (1995), com
adaptagdes. Aliquotas dos oleos foram diluidas com butanol a diferentes
concentragdes (12,5 a 250 mg/mL) e foram adicionadas a solugdo de DPPH*
6 x 10-° mol/L (meio butandlico). A redugéo do radical DPPH" foi medida a 517 nm
em espectrofotbmetro apés 30 min no escuro. O decréscimo nos valores de
densidade 6tica das amostras foi correlacionado com os do controle (sem amostra)
e, assim, foi estabelecida a % de protecado do antioxidante diante do radical DPPH-,
de acordo com a equagdo: % de protegdo = 100 - (absorbancia da
amostra x 100)/absorbancia do controle. Os resultados foram calculados utilizando a

equacdo da reta obtida a partir de uma curva preparada com as diferentes
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concentracbes da amostra e apresentados como os valores da capacidade de
inibicdo de 50 % do radical (ICso).

Atividade de sequestro do radical ABTS™*

A capacidade antioxidante do 6leo da améndoa de pequi (OAP) foi avaliada
também pelo ensaio de capacidade antioxidante equivalente ao Trolox® (TEAC), de
acordo com a Re et al. (1999), adaptado para microplacas. O radical ABTS™* foi
preparado por adicdo de persulfato de potassio e a mensuracdo da TEAC foi feita
por comparagao da redugao da absorgédo apds adicionados 20 uL da fragao polar do
OAP, do reagente branco ou do padrdo Trolox® a 200 uL da solugdo de ABTS™
7 mM. A absorbéancia a 734 nm foi monitorada 6 min apds a adigao do reagente, a
temperatura de 25 °C. O valor TEAC foi expresso como TE em micromoles por

grama de amostra (TE umol/g).

ORAC

A capacidade antioxidante lipofilica e hidrofilica do OAP foi determinada
utilizando o ensaio ORAC, conforme descrito por Prior et al. (2003). Para o método
lipofilico, os 6leos foram diluidos em acetona:agua (1:1 v/v) com B-ciclodextrina a
7 %; para o método hidrofilico, a fracdo polar dos dleos foi diluida em tampao de
fosfato 75 mM com pH 7,4. As anadlises foram realizadas em leitor de placas
utilizando o 2,2’-azobis (2-amidinopropano) di-hidrocloreto (APPH) como um gerador
de radical peroxil, o Trolox® como padrdo e a fluoresceina como uma sonda
fluorescente. Uma aliquota de 25 uL da amostra diluida, do branco ou da solugao de
Trolox® (6,25-100 pM), foi misturada a 150 pL de fluoresceina 40 nM e incubada
durante 15 min a 37 °C antes da injecéo de 25 uL da solugdo de AAPH (173 mM).
A fluorescéncia foi registrada a 37 °C, a cada 1 min, durante 100 min, com
comprimentos de onda de excitacdo de 485 (filtro de 485/20) e emissédo de 535 nm
(filtro de 528/20). Os valores finais de ORAC foram calculados utilizando a area sob

as curvas de decaimento e foram expressos como umol de TE/100 g de 6leo.
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Estabilidade oxidativa e termo-oxidativa

A estabilidade oxidativa dos ¢leos foi determinada em aparelho Rancimat®
(Metrohm, 743 Rancimat®, Herisau, Suiga) com o software PC 743 Rancimat® 1.0,
de acordo com método Cd 12b-92 (AOCS, 2004). Para realizagao das analises, 3 g
dos o6leos foram aquecidos a 120°C (fluxo de ar: 20 L/h). O resultado, expresso
como periodo de indugao, foi determinado automaticamente a partir do ponto de
inflexao da curva (ponto no qual a oxidagédo € mais rapida).

As propriedades térmicas dos 6leos foram determinadas por meio de um
analisador termogravimétrico (Shimadzu, DTG-60/60H, Quioto, Japao), nas
seguintes condigcbes: temperatura de 25 a 700°C, razdo de aquecimento de
10°C/min, atmosfera dindmica de ar (100 mL/min), utilizando cadinhos de platina
abertos contendo 8,6 mg de amostra. O software Shimadzu foi usado para analisar
os dados das curvas termogravimétrica (TG), primeira derivada termogravimétrica
(DTG) e analise térmica diferencial (DTA).

O comportamento térmico dos d6leos também foi determinado utilizando as
curvas de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) (Shimadzu, DSC-60, Quioto,
Japao). O equipamento foi calibrado com o padrao indio metalico de elevada pureza
(temperatura de fusdo de 156,6 °C). As amostras de 6leo (2 mg) foram pesadas em
capsulas de aluminio parcialmente fechadas (orificio central com 0,8 mm) e
dispostas sob atmosfera dindmica de ar (100 mL/min), razdo de aquecimento

10°C/min e temperatura de execucao entre 25 e 600°C.

Analise estatistica

Os resultados foram submetidos, inicialmente, a teste de Hartley para avaliar
a homogeneidade das variancias. As amostras nao homogéneas (p < 0,05) foram
submetidas ao teste de Box-Cox para transformacdo. Os resultados foram entao
analisados por ANOVA univariada, seguida do teste de Tukey Honest Significant
Difference (HSD) a 5 % de significAncia, o qual foi aplicado para as amostras
homogéneas com o intuito de comparagdo das meédias. No entanto, o teste de
Kruskal-Wallis foi aplicado aos resultados que permaneceram nao homogéneos

apos transformacgao por Box-Cox.
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No intuito de comparar as amostras de OAP artesanais e prensados a frio, a
normalidade e a homogeneidade das variancias foram determinadas pelo teste de
Shapiro-Wilk. As amostras ndo homogéneas (p < 0,05) foram transformadas
utilizando-se Box-Cox. As amostras homogéneas foram submetidas ao teste
t-Student a 5 % de significancia, enquanto que o teste de Mann-Whitney foi aplicado
as amostras ndo homogéneas.

As analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos pelo
valor médio * erro padrdo. Utilizou-se o programa Statistica 7.1 (Statsoft, Tulsa,
Oklahoma, Estados Unidos) para todos os calculos e todas as analises estatisticas,
enquanto os graficos foram feitos usando-se o software Prism 5.0

(GraphPad Software, Inc., Califérnia, Estados Unidos).

Resultados e Discussao

Caracterizagéo fisico-quimica e composi¢gdo em acidos graxos

A tabela 1 resume as propriedades fisico-quimicas e a composicdo em AG
dos OAP extraidos artesanalmente ou por prensagem a frio. Os cromatogramas
referentes ao perfil de AG das amostras encontram-se em anexo (ANEXO B). Para o
indice de acidez, os valores médios variaram entre 0,42 e 1,89 mg de KOH/g de dleo
e encontravam-se dentro do valor estabelecido pelo Codex Alimentarius
(ALIMENTARIUS, 1999) para dleos virgens e prensados a frio (4,0 mg de KOH/g de
0leo). Esses resultados demonstram a auséncia de hidrolise acentuada dos AG
componentes dos 6leos. Em outro estudo, Mata et al. (2009) e Mariano (2014)
encontraram maiores indices de acidez para o OAP extraido por soxhlet (3,86 mg de

KOH/qg) e por prensagem a frio (3,56 mg de KOH/g), respectivamente.
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Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas e perfil de acidos graxos (AG) (porcentagem do total de AG) dos 6leos da améndoa de
pequi artesanais (PAA) e por prensagem a frio (PAP)

Parametros PAA10 PAA20 PAA30 PAA PAP11 PAP21 PAP31 PAP
(média) (média)
Fisico-quimicos
Indice de acidez 0,52+0,00%  0,56+0,08%  042+0,00°  0,51:0,07  1,89+0,00° 0,84+0,03%  0,45:0,06®  1,09+0,68
(mg KOH/qg)
(TnZ//*g) 2.00£0,000  4,50+0,66°  675:0,05°  4,72+2,07  1,50+0,00°  4,91#0,63%  542+024% 451155
Indice de peroxido 4 aq.0 4700 163:0,185  4.44:015¢  2.91#144* 2255035  038£008° 0374008  0.85:088
(mEq O2/kg)
Acidos graxos (%)
C14:0 0,37+0,000  0,34+0,00°  0,35:0,00>  0,35:0,00*  0,36+0,00°  0,38+0,00  0,38+0,00°  0,37+0,00
C16:0 34,88+0,00° 34,56+0,05° 3551+0,03¢ 34,92+011  33,30+0,02¢ 3589+0,04° 3514+0,03¢  34,78+0,39
C16:1 0,550,000  0,52+0,00°  0,52+0,012  0,53%0,01*  0,60+0,00>  0,85+0,00°  0,52+0,00°  0,66+0,05
C18:0 2,63:0,01c  2,52+0,01°  2,34+0,05>  2,50+0,04  2,63+0,01° 2,200,012  2,28+0,02%  2,37+0,07
C18:1 5514+0,08° 5541+0,14c 5435:0,028 5497+017 5538+0,03° 53,48+0,07° 54,32+0,02° 54,39+0,28
C18:2 585:0,012  504+0,02°  6,54+0,02¢  6,110,11*  7,23:0,01¢  6,39+0,01°  6,59+0,000  6,730,13
S AGS 38,46+0,15° 38,13+0,21> 38,59+0,08° 38,39+0,08  36,80+0,05° 39,28+0,06° 38,56+0,03°  38,21+0,37
S AGMI 55,68+0,14° 5593+0,24c 54.87+0,04> 5549+017 55098+0,06° 54,330,122 54,85:0,04> 5505+0,25
S AGPI 585:0,02¢ 504003  6,54+0,040  6,11:0,11*  7,23:0,02¢  6,39+0,01°  6,59+0,00¢  6,730,13

Valores representam média £ erro padréo (n = 3), letras diferentes na mesma linha diferem significativamente, de acordo com
Tukey HSD ou Kruskal-Wallis (p < 0,05). *PAA difere estatisticamente de PAP, de acordo com teste t-Student ou Mann-Whitney (p
< 0,05). TBA: teste do acido tiobarbiturico. > AGS: total de &cidos graxos saturados; > AGMI: total de acidos graxos
monoinsaturados; > AGPI: total de acidos graxos poli-insaturados.
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Quando avaliado pelo TBA, os valores obtidos (1,50-6,75 ng/g) foram
menores do que o recomendado para o 6leo de canola refinado (99,0 ng/g)
(AOCS, 2004). Esse fato deve ser relacionado com a presenca majoritaria dos
acidos palmitico e oleico nas amostras, uma vez que o teste é mais sensivel a
acidos graxos insaturados (AGI) contendo duas ou mais duplas ligacbes
(SILVA, 2007). O indice de peroxido também foi inferior (0,37 a 4,44 mEq Oz2/kg) ao
maximo permitido de 15 mEq O2/kg (ALIMENTARIUS, 1999) para 6leos virgens e
prensados a frio, indicando boa qualidade em termos de grau de oxidagao lipidica.

Nao foram observadas diferengas entre amostras artesanais e prensadas a
frio com relagcéo aos parametros acidez e TBA; no entanto, o indice de perdxido dos
Oleos prensados a frio foi 70 % inferior ao do dleo artesanal, o que é indicativo de
menor degradacgao oxidativa primaria (Tabela 1).

Entre os &cidos graxos saturados (AGS), dois estavam presentes em
concentragoes elevadas: acido palmitico (C16:0), que variou de 33,30 % (PAP11) a
35,89 % (PAP21), e acido estearico (C18:0), que variou de 2,20 % (PAP21 ) a
2,63 % (PAA10). Dentre os acidos graxos monoinsaturados (AGMI), o acido oleico
(C18:1) apresentou a maior concentragéo, variando de 53,48 % (PAP21) a 55,41 %
(PAA20) (Tabela 1). Essa € uma composi¢cdo favoravel, que garante ao OAP
elevada resisténcia a oxidacdo. Na améndoa, Lima et al. (2007) encontraram
conteudos semelhantes de AGS e AGlI, 47,17 e 52,48 %, respectivamente.

O conteudo de acidos graxos poli-insaturados (AGPI) foi predominantemente
de acido linoleico (C18:2), que variou de 5,85 % (PAA10) a 7,23 % (PAP11). Embora
haja pequena diferenga no conteudo de AGPI nos dleos analisados, o seu valor
médio foi maior nos o6leos prensados a frio (6,73 %) em comparagdo com 0sS
artesanais (6,11 %). As comparagdes demonstraram que o teor de AGPI no dleo
artesanal é cerca de 9 % inferior ao das amostras prensadas a frio, 0 que sugere
relacdo entre o tratamento térmico adicional, diferentes tempos de processamento e
a oxidacao de AGPI nos dleos artesanais, entre outros fatores.

Os niveis de acido oleico também sao semelhantes aos presentes no azeite
de oliva (55 a 83 %) (FIRESTONE, 2005). Do ponto de vista da saude, AGMI estao
relacionados com a diminuicdo do nivel de LDL e com a manutencido do nivel de

lipoproteina de alta densidade (HDL) em seres humanos e em animais. Este é,
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certamente, um dos maiores beneficios dos dleos ricos em &cido oleico, como o
OAP, em relacao a outros dleos de sementes que sao altamente poli-insaturados,
pois os AGPI sao conhecidos por reduzir tanto o colesterol LDL quanto os niveis de
HDL séricos no organismo (RAMADAN et al., 2012).

Em geral, os OAP demostraram possuir boa qualidade, que pode ser
relacionada com a presenca de AGS e AGMI — e menos susceptibilidade a

degradacéo, apesar da heterogeneidade das amostras.

Fendlicos e carotenoides totais

Os teores dos carotenoides e dos compostos fendlicos totais do OAP obtidos
por processos artesanais e por pressagem a frio estao apresentados na tabela 2.

O presente estudo revelou elevado teor de compostos fendlicos nos 6leos
avaliados. Houveram diferengas significativas (p < 0,05) no teor de compostos
fendlicos, que variaram de 87,56 (PAP11) a 392,00 mg GAE/100 g de 6leo (PAA30),
as quais sao quantidades significativas quando comparadas com as detectadas na
améndoa, de acordo com Lima et al. (2007) — 122 mg GAE/100 g. Além disso, de
acordo com Hoed (2010), em geral, os 6leos contém teores de FT que variam de
10 a 400 mg/100 g de dleo.

Os teores de FT observados no 6leo artesanal foram significativamente mais
elevados (aproximadamente 55 %) do que nas amostras prensadas a frio. Esse
resultado ndo esta de acordo com pesquisa recente, que mostra que os 6leos de
sementes comestiveis prensados a frio podem reter mais compostos benéficos,

incluindo aqueles que sao antioxidantes fendlicos naturais (RAMADAN et al., 2012).
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Tabela 2. Compostos bioativos presentes nos 6leos da améndoa de pequi artesanais (PAA) e por prensagem a frio (PAP)

Compostos 119 PAA20 PAA30 PAA (média) PAP11 PAP21 PAP31 PAP (média)
bioativos

Fendlicos

fotais 200,89+7,59¢ 163,11+7,70° 392,00+6,67¢ 252,00+31,80* 87,5616,292 155,03+9,05° 96,44+13,082  113,01£10,40
(mg GAE/100

9)

Carotenoides

totais 262,40+0,56% 56,84+3,59% 36,03+0,55°  118,42+36,13 159,83+8,72%> 68,05+0,862® 41,58+0,37%>  89,82+18,09
(19/100 g)

Tocoferois

(mg/kg)

a-tocoferol 86,21+4,96® 80,54+0,65%  91,25+4,07%>  86,00+2,57 79,74+0,292  94,11+£0,45%* 100,06+3,57>  91,49+4,01
B-tocoferol n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
y-tocoferol 60,49+3,922  59,96+0,742  84,38+4,67°  68,2815,33 53,53+0,282  46,62+0,29°  91,32+2,99° 63,82+8,82
o-tocoferol n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Tocoferois

totais 146,57+8,89® 140,50+1,392 175,6318,74%¢ 154,27+7,57 133,27+0,572  140,73+0,742 191,92+6,56°  155,31+11,78
Fitosterois

(mg/kg)

Campesterol  41,47+1,56 45,4047,16 44,00£3,34 43,58+2,56 48,09+1,50 40,76%1,30 38,01+2,22 42,82+1,77
Estigmasterol 537,00£16,76 484,04+13,33 555,03+39,99 521,65+15,31 488,43+38,94 482,09+14,05 653,42+106,83 527,30+36,74
B-sitosterol 217,63+12,02 204,72+11,17 278,84125,09 228,09+13,62 232,92+11,56 220,98+10,50 273,16+51,66 238,50+12,90

> Fitosterdis

796,10£30,01

734,16+28,56

877,86+£61,74

793,32+27,63

769,44+49,74

743,83+25,61

964,59+160,71

808,62+49,33

Valores representam média £ erro padréo (n = 3), letras diferentes na mesma linha diferem significativamente, de acordo com
Tukey HSD ou Kruskal-Wallis (p < 0,05). *PAA difere estatisticamente de PAP, de acordo com teste t-Student (p < 0,05).
n.d.: Resultado ndo detectado. ) Fitosterdis: soma dos fitosterdis campesterol, estigmasterol e B-sitosterol.
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Os resultados aqui apresentados indicam que a composicao fendlica dos
Oleos artesanais pode ter sido afetada pela presenga de dgua nesse tipo de extragao
que atuaria dissolvendo os compostos antioxidantes hidrossoluveis e/ou pelo
tratamento térmico a que essas amostras foram submetidas durante a extracao,
aumentando a concentragdo de compostos fendlicos apds sua liberagdo de formas
conjugadas. Nederal et al. (2012) observaram que os 6leos produzidos a partir de
sementes de abobora assadas tinham o dobro da quantidade de FT quando
comparados aos das sementes prensadas a frio. Terpinc e colaboradoes (2011)
mostraram que o tratamento térmico a 160 °C aplicado a sementes de Camelina
sativa aumentou o teor de FT, pela liberacdo de compostos fendlicos insoluveis,
enquanto que, abaixo dessa temperatura, conjugados fendlicos soluveis foram
liberados de suas formas conjugadas. Assim, sugere-se reconsiderar a afirmacéao de
que apenas os Oleos prensados a frio tém os maiores beneficios para a saude em
decorréncia dos maiores teores de fendlicos, como muitas vezes é anunciado.

De acordo com Aquino et al. (2009), a analise de carotenoides € importante
para determinar a qualidade do éleo extraido, indicando a perda destes compostos
muito instaveis durante o processamento. A concentragdo de carotenoides totais
detectada em OAP variou de 36,03 (PAA30) a 262,40 ug/100 g (PAA10) (Tabela 2),
que sao quantidades significativas quando comparads com o que Lima et al. (2007)
detectaram na améndoa (295 pug/100 g).

As améndoas utilizadas na obtencido dos 6leos no presente estudo foram
submetidas ao processo de extracdo na presenca de oxigénio, sendo que o uso de
altas temperaturas (especialmente nas amostras artesanais) pode ter sido
prejudicial, causando redugao na quantidade de carotenoides no OAP, porém mais
estudos sao necessarios. Quando comparadas, ndo houve diferenca significativa

entre as amostras artesanais e as que foram prensadas a frio.

Perfil de tocoferdis e fitosterois

A tabela 2 mostra a composigao de fitosterdis e tocoferodis do OAP. O teor de
tocoferdis totais obtidos a partir dos Oleos analisados variou de 133,27 mg/kg
(PAP11) a 191,92 mg/kg (PAP31). No entanto, os 6leos artesanais e prensados a

frio tiveram conteudo semelhante (154,27 e 155,31 mg/kg, respectivamente).
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O principal isbmero do tocoferol no 6leo da améndoa do C. brasiliense foi o
a-tocoferol, com teor entre 79,74 (PAP11) e 100,06 mg/kg (PAP31), que representa
52 a 67 % do total dos tocoferdis. Ele foi seguido pelo y-tocoferol, cujo conteudo
variou entre 46,62 (PAP21) e 91,32 mg/kg (PAP31). De Morais Cardoso, et al.
(2013) identificaram a -tocoferol, a -tocotrienol, y- tocoferol e y-tocotrienol na polpa
de pequi cozido. Estes sdo os primeiros valores relatados sobre o perfil dos
isdmeros de tocoferol em OAP, sendo sua presenca interessante do ponto de vista
nutricional, além de conferir estabilidade e potencial antioxidante ao OAP.

O a - e y-tocoferdis provaram ser os principais isdmeros presentes em 6leos
e gorduras vegetais, que contribuem para a sua estabilidade contra a oxidagcdo. O
isdbmero a-tocoferol € util para a nutricdo humana e é o antioxidante mais eficaz
entre os isdbmeros do tocoferol (RAMADAN et al., 2012). O nivel de a-tocoferol
encontrado no OAP no presente estudo se aproxima ao detectado em dleos de
sementes de blueberry, framboesa vermelha, amora e cranberry prensados a frio
(21-151 mg/kg) (PARRY JR., 2006).

Os teores de fitosterdis dos Oleos analisados mostraram valores entre
734,16 e 964,59 mg/kg (estigmasterol, B-sitosterol e campesterol) (Tabela 2). Os
cromatogramas referentes ao perfil de fitosteréis das amostras encontram-se em
anexo (ANEXO C). Os valores encontrados no presente estudo estdo em
concordancia com os valores relatados na literatura para a maioria dos O6leos
(1000 a 5000 mg/kg) (GUNSTONE; PADLEY , 1997). Dos fitosteréis encontrados no
OAP, o estigmasterol esteve presente em maior quantidade, com valores que
variaram entre 482,09 e 653,42 mg/kg, seguido pelo -sitosterol, com
204,72-278,84 mg/kg e pelo campesterol (48,09-38,01 mg/kg). Matos (2007) relatou
que o OAP obtido por prensagem a frio continha B-sitosterol (1200 mg/kg),
campesterol (800 mg/kg), e esqualeno (640 mg/kg).

Segundo Almeida (2009), os fitosterdis promovem a redugao do colesterol
total, porque estes esterdis diminuem a absorgdo do colesterol exégeno da dieta,
reduzindo assim o risco de doenca cardiaca.

Nenhuma diferenga significativa foi encontrada entre os 6leos artesanais e

prensados a frio e foram poucos os efeitos de fatores externos sobre a concentragéo
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dos fitosterdis, tais como safra, fatores ambientais ou tipo de extragdo, confirmando
a pouca variabilidade como reportado na literatura (RAMADAN et al., 2012).

Capacidade antioxidante e estabilidade oxidativa do OAP
Para caracterizar o potencial antioxidante do OAP obtido pelos dois
tratamentos (artesanal e prensado a frio), os métodos DPPH*, ABTS* e ORAC foram

utilizados (os resultados sao mostrados na figura 1).
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Figura 1. Capacidade antioxidante e estabilidade oxidativa dos 6leos da améndoa de
pequi obtidos artesanalmente (PAA) e por prensagem a frio (PAP). Valores
representam média + erro padrao (n = 3), letras diferentes no mesmo método diferem
significativamente, de acordo com Tukey HSD ou Kruskal-Wallis (p < 0,05). DPPH": 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil, ABTS™: 2,2°- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico);
ORAC: capacidade de absorbancia do radical oxigénio. Unidades: DPPH: ICso (mg/mL);
ABTS"*: umol TE/g; ORAC: umol TE/100 g; Rancimat®: Periodo de indugéo (horas).

De acordo com a capacidade antioxidante avaliada através do método
DPPH*, a amostra PAA20 teve valor de ICso baixo (58,48 mg/mL) e, por conseguinte,

aumento da atividade de eliminacao de radicais DPPH*. Em contraste, a amostra
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PAP11 apresentou maior valor de ICso (76,46 mg/mL). Esses dados demonstram
que os compostos bioativos do OAP foram capazes de reagir diretamente com o
radical e podem ser benéficos, devido a sua atividade antioxidante.
Chen et al. (2014) e Jiao et al. (2014) encontraram valores de 1Cso de 8,53 e 152,84
mg/mL em 6leos de cominho e de semente de abdbora, respectivamente, utilizando
o ensaio de DPPH-".

Pelo método ABTS"*, a capacidade antioxidante variou de 10,61 umol TE/g
(PAP11) a 40,46 pmol TE/g (PAA20). Kesen et al. (2014) encontraram valores de
ABTS* em azeite de oliva entre 1,3 e 1,90 umol TE/g, que sao inferiores aos valores
encontrados neste estudo. Amostras de 6leo artesanal foram caracterizadas com
maior capacidade antioxidante (31,15 umol TE/g) (p < 0,05) em comparagao com as
amostras prensadas a frio (19,14 uymol TE/g), quando avaliadas por este método, o
que pode ser relacionado com o processamento € com a maior quantidade de
fendlicos.

Uma variacdo de 113,93 (PAP31) a 280,85 pmol TE/100 g (PAA10) foi
observada nos OAP avaliados pelo método ORAC lipofilico. Esses valores sao
maiores do que aqueles encontrados por Eller et al. (2010) em 6leos de semente de
tomate (0,96-1,47 ymol TE/100 g). Para o extrato hidrofilico, a variacdo entre as
amostras ocorreu de 164,49 (PAA10) a 277,86 pymol TE/100 g (PAA20). De acordo
com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2010), os valores
de ORAC hidrofilico do azeite de oliva extra virgem estdo na faixa de 146 a
1150 uymol TE/100 g.

Os dleos avaliados diferiram no tempo de inducao da oxidacao pelo método
Rancimat® (7,33 a 15,91 h), mas, em geral, esses 6leos possuem boa estabilidade
oxidativa, o que pode ser devido a presenca majoritaria dos AGS e AGMI, além de
outros compostos minoritarios. De acordo com Ramadan et al. (2012), a estabilidade
oxidativa de 6leos e gorduras vegetais depende da composi¢cao de AG, da presenca
de compostos bioativos lipossoluveis e da quantidade inicial de hidroperéxidos.
O ¢6leo de soja refinado (rico em AGPI) apresentou periodo de indugao de 3,87 h,
nas mesmas condi¢des do estudo (dados ndo mostram).

Os Oleos estudados demostraram boa capacidade antioxidante e

estabilidade oxidativa, mostrando merecer uma posicao de destaque em relacao a



38

outros dleos de sementes de frutas, por possuir compostos com possiveis beneficios

a saude e potencial aplicabilidade em processos que utilizam altas temperaturas.

Estabilidade termo-oxidativa

Os dados térmicos (TG/DTG e DSC) das amostras analisadas sao

semelhantes devido a sua composi¢cao quimica parecida. Eles sdo mostrados na

tabela 3. A figura 2 mostra as curvas das amostras PAA30 e PAP31 em atmosfera

de ar.
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Figura 2. Analises térmicas dos 6leos da améndoa de pequi obtidos artesanalmente
(PAA) e por prensagem a frio (PAP) em razdo de aquecimento de 10°C/min,
atmosfera dindmica de ar (100 mL/min). (a) curvas TG e DTG (8,6 mg de amostra).
(b) DTA (8,6 mg). (c) DSC (2 mg).
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Tabela 3. Resumo das analises térmicas dos 6leos da améndoa de pequi obtidos artesanalmente (PAA) e por prensagem a frio
(PAP) no primeiro evento em atmosfera de ar e razao e aquecimento 10 °C/minuto

TG/DTG DSC
Amostras
o . o Perda de o . o o
T, (°C) Ti (°C) Tf (°C) massa (%) T (°C) Ti (°C) Tf (°C) T, (°C)

PAA10 342,90+4,10 212,74+1902 379,964528 51,88+2,79 165,13+10,39 160,26+3,002> 298,82+33,89 164,27+0,602
PAA20 351,61+17,46 236,32+1,25° 380,40+7,57 53,26+4,39 160,28+13,79 165,98%+4,11>c 334,04+35,04 173,1948,352
PAA30 348,964+6,53  231,44+2,43° 382,28+7,78 54,79+4,94 175,41+3,26 155,60+2,762 302,50+19,19 301,16+17,84°

PAA
(média) 347,82+5,66 228,59+3,68 380,88+3,50 53,31%£2,11 166,68+5,54 161,24+2,33 312,95£17,50 212,87+28,43*
média
PAP11 338,20+4,91 208,10+0,742 381,42+4,22 54,02+0,49 159,58+13,92 151,92+1,672 306,81+16,30 304,19+13,76°
PAP21 337,66+4,43  233,59+0,92° 377,82+7,77 52,36+2,21 184,72+2,94 154,75+1,362° 339,58+2,65 319,19+3,57°
PAP31 363,10+13,58 238,71+2,45° 396,80+4,28 63,44+4,93 167,44+9,07 176,24+2 58°  343,59+29,18 321,26+18,00°

PAP
(média) 346,32+6,05 226,80+4,80 385,35%4,06 56,61%+2,33 169,00+7,09 161,75%4,39 328,80+£12,72 312,037,115
média

Valores representam média £ erro padréo (n = 3), letras diferentes na mesma linha diferem significativamente, de acordo com
Tukey HSD (p < 0,05). *PAA difere estatisticamente de PAP, de acordo com teste t-Student ou Mann-Whitney (p < 0,05). TG: curva
termogravimétrica; DTG: primeira derivada termogravimétrica; DTA: andlise térmica diferencial; DSC: calorimetria exploratéria
diferencial; To: inicio extrapolado da oxidagao; Ti: temperatura inicial; Tf: temperatura final; Tp: temperatura de ocorréncia maxima

do evento.
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As curvas TG/DTG mostraram pelo menos trés eventos de perda de peso
(Figura 2a; Tabela 3). O inicio extrapolado da oxidagdo (To) € usado para
comparagao da decomposigao inicial (MATOS; MACHADO, 2004). O To dos dleos
analisados variou entre 337 e 363 °C, sem diferencas estatisticas na estabilidade
oxidativa. De acordo Saad et al. (2008), o To dos Oleos tipicamente varia apenas
alguns poucos graus centigrados, sendo mais elevado quando o 6leo tem maior
quantidade de compostos antioxidantes.

O primeiro evento de decomposicao, iniciado entre as temperaturas de 208 a
238 °C e terminado entre 377 e 396 °C, com perda de peso de 51 a 63 %, pode ser
atribuido a decomposicao de AGMI e AGPI. Marques et al. (2015) referiram que a
primeiro evento é o mais importante para avaliar a estabilidade térmica de um dleo,
uma vez que inicia a decomposicao térmica dos AGI. No entanto, de acordo com
Vecchio et al. (2009), ndo ha consenso sobre essa atribuicao.

O OAP mostrou valores mais elevados do que os observados para o azeite
de oliva (160 e 370 °C) relatado por Vecchio et al. (2008) para os primeiros dois
picos em sobreposicdo, demonstrando que o OAP detém melhor estabilidade
térmica. De acordo com Smith et al. (2007), a estabilidade oxidativa dos dleos é
influenciada pela quantidade e pelo tipo de metal, antioxidantes naturais,
fosfolipideos, AG livres, mono- e digliceridos, polimeros e pelo numero de duplas
ligagdes do dleo.

O segundo evento de decomposicdo comegou a temperatura de 375 a
399 °C e finalizou entre 402 e 440 °C, o que representou de 12 a 22 % de perda de
massa. O terceiro evento, com perda de peso de 2 a 29 %, ocorreu no intervalo de
temperatura entre 404-441 °C e 477-481 °C. O segundo e o terceiro eventos estao
relacionados com a decomposicao térmica de AGS e com a decomposigdo completa
de moléculas lipidicas iniciadas no primeiro estagio (VECCHIO et al., 2009).
O quarto evento (493-499 °C a 601-614 °C), gerou perda de peso de 7 a 8 % e esta
relacionado com a decomposicdo do material polimerizado formado durante o
aquecimento. O residuo obtido no final da decomposi¢cao dos 6leos é constituido de
compostos poliméricos carbonaceos resistentes ao calor (DA FONSECA; YOSHIDA,
2009; VECCHIO et al., 2009).
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Os eventos observados nas curvas TG/DTG sao transicdes exotérmicas,
como evidenciados pelos picos das curvas DTA (Figura 2b). Esses eventos sao
caracteristicos da decomposicdo/combustao resultante da oxidacao dos 6leos. No
primeiro evento exotérmico, ocorreu maior liberagdo de energia (representada pelo
pico mais acentuado), comegando entre 190 e 210 °C e tendo temperatura de
ocorréncia maxima do evento (Tp) entre 344 e 368 °C. Mais estagios de
decomposicao térmica foram observados — resultantes da oxidacado exotérmica e da
perda de massa do o6leo.

As curvas DSC de todas as amostras apresentaram perfis semelhantes e
complexos com pelo menos trés picos elevados (Figura 2c; Tabela 3), indicando que
a oxidacao térmica pode ser caracterizada por pelo menos trés eventos exotérmicos
atribuidos a volatilizagao e/ou a combustao de triacilglicerois.

A oxidagdo de OAP comecgou entre 159 e 184 °C (To), dentro da faixa de
temperatura relatada para 6leos comestiveis (130-180 °C) (AGUERREBERE et al.,
2011). O primeiro evento térmico comecou entre 151 e 176 °C e as amostras PAP31
e PAA20 apresentaram maiores resisténcias a oxidacdo — quando comparadas com
as outras amostras. Além disso, o primeiro pico DSC ocorreu no intervalo de
temperatura de 164,27 a 321,26 °C e as amostras PAP31, PAP21, PAP11 e PAA30
tiveram as temperaturas mais elevadas.

Os 2.9, 3.° e 4.° picos exotérmicos mantidos entre 298-339 °C e 393-404 °C,
393-404 e 448-455 °C e 451-457 °C e 588-594 °C, respectivamente, foram
estatisticamente semelhantes entre amostras.

Esses achados sao relevantes, uma vez que este é o primeiro relato sobre
as caracteristicas termo-oxidativas do OAP obtidos artesanalmente e por
prenssagem a frio, o qual serve de base para mais estudos aprofundados sobre

caracterizacao do 6leo.
Conclusoées
O presente estudo demonstrou que os OAP extraidos artesanalmente ou

prensados a frio possuem boa qualidade fisico-quimica e um bom perfil de AG.

Eles tém presenga predominante de acido oleico, além de possuirem compostos
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com propriedades antioxidantes, tais como fendlicos, carotenoides, tocoferdis e
fitosterdis. Além disso, o 6leo possui boas resisténcias térmica e oxidativa. Essas
caracteristias dado ao OAP caracteristicas de interesse para aplicacées alimentares e
nao alimentares.

Ademais, a presenca no oleo de compostos fitoquimicos com efeitos
benéficos a saude chama a atencao para a améndoa — que é um subproduto comum
e geralmente pouco valorizado pelos produtores e consumidores de pequi; com isso,
pode ser possivel aumentar o nimero de novos produtos que podem ser
desenvolvidos a partir do fruto.

Os dleos artesanais e prensados a frio possuem composi¢des semelhantes;
no entanto, o artesanal mostrou menor teor de AGPI, valor mais elevado de
peroxidos e de compostos fendlicos totais, além de capacidade antioxidante
superior, verificada pelo método de ABTS™, em relacdo aos prensados a frio. Isso
demonstrou a possivel influéncia do tratamento térmico e do tempo de extragao dos
Oleos, sobre a degradagao dos AGPI, na formagao de perdxidos e na liberagao de
compostos fendlicos com capacidade antioxidante. Mais estudos sao necessarios

para determinar as variaveis que influenciam esse processo.
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2.2 Capitulo 2 — Efeito do 6leo da améndoa de pequi (Caryocar brasiliense
Camb.) sobre a injuria hepatica aguda induzida pelo tetracloreto de carbono

em ratos
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Resumo

O éleo da améndoa de pequi (OAP) possui acidos graxos insaturados e compostos
antioxidantes relacionados a efeitos benéficos sobre condicbes oxidativas e
inflamatdrias. O presente estudo foi realizado a fim de avaliar os efeitos
hepatoprotetores do OAP (artesanal e prensado a frio) sobre injuria hepatica aguda
induzida por CCls, uma potente hepatotoxina, capaz de gerar radicais livres que
conduzem ao estresse oxidativo e a inflamacao. Os possiveis efeitos sobre as
enzimas marcadoras do dano hepatico, o perfil lipidico, a peroxidacao lipidica, o
sistema de defesa antioxidante e desintoxicante, bem como os parametros
inflamatorios, foram determinados. Os ratos tratados com OAP (3 mL/kg) por 22
dias, antes da indugao com CCl4, ndo mostraram efeitos sobre os niveis de alanina
aminotransferase e aspartato aminotransferase, no entanto aumentaram os niveis
séricos de lipoproteina de alta densidade (HDL) comparado ao grupo CCls. Além
disso, os animais que receberam OAP prensado a frio aumentaram a peroxidagao

lipidica hepatica, em contrapartida, melhoraram a capacidade antioxidante hidrofilica
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e aumentaram a atividade da enzima glutationa peroxidase. Em conclusdo, o OAP
nao atenuou as alteragdes induzidas pelo CCls no tecido hepatico de ratos, no
entanto, aumentou a capacidade antioxidante nos animais que receberam o OAP

prensado a frio.

Palavras-chave: Oleos da améndoa de pequi, Acido oleico, Antioxidantes,

Inflamagao, Hepatoprotecao, Tetracloreto de carbono.

Introducgao

O pequi é encontrado na Savana brasileira (Cerrado) e pertence a familia
Cariocaceae e ao género Caryocar (BERNARDES et al., 2008; VERA et al., 2007).
Ele é um fruto drupaceo, constituido de exocarpo (epicarpo) esverdeado; mesocarpo
externo e mesocarpo interno (polpa comestivel) de coloragcado amarelada. Além
disso, o fruto contém um endocarpo espinhoso protegendo a semente comestivel,
também chamada de améndoa ou castanha (CARDOSO et al., 2013;
SOUSA et al., 2011).

A améndoa possui valor energético elevado (aproximadamente 600 kcal/100
g), com alto teor de lipideos (cerca de 50 %) e de proteinas (25 %)
(LIMA et al.,, 2007). Ela é utilizada para fins culinarios, como condimento, em
preparacdes como bolo, pamonha, pagoca, pode ser consumida in natura ou torrada
para a producdo de dleo artesanal, que € obtido utilizando-se de uma técnica rustica,
em pequena escala, com agua em altas temperaturas (TORRES et al., 2016;
DE SOUSA OLIVEIRA et al., 2011; AQUINO et al., 2009). A técnica de prensagem a
frio do 6leo € um processo ainda nao utilizado para a extragdo do 6leo da améndoa
de pequi (OAP), mas que surge como alternativa ao processo artesanal
popularmente empregado, por ser referida como uma pratica capaz de reter
importantes compostos antioxidantes nos 6leos (HOED, 2010).

O OAP, além de ser considerado como uma fonte nutricional de lipideos,
também é comumente empregado na medicina popular como anti-inflamatério, para
curar feridas e para o tratamento de dores reumaticas e musculares

(SARAIVA et al.,, 2011). A literatura também ja relacionou seus efeitos sobre a
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reducdo da resposta inflamatéria local, na aceleracido da reparagao de feridas
cutadneas e na melhoria do edema agudo de orelha induzido por xileno, sendo esses
efeitos benéficos atribuidos a presenga do acido graxo (AG) dmega 9 (n-9) oleico e
aos seus compostos bioativos. Esses dados suportam a utilizacdo do OAP e
sugerem implicacdo potencial sobre condi¢cdes inflamatérias e pro-oxidantes
(CARDOSO et al., 2004; DE OLIVEIRA et al., 2010).

A lesdo hepatica aguda é o fator de iniciagdo e uma via comum para o
desenvolvimento de muitas doengas do figado, a qual progride para faléncia
hepatica terminal. A lesdo hepatica prolongada muitas vezes leva a fibrose hepatica,
a cirrose e, até mesmo, ao cancer de figado — e estas doengas tém sério impacto
sobre o organismo. Atualmente, a lesdo hepatica aguda ameaca seriamente a saude
humana e provoca grande preocupacao (LIU et al., 2014).

O modelo de lesdo hepatica aguda induzida pelo tetracloreto de carbono
(CCls) em animais, um classico modelo de lesdo hepatica quimica, € comumente
usado para elucidar os mecanismos e a patogénese da lesdo hepatica
(LIU et al., 2014). O CCl4, ao ser metabolizado no figado, sofre biotransformacéao aos
radicais livres (RL) triclorometil (CCls*) e/ou ao radical triclorometil peroxil (CCIsO0O")
e consequentemente, diminui as atividades das enzimas antioxidantes e causa
peroxidagao lipidica das membranas que leva a lesdo hepatica
(WEBER; BOLL; STAMPFL, 2003). Os metabdlitos toxicos do CCls podem também
ativar células de Kupffer a secretar citocinas inflamatdrias, tais como a interleucina-1
(IL-1) e o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a). Esses metabdlitos podem também
estimular a produgéao de fator de transformagao do crescimento beta (TGF-), inibir a
formacgao de oxido nitrico e induzir inflamagao e fibrose hepaticas (WILLS; ASHA,
2012).

O TNF-a é um mediador chave das respostas imunes e inflamatorias e
controla a expressao de outros genes inflamatoérios; consequentemente, a produgao
excessiva de TNF-a contribui para a manifestacdo da resposta inflamatéria sistémica
e, finalmente, para o desenvolvimento de insuficiéncia hepatica (EBAID et al., 2013).

O aumento da produgdo de RL gerados pelo CCls, que resulta na
modificagdo das vias metabdlicas e inflamatérias, pode ser contrabalangcado por

antioxidantes que impedem ou diminuem o dano hepatico através da atividade de
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sequestro dos RL e do aumento da atividade das enzimas antioxidantes
intracelulares, incluindo superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPX) e
catalase (CAT) (RAMASAMY et al, 2014). Alguns compostos naturais com
propriedades antioxidantes podem contribuir para a redugao parcial ou total do dano,
podendo possuir papel significativo na manutencdo da saude, quando
suplementados ou consumidos como parte da dieta normal (LI et al., 2013).

Diante disso, inexistem dados na literatura a respeito dos efeitos
hepatoprotetores do OAP contra agentes xenobidticos, como CCls. Portanto, o
presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do 6leo da améndoa de pequi

sobre a injuria hepatica aguda induzida por tetracloreto de carbono.

Material e métodos

Amostras

As amostras de 6leo, extraidas da améndoa de pequi (Caryocar brasiliense
Camb.) artesanalmente ou por prensagem a frio, foram fornecidas pela Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA Cerrados, Brasilia, Distrito Federal,
Brasil). O 6leo da améndoa de pequi artesanal (PAA) foi obtido na cidade de Rio
Pardo de Minas na safra 2012/2013 e extraido de acordo Torres et al. (2016). O dleo
da améndoa de pequi prensado a frio (PAP) foi extraido em laboratério da
EMBRAPA, utilizando-se de prensa hidraulica (Marconi, MA-098, Piracicaba, Brasil),
pressao de 9 ton por 1 h em temperatura ambiente.

Os dois 6leos obtidos foram filtrados e armazenados em frascos de vidro
ambar em temperatura de 6 °C. As composi¢cdes de acidos graxos do oleo da

améndoa de pequi sdo mostradas na tabela 1.
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Tabela 1. Composicbes de acidos graxos dos o6leos de améndoas de pequi
(Caryocar brasiliense Camb.) obtidos artesanalmente (PAA) e por prensagem a frio

(PAP)

Compostos PAA PAP
Acidos graxos (%)?

Saturados 36,73+0,03* 32,28+0,00
C14:0 0,35+0,00 0,36+0,00
C16:0 33,76+£0,03* 29,48+0,00
C18:0 2,62+0,01* 2,44+0,00
Monoinsaturados 57,52+0,14* 61,27+0,03
C16:1 0,59+0,01* 0,66%0,01
C18:1 56,34+0,15* 59,99+0,03
C22:1 0,60+0,01* 0,63%0,01
Poli-insaturados 5,74+0,03* 6,44+0,00
C18:2 5,74+0,03* 6,44+0,00

*PAA difere estatisticamente do PAP, de acordo com o teste t de Student ou com o
teste de Mann-Whitney (p < 0,05).

Animais e delineamento experimental

Os procedimentos, descritos a seguir, foram avaliados e aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas (FCF/USP), conforme o protocolo numero 329 (ANEXO D), por
estarem de acordo com as normas preconizadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacao Animal (CONCEA).

Para avaliar os efeitos do OAP in vivo, foram utilizados 32 ratos
(Rattus novergicus, var. albinus), machos da linhagem Wistar, pesando entre 120 e
180 g, provenientes do Biotério de Producéo e Experimentagao da FCF e do Instituto
de Quimica (IQ) da USP. Os animais tiveram livre acesso a agua e a ragao
comercial balanceada (Nuvital®, Nuvi Lab CR-1, Curitiba, PR, Brasil) (ANEXO E).
Os animais foram suplementados com OAP por via intragastrica (gavagem) durante
22 dias no horario entre 13 e 14 h. Durante todo o periodo experimental, os animais
foram acomodados em gaiolas de polipropileno coletivas (4 animais/gaiola), em
condicbes ambientais adequadas e controladas (temperatura média de 22 + 2 °C,
umidade relativa de 55 + 10 %, com 15 a 20 trocas de ar/h e ciclo biolégico invertido
— 12 h claro/12 h escuro). Foi adotado periodo de adaptacgao inicial de 7 dias e, apos

este periodo, os animais foram distribuidos em 4 grupos experimentais:
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Controle: receberam agua por via oral e injegao intraperitoneal do veiculo
(azeite de oliva).

CCla: receberam agua e injegao intraperitoneal de CCla.

PAA3: receberam 6leo da améndoa de pequi artesanal, 3 mL/kg de peso
corporal, e injegcao intraperitoneal de CCla.

PAP3: receberam 6leo da améndoa de pequi prensado a frio, 3 mL/kg de

peso corporal, e injegao intraperitoneal de CCl4

O peso e o consumo alimentar dos animais foram monitorados ao longo do
ensaio (ANEXO F). O dano hepatico foi induzido nos animais no 23.° dia do
experimento, por administracdo de uma dose Unica intraperitoneal de 3 mL/kg de
peso corporal de CCls (Dindmica Quimica Contemporanea, Sdo Paulo, Brasil) (70 %,
diluido em azeite de oliva). Apés 16 h da inducdo e depois de 8h em jejum, os
animais foram anestesiados por via intraperitoneal, com a mistura de cetamina (90
mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e eutanasiados por exsanguinagao.

As amostras de sangue foram coletadas na artéria aorta abdominal e o soro
foi separado por centrifugagao a 3.500 rpm por 15 min a 4 °C (Sorvall, RC5C, lllinéis,
Estados Unidos) para determinacédo dos marcadores do dano hepatico alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) e dos marcadores
lipidicos colesterol total (CT), triacilglicerdis (TAG) e lipoproteina de alta densidade
(HDL), os quais foram realizados por métodos colorimétricos, em analisador
bioquimico automatico (Labtest®, Labmax 240, Toquio, Japao), utilizando kits
comerciais (Labtest®, Lagoa Santa, Brasil). As concentragdes da lipoproteina de
baixa densidade (LDL) foram estimadas utilizando a férmula de Friedewald
(FRIEDEWALD; LEVI; FREDRICKSON, 1972).

O tecido hepatico de cada animal foi coletado e pesado para posterior
calculo do peso relativo do figado. Fragmentos do figado foram homogeneizadas
com ultraturrax manual (IKA, T10 basic, Staufen, Alemanha), em volume de tampao
de fosfato de potassio (0,1 M pH 7,0) igual a trés vezes o valor absoluto da massa
da amostra. Os homogeneizados foram centrifugados a 15.000 rpm por 30 min a

4 °C. Os sobrenadantes obtidos foram coletados e mantidos a —80 °C em microtubos
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eppendorf até o momento das analises: glutationa reduzida (GSH), capacidade de
absorbancia do radical oxigénio (ORAC) e atividade de enzimas antioxidantes. Além
disso, outros fragmentos do figado foram rapidamente congelados para
determinagdo do perfil lipidico, malonaldeido (MDA), citocinas e analise de

expressao génica.

Determinacéo dos lipideos hepaticos

Os valores de TAG presentes no figado dos animais foram estimados por
método enzimatico utilizando kit comercial Labtest® e a extragdo prévia foi realizada
de acordo com Hara e Radin (1978) e Asadi, Shahriari e Chahardah-Cheric (2010).

Para a determinacdo do perfil lipidico hepatico, os acidos graxos foram
transformados em ésteres metilicos de acordo com o método 996.06 (AOAC, 2002)
com adaptagdes. Inicialmente, foram pesados 400 mg do tecido hepatico e
adicionados 25 mg de acido pirogalico, 0,5 mL do padrao interno C13:0 (5 mg/mL
em cloroférmio), 0,5 mL de etanol, 2,5 mL de HCI 8,3 M e a mistura foi agitada a 70
— 80 °C por 40 minutos usando vértex a cada 10 min. Em seguida, a mistura foi
esfriada em temperatura ambiente, foram adicionados 6 mL de éter etilico, agitado
por 1 min e foram acrescentados 6 mL de éter de petrdleo, agitado novamente por 1
min e a mistura foi centrifugada a 2500 g por 10 min. Logo, a fase superior foi
transferida para um tubo e o éter foi evaporado lentamente em banho termostatico
em temperatura inferior a 40 °C com N2. Foram adicionados 1 mL de reagente BF3 7
% em metanol, 0,5 mL de tolueno e o tubo foi aquecido a 100 °C por 45 minutos e
esfriado em temperatura ambiente. Foram adicionados entdo 2,5 mL de agua, 1 mL
de hexano e 0,5 g de Na2SO4, e agitado por 1 min. A fase superior foi separada e
transferida para o vial para ser injetado em cromatégrafo a gas (Shimadzu, CG-2010
Plus, Quioto, Japao) com detector de ionizagédo de chama e coluna de silica fundida
(100 m e 0,25 mm de diametro interno/SP-2560). Os resultados foram expressos
como percentagem de area para cada pico identificado e, em seguida, foram
somados os AG — de acordo com o tipo: saturados (AGS), acidos graxos

monoinsaturados (AGMI) e acidos graxos poli-insaturados (AGPI).
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Peroxidagéo lipidica

O teor de MDA nas amostras de figado foi determinado por High
performance liquide chromatography (HPLC) (Agilent Technologies 1200 series,
Santa Clara, Califérnia, Estados Unidos), de acordo com Hong et al. (2000).
O derivado-conjugado acido 2-tiobarbiturico-MDA (25 ulL) foi injetado numa coluna
analitica C18 (250 mm x 4,6 mm i.d., 5 um) (Phenomenex, Torrance, Califérnia,
Estados Unidos), acoplada a uma pré-coluna C18 (4 mm x 3 mm i.d.) (Phenomenex,
Torrance, Califérnia, Estados Unidos) e transportado por uma fase mével isocratica
constituida por 60 % de tampé&o de fosfato de potassio (50 mM, pH 7,4) e 40 % de
metanol, a taxa de fluxo de 0,85 mL/min. A quantificacao foi feita fluorometricamente
a 515 nm de excitagdo e 553 nm de emissdo. A curva padrao foi preparada usando

TEP (0,5 a 15,0 uM) e os resultados foram expressos em mmol/mg de proteina.

Determinagcdo da capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante do homogeneizado hepatico foi determinada pelo
ensaio ORAC hidrofilico e lipofilico, tal como descrito por Prior et al. (2003), em leitor
de placas (Biotek®, Synergy HT, Estados Unidos). As amostras lipofilicas foram
diluidas em B-ciclodextrina 7 % e as amostras hidrofilicas em tampao de fosfato.

Os valores de ORAC foram expressos como nM TE/mg de proteina.

Determinagéo do contetido de GSH e atividade das enzimas antioxidantes

O conteudo de GSH intracelular e as atividades da SOD, CAT, glutationa
redutase (GR) e GPX foram determinados nos homogeneizados do figado por
espectrofotometria, de acordo com métodos descritos a seguir.

Glutationa reduzida: O conteudo de GSH foi mensurado segundo método
descrito por Tietze (1969). Os homogeneizados foram ressuspensos numa solugao
de EDTA (103 M) em 4acido tricloroacético 5 %, centrifugados a 17000 rpm por
15 minutos a 4 °C e o sobrenadante coletado. Posteriormente, foram colocados em
tubo de ensaio 1375 uL de tampéao fosfato pH 8,0 e 100 uL do sobrenadante
contendo GSH. Em seguida, foi adicionado 25 uL de DTNB (10 mM) dissolvido em
acetona, agitado e a absorbancia foi medida a 412 nm. A concentragdo de GSH foi

quantificada utilizando uma curva padrédo de GSH (50 — 800 uM) (Sigma-Aldrich,
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G4251, St. Louis, Estados Unidos). Os resultados foram expressos em
mmol GSH/mg de proteina

Superéxido dismutase: A atividade da SOD foi avaliada de acordo com a
metodologia de McCord e Fridovich (1969). O meio de reagédo foi composto por
citocromo C 100 uM, xantina 500 uM, EDTA 1 mM e cianeto de potassio 200 uM em
tampéao fosfato de potassio 0,05 M pH 7,8. Para medi¢ao de cinética (6 minutos) em
espectrofotdbmetro UV-visivel (Varian, modelo Cary 50 Bio, Palo Alto, Estados
Unidos) a 550 nm e 25 °C, em cubetas de polietileno, foram adicionadas aliquotas
de 1 mL do meio reacional, xantina oxidase (determinada previamente como branco,
com variacao do delta da absorbéancia a 550 nm entre 0,025 e 0,030 por minuto) e
15 pL do homogeneizado de figado. Os resultados foram expressos em U/mg de
proteina, entendendo-se como unidade (U) a atividade da enzima que promove
50 % de inibicao da reacdo da xantina a 25 °C em pH 7,8.

Catalase: A atividade da CAT foi determinada segundo metodologia descrita
por Beutler (1975), utilizando-se meio de reagdo composto por peroxido de
hidrogénio 10 mM (10 uL de peridrol 30 % em 10 mL de agua nanopura), tampéao
Tris HCI 1 M e EDTA 5 mM em pH 8,0. Para acompanhamento da cinética de
atividade (6 minutos) em espectrofotbmetro UV-visivel a 230 nm a 37 °C, em
cubetas de quartzo, foram adicionadas aliquotas de 20 uL do homogeneizado em
980 puL do meio reacional. Os resultados foram expressos em U/mg de proteina,
entendendo-se como unidade a atividade da enzima que corresponde a hidrélise de
1 ymol de H202 por minuto a 37 °C em pH 8.

Glutationa peroxidase: A atividade da GPx foi determinada conforme
metodologia padronizada por Sies et al. (1979). O meio de reagao contém glutationa
1 mM, glutationa redutase 0,1 U/mL, NADPH 20 mM, EDTA 5 mM pH 7,0 e tampé&o
fosfato de potassio 0,1 M pH 7,0. Para medigdo de cinética (6 minutos) em
espectrofotdbmetro UV-visivel a 340 nm e 30 °C, em cubetas de quartzo, foram
adicionadas aliquotas de 1 mL do meio de reacgéo, 10 uL de peroxido de terc-butila
0,5 mM e 10 uL do homogeneizado de figado. Os resultados foram expressos em
U/mg de proteina, entendendo-se como unidade a atividade da enzima que oxida
1 umol de NADPH por minuto a 30 °C em pH 7.
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Glutationa Reduzida: A atividade da GR na fracao citosélica foi determinada
pela metodologia de Sies et al. (1979). O meio de reagao contém glutationa oxidada
(GSSG) 50 mM, NADPH 4 mM, EDTA 5 mM pH 7,0 e tampéao fosfato de potassio
0,1 M em pH 7,0. Inicialmente, foi tomado o meio de reagédo e, em seguida, foram
acrescentados o homogeneizado da amostra e a solugdo de peroxido de terc-butila
0,5 mM; a solucéao foi incubada a 30 °C e as leituras realizadas a cada minuto, no
periodo de 6 minutos. Os resultados foram expressos em U/mg de proteina. Uma
unidade da enzima é definida como atividade da enzima que oxida 1 umol de
NADPH por minuto a 30 °C em pH 7,0.

Determinagcdo das concentracbes de citocinas

Cerca de 100 mg do figado foram utilizados para a determinacdo das
concentragdes de leptina, interleucinas (IL-1B, -6 e -10), proteina quimiotatica de
mondcitos 1 (MCP1), TNF-a, receptor ativado por proliferadores de peroxissoma-
gama (PPARYy), leucotrienos (LTB) -4 e -5 e prostaglandina E2 (PGEZ2), segundo
Masi et al. (2012). Os tecidos foram homogeneizados em tampao RIPA
(radio-immunoprecipitation assay) (NaCl 150 mM; octilfenoxipolietoxietanol
(Nonidet P-40®) a 1 %; SDS 1 %; tris (hidroximetil) aminometano (Tris) pH 8,0
50 mM e fluoreto de sédio 10 mM) contendo 10 ug/mL de um coquetel inibidor de
protease (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Estados Unidos). Os homogeneizados
foram centrifugados a 12.000 g durante 10 min a 4 °C, o sobrenadante foi recolhido
e as determinacbes foram feitas utilizando-se o kit Milliplex (Millipore,
Cat# HCYTOMAG 60K-20, St. Charles, Missouri, Estados Unidos) em
equipamentos Luminex 200 (Luminex Corporation, Austin, TX, Estados Unidos),

seguindo as especificagbes do fabricante.

Expresséo génica

A expressdo génica das enzimas antioxidantes e dos marcadores
inflamatdrios foi realizada por qRT-PCR (Real-time reverse transcription polymerase
chain reaction). Inicialmente, o acido ribonucleico (RNA) foi isolado utilizando-se o
reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, Estados Unidos) e seguindo as

instrucdes do fabricante. A concentragcao de RNA total foi quantificada usando-se
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leitor de microplacas. A sintese de acido desoxirribonucleico complementar (cDNA)
foi realizada utilizando-se o kit high capacity cDNA reverse transcription
(Life Technologies, Grand Island, Nova lorque, Estados Unidos), de acordo com as
instrugdes do fabricante.

Para a expressao génica das enzimas antioxidantes, foram misturados 20 ng
de cDNA, com 10 uL TagMan® Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems,
Foster City, Califérnia, Estados Unidos), 1 uL TagMan® Gene Expression assay
(Applied Biosystems, Foster City, Califérnia, Estados Unidos) especifico para cada
gene (proteina ribossomal 40S S13 - RPS13, SOD, CAT, GPX e
glutationa-S-transferase - GST) e agua ultrapura até perfazer o volume final de 20 uL
para gRT-PCR, realizada no StepOne Real Time System (Life Technologies, Grand
Island, Nova lorque, Estados Unidos).

Para a determinacdo dos marcadores inflamatérios e da citocromo P-450,
subunidade 2E1 (CYP2E1), 20 ng de cDNA, 2x SYBR Green fast PCR master mix e
primers (Tabela 2) (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, Estados Unidos) foram
misturados num volume final de 10 uL para qPCR. Foi utilizado o Quantstudio 12K
Real Time System (Life Technologies, Grand Island, Nova lorque, Estados Unidos)
e os niveis de RNAm foram determinados pelo método comparativo Ct (Cycle
Threshold). Para o calculo do gene de interesse de cada amostra, um valor ACt foi
obtido por subtracado dos valores do gene constitutivo RPS13, no caso das enzimas
antioxidantes, ou do hipoxantina fosforribosil-transferase 1 (HPRT1), para
determinagao dos marcadores inflamatorios. O valor do ACt médio do grupo controle
foi entdo subtraido das amostras para se derivar um valor —AACt. A expressao de

cada gene foi avaliada por 2-2A¢t, de acordo com Livak e Schmittgen (2001).
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Tabela 2. Sequéncias dos primers utilizados no gqRT-PCR

Gene Sense (5-3’) Antisense (5-3’)
HPRT1 GCTTTCCTTGGTCAAGCAGT TCCAACAAAGTCTGGCCTGT
(NM_012583.2)

TLR4 TCTAAATGCCAACTGGAACAGA ATGGGATGGATCCAGAAACA
(NM_019178.1)

TLR2 TTTGATCACTGCACCCTCAA ATGTGCAGGCTCCGTATTGT
(NM_198769.2)

IL-1 (NM_013123.3) AAGTCTTGTGTGCCCTTATC GTCAAGAGGCAGAGGTTTAC
IL-10 GTGGAGCAGGTGAAGAATG AGTGTCACGTAGGCTTCTAT
(NM_012854.2)

IKKa TCAAGATGTTGGTGGGAAGATA CTCTGGGGCCAAATACTGTAA
(NM_001107588.1)

IKKB GAGAAGCCAAGAGACCAAAG GGTCTTACTGAGCTGAGAGTA
(NM_053355.2)

TNF-a CGTGTTCATCCGTTCTCTAC GAGCCACAATTCCCTTTCT
(NM_012675.3)

TNFR CAAGTGCCACAAAGGAACCTAC ACACTGTCTGACGTGGTTCTG
(NM_013091.1)

TGFR-1 ACCACAGAGTAGGCACTAAA CGAGCGATTTCCCAGAATAC
(NM_009370.3)

TGFR-2 CCAACAACATCAACCACAATAC GGTCTCAAACTGCTCTGAAG
(NM_031132.3)

TGF-p1 ACAATTCCTGGCGTTACC GTATTCCGTCTCCTTGGTTC
(NM_021578.2)

CYP2E1 TTCACCAAGTTGGCAAAGCG CCCCCGTCCAGAAAACTCAT

(NM_031543.1)

HPRT1: hipoxantina fosforribosil-transferase 1; TLR2 e 4: receptores do tipo Toll 4 e
2; IL: Interleucinas (1 e 10); IKKa: IkappaB quinase-alfa; IKKB: lkappaB kinase-beta;
TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; TNFR: receptor do fator de necrose tumoral;
TGFR1: receptor do fator de transformagao do crescimento beta 1; TGFR2: receptor
do fator de transformacao do crescimento beta 2; TGF-B1: fator de transformacao do
crescimento beta I; CYP2E1: citocromo P450, subunidade 2E1.

Quantificagdo das proteinas nos tecidos

A determinacdo do conteudo de proteinas presente nos homogeneizados do
tecido hepético foi realizada de acordo com o método de Bradford (1976), utilizando-
se reagente especifico (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, Califérnia, Estados
Unidos) e placas de 96 pogos. As leituras foram obtidas em leitor de placas a
595 nm. A quantidade de proteina das amostras foi calculada a partir da curva-
padréao, utilizando albumina de soro bovino (0,05-0,5 mg/mL) (Sigma-Aldrich, A4503,
St. Louis, Missouri, Estados Unidos), sendo os resultados expressos com mg de
proteina/mL.
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Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos, inicialmente, a teste de Hartley para avaliar
a homogeneidade das variancias. As amostras ndo homogéneas (p < 0,05) foram
submetidas ao teste de Box-Cox para transformacdo. Os resultados foram entao
analisados por ANOVA univariada, seguida do teste de Tukey Honest Significant
Difference (HSD) a 5 % de significancia, o qual foi aplicado para as amostras
homogéneas com o intuito de comparagdo das médias. No entanto, o teste de
Kruskal-Wallis foi aplicado aos resultados que permaneceram nao homogéneos
apos transformacgao por Box-Cox.

As analises foram realizadas em duplicata ou triplicata e os resultados
expressos pelo valor médio + desvio-padréo. Utilizou-se o programa Statistica 7.1
(Statsoft, Tulsa, Oklahoma, Estados Unidos) para todos os calculos e as analises
estatisticas, enquanto os graficos foram feitos usando-se o software Prism 5.0

(GraphPad Software, Inc., Califérnia, Estados Unidos).

Resultados

Biomarcadores séricos de dano hepatico e perfil lipidico

As atividades das enzimas ALT e AST foram significativamente maiores no
grupo CCls do que no grupo controle apos a indugao da injuria hepatica (Tabela 3).
O pré-tratamento com OAP evitou o aumento da ALT e da AST em torno de 30 %,
entretanto nao foi significativo. A atividade da fosfatase alcalina (FAL) nao diferiu
entre os grupos controle, CCls e suplementados.

A Tabela 3 também mostra alteracbes significativas nos niveis de TAG
séricos, que aumentou em 156 %, e de HDL, que reduziu em 15 %, apds a indugao
com CCls (p < 0,05); no entanto, nenhum efeito sobre CT foi obervado. Nao houve
diferenca significativa entre os grupos suplementados com OAP quanto aos niveis
de TAG, enquanto que o HDL aumentou em todos os grupos tratados (14 e 27 % em
PAA3 e PAP3, respectivamente) em relagao ao grupo CCls (p < 0,05). Além disso, a
suplementagdo com o OAP aumentou o CT sérico no grupo PAA3 em comparagao
com os grupos controle e CCls (p < 0,05). As razbes LDL/HDL e CT/HDL foram
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semelhantes entre os grupos controle e CCls; no entanto, a razdo LDL/HDL

aumentou significativamente no grupo PAA3 em relagao aos grupos controle e CCla.

Tabela 3. Efeitos dos 6leos da améndoa de pequi obtidos artesanalmente (PAA) ou
por prensagem a frio (PAP) sobre marcadores de dano hepatico e niveis de lipideos
séricos de ratos induzidos por CCls

Parametros Controle CCl, PAA3 + CCl, PAP3 + CCl4

Marcadores de
dano hepatico

(U/L)

ALT 43,576,652 271,29+41,16° 186,50+38,842b 195,50+57,53°

AST 190,434£22,352 934,13+172,79°¢ 747,25+155,07*  626,33+43,43%

FAL 160,001£43,43 180,75+43,79 158,25+24,21 180,50+33,59

Lipideos (mg/dL)

CT 53,1414,142 51,5746,29? 69,00+9,58° 57,146,892

TAG 33,71+£13,90° 86,38+33,30¢¢ 85,86+10,42 55,38+20,332°

HDL 23,14+1,35° 19,63+2,132 22,38+2,00° 24,86+1,35°

LDL 23,26+2,97%° 15,716,822 30,97+7,58° 25,20+3,81°
LDL/HDL 1,010,172 0,94+0,182 1,3510,28 1,0410,152b
CT/HDL 2,300,212 2,700,322 3,09+0,36° 2,35+0,332

Valores sdo médias * desvio padrdao (n = 8); diferentes letras em expoente na
mesma linha sao diferentes significativamente, de acordo com Tukey HSD (p <0 ,05)
ou Kruskal-Wallis (p < 0,05). PAA3 e PAP3: ratos pré-tratados com 6leo da améndoa
de pequi (3 mL/kg peso) artesanal ou prensado a frio. ALT: alanina
aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; FAL: fosfatase alcalina; CT:
colesterol total; TAG: triacilgliceréis; HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL:
lipoproteina de baixa densidade.

Peso e peffil lipidico hepaticos

O peso relativo do figado foi significativamente maior em ratos do grupo CCl4
em comparagao com o grupo controle (p < 0,05) (Tabela 4). Esse fenémeno ja foi
relatado para dano hepatica agudo induzido por CCls (HIYOSHI et al., 2009).
A administragdo prévia de OAP a ratos induzidos com CCls ndo causou alteragéo
significativa no peso relativo do figado, em comparagao ao grupo induzido apenas
com CCl4. Os conteudos hepaticos de TAG, lipideos totais, AGS, AGMI e AGPI nao
sofreram alteragdes apds a indugdo com CCls. No entanto, os AGMI hepaticos
aumentaram no grupo que recebeu o 6leo prensado a frio (PAP3) em comparagao

com os grupos CCls .
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Tabela 4. Efeitos dos 6leos da améndoa de pequi obtidos artesanalmente (PAA) ou
por prensagem a frio (PAP) sobre peso relativo, parametros lipidicos e oxidativos do

figado de ratos induzidos por CCl4

Parametros

Controle

CCl4

PAA3 + CCl,4

PAP3 + CCl,4

Peso relativo
do figado
(9/100g peso)
Lipideos
TAG (mg/g
figado)
Lipideos
totais (g/100g
figado)

AGS (g/100g
figado)

AGMI (g/100g
figado)

AGPI (g/100g
figado)
Oxidativos
MDA
(mmol/mg
proteina)
Capacidade
antioxidante
(nM TE/mg
proteina)
ORAC
hidrofilico
ORAC
lipofilico

3,17+0,192

6,75+1,12

4,34+0,24

1,400,062
0,32+0,04%

2,33+0,19

3,82+0,722

68,37+5,12°

16,32+12,49

3,60+0,16°

5,82+0,93

4,65+0,21

1,53+0,062°
0,280,102

2,51+0,14

4,27+0,98%°

49,43+7,892

21,01£12,66

3,77+0,29°

5,78+0,73

4,50+0,20

1,53+0,042°
0,36+0,012

2,25+0,16

4,120,642

45,709,482

14,00+8,89

3,81+0,42°

6,18+1,33

4,88+0,67

1,61+0,16°
0,46+0,11°

2,44+0,29

5,56+1,33°

62,75+8,17°

17,08+3,75

Valores sdo médias + desvio padrdo (n = 8); diferentes letras em expoente na mesma
linha sao diferentes significativamente, de acordo com Tukey HSD (p <0 ,05) ou Kruskal-
Wallis (p < 0,05). PAA3 e PAP3: ratos pré-tratados com 6leo da améndoa de pequi (3
mL/kg peso) artesanal ou prensado a frio. TAG: triacilgliceréis; AGS: acidos graxos
acidos graxos monoinsaturados; AGPI: acidos graxos poli-
insaturados; MDA: malonaldeido; ORAC: Capacidade de absorbancia do radical

saturados; AGMI:

oxigénio.
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Parédmetros oxidativos

Com o intuito de avaliar o efeito do pré-tratamento do OAP sobre a
peroxidagao lipidica induzida pelo CCls4 no figado, os niveis de MDA foram avaliados.
O cromatograma referente ao padrdo de MDA e uma amostra pode ser observado
no Anexo G. Como mostrado na tabela 4, a exposicdo ao CCls ndo provocou
aumento na peroxidagao lipidica no homogeneizado do figado de ratos; embora
houvesse aumento ndo significativo (12 %) no grupo induzido por CCls. Nesse
mesmo método, aumento ndo significativo da oxidagao de aproximadamente 30 %
ocorreu, no entanto, no grupo tratado com 6leo prensao a frio (PAP3) em relagéo ao
grupo CCla.

A capacidade antioxidante avaliada pelo método ORAC lipofilico nao foi
alterada nos grupos; no entanto, houve reducgéao significativa (34 %) da capacidade
antioxidante hidrofilica hepatica do grupo CCls, em comparagcdo com o grupo
controle (Tabela 4). Os animais do grupo PAP3 restauraram a capacidade
antioxidante hidrofilica nos figados dos ratos em relagéo ao grupo CCls (p < 0,05).

Como mostrado na figura 1, o CCls induziu modifica¢cdes substanciais e
significativas na atividade das enzimas antioxidantes hepaticas com o decréscimo
das atividades de CAT (28 %), GPX (18 %) e GR (25 %) como resultado da indugao
do dano pelo CCls. Por outro lado, ndo foi observada nenhuma alteragdo na
atividade da enzima SOD. Além disso, houve diminui¢cao significativa na expressao
génica da GPX (50 %) no grupo CCls. Dessas enzimas, apenas a GPX do grupo
PAP3 teve sua atividade restaurada (33 %) (p < 0,05).

A figura 1 mostra que a administragdo do CCls marcadamente n&o alterou de
forma significativa os niveis de GSH hepaticos. Os ratos pré-tratados com OAP
também nao apresentaram efeito sobre os niveis de GSH, com relagdo ao grupo
CCls. A expressao génica da GST néo foi alterada com a indugéo do dano pelo CCla.
Por outro lado, houve redugdo da expressao génica da GST no grupo PAA3 em
relacdo ao CCls (p < 0,05). No que diz respeito a CYP2E1, os ratos que receberam
CCls mostraram diminuigédo significativa (78 %) no gene em comparagdo com 0s
ratos controles e os ratos pré-suplementados com OAP nao tiveram efeito sobre os

niveis de CYP2E1 com relagao aos que foram induzidos somente com CCla.
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Figura 1. Mudancas na atividade e na expresséo génica das enzimas antioxidantes e
desintoxicantes e nos conteudos de glutationa reduzida (GSH) hepaticos apds a
administracdo do 6leo da améndoa de pequi obtidos artesanalmente (PAA) ou por
prensagem a frio (PAP) a ratos induzidos com CCls. Dados sédo apresentados em
colunas representando média e desvio padrao (n = 8). Letras diferentes no mesmo
método diferem significativamente, de acordo com Tukey HSD (p < 0,05) ou Kruskal-
Wallis (p < 0,05). PAA3 e PAP3: ratos pré-tratados com 6leo da améndoa de pequi
artesanal ou prensado a frio (3 mL/kg peso), respectivamente. SOD: superoxido
dismutase; CAT: catalase; GPX: glutationa peroxidase; GR: glutationa redutase;
GST: glutationa-S-transferase; CYP2E1: citocromo P450 subunidade 2E1.
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Concentragbes e expressédo de génica de mediadores pro-inflamatérios

As concentracdes hepaticas de leptina, IL-6, LTB-4 e LTB-5 e da a razao IL-
6/IL-10 foram significativamente mais elevadas no grupo CCls em comparagdo com
as do grupo controle normal. Esse efeito foi diminuido apds o tratamento com OAP
mas nao significativamente (Figura 2). Os niveis de PGE2 nado se alteraram
significativamente apd6s indugdo com CCls, mas niveis significativamente maiores
foram detectados nos grupos tratados com 6leo em comparagdo com o grupo CCls
(p <0,05).

Como mostrado na figura 3, as expressdes génicas do receptor do tipo Toll 4
(TLR4) e do receptor do TNF-a (TNFR) foram significativamente aumentadas em
resposta a lesdo hepatica induzida pelo CCls. O TNFR foi regulado negativamente

nos animais do grupo PAP3. A razdo TNF-a /IL-10 aumentou no grupo PAP3.
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Figura 2. Mudangas nas quantidades de leptina e nas concentragdes de parametros inflamatdrios
hepaticos apos a administragdo do éleo da améndoa de pequi obtidos artesanalmente (PAA) ou
por prensagem a frio (PAP) a ratos induzidos com CCls. Dados sdo apresentados em colunas
representando média e desvio padrédo (n = 8). Letras diferentes no mesmo método diferem
significativamente, de acordo com Tukey HSD (p < 0,05) ou Kruskal-Wallis (p < 0,05). ). PAA3 e
PAP3: ratos pré-tratados com éleo da améndoa de pequi artesanal ou prensado a frio (3 mL/kg
peso), respectivamente. IL-1B, -6 e -10: interleucinas-1p, -6 e -10); MCP1: proteina quimiotatica
de mondcitos 1; TNF-a: fator de necrose tumoral-alfa; PPARYy: receptor ativado por proliferadores
de peroxissoma-gama; LTB -4 e -5: leucotrienos -4 e -5; PGE2: prostaglandina E2.
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Figura 3. Expressdo génica dos parémetros inflamatdrios hepaticos ap6s administragéo de dleo da améndoa de pequi
obtidos artesanalmente (PAA) ou por prensagem a frio (PAP) a ratos induzidos com CCls. Dados sdo apresentados em
colunas representando média e desvio padrao (n = 8). Letras diferentes no mesmo método diferem significativamente, de
acordo com Tukey HSD (p < 0,05) ou Kruskal-Wallis (p < 0,05). ). PAA3 e PAP3: ratos pré-tratados com dleo da améndoa
de pequi artesanal ou prensado a frio (3 mL/kg peso), respectivamente. TLR2 e 4: receptores do tipo Toll 4 e 2; IL-1 e -10:
Interleucinas (1 e 10); IKKo: lkappaB quinase-alfa; IKKR: IkappaB kinase-beta; TNF-: fator de necrose tumoral alfa; TNFR:
receptor do fator de necrose tumoral; TGFR1: receptor do fator de transformacao do crescimento beta 1; TGFR2: receptor
do fator de transformagcdo do crescimento beta 2; TGF-B1: fator de transformagao do crescimento beta l.
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Discussao

Sabe-se que o0 aumento na atividade da ALT é um indicador do grau de dano
a membrana das células hepaticas e que a atividade da AST elevada é indicador
mitocondrial de dano no figado. As medidas das atividades da ALT e da AST sao os
indices mais importantes e eficazes para a avaliagdo de danos hepaticos
(HSU et al., 2009). No presente estudo, a administragdo de CCls produziu dano
hepatico como evidenciado pelo aumento dos niveis de ALT e AST. Verificou-se que
o pré-tratamento com OAP néo reduziu significativamente o dano ao figado induzido
pelo CCls, sugerindo que o OAP néo foi capaz de proteger os hepatdcitos contra os
efeitos toxicos do CCls, no entanto evidenciou-se diminuicdo das atividades de ALT e
AST séricas em relagado ao grupo CCls. Na literatura, o 6leo da améndoa (Prunus
amygdalus), rico em acido oleico e em compostos bioativos, mostrou efeito benéfico
sobre estas enzimas quando os ratos foram induzidos por CCls (JIA et al., 2011).

O efeito dos tratamentos com OAP sobre os lipideos séricos CT, TAG, HDL
e LDL foram avaliados. Apesar de o OAP ter aumentado o valor de CT no grupo
PAA3, o mesmo n&o pode ser atribuido ao grupo PAP3. Neste grupo houve redugao
nao significativa do TAG e aumento do HDL (p<0,05). Sugere-se que esses
resultados podem ser atribuidos aos niveis significativamente mais elevados de
AGMI (7 %) e de AGPI (12 %) e aos niveis inferiores de AGS (12 %) no 6leo
prensado a frio em comparagao ao artesanal (Tabela 1). De fato, Torres et al. (2016)
demonstraram que o 6leo da améndoa de pequi artesanal continha menor teor de
AGPI quando comparado ao prensado a frio, caracteristica atribuida ao tratamento
térmico adicional e, possivelmente, a oxidacdo dos AGPI, que acontece durante o
processo de extragdo artesanal. Em trabalho semelhante, os 6leos de sementes de
espinheiro (Hippophae genus) e de améndoa (P. amygdalus) (ricos em linoleico e
oleico) reduziram significativamente os niveis de CT e TAG séricos dos animais
tratados em comparagao com o grupo CCls (HSU et al., 2009; JIA et al., 2011). Além
disso, verificou-se, no presente estudo, que os niveis de HDL dos animais tratados
com os dois tipos de OAP foram significativamente superiores aos dos animais nao
tratados podendo estar relacionado ao aumento do CT verificado, sugerindo

propriedade benéfica dos 6leos.
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Os resultados descritos nesse estudo para a composigao lipidica do figado
mostraram que o CCls ndo alterou os niveis de lipideos totais no figado; entretanto, o
grupo que recebeu o 6leo prensado a frio (PAP3), apresentou maior conteudo de
AGMI em comparagédo com o grupo CCls, 0 que esta relacionado com a maior
quantidade de AGMI no ¢leo.

A peroxidagado lipidica € uma das principais causas do dano hepatico
induzido por CCls e ¢é mediada pelos RL derivados desse composto
(RAMASAMY, 2014). Na avaliacdo do estresse oxidativo pelo método MDA, os
metabdlitos finais dos AGPI peroxidados foram quantificados por cromatografia. Os
resultados mostraram pequena estimulagao, embora nao significativa, nos niveis de
MDA no grupo CCls em comparagdo com o grupo controle. A administragdo de OAP
nao causou alteracao significativa nos niveis de MDA, no entanto, sugeriu atividade
estimulante do OAP prensado a frio sobre a peroxidacdo lipidica, devido,
provavelmente, aos altos teores de AGMI susceptiveis a oxidagao presentes no
tecido hepatico (Tabela 4) provenientes do 6leo (Tabela 1). Esses dados
contradizem os de Cardoso et al. (2004) que relatam que a incorporagao de grandes
quantidades de acido oleico as membranas tem sido relacionada como protecéo
contra a peroxidacao lipidica, uma vez que compete com AGPI para inser¢ao nos
fosfolipideos de membrana, ja que ndo é um substrato para oxidases produtoras de
mediadores inflamatérios lipidicos.

As enzimas antioxidantes sao facilmente inativadas por espécies reativas de
oxigénio (ERO) ou peroxidos lipidicos (WANG; XU; LI, 2014). Mesmo com o discreto
aumento (12 %) dos niveis de MDA no grupo CCls, esse fato pode ter contribuido, ao
menos em parte, para a diminuicdo da atividade das enzimas antioxidantes
observadas no presente estudo em tecido hepatico de ratos intoxicados com CCla.
Os resultados também sugerem que o OAP prensado a frio (grupo PAP3) foi capaz
de aumentar a atividade enzimatica da GPX nos figados de ratos induzidos por CCla.
O aumento da atividade ocorre, possivelmente, devido a propriedade de sequestrar
RL dos compostos antioxidantes presentes no 6leo inibindo a degradacédo dessa
proteina.

Além disso, a capacidade antioxidante hepatica avaliada pelo método ORAC
hidrofilico aumentou no grupo PAP3. E possivel que o efeito antioxidante verificado

nesses meétodos aconteceu devido aos constituintes hidrofilicos do OAP com
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propriedades antioxidantes e potencial biolégico a saude, tais como os compostos
fendlicos ou a sinergia desses com outros constituintes. De acordo com Torres et al.
(2016), o OAP possui fendlicos (87,56 a 392,00 mg GAE/100 g), carotendides (36,03
a 262,40 ug/100 g), tocoferdis (133,27 a 191,92 mg/Kg) e fitosterdis (734,16 a
964,59 mg/Kg).

Os resultados aqui descritos estdo de acordo com a literatura, que atribui,
por exemplo, ao o6leo da semente de espinheiro e ao 6leo de améndoa
(P. Amygdalus), aumento significativo na capacidade antioxidante e nas atividades
da SOD, CAT, GR e GPX em animais tratados com esses 6leos comparados aos
animais que receberam CCls (HSU et al., 2009; JIA et al., 2011). Em conjunto, os
nossos resultados sugerem efeito antioxidante do OAP (PAP3) sobre os danos
induzidos pelo CCls através do aumento da atividade da enzima antioxidante GPX
devido a presenca de compostos antioxidantes hidrofilicos.

Uma vez que a GSH é também mediada, em grande parte, pela atividade da
enzima GST (LI et al.,, 2013), a andlise da sua expressdo génica, bem como da
CYP2E1 foi realizada a fim de verificiar o efeito do OAP sobre a expresséo génica
dessas enzimas desintoxicantes. Verificou-se, no geral, que no figado de ratos
intoxicados pelo CCls4 ndo houve alteracdo na GST. Como esperado, o CCls induziu
a reducao significativa da CYP2E1 (Figura 1), o que indicou que a formacgao dos RL
CCls e CCIsOOr foi diminuida e, possivelmente, justificou a auséncia de estimulo a
peroxidagdo lipidica observada pelo método MDA para o grupo CCls. Esta
desregulacado especifica da CYP2E1 no dano hepatico induzido por CCls foi
anteriormente relatada por Ogaly et al. (2015) e pode resultar de ataque direto de
metabdlitos reativos do CCls (CHCIs® e CCIsO0°), levando a degradacao do
transcripto da CYP2E1. Além disso, outros mecanismos, tais como a inibigdo da
transcricdo da CYP2E1 subsequente a respostas inflamatdrias, podem também ter
papel na diminuicdo da CYP2E1. O tratamento com OAP e seus antioxidantes
naturais ndo foram capazes de sequestrar os RL e proteger a degradagao CYP2E1.

Os RL, como o CCls, ndo s6 causam danos diretos aos tecidos, mas
também iniciam a inflamagao, ativando macrofagos residentes hepaticos (células de
Kupffer) a produzirem e liberarem compostos téxicos (ERO, eicosanoides e

mediadores pro-inflamatérios — IL-6, TNF-q, IL-18 e PGE2), resultando na leséo de
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células parenquimatosas (WANG; XU; LI, 2014; IKEJIMA et al., 2001). Sendo
consistente com estudos anteriores (WANG; XU; LI, 2014; YAMAJI et al., 2008;
IBRAIM et al., 2008), neste estudo houve aumento significativo nos niveis dos
marcadores pro-inflamatérios leptina, IL-6, LTB-4 e LTB-5, além da razao IL-6/IL-10,
apos a administracdo de CCls4, confirmando que uma resposta inflamatéria foi
iniciada no local da leso.

Estudos recentes mostram que os fitoquimicos de plantas inibem a
inflamagao, diminuindo a produgdo de macréfagos, de fatores pro-inflamatérios e
também bloqueando o sinal das vias inflamatérias que liberam citocinas
(CHO et al., 2013; PONMARI et al., 2014). Foi demonstrado que o OAP nao exerceu
efeito anti-inflamatério em ratos submetidos a dano hepatico agudo induzido por
CCls, uma vez que os niveis hepaticos dos fatores pré-inflamatérios (leptina, IL-6,
LTB-4, LTB-5 e IL-6/IL-10) reduziram, mas n&o significativamente apds o tratamento
com o OAP.

De Oliveira et al. (2010) mostraram que a aplicagdo tdpica do d6leo da
améndoa de Caryocar coriaceum Wittm., espécie do género Caryocar também
denominada de pequi, foi capaz de reduzir a inflamagao aguda em edema de orelha
induzido por xileno de modo dose-dependente, o que foi associado ao elevado teor
de n-9 no dleo.

Neste estudo, o CCls ndo mostrou-se prejudicial o suficiente para causar
aumento significativo da PGE2, como observado por Wang, Xu e Li (2014).
No entanto, os grupos que receberam o OAP mostraram niveis mais elevados dessa
prostaglandina, provavelmente devido aos teores elevados de AG precursores da
sua formacgao (acido araquidénico e linoleico), associado também com o aumento
dos niveis de acido araquidbnico (AA) causado pelo CCls4, o qual, através do dano a
membrana, provoca liberacdo de AA que atua como precursor dos leucotrienos LTB-
4 e LTB-5 (MILLER et al., 1993). Este mesmo mecanismo pode explicar ainda o
aumento das concentracoes de LTB-4 e LTB-5 observado no figado dos animais do
grupo CCls. Apesar de os animais tratados com OAP mostrarem diminuicdo nos
niveis de LTB-4 e de LTB-5, provavelmente devido a inibigdo da enzima lipoxigenase
(LOX) pelos compostos fendlicos presentes no dleo (ISSA; VOLATE; WARGOVICH,
2006), esse resultado ndo foi significativo. Dessa forma, mais estudos séo

necessarios para avaliar as caracteristicas anti-inflamatoérias do OAP.
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A estimulagao da via de sinalizagao do fator nuclear kappa beta (NF-kB3) e a
subsequente transcricdo de citocinas e quimiocinas, pode ocorrer através da jungao
de um ligante a um receptor da superficie celular, tais como TNFR e TLR-4, os quais
podem ser ativados pelo TNF-a, no caso do TNFR, ou por lipopolissacarideo (LPS)
ou AGS, no caso do TLR-4 (BASTOS; ROGERO; AREAS, 2009). Neste estudo, as
expressoes génicas do TNFR e do TLR-4 foram significativamente aumentadas apés
indugdo com CCls e o pré-tratamento com OAP reduziu a expressdo apenas do
TNFR no grupo PAP3. O TNFR é importante por ser o principal mediador das
respostas do TNF-a. Estes dados sugerem alguma implicagdo preventiva do OAP
prensado a frio em condigdes inflamatdrias.

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatdria importante que inibe potencialmente
a producao de mediadores pro-inflamatérios (IBRAIM et al., 2008). O tratamento de
ratos com OAP nao alterou significativamente a expressao de IL-10, exceto no grupo
PAP3, que teve menor teor de IL-10 em comparagdo ao grupo controle e,
consequentemente, maior razdo TNF-a/IL-10 (Figura 3) em comparagdo com o
grupo CCls. Excesso de TNF-a pode indiretamente induzir danos no figado, por
aumentar ainda mais a liberacdo de RL e de TNF-a de macrofagos (SERBETCI et
al., 2012). Consistentemente com esses resultados, foi demonstrado que
camundongos deficientes em IL-10 aumentaram a expressdo do TNF-a
(SIMEONOVA et al., 2001). Os resultados apresentados podem ser relacionados
com a maior peroxidacgao lipidica, avaliada pelo MDA, no grupo PAP3.

Os efeitos observados no presente estudo demonstram que o OAP nao
produziu efeito significativo e conclusivos sobre a resposta inflamatéria aguda

induzida pelo CCla.

Conclusoes

No presente estudo, demonstrou-se que os Oleos da améndoa de pequi,
artesanais ou prensados a frio, ndo atenuaram efetivamente os marcadores
bioquimicos enzimaticos relacionados a injuria hepatica aguda e a inflamagéao
induzidos pelo tetracloreto de carbono em ratos, com exce¢do da dimuicdo da
expressao génica do receptor do fator de necrose tumoral-alfa nos animais que

receberam o 6leo prensado a frio. Além disso, os animais que receberam os dois
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Oleos aumentaram os niveis de HDL séricos e da prostaglandina PGE2 hepaticos, o
que esta relacionado ao efeito dos acidos graxos presentes nos 6leos.

O grupo que recebeu o 6leo da améndoa de pequi prensado a frio, teve
aumento dos teores de lipideos hepaticos susceptiveis a oxidacdo e,
consequentemente, da peroxidacao lipidica, no entanto, o mesmo grupo apresentou
maior capacidade antioxidante hidrofilica e melhorou o sistema de defesa
antioxidante enddgeno, através do aumento da atividade da enzima glutationa
peroxidase.

Apesar da auséncia de um potencial efeito do 6leo da améndoa de pequi em
animais submetidos ao dano agudo com tetracloreto de carbono, os achados
encontrados no presente trabalho apontam para a necessidade de mais estudos
com o 6leo em outros contextos metabdlicos a fim de fundamentar o seu uso na
medicina popular no tratamento de varias afecgdes, haja vista que algumas

evidencias tém destacado efeitos positivos do 6leo.
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3 CONCLUSOES

No capitulo 1, verificam-se alta porcentagem (55%) de acido oleico no dleo
da améndoa de pequi extraido artesanalmente ou por prensagem a frio, bem como
concentragcbes elevadas de fendlicos, carotenoides, tocoferdis e fitosterdis. Além
disso, observou-se que o OAP encontra-se dentro dos padroes de qualidade
exigidos pela legislagao e possui elevadas resisténcias térmica e oxidativa.

Em comparagéo ao d6leo prensado a frio, o 6leo artesanal mostrou menores
teores de AGPI e maiores quantidades de perdxidos e de compostos fendlicos totais,
bem como na capacidade antioxidante verificada pelo método ABTS™*, sugerindo
uma possivel influéncia do tempo de processamento e/ou do tratamento térmico,
utilizado no processo de extracdo, sobre esses parametros. Esses resultados
apontam para a necessidade de mais pesquisas focadas no estudo das variaveis
que influenciam o processamento do OAP e, consequentemente, a concentragao de
seus componentes e suas caracteristicas fisico-quimicas.

No capitulo 2, apresentam-se os resultados do experimento com ratos
submetidos a injuria hepatica aguda induzida pelo tetracloreto de carbono. Foi
observado que a suplementacido prévia com OAP nao atenuou os marcadores de
dano e inflamatdrios. Além disso, o OAP prensado a frio aumentou a peroxidacao
lipidica hepatica nos animais, no entanto, melhorou o sistema de defesa antioxidante
enzimatico e nao enzimatico.

Os resultados aqui apresentados contribuem para a valorizagdo e o
conhecimento fisico-quimico e biolégico do 6leo obtido a partir de um subproduto,
rico em acidos graxos e compostos bioativos, geralmente descartado, do fruto do
pequi. No entanto, mais estudos fazem-se necessarios para elucidar e justificar o
uso do o6leo da améndoa de pequi na medicina popular, bem como conferir efeitos

benéficos a condigdes clinicas e patoldgicas.
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ANEXO B - Cromatogramas correspondentes ao perfil de acidos graxos dos oleos
da améndoa de pequi obtidos artesanalmente (a) (amostra PAA30) ou (b) por
prensagem a frio (amostra PAP31)
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ANEXO C - Cromatogramas correspondentes ao perfil de fitosterdis dos éleos da
améndoa de pequi obtidos artesanalmente (a) (amostra PAA30) ou (b) por
prensagem a frio (amostra PAP31)
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ANEXO E - Ragao comercial utilizada para animais no experimento biolégico

Nuvilab CR-1

Composig¢ao do Produto: Milho integral moido, farelo de soja, farelo de trigo,
carbonato de calcio, fosfato bicalcico, cloreto de sédio, premix vitaminico
mineral e aminoacidos.

Niveis de Garantia por Quilograma do Produto:

Umidade (max) 12,50 %
Proteina Bruta (min) 22,00 %
Extrato Etéreo (min) 4,50 %
Matéria Mineral (max) 10,00 %
Matéria Fibrosa (max) 8,00 %
Calcio (max) 1,40 %
Fosforo (min) 0,80 %

Enriquecimento por Quilograma do Produto:

Vitaminas:Vitamina A 12.000,00 Ul; vitamina D3 1.800,00 UI; vitamina E 30,00
mg; vitamina K3 3,00 mg; vitamina B1 5,00 mg; vitamina B2 6,00 mg; vitamina
B6 7,00 mg; vitamina B12 20,00 mcg; niacina 60,00 mg; acido pantoténico
20,00 mg; acido félico 1,00 mg, biotina 0,05 mg; colina 600,00 mg.
Microelementos Minerais:Ferro 50,00 mg; zinco 60,00 mg; cobre 10,00 mg;
iodo 2,00 mg; manganés 60,00 mg; selénio 0,05 mg; cobalto 1,50 mg.
Aminoacidos: Lisina 100,00 mg; metionina 300,00 mg.

Aditivos: Antioxidante 100,00 mg.

Indicagao: Alimento equilibrado para camundongos e ratos de laboratério,
baseado em recomendacdes do NationalResearchCouncil e Nationallnstituteof
Health — USA.

Uso: Administragdo a vontade através de comedouros suspensos.

Apresentacao:Peletizada (extrusada ou farelada sob consulta).
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ANEXO F — Ganho de peso corpéreo total, Consumo de ragdo, Coeficiente de
eficacia alimentar (CEA) e Consumo caldrico total de ratos induzidos com
tetracloreto de carbono
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ANEXO G - Cromatograma referente ao padrao e malonaldeido (MDA) hepatico de
um animal
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ANEXO H - Ficha do aluno

Janus - Sistem a Adm inistrativo da Pés-Graduagdo
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® s 0

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Documento sem validade oficial
FICHA DO ALUNO

9131 - 6342740/2 - Lucillia Rabelo de Oliveira Torres

Email: lucilliaro@usp.br

Data de Nascimento: 18/01/1984

Cédula de Identidade: RG - 2.133.014 - PI

Local de Nascimento: Estado do Piaui

Nacionalidade: Brasileira

Graduacgao: Nutricionista - Universidade Federal do Piaui - Piaui -
Brasil - 2007

Mestrado: Mestre em Ciéncias - Area: Bromatologia - Faculdade

de Ciéncias Farmacéuticas - Universidade de Sao
Paulo - Sédo Paulo - Brasil - 2010

Curso: Doutorado

Programa: Ciéncia dos Alimentos

Area: Bromatologia

Data de Matricula: 23/03/2011

Inicio da Contagem de Prazo: 23/03/2011

Data Limite para o Depésito: 22/03/2016

Orientador: Prof(a). Dr(a). Jorge Mancini Filho - 23/03/2011 até o
presente. Email: jmancini@usp.br

Proficiéncia em Linguas: Inglés, Aprovado em 23/03/2011

Trancamento(s): 365 dias

Periodo de 18/04/2012 até 17/04/2013

Data de Aprovagéao no
Exame de Qualificagao: Aprovado em 07/05/2014

Data do Depésito do Trabalho:

Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovagao da Banca:
Data de Aprovacgao da Banca:

Data Maxima para Defesa:

Data da Defesa:

Resultado da Defesa:

Histoérico de Ocorréncias: Primeira Matricula em 23/03/2011
Trancado em 18/04/2012

Aluno matriculado no Regimento da Pés-Graduagdo USP (Resolugdo n° 5473 em vigor de
18/09/2008 até 19/04/2013).

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 08/02/2016
Impresso em: 17/03/2016 09:34:04
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Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

9131 - 6342740/2 - Lucillia Rabelo de Oliveira Torres

FICHA DO ALUNO

89

Reprovado;

T — Transferéncia. Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

HNg5737- Ciéncia de Alimentos (Faculdade de  11/05/2011 22/06/2011 60 100 A N  Concluida
Saude Publica - Universidade de Sdo
Paulo)
FB1A/2900' Biomodelos Experimentais Aplicados  g/0g/2011 14/08/2011 30 1000 A N  Concluida
na Avaliagdo de Alimentos
FBAS5728- Aprimoramento Didatico 12/09/2011 09/10/2011 60 87 A N  Concluida
3/3
HNT5759- Nutrigenémica no Contexto das
A Dooneas Cronioas ndo Tranamissiveis 04/10/2011 08/11/2011 60 100 A N  Concluida
(Faculdade de Saude Publica -
Universidade de Sao Paulo)
FB4A/2702' CAOIEZ?ELO:GB;%?&%SBZ;?O coma 06/03/2012 09/04/2012 30 80 A N Concluida
Saude
HNT5758_Doen<;as Croénicas ndo Transmissiveis
13 do Espectro da Sindrome Matricula
Metabdlica:Fisiopatologia, Epidemiologia 13/03/2012  24/04/2012 30 - - N cancelada
e Controle (Faculdade de Saude
Publica - Universidade de Sdo Paulo)
NHAS5705- Fundamentos da Biologia Molecular
2/4 NHA5705- Aplicados a Nutricdo Matricula
Humana (Curso Interunidades: 28/05/2012 01/07/2012 60 - - N cancelada
Nutricdo Humana Aplicada -
Universidade de S&o Paulo)
FBF5805- Delineamento de Experimentos e
12 Ferramentas Estatisticas Aplicadas as  14/08/2013 17/09/2013 45 100 B N Concluida
Ciéncias Farmacéuticas
VPT5781- Hepatologia Experimental e Comparada
1o (Faculdade de Medicina Veterinaria e 22/09/2014 26/10/2014 90 90 A N Concluida
Zootecnia - Universidade de S&o Paulo
QBQ5747- Animais de Laboratério (Instituto
8/1 de Quimica - Universidade de Sao 24/11/2014 30/11/2014 15 - - N Matricula
Paulo) cancelada
Disciplinas: 0 25
Estagios:
Total: 0 25
Créditos Atribuidos a Tese: 167
Conceito a partir de 02/01/1997:
A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R -

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 08/02/2016 Impresso em: 17/03/2016 09:34:04
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ANEXO | — Curriculo Lattes

o @ curriculo Lattes
Qcneq

Lucillia Rabelo de Oliveira Torres

Endereco para acessar este CV:http://lattes.cnpq.br/6640935159713454

Ultima atualizag&o do curriculo em 18/03/2016

Resumo informado pelo autor

Professora do Ensino Bésico Técnico e Tecnoldgico do Instituto Federal do Maranhdo, graduada em Tecnologia em Alimentos pelo Centro

Federal de Educacdo Tecnoldgica do Piaui (2007) e em Nutrigdo pela Universidade Federal do Piaui (2007). Mestre em Ciéncias pelo
programa Ciéncia dos Alimentos da Universidade de S&o Paulo (2010) e atualmente é doutoranda pelo mesmo programa. Tem
experiéncia na area de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, com énfase em Tecnologia de Produtos de Origem Vegetal, atuando
principalmente nos seguintes temas: atividade antioxidante, 6leos vegetais, compostos bioativos.

(Texto informado pelo autor)

Dados pessoais

Nome Lucillia Rabelo de Oliveira Torres
Filiagdo José Ferreira de Oliveira e Creusa da Conceigéo Rabelo de Oliveira

Nascimento 18/01/1984 - Teresina/PI - Brasil

Formacdo académica/titulacdo

2011 Doutorado em Ciéncias dos Alimeptos.
Universidade de S&o Paulo, USP Paulo, Brasil
Titulo: Caracterizagéo de 6leos da améndoa de pequi (Caryocar brasiliense Camb.) obtidos
artesanalmente e por prensagem a frio e avaliagdo sobre processos oxidativos em ratos.

Orientador: Jorge Mancini Filho
2008 - 2010 Mestrado em Ciéncias dos Alime!
Universidade de S&o Paulo, USPT#do Paulo, Brasil
Titulo: Avaliagdo dos compostos fendlicos e das propriedades antioxidantes da polpa do pequi (Caryocar
spp) processado e in natura, Ano de obtengéo: 2010

Orientador: Jorge Mancini Filho
Bolsista do(a): Coordenagéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

2002 - 2007 Graduagdo em Nutrigdo.
Universidade Federal do Piaui, UFPI, Teresina, Brasil
2001 - 2007 Graduagdo em Tecnologia em Alimentos.
Centro Federal de Educagao Tecnolégica do Piaui, CEFET-PI, Brasil
Titulo: Caracterizagéo Fisico-quimica do éleo bruto de coco babagu (Orbignya spp) comercializado na
zona rural de José de Freitas-Pl
Orientador: Suzane Fialho Silva

Formacdo complementar

2013 -2014 Curso de curta duragdo em Espanhol A1. (Carga horaria: 60h).
Universia Brasil, UNIVERSIA, Sao Paulo, Brasil

2013 - 2013 Oficina de cacau e chocolate. . (Carga horéria: 6h).
Universidade de S&o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

2013 - 2013 Capacitacdo em Estatistica Multivariada. . (Carga horaria: 40h).
Universidade de S&o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

2006 - 2006 Inglés Instruental I. . (Carga horaria: 60h).
Universidade Federal do Piaui, UFPI, Teresina, Brasil

2003 - 2004 Inglés Instrumental II. . (Carga horaria: 60h).
Universidade Federal do Piaui, UFPI, Teresina, Brasil

Atuacdo profissional

ff)12 -Instituto Federal do Maranhéo -IFMA
Atual Vinculo: Servidor publico , Enquadramento funcional: Professor EBTT, Regime: Dedicagao exclusiva
Atividades
04/2012 - Atual  Outro
Especificagdo:

Aspectos Gerais do Leite , Conservagdo de Alimentos , Conservagéo do Leite e de Produtos Derivados ,
Conservagdo e Controle Higiénico Sanitério de Alimentos , Processamento de Produtos de Origem Vegetal

https://wwws.cnpq.br/cvlattesweb/pkg_impcv.trata




2. Universidade de Sao Paulo - USP

Vinculo
institucional

2011 - Atual Vinculo: Aluno de Doutorado , Enquadramento funcional: Aluno de Doutorado , Carga horaria: 40, Regime:
Dedicagao exclusiva

2009 - 2009 Vinculo: Aluna de Mestrado , Enquadramento funcional: Aluna PAE - Bromatologia Bésica , Carga horaria:
8, Regime: Parcial
Outras informagoes:
Atividades didaticas desenvolvidas no Programa de Aperfeicoamento de Ensino (PAE) cujo objetivo é
aprimorar a formagéo do pds-graduando para atividade didatica de graduacgéo junto a disciplina FBA 0200 -
Bromatologia Bésica para graduag&o em Nutrigdo, do Departamento de Alimentos e Nutrigdo
Experimental/FCF/USP, sob a orientacéo da prof. Elizabete Wenzel de Meneses.

2008 - 2010 Vinculo: Bolsa de mestrado , Enquadramento funcional: Bolsista de mestrado , Carga horaria: 40, Regime:
Dedicagao exclusiva

3. Universidade Federal do Piaui - UFPI

Vinculo
institucional

2002 - 2007 Vinculo: Livre , Enquadramento funcional: Estudante , Carga horaria: 30, Regime: Parcial
Atividades
09/2005 - 12/2005 Estagio, Centro de Ciéncias da Saude, Departamento de Nutrigéo
Estagio:

Hospital Geral do Buenos Aires, da Fundag&o Municipal de Salde — Prefeitura Municipal de Teresina Piaui -
Area de Alimentacao Institucional

4. Instituto Federal do Piaui - IFPI

Vinculo
institucional

2001 - 2007 Vinculo: Livre , Enquadramento funcional: Estudante , Carga horaria: 20, Regime: Parcial
Atividades
06/2006 - 01/2007 Estagio, Laboratério Central de Satde Publica Dr. Costa Alvarenga (LACEN-PI)

Estagio:
Area de Bromatologia

5. Hospital Sao Marcos - HSM*

Vinculo
institucional

2005 - 2005 Vinculo: Livre , Enquadramento funcional: Estagiario , Carga horaria: 36, Regime: Parcial
Atividades
01/2005 - 06/2005 Estagio, Associagdo Piauiense de Combate ao Cancer

Estagio:
Servigo de Nutrigdo

6. Panificadora Ideal Ltda - IDEAL

Vinculo
institucional

2007 - 2008 Vinculo: Prestador de Servigo , Enquadramento funcional: Livre , Carga horaria: 20, Regime: Dedicagédo
exclusiva

Atividades
09/2007 - Atual Servigo Técnico Especializado, Ideal

Especificagdo:
Nutricionista

7. Instituto Butanta - IB

Vinculo
institucional

2008 - 2008 Vinculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Estagiaria , Carga horaria: 20, Regime: Parcial
Atividades
05/2008 - 09/2008 Estagio, Instituto Butanta - SP
Estagio:

Estagio realizado no Laboratério de Virologia do Instituto Butanta sob orientacao de Dalva Assung&o Portari
Mancini.

8. Hospital Geral do Buenos Aires - HGBA

Vinculo
institucional

2005 - 2005 Vinculo: Livre , Enquadramento funcional: Estagiario , Carga horaria: 16, Regime: Parcial

Outras informagoes:
Atividades Estagio em Alimentagao Institucional

Projetos

Projetos de
pesquisa

2012 - 2012 O reaproveitamento de alimentos como uma pratica para evitar o desperdicio e promover a Educagao
Alimentar e Nutricional em Caxias — MA

Situagao: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduagao (1);

Integrantes: Lucillia Rabelo de Oliveira Torres (Responsavel); ; Lazaro Renato dos Santos Andrade;
Vanessa Magalhaes da Silva; Aldaisa Pereira dos Santos

https://wwws.cnpq.br/cvlattesweb/pkg_impcv.trata
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Revisor de periddico

1. Food Research International

Vinculo

2015 - Atual Regime: Parcial

Producdo

Producao bibliografica

Artigos completos publicados em periédicos

1. SHINAGAWA, FERNANDA BRANCO; SANTANA, FERNANDA CARVALHO DE; TORRES,
LUCILLIA RABELO OLIVEIRA; MANCINI-FILHO, JORGE
Grape seed oil: a potential functional food?. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (Online). IEED, v.35,p.399 -
408, 2015.

1. OLIVEIRA, LR NEVES, J. A, Silva, M. J. M. ) X
AVALIAGAO DA QUALIDADE FISICO-QUIMICA DO OLEO BRUTO DA AMENDOA DE BABAGU
(ORBIGNYA SPP) PRODUZIDO EM JOSE DE FREITAS-PI. Comunicata Scientiae (Online). , v.4, p.161 -
167, 2013.

2. NEVES, J. A; SILVA,R. A;; OLIVEIRA, L.R; BATISTA, R.D.S.R.
DETERMINAGAO DA PRESENGA DE AFLATOXINAS EM CASTANHAS DE CAJU. Publicatio UEPG.
Ciéncias Exatas e da Terra, Ciéncias Agrarias e Engenharias (Impresso). , v.15, p.39 - 44, 2009.

Artigos aceitos para publicagao

1. TORRES, L.R.O.; SHINAGAWA, F. B.; SANTANA, F. C.; ARAUJO, E. S.; OROPEZA, M. V.; MANCINI-
FILHO, J.
Physicochemical and antioxidant properties of the pequi (Caryocar brasiliense Camb.) almond oil obtained
by handmade and cold-pressed processes. Interational Food Research Journal. , 2016.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1. SHINAGAWA F.B.; TORRES, L.R.O.; SANTANA, F. C.; MANCINI-FILHO, J.
Aumento da atividade de enzimas antioxidantes no tecido cerebral apos o consumo de 6leo de semente de
uva por ratos In: X Brazilian Meeting on Chemistry of Food and Beverages (X BMCFB)/ V National
Conference of National Institute of Science & Technology for Tropical Fruits, 2014, Aracaju.
X Brazilian Meeting on Chemistry of Food and Beverages (X BMCFB)/ V National Conference of
National i of Sci &T y for Tropical Fruits., 2014.

2. TORRES, L.R.O.; SANTANA, F. C.; SHINAGAWA, F. B.; ARAUJO, E. S.; LIMA, H. C.; MANCINI-FILHO, J.
Avaliagéo fisico-quimica e compostos bioativos de ¢leos da améndoa de pequi (Caryocar brasiliense
Camb.) obtidos artesanalmente e por prensagem a frio In: X Brazilian Meeting on Chemistry of Food and
Beverages (X BMCFB)/ V National Conference of National Institute of Science & Technology for Tropical
Fruits, 2014, Aracaju.

X Brazilian Meeting on Chemlstry of Food and Beverages (X BMCFB)/ V National Conference of
National Insti of &T logy for Tropical Fruits. , 2014.

3. YOSHIME, L. T; SILVA,A. M. O. E.; CARVALHO, E. B. T.; SHINAGAWA, F. B.; SANTANA, F. C.; MELO,
LL.P; OLIVEIRA, L.R.; TORRES, R. P, MANCINI-FILHO, J.
Compostos bioativos: Influéncia sobre marcadores de estresse oxidativo e inflamagéo In: IX Simpdsio
lipideos e saude, S&o Paulo.
IX Simpésio lipideos e satde. , 2014.

4, SHINAGAWA, F.B.; YOSHIME, L. T.; SANTANA, F. C.; OLIVEIRA, L.R.; ARAUJO, E. S.; MANCINI-
FILHO, J.
Bioactive compounds of the cold pressure grape seed oil and its correlation with oxidative stability In:
Antioxidants and redox process in health - Bilateral meeting Brazil Japan, 2013, S&o Paulo.
Antioxidants and redox process in health 2013-Program and abstracts. , 2013.

5. SHINAGAWA, F. B.; OLIVEIRA, L.R.; SANTANA, F. C.; MELO, LL.P.; MANCINI-FILHO, J.
Caracterizagéo quimica do ¢leo de semente de uva (Vitis vinifera L) prensado a frio In: 12° Congresso
Nacional da Sociedade Brasnelra de Al|menta<;ao e Nutricao - SBAN, 2013, Foz doIguagu.

Nutrire - Revista da Soci de 4o e Nutrigao - SBAN. , 2013.v.38.

6. SANTANA, F.C.; SHINAGAWA, F.B.; OLIVEIRA, L.R.; REIS, S. L. R;; SILVA/A. M. O. E.; COSTA, A. M;;
MANCINI-FILHO, J.
Influéncia das variaveis solvente, temperatura e tempo na extragdo de compostos fendlicos totais em
sementes de maracuja gerada no processamento industrial In: 12° Congresso Nacional da Sociedade
Brasileira de Alimentagéo e Nutn(;ao SBAN, 2013, Foz do Iguagu.
Nutrire - Revista da Socied. ileira de Ali do e Nutrigao - SBAN. , 2013.v.38.

7. OLIVEIRA, L.R.; SHINAGAWA, F. B.; SANTANA, F. C.; SILVA ,A. M. O. E.; MANCINI-FILHO, J.
Modulation of the lipid peroxidation and antioxidant enzymes by oils suplementation from pequi almond and
palm in rats kidneys In: Antioxidants and redox process in health - Bilateral meeting Brazil Japan, 2013, Sao
Paulo.
Antioxidants and redox process in health 2013-Program and abstracts. , 2013.
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SANTANA, F. C.; SHINAGAWA, F.B.; OLIVEIRA, L.R.; SILVA,A. M. O. E.; MARCELLINI, P.S.; MANCINI-
FILHO, J.
Optimization of extraction of phenolic compounds from passion fruit seed recovered from juice production
residue using response surface methodology In: Antioxidants and redox process in health - Bilateral
meeting Brazil Japan, 2013, S&o Paulo.

Antioxidants and redox process in health 2013-Program and abstracts. , 2013.

ANDRADE, L. R. S;; OLIVEIRA, L.R.; SANTOS, A. P;SILVA,V.M.; SOUSA, E. R.
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