UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS
UNIFAL-MG

MAYARA ATHINA REIS

AVALIACAO DOS EFEITOS DO OLEO OBTIDO DAS AMENDOAS DE BARU
(Dipteryx alata Vog.) SOBRE MARCADORES DE RISCO CARDIOVASCULAR E
FUNCOES HEPATICA E RENAL EM RATOS NORMAIS E DISLIPIDEMICOS

Alfenas/MG
2016



MAYARA ATHINA REIS

AVALIACAO DOS EFEITOS DO OLEO OBTIDO DAS AMENDOAS DE BARU
(Dipteryx alata Vog.) SOBRE MARCADORES DE RISCO CARDIOVASCULAR E
FUNCOES HEPATICA E RENAL EM RATOS NORMAIS E DISLIPIDEMICOS

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pés-Graduacao
em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de
Alfenas (UNIFAL-MG) para obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias Farmacéuticas. Area de
concentragdo: Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Profa. Dra. Fernanda Borges de Araljo
Paula

Coorientadora: Profa. Dra. Stella Maris da Silveira
Duarte

Alfenas/MG
2016



Dados Internacionais de Catalogacao-na-FPublicacao (CIP)
Biblioteca Central da Universidade Federal de Alfenas

Reis, Mayara Athina.

Avaliacdo dos efeitos do 6leo obtido das améndoas de baru
(Dipteryx alata Vog.) sobre marcadores de nsco cardiovascular e
funcdes hepatica e renal em ratos normais e dislipidémicos / Mayara
Athina Reis_ -- 2016

711 il

Onentadora: Fernanda Borges de Araujo Paula.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Universidad
Federal de Alfenas, 2016.

Bibliografia.

/]

1. Dieta Hiperlipidica. 2. Lipideos - toxicidade. 3. Dipteryx. 4.
Dislipidemias. 5. Acidos Graxos. |. Paula, Femanda Borges de
Araudjo. Il Titulo.

CDD 612.01577




MAYARA ATHINA REIS

AVALIACAO DOS EFEITOS DO OLEO OBTIDO DAS AMENDOAS DE BARU
(Dipteryx alata Vog.) SOBRE MARCADORES DE RISCO CARDIOVASCULAR E
FUNCOES HEPATICA E RENAL EM RATOS NORMAIS E DISLIPIDEMICOS

A Banca examinadora, abaixo-assinada, aprova a
Dissertacdo apresentada como parte dos requisitos
para obtengdo do titulo de Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal de Alfenas.
Area de Concentrago: Ciéncias Farmacéuticas.

Aprovada em: 29 de julho de 2016.

Profa. Dra.: Fernanda Borges de Araujo Paula
Instituigdo: Universidade Federal de Alfenas
UNIFAL- MG

Profa. Dra.: Ellen Cristina de Souza
Instituicdo: Universidade Federal de Lavras
UFLA-MG

Profa. Dra.: Carla Speroni Ceron
Instituigdo: Universidade Federal de Alfenas
UNIFAL- MG

Assinatura: & d

Assinatura:

. /
Assinatura: M&[’m




A minha familia e amigos que,
ao acreditarem em mim,

me ajudaram a ter perseveranca

para a realizagao deste trabalho.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, sobretudo, por sempre ter iluminado meu caminho.

A minha orientadora Profa Dra Fernanda Borges de Aradjo Paula, pelos ensinamentos
e principalmente pela confianga depositada em mim para o desenvolvimento deste trabalho.

As minhas preciosas e tdo amadas: mae Rita, avé Janet e tia Fatima. Que sempre me
mostraram que o amor, a paciéncia, a dedicacdo e a esperanca sempre nos levam a alcancar
todos 0s nossos sonhos.

Aos meus irmaos, José Carlos Jinior e Nathalia Athina, que nunca duvidaram do meu
potencial e sempre me fizeram acreditar que 0s sonhos séo possiveis.

Ao meu pai, José Carlos (in memorian), e ao “paidrasto”, Ferdinando, que fizeram me
sentir protegida e confiante para lutar pelos meus objetivos.

Ao Fernando, meu namorado, por todo amor, carinho, paciéncia e incentivo.

A minha amiga Renata Thais, pelo imenso carinho e por estar sempre na torcida.

Aos tios Geraldo, Carol e Miguel e a prima Raissa, por simplesmente acreditarem.

Aos meus padrinhos, aos demais familiares e amigos, por momentos alegres e de
descontracdo.

Aos amigos e colegas de laboratdrio, que estiveram ao meu lado nessa trajetdria
dividindo os momentos de alegria, ansiedade e de muita dedicacdo: André, Barbara, Bruno,
Claudia, Gabriela, Ivana, Jonatas, Krissia, Marcos, Mariane, Mayara, Naiane, Renan, Tayra e
Zoroastro (in memorian).

A Dra. Sueli Regina Baggio e ao Prof Romulo Dias Novaes, pelas colaboragdes, que
se fizeram fundamentais para a realizacdo deste trabalho.

Aos colegas do laboratério de Patologia da UNIFAL-MG, por toda ajuda e atencéo.

Aos professores Stella Maris, Maria Rita, Selmo e também as técnicas Damaris,
Eliana, Lucinda, Mércia, e Romilda pela amizade, disposi¢do e torcida.

A querida Fabiana, secretaria do Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas, pela imensa paciéncia e dedicacao.

Aos membros da banca do exame de qualificacdo, Profas Carla S. Ceron e Marilia G.
A. G. Pereira, e da banca oficial, Profa Ellen Cristina de Souza e Profa Carla Speroni Ceron.

A Universidade Federal de Alfenas, ao Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas, pela maravilhosa oportunidade de desenvolvimento.

E por fim, a CAPES pelo apoio financeiro concedido para a realizagdo desse trabalho.

Meus sinceros agradecimentos!



RESUMO

A lipotoxicidade esta altamente relacionada ao desenvolvimento de alteragdes metabdlicas,
que constituem os principais fatores de risco para o desenvolvimento de doencas crénicas ndo
transmissiveis e suas complicacdes, tais como as doencas cardiovasculares (DCV) e doenca
hepatica gordurosa ndo alcoolica (DHGNA). Estudos apontam que 0 consumo de alimentos
funcionais e nutracéuticos podem contribuir para a reducdo ou prevencdo de alteragcdes
ocasionadas por estas doencas. No cerrado brasileiro, esta presente uma arvore conhecida
popularmente como barueiro (Dipteryx alata Vog.), cujos frutos e sementes fazem parte da
culinaria local. O oleo obtido desta semente tem sido popularmente utilizado tanto na
culinéria como na medicina popular e preventiva. Embora exista alguns relatos de estudos
envolvendo respostas metabolicas frente a ingestdo de améndoas de baru em modelos animal
e humano, ha caréncia de informacdes cientificas a respeito dos efeitos bioldgicos do 6leo
extraido dessas améndoas. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da ingestdo
do 6leo extraido da semente do baru sobre marcadores de risco cardiovascular, morfologia de
orgdos bem como as funcgdes renal e hepatica de ratos normais e dislipidémicos. As sementes
foram obtidas de frutos de baru coletados ao acaso, em Januéria, Minas Gerais, Brasil, durante
0 més de agosto de 2014. O dbleo foi obtido por prensagem mecéanica, utilizando-se 12
toneladas de forga em prensa hidraulica. A analise do dleo por cromatografia gasosa (CG-MS)
forneceu o perfil de &cidos graxos (AG) semelhante ao relatado por outros estudos,
demonstrando a presenca significativa de AG insaturados, sendo o AG monoinsaturado oleico
o de maior quantidade, e em menor concentracdo AG saturados, sendo os acidos palmitico e
lignocérico em maior quantidade. Ratos machos Wistar (400 + 25g) foram divididos em
quatro grupos: controle (1), 6leo de baru (2), dislipidémico (3) e dislipidémico+6leo de baru
(4). Os grupos 1 e 2 receberam agua (10 mL/Kg) e 6leo de baru (1 g/Kg), respectivamente; 0s
grupos 3 e 4 foram tratados com emulsdo rica em colesterol (10 mL/Kg), o Gltimo recebeu
também 6leo de baru (1 g/Kg), durante 15 semanas. Os animais foram pesados semanalmente
e 0 consumo de agua e racdo foi quantificado durante todo o tratamento. Ao término do
tratamento, 0s animais foram anestesiados e as amostras foram coletadas para determinacéo
dos parametros: bioquimicos, peroxidacdo lipidica (PL) e morfologia hepética. Os resultados
obtidos demonstraram que a administracdo da emulsdo rica em lipidios foi capaz de induzir
alteracbes metabolicas nos grupos 3 e 4, como dislipidemia e esteatose, bem como aumentou
os valores de malonaldeido (MDA) na aorta dos animais do grupo 3, no ensaio de PL. O
tratamento com o 6leo de baru apresentou efeitos benéficos, como a diminuigdo dos valores
de MDA na aorta dos animais dos grupos 2 e 4, protecdo dos figados dos animais do grupo 4,
bem como ndo foi capaz de alterar a fungdo renal dos animais. Os resultados obtidos séo
relevantes, demonstrando a seguranca da utilizacdo racional do 6leo, uma vez que este é
utilizado na medicina popular e preventiva assim como na culinaria nacional.

Palavras-chave: Dieta hiperlipidica. Lipotoxicidade. Baru (Dipteryx alata Vog.).
Dislipidemia. Acidos graxos.



ABSTRACT

Lipotoxicity is highly related to the development of metabolic disorders, which are the main
risk factors for the development of chronic diseases and their complications, such as
cardiovascular disease (CVD) and nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD). Studies indicate
that the consumption of functional foods and nutraceuticals may contribute to the reduction or
prevention of alterations caused by these diseases. In the Brazilian cerrado, this is a known
popularly as tree barueiro (Dipteryx alata \VVog.), whose fruits and seeds are part of the local
cuisine. The oil from this seed has been popularly used both in cooking and in folk and
preventive medicine. Although there are some reports of studies involving metabolic
responses front intake baru almonds into animal models and human, there is a lack of
scientific information about the biological effects of oil extracted from these kernels.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the effects of extracted oil intake baru seed on
cardiovascular risk markers, morphology organs as well as renal and hepatic functions of
normal and dyslipidemic mice. The seeds were obtained from fruits baru collected at random
in Januéria, Minas Gerais, Brazil, during the month of August 2014. The oil was obtained by
mechanical pressing, using 12 tons of force on hydraulic press. Oil analysis by gas
chromatography (GC-MS) showed the profile of fatty acids (FA) similar to that reported in
other studies demonstrating the significant presence of unsaturated FA, monounsaturated FA
oleic in greater quantity, and a lesser concentration of saturated FA, palmitic and lignoceric
acids in greater quantity. Male Wistar rats (400 £ 25g) were divided into four groups: control
(1), baru oil (2), dyslipidemia (3) and dyslipidemic Baru + oil (4). Groups 1 and 2 received
water (10 ml / kg) and Baru oil (1g / kg), respectively; groups 3 and 4 were treated with
cholesterol-rich emulsion (10 ml / kg), the latter also received Baru oil (1g / kg) for 15 weeks.
Animals were weighed weekly and the consumption of water and feed were quantified
throughout the treatment. After treatment, the animals were anesthetized and samples were
collected for determination of parameters: biochemical, lipid peroxidation (LP) and liver
morphology. The results showed that administration of rich emulsion lipids was able to
induce metabolic changes in groups 3 and 4 as hyperlipidemia and fatty liver as well as
increased malondialdehyde levels (MDA) in the aorta of animals of group 3, the test PL.
Treatment with Baru oil showed beneficial effects, such as reduction of the MDA levels in the
aorta of the animals of groups 2 and 4, to protect the livers of animals in group 4, and was not
able to alter renal function of animals. The results obtained are relevant, demonstrating the
safety of rational utilization of oil, since this is used in folk and preventive medicine as well in
domestic cooking.

Key words: High-fat diet. Lipotoxicity. Baru (Dipteryx alata Vog.). Dyslipidemia. Fatty
acids.
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1. INTRODUCAO

As dislipidemias, que se caracterizam por alteracdes qualitativas e ou gquantitativas
das lipoproteinas plasmaticas, tém sido associadas ao desenvolvimento de doencas cronicas,
pois podem ter implicacBes patoldgicas graves, decorrentes da lipotoxicidade, acarretando
complicacgBes para a saude da populacdo (KHERA et al., 2011; ALONSO; CERVANTES,
2011; WALENBERGH et al., 2013).

As implicacbes ocasionadas pela lipotoxicidade estdo associadas ao actumulo de
lipidios em 6rgéos e tecidos, resultando aumento do estresse oxidativo e desarranjo tecidual,
0s quais levam ao comprometimento dos 6rgéos e tecidos atingidos. Estas alteracdes podem
levar ao desenvolvimento de doencas crbnicas ndo transmissiveis tais como as doencas
cardiovasculares (DCV) e a doenca hepatica gordurosa ndo alcoolica (DHGNA) (KIM et al.,
2012; D'SOUZA; NZIRORERA; KIENESBERGER, 2016; MOTA et al., 2016).

Estas doengas, que afetam tanto paises em desenvolvimento como os desenvolvidos,
apresentam altas taxas de prevaléncia, significativos indices de morbidade e mortalidade,
gerando alto custo para os sistemas publicos e reducdo da qualidade de vida dos seus
portadores (MOZAFFARIAN et al., 2014; KATSIKI; MIKHAILIDIS; MANTZOROS,
2016). Assim, a pesquisa de novas substancias bioativas que apresentem atividade
reguladora ou inibitéria dos mecanismos patogénicos relacionados a lipotoxicidade € de
fundamental importancia para a prevencdo das doencas cronicas nao transmissiveis
(ZHENG; GARDNER; CLARKE, 2011; GOMEZ et al., 2014; KATSIKI; MIKHAILIDIS;
MANTZOROS, 2016).

As améndoas e 0 6leo de baru tém sido popularmente utilizados ndo somente pelo
seu valor nutricional, mas também pelas suas propriedades terapéuticas. Tem sido relatado
na literatura cientifica que as améndoas do baru podem apresentar efeitos benéficos sobre o
diabetes mellitus, a inflamagéo e estresse oxidativo induzido por ferro (SANO; RIBEIRO;
BRITO, 2004; SIQUEIRA et al., 2012).

Estudos sobre a caracterizagdo quimica do 6leo de baru tém relatado a presenca de
diferentes &cidos graxos saturados e insaturados em sua composi¢do, entre 0s quais se
destacam os acidos oleico (44 a 50%) e linoleico (28 a 31%), tanto pela quantidade
observada no 6leo como também pela atividade bioldgica dos mesmos, que poderia justificar
varios efeitos benéficos do dleo de baru visando a saudabilidade, conforme relatado em
alguns estudos (TAKEMOTO et al. 2001; VERA et al., 2009; FREITAS, NAVES, 2010).
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Estudos envolvendo respostas metabdlicas frente a ingestdo de améndoas torradas de
barueiros (Dipteryx alata VVog.) em modelo animal e humano, bem como relacionados a
caracterizacdo quimica das mesmas, demonstram a eficiéncia de seu consumo. No entanto,
apesar da existéncia de relatos sobre 0 uso do 6leo obtido desta semente na medicina popular
como antirreumaético e regulador da menstruacdo (FERREIRA, 1980; BARROS, 1982), se
faz necessaria a obtencdo de informagdes cientificas a respeito dos efeitos bioldgicos do 6leo

extraido destas améndoas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Com o objetivo de melhor compreensdo deste estudo, encontra-se evidenciada

abaixo a revisdo bibliogréafica.

2.1  LIPIDIOS

Os lipidios sdo moléculas organicas, sollveis em solventes organicos e praticamente
insolUveis em agua, formadas principalmente por liga¢fes carbono-hidrogénio ndo polares.
Encontram-se distribuidos em todos os tecidos e exercem funcBes bioldgicas importantes
nos organismos vivos (BURTIS; BRUNS, 2016). Dos pontos de vista fisioldgico e clinico,
os lipidios biologicamente mais relevantes sdo os fosfolipidios, o colesterol, o0s
triacilglicerdis (TAG) e os &cidos graxos (AG). No plasma, séo transportados na forma de
complexos macromoleculares conhecidos como lipoproteinas (SBC, 2013).

Derivado do ciclopentanoperidrofenantreno, o colesterol é essencial a vida. No
organismo animal, € um elemento estruturante das membranas celulares. Além disso, atua
como substrato para a sintese de &cidos biliares no figado, dos horménios esterdides nos
tecidos na glandula adrenal, testiculos, ovarios e placenta assim como da vitamina D na pele
(SBC, 2013; BURTIS; BRUNS, 2016).

Os TAG sdo formados pela ligacdo de trés acidos graxos com uma molécula de
glicerol, por meio de ligacGes éster. Sdo armazenados nos tecidos adiposo e muscular,
constituindo uma das principais formas de armazenamento energético do organismo
(TRIGUERO et al., 2012; SBC, 2013).

Os fosfolipidios compreendem uma classe especial de lipidios que possuem em sua
estrutura, além de AG e glicerol, o acido fosférico (fosfato) e uma molécula nitrogenada.
Formam a estrutura basica das membranas celulares, além de participarem de vias de
sinalizacdo em reposta a estimulos internos e externos ao organismo (BURTIS; BRUNS,
2016).

Os AG, derivados dos hidrocarbonetos, sdo acidos carboxilicos que possuem 4 a 36
carbonos no seu comprimento. S&o classificados de acordo com o comprimento da cadeia de
carbono (curta, média ou longa), nimero de duplas liga¢des na cadeia de carbono (saturados,
monoinsaturados ou poli-insaturados) e com a configuracdo das duplas ligagdes (cis ou
trans). Na Tabela 1 estdo listados alguns dos AG mais comuns e suas principais fontes
(MOREIRA, 2003).
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Tabela 1 - Nomenclatura, tamanho da cadeia e fontes de principais acidos graxos em alimentos.

Nomenclatura Tamanho da

: " . Nome comum Fontes
sistemaética cadeia
Monoinsaturados
Cis
9-tetradecaendico Cl4:1 Miristoleico Manteiga
9-hexadecaendico Cl6:1 Palmitoléico Alimentos marinhos, carne
9-ocatadecaenoico Ci18:1 Oléico Oliva, canola
11-octadecaengico Ci18:1 Vacénico Alimentos marinhos
Trans
9-octadecaenoico t18:1 Elaidico Gorduras hidrogenadas
11-octadecaendico t18:1 Trans vacénico Gorduras hldr_ogenadas,
manteiga
Poli-insaturados
Cis
9,12-octadiendico C18:2 Linoléico Girassol, Acafrdo
6,9,12-octatriendico C18:3 y-linolénico Primula
: L _ Dihomo-y- . «
8,11,14-eicosatriendico C20:3 AT Figado de tubardo
linolénico
_ 5,8,11,14-,_ C20:4 Araguidonico Ovos, muitas _gorduras
eicosatetraendico animais
.. ) o-Linolénico .
9,12,15-octatrienoico C18:3 (ALA) Soja, canola
. 5’8’11’14’17,'. C20:5 Timnodanico Alimentos marinhos
eicosapentaenoico (EPA)

Fonte: MOREIRA, p. 7, 2003.
Nota: Dados tratados pelo autor.

Estes compostos estdo amplamente distribuidos na natureza e além de apresentarem
valor nutricional, podem também influenciar fatores de risco cardiovasculares, bem como o
metabolismo lipidico, exercendo efeitos benéficos ou prejudicais sobre a saude. As
caracteristicas quimicas associadas a quantidade de AG ingeridos na alimentacdo sdo fatores
determinantes de tais efeitos (SANTOS et al., 2013, HANKE et al., 2013).

Os AG poli-insaturados (PUFAs), acido a-linolénico (w-3, C18:3) e &cido linoleico
(m-6, C18:2), e 0s AG monoinsaturados (MUFAs), acido oleico (®-9, C18:1), sdo
considerados essenciais, pois ndo podem ser sintetizados pelo organismo humano, sendo
necessaria a obtencdo através da dieta (MARTIN et al., 2006).

O AG simples a-linolenico (6mega-3), é sintetizado a partir da dessaturacdo do AG
linoleico (bmega-6) com a participacdo da delta-15-desaturase, ndo presente nos animais,
sendo apenas as plantas capazes de sintetizar o &cido o-linolenico. Ap0s subsequentes
dessaturagdes ou alongamentos de cadeia, o acido a-linolenico pode ser convertido

primeiramente em esteariddnico, convertido em eicosatetraendico e posteriormente
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convertido em &cido eicosapentaenoico (EPA), este por sua vez, ap0s processos de
alongamentos, dessaturacdo e oxidacdo da origem ao &cido docosa-hexaenoico (DHA)
(CALDER, 2012).

Sendo de grande importancia biologica, apds a sua ingestdo pelos animais, os PUFAS
0mega-3 e O6mega—6, compdem os fosfolipidios de membrana, atuando assim como AG
verdadeiramente funcionais, podendo também ser relacionados a conversdo enzimética dos
mesmos em eicosandides. Os eicosanodides desempenham diversas atividades, dentre elas
modulam a resposta inflamatéria e resposta imunoldgica, a exemplo a producdo das
prostaglandinas, tendo significativo papel em atividades biol6égicas importantes como
agregacao plaquetaria ou crescimento e diferenciacdo celular (VIOLA, 1997; ZIBOH, 2000;
CARMO; CORREIA, 2009; MARSMAN et al., 2011; PRINCE et al., 2014).

2.1.1 Lipoproteinas

As lipoproteinas sdo macromoléculas formadas por associacBes entre lipideos e
proteinas, denominadas apolipoproteinas (Apo), que permitem a solubilizacdo e o transporte
dos lipideos no meio aquoso plasmatico. Estas macromoléculas sdo formadas no figado,
intestino ou no plasma por transformacdo de lipoproteinas pré-existentes. Possuem um
nucleo apolar hidrofébico de TAG e colesterol esterificado (CE), rodeado por uma camada
polar hidrofila de fosfolipidios, colesterol livre e Apo, além de antioxidantes lipossoluveis
(TRIGUERO et al., 2012).

Entre as diferentes classificagdes propostas para as lipoproteinas, aquela relacionada
a sua densidade tem sido a mais utilizada. A varia¢do na densidade de cada classe depende
principalmente da proporcédo de lipideos e de proteinas em sua estrutura, conforme pode ser

observado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Classificagdo das lipoproteinas de acordo com a composigéo.

Quilomicrons  VLDL IDL LDL HDL
Densidade (g/L) <950 950-1.006 1.006-1.019 1.006-1.063 1.063-1.210
Diametro (nm) 80-500 25-80 20-35 20-28 4-10
MOb'I'd‘,”lqe Origem Pré-beta Pré-beta Beta Alfa-1
eletroforeética
Proteinas (%) 1-2 7-10 10-12 20-22 45-55
Colesterol (%) 8 20-35 40-45 45-58 20-25
Triacilglicerois 84 50-55 25-30 10-15 8-28
(%)
Apolipoproteinas  A-I, A-11, A-1, A-11,
A-1V, B-48,C, B-100, E B-100, E B-100 A-1V, C, D,
E E
Origem Intestinal Hepética VLDL VLDL Inhtestllr}al €
epatica

Legenda: VLDL - Lipoproteina de densidade muito baixa, IDL - Lipoproteina de densidade intermediaria,
LDL - Lipoproteina de baixa densidade, HDL - Lipoproteina de alta densidade.

Fonte: TRIGUERO et al., p. 1126, 2012.

Nota: Traduzido pelo autor.

2.1.1.1 Metabolismo de lipoproteinas

Os mecanismos exatos de formacdo das diferentes lipoproteinas ainda ndo sdo
totalmente esclarecidos, porém a teoria mais aceita propGe que a incorporacdo de seus
diferentes constituintes ocorre ao longo da migracdo do reticulo endoplasmaético para o
aparelho de Golgi, onde poderiam ser formadas vesiculas secretoras que se fundem com a
membrana celular e libertam as lipoproteinas nascentes no plasma e na linfa (TRIGUERO et
al., 2012; ERRICO et al., 2013).

Os quilomicrons (QM) sdo formados nas células intestinais, apds a absorcdo de
particulas lipidicas provenientes da dieta e lancados para o interior do sistema linfatico,
alcancando, assim, a circulacdo pelo ducto toracico (SBC, 2013).

Na circulacdo, os QM sdo hidrolisados por meio de uma reacdo catalisada pela
enzima lipase lipoproteica (LPL), localizada na superficie endotelial de capilares do tecido
adiposo e musculos. Este processo leva a liberacdo de AG, glicerol e colesterol nédo
esterificado (CNE) e a formacdo de particulas remanescentes de QM. Estes ultimos séo
captados pelo figado enquanto que aos AG podem ser capturados pelos tecidos adiposo,
muscular e pelo figado. Esta via é denominada de via exdgena (SBC, 2013).

A via endogena é responsavel pelo transporte de lipideos de origem hepatica. Assim,
as lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) sdo sintetizadas no figado a partir dos

TAG e fosfolipideos. Na circulacdo, sdo hidrolisadas pela LPL e também pela lipase
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hepatica, sendo progressivamente convertidas em particulas cada vez menores e mais ricas
em colesterol, as VLDL remanescentes, também denominadas de lipoproteinas de densidade
intermediaria (IDL). Estas podem ser depuradas pelo figado, via receptores especificos ou
convertidas em lipoproteinas de baixa densidade (LDL), que possuem em sua cComposi¢ao
quantidades expressivas de colesterol e apenas residuos de TAG. Finalmente, as LDL
resultantes da cascata lipolitica das lipoproteinas sdo captadas no figado e nos tecidos
periféricos, via receptores de LDL (SBC, 2013).

No interior das células, o colesterol livre pode ser esterificado por acdo da enzima
acil-CoA colesterol aciltransferase (ACAT), para depdsito. O aumento do contetdo de
colesterol no meio intracelular hepético inibe a atividade da enzima hidroximetilglutaril
(HMG) CoA redutase, inibindo assim a sua sintese (TRIGUERO et al., 2012; ERRICO et
al., 2013; SBC, 2013).

Ja as lipoproteinas de alta densidade (HDL) sdo formadas no figado, intestino e
circulacdo. Grande parte dos precursores da HDL é proveniente da lipdlise de lipoproteinas
ricas em TAG, como VLDL e os QM. Por meio de um processo chamado transporte reverso
do colesterol, as HDL transportam o colesterol que € sintetizado ou depositado nos tecidos
periféricos para o figado, onde este é captado por receptores especificos denominados SR-
B1. Este mecanismo tem sido considerado com a base de prote¢do do organismo contra a
deposicdo de quantidades excessivas de colesterol nos tecidos (LEANCA et al., 2010).

Embora esta seja uma das acGes mais conhecidas desta lipoproteina, é importante
enfatizar que as HDL possuem outras acdes que também contribuem para a protecao do leito
vascular tais como, a remocdo de lipideos oxidados da LDL, a inibicdo da fixacdo de
moléculas de adesdo e mondcitos ao endotélio e a estimulacdo da liberacdo de 6xido nitrico
(LEANCA et al., 2010).

Assim, em condi¢cBes normais, estas vias atuam no controle da sintese e do
catabolismo das lipoproteinas, sendo responsaveis, portanto, pela manutencdo dos niveis
séricos de lipidios tais como colesterol total (CT) e TAG, dentro dos limites desejaveis
(TRIGUERO et al., 2012; ERRICO et al., 2013; SBC, 2013).

2.1.1.2 Dislipidemias

As dislipidemias formam um grupo de distarbios caracterizados por anormalidades

quantitativas e ou qualitativas das lipoproteinas plasmaticas. Segundo a V Diretriz Brasileira
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sobre Dislipidemias (SBC, 2013), podem ser classificadas de acordo com os dados
laboratoriais ou com a etiologia do disturbio apresentado.

Em seres humanos, a classificacdo laboratorial compreende quatro tipos principais: a
hipercolesterolemia isolada, caracterizada pela elevacdo isolada do CT, em geral
representada por aumento colesterol LDL (LDL-C); a hipertrigliceridemia isolada,
observada quando ha elevacdo isolada dos TAG, em geral representada por aumento do
colesterol VLDL, ou dos QM, ou de ambos; a hiperlipidemia mista, caracterizada por
valores aumentados do CT e dos TAG e a categoria denominada HDL baixa, podem ser
observados valores diminuidos de colesterol HDL isoladamente ou em associagdo com
aumento de LDL-C e ou de TAG (SBC, 2013; BURTIS; BRUNS, 2016).

A classificacdo etiologica divide as dislipidemias em primarias e secundarias (SBC,
2001; SBC, 2007). A importancia desta classificacdo pode ser atribuida ao fato de que
muitas das dislipidemias secundarias podem ser curaveis com o controle da doenca de base,
enquanto as primarias sdo apenas controlaveis (SBC, 2013).

As dislipidemias primarias caracterizam-se pelo aumento ou diminuicdo dos lipidios
plasmaticos, resultantes de alteracdes genéticas que interferem nos mecanismos de sintese
ou de remocdo das lipoproteinas circulantes. Entre as mais frequentes destacam-se: a
sindrome da hiperquilomicronemia, a hipercolesterolemia familiar, a hiperlipidemia familiar
combinada, a disbetalipoproteinemia, a hipertrigliceridemia  familiar e a
hipoalfalipoproteinemia familiar (SBC, 2001; DATTA; COLE; SHORTLAND, 2011;
KLOP; ELTE; CABEZAS, 2013).

Podem ser classificadas laboratorialmente com base nos aspectos genotipicos e
fenotipicos. O primeiro aspecto € realizado por meio de analises moleculares dos tipos e
nimeros de mutacbes génicas. Ja fenotipicamente, é determinado o perfil lipidico que
considera principalmente as concentracdes séricas de CT, LDL, TAG e HDL (MARTINEZ,
LOPES, 2004; SBC, 2007).

As dislipidemias secundarias resultam de alteragdes nas concentragGes plasmaticas
das lipoproteinas, secundarias a uma causa especifica. Podem ser observadas em decorréncia
do uso de medicamentos, patologias e habitos de vida. Entre as causas mais frequentes
podemos citar: diabetes mellitus descompensado, hipotireoidismo, insuficiéncia renal
crénica, hepatopatias colestaticas, obesidade, uso de corticoesteroides, isotretinoina,
etilismo, tabagismo, sedentarismo e ingestdo excessiva de alimentos ricos em acidos graxos
(MARTINEZ; LOPES, 2004; DATTA; COLE; SHORTLAND, 2011).
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As dislipidemias podem ter implicagdes patoldgicas, decorrentes da lipotoxicidade,
comumente observada em diversos tecidos ou 06rgdos, que podem levar a sérias
complicacbes para a saude da populagdo, demonstradas por meio de estudos
epidemioldgicos e experimentais, desenvolvidos com diferentes popula¢ées ou com modelos
experimentais variados (DEGIROLAMO; SHELNESS; RUDELL, 2009; AJJAN; ARIENS,
2009; ALONSO; CERVANTES, 2011; KHERA et al., 2011).

2.2 LIPOTOXICIDADE

A lipotoxicidade pode ser definida como um processo no qual se observa um
acumulo de lipidios e uma super ativacdo das vias de sinalizacdo que levam a disfuncéo
celular (MOTA et al., 2016; D'SOUZA; NZIRORERA; KIENESBERGER, 2016).

Varios lipidios tais como, &cidos graxos livres, fosfatidilcolina, ceramidas, colesterol
livre, triacilglicerois e acidos biliares, tém sido apontados como lipotdxicos. Ainda,
evidéncias cientificas tém associado o aumento dos niveis séricos de CT, LDL, TAG e AG
assim como as concentracdes reduzidas de HDL a lipotoxicidade em diferentes 6rgdos ou
tecidos. (WALENBERGH et al., 2013).

Assim, 0 excesso de lipidios na circulagdo bem como no meio intracelular pode
resultar em morte celular, disfuncdo mitocondrial, estresse do reticulo endoplasmatico,
acumulo de ceramidas e exposicdo aumentada a espécies reativas de oxigénio (ERO) (KIM
etal., 2012; MOTA et al., 2016; D’SOUZA; NZIRORERA, KIENESBERGER 2016).

Tem sido demonstrado que a peroxidacdo lipidica contribui significativamente para
os efeitos toxicos decorrentes do excesso de lipidios no organismo. A interacdo entre ERO e
lipidios acumulados no meio intracelular, pode levar a um processo autocatalitico que
somente estara terminado quando ocorrer escassez das reservas de PUFAS e oxigénio, que
sdo os substratos para que a peroxidacéo lipidica ocorra (DOS SANTOS et al., 2007).

Os produtos finais da peroxidacdo lipidica podem ser apontados como aldeidos,
ésteres, cetonas, alcoois e até mesmo hidrocarbonetos provenientes da clivagem de
hidroperoxidos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; LOUREIRO et al., 2002).
Subsequentemente, os peroxidos lipidicos podem interagir com macromoléculas tais como,
DNA mitocondrial, RNA e proteinas mitocondriais, levando a disfungdo celular
(SCHRAUWEN et al., 2010).

Neste contexto, tanto os efeitos tdxicos diretos como aqueles secundarios a

lipotoxidicidade tém sido associados aos principais mecanismos que levam ao
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desenvolvimento de doengas cronicas associadas a dislipidemia (KIM et al., 2012;
WALENBERGH et al., 2013; D'SOUZA; NZIRORERA, KIENESBERGER, 2016).

Entre estas, as DCV e a DGHNA ocupam posicao de destaque no cenario mundial,
tendo em vista as suas prevaléncias, os altos indices de morbidade e mortalidade
ocasionados pelas mesmas, bem como o alto custo para os sistemas publicos e a redugdo da
qualidade de vida dos portadores destas doencas (MOZAFFARIAN et al., 2014; KATSIKI,
MIKHAILIDIS; MANTZOROS, 2016).

2.2.1 Doengas cardiovasculares

As DCV constituem uma das mais reconhecidas e importantes causas de morte no
mundo todo, afetando paises desenvolvidos e em desenvolvimento, sendo responsaveis por
cerca de 30% das mortes globais (CABALLERO-GEORGE, 2015; CHUI et al., 2015).
Abrangem uma gama de desordens, que incluem doencas vasculares, doencas do miocéardio,
distdrbios da conducéo elétrica cardiaca e doenca cardiaca congénita.

Segundo as projecdes da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a tendéncia de
elevacdo na prevaléncia de DCV tende a persistir, principalmente nos paises em
desenvolvimento. Estima-se que em 2030, cerca de 23,6 milhdes de pessoas morram de
DCV no mundo (MENDIS; PUSKA; NORRVING, 2011; MOZAFFARIAN et al., 2014).

De acordo com dados do Ministério da Saude (2011), tais doencas sdo apontadas
como a causa de 29,4% dos Obitos registrados no Brasil. Entre estas, as sindromes
coronarianas agudas, o acidente vascular cerebral (AVC) e a insuficiéncia cardiaca
descompensada tém sido apontados como as principais causas de morte e de hospitalizacéo
(ANDRADE et al., 2013).

As DCV tém sido apontadas como responsaveis por grandes prejuizos
socioecondémicos em todo o mundo, sendo consideradas como problemas de satde publica
no Brasil, a medida que parecem existir fatores de risco para estas doencas disseminadas na
populacdo de todos os niveis socioeconémicos (MANSUR; FAVARATO 2012; GO et al.,
2013).

Assim, € de grande interesse buscar por tratamentos de sucesso para aumentar a
sobrevida de pacientes que sofrem dessas desordens para reduzir o impacto destas doencas
no sistema de salde global (PAGIDIPATI; GAZIANI, 2013).
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Dentre 0s processos patolégicos que levam ao desenvolvimento de tais doencas, a
aterosclerose €, indiscutivelmente, o que mais acomete individuos em todo o mundo
(PUSKA, 1986; MCINTOSH, 1989; ROSS, 1993; GO et al., 2013).

A aterosclerose € caracterizada pelo acumulo de lipidios no endotélio vascular e
formagdo de placas que emergem da camada intima das artérias em resposta a agressao
endotelial. Acomete principalmente a camada intima de artérias de médio e grande calibre e
é responsavel pela complicacéo das principais DCV, tais como: doenga arterial coronariana,
AVC, doenca arterial periférica e faléncia cardiaca (SOEHNLEIN, 2012).

Diversos estudos desde Dawber (1980) tém fornecido uma visao sobre os fatores de
risco envolvidos na etiologia da doenca cardiovascular aterosclerotica (SANTOS FILHO;
MARTINEZ, 2002; ALVES et al., 2009; LIBBY; RIDKER; HANSSON, 2009), sendo
observado que fatores tais como a hipertensdo arterial, as dislipidemias, a obesidade, o
diabetes mellitus e alguns héabitos relacionados ao estilo de vida, como dieta rica em
calorias, gorduras saturadas, colesterol e sal, consumo de bebida alcodlica, tabagismo e
sedentarismo podem aumentar o risco de desenvolvimento da aterosclerose (ALVES et al.,
2009). Além destes, fatores ndo controlaveis como idade, sexo e hereditariedade também
devem ser considerados (ERBEL; BUDOFF, 2012; SBC, 2013).

Apesar dos mecanismos celular e molecular da aterogénese ndo estarem totalmente
elucidados € conhecido que esta patologia envolve uma série de fatores inflamatérios e
células do sistema de defesa imunolégico interagindo por diferentes vias metabolicas e que o
aumento da concentracdo sérica de colesterol, principalmente da LDL, tem sido apontado
como o principal fator de risco para o desenvolvimento da aterosclerose (ALVES et al.,
2009; R1ZZO et al., 2009).

O aumento da permeabilidade vascular a LDL favorece a sua retengdo no espago
subendotelial. Estas lipoproteinas podem passar por processos oxidativos mediados por
ERO, levando a modificacBes estruturais e funcionais destas macromoléculas (MOORE;
TABAS, 2011; PALMEFORS et al., 2014).

A LDL oxidada atua como um sinalizador para o recrutamento de mondcitos,
induzindo reacdes inflamatorias dentro da parede arterial, que promove o desenvolvimento
de placas ateroscleroticas. As modificagdes oxidativas de LDL ocorrem principalmente na
intima, em microambientes escassos de antioxidantes do plasma. No entanto, a oxidacao da
LDL pode ocorrer também no plasma de forma menos intensa. Um estudo ex vivo mostrou
que o conteudo de LDL na placa aterosclerética era aproximadamente 70 vezes mais

elevado do que a sua concentracdo plasmatica (NISHI et al., 2002). A concentracao
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plasmatica elevada de LDL oxidada esté correlacionada com a vulnerabilidade e a ruptura de
lesBes ateroscleréticas. Acontecendo a ruptura, essa LDL oxidada pode atingir a corrente
sanguinea e o0 seu nivel plasmatico pode ser um possivel marcador de risco coronariano
(WITZTUM, 1994; HOLVOET et al., 2001; NISHI et al., 2002; SIGALA et al., 2010).

O acumulo de LDL oxidada na parede vascular contribui para a liberagdo de uma
série de citocinas e fatores de crescimento. Neste processo, hd& um aumento da resposta
inflamatoria estimulando a migracdo de mondcitos para a intima bem como a sua
diferenciacdo em macrofagos, que através de receptores scavenger, podem captar a LDL
oxidada, levando a formacao de células espumosas (foam cell), que constituem o principal
componente das estrias gordurosas (lesbes macroscopicas iniciais da aterosclerose)
(CORREA-CAMACHO; DIAS-MELICIO; SOARES, 2007; LIBBY; RIDKER;
HANSSON, 2009).

Durante os estagios iniciais de desenvolvimento da placa aterosclerética, a doenca é
clinicamente silenciosa, mas durante sua evolucdo, as placas podem se tornar instaveis e,
eventualmente se romper expondo um nucleo pré-trombético. Este processo resulta na
ativacdo de plaquetas e de fatores de coagulacdo com a formacdo de um trombo, o qual pode
obstruir parcial ou completamente o limen do vaso. Nesta situacdo observam-se
manifestacdes clinicas como sintomas isquémicos, que, ndo raramente, podem causar danos
irreversiveis ao 6rgdo afetado (MOORE; TABAS, 2011).

Portanto, os mecanismos que levam ao desenvolvimento da aterosclerose tém sido
relacionados a uma associacdo de fatores tais como: anormalidades lipidicas, estresse
oxidativo, ativacdo plaquetaria, trombose, inflamacdo e alteracdes metabélicas (CORREA-
CAMACHO; DIAS-MELICIO; SOARES, 2007; LIBBY; RIDKER; HANSSON, 2009;
MOORE; TABAS, 2011).

2.2.2 Doenca hepatica gordurosa nao alcodlica

A doenca hepética gordurosa ndo alcoolica (DHGNA) é conhecida como a principal
doenca hepatica no mundo ocidental e pode ocorrer em qualquer idade, inclusive na infancia
e adolescéncia. E uma condicdo clinica, multifatorial, na qual estdo incluidas diversas
doencas hepaticas, abrangendo desde a esteatose simples & condigdes mais graves como
esteatohepatite, fibrose hepética, cirrose e eventualmente, o carcinoma hepatocelular
(KOEK; LIEDORP; BAST, 2011; MACHADO; DIEHL, 2016).
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De acordo com dados da literatura, a DHGNA atinge entre 25 e 30% da populagéo
mundial (ARGUELLO et al., 2015). Devido a estreita relagdo com diversos fatores de risco
cardiovasculares tais como obesidade, dislipidemia, diabetes mellitus, hipotensdo e
tabagismo, a DHGNA tem despertado a atencdo mundial, ja que pode contribuir para o
aumento da morbidade e da mortalidade por doenca hepética e cardiovascular (KATSIKI;
MIKHAILIDIS; MANTZOROS, 2016).

Enquanto a esteatose simples apresenta um prognastico benigno em relacéo a funcéo
hepatica, a esteatohepatite confere um risco de mortalidade quase duas vezes maior, devido
as complicacdes hepaticas decorrentes desta patologia (MUSSO; GAMBINO; CASSADER,
2013).

A hipdtese mais aceita sobre a patogénese da estatohepatite propbe o seu
desenvolvimento em duas fases. A primeira fase seria a esteatose hepatica, determinada por
anormalidades metabolicas decorrentes de lipolise aumentada, de maior captacdo de AG
livres pelos hepatocitos, de aumento da sintese de lipidios assim como da reducéo da
oxidacdo de AG livres e da exportacdo de TAG pelo figado. Estes fatores contribuem para o
acumulo excessivo de gorduras nos hepatdcitos, que ocorre na forma de goticulas de lipidios
e poderiam sensibilizar o figado, levando a segunda fase que estd associada ao estresse
oxidativo e a inducdo da inflamacdo. Além do aumento da producdo de adipocinas, que
afetam vias de sinalizacdo celular, nesta fase tem sido observado também, o aumento do
estresse oxidativo assim como da producéo de citocinas pro-inflamatdrias tais como, fator de
necrose tumoral (TNF), Interleucinas 1 e 6 e proteina C reativa (TAKAHASHI; SOEJIMA;
FUKUSATO, 2012; WALENBERGH et al., 2013).

Por outro lado, uma proposi¢do mais recente aponta para o fato de que a esteatose
simples e a esteatohepatite podem ser duas patologias distintas, cujo desenvolvimento estaria
associado ao acumulo de espécies lipidicas toxicas e pré-inflamatorias que poderiam
interagir, levando ao desenvolvimento da esteatohepatite enquanto que no caso da esteatose
simples, o figado estaria livre de alteragdes inflamatdrias e fibroticas (MUSSO; GAMBINO;
CASSADER, 2013).

Embora o mecanismo molecular que leva a transi¢do da esteatose a esteatohepatite
ainda ndo esteja totalmente esclarecido, varios estudos apontam que o acumulo de lipidios,
como AG, TAG e colesterol livre nos hepatdcitos, poderia levar a lipotoxicidade hepatica,
desregulando o metabolismo mitocondrial e lisossomial, além de induzir o estresse do
reticulo endoplamético, que poderia resultar em apoptose (MUSSO; GAMBINO;
CASSADER, 2013; MOTA et al., 2016).
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Tem sido demonstrado que o acimulo de colesterol livre pode lesar os hepatdcitos
levando a desregulacdo mitocondrial e diretamente, devido ao rompimento da integridade da
membrana mitocondrial e do reticulo endoplasmatico. Estes processos contribuem para a
lesdo oxidativa e para o estresse do reticulo endoplasmatico. Além disso, o acumulo de
particulas de LDL oxidada pode ativar células de Kupffer e células estreladas, levando a
inflamacdo e fibrose hepética (KOEK; LIEDORP; BAST, 2011).

De acordo com Takahashi e Soejima (2014), o metabolismo de lipidos alterado, a
hepatotoxicidade mediada pelos AG livres, o estresse oxidativo, a producdo aumentada de
citocinas  pro-inflamatérias, o transporte anormal de colesterol intra-hepético,
hiperinsulinemia, hiperleptinemia, hipoadiponectinemia e apoptose sdo importantes fatores
gue em conjunto contribuem para o desenvolvimento da segunda fase que leva ao
desenvolvimento da esteatose hepatica também denominada esteatohepatite.

As alteracdes histoldgicas decorrentes destes disturbios se iniciam com processos
reversiveis como degeneracdo hidropica e esteatose microvesicular. Se a alteracdo
metabolica persistir, 0s processos se tornam mais acentuados, acarretando em desarranjo
tecidual, infiltrado inflamatorio e esteatose macrovesicular. Nesta fase, as alteracGes
acarretadas nestas celulas podem ser revertidas, porém, se a condi¢cdo primaria ndo for
modificada, pode levar a processos mais graves como a cirrose hepéatica ou até mesmo
carcinoma hepatocelular (TOMINAGATA et al, 1995; DAMASO et al., 2006;
ARGUELLO etal., 2015).

2.3 BARU (DIPTERYX ALATA VOG.)

No Cerrado, o segundo maior bioma brasileiro, estd disseminada uma arvore da
familia Leguminosae, conhecida popularmente por baru (Dipteryx alata Vog.), fonte de
renda da populagéo regional, a partir da utilizacdo da madeira, frutos e sementes (SANO;
RIBEIRO; BRITO, 2004).

O barueiro floresce de novembro a maio e produz fruto de julho a outubro. Seu fruto
é uma drupa e contém uma Unica semente de cor castanha, denominada améndoa (BOZZA,
2004; SANO; BRITO; & RIBEIRO, 2006).

A polpa e a améndoa de baru s&o comestiveis e apresentam valor energético de cerca
de 300 kcal/100g e 476 a 560 kcal/100g respectivamente (PINHO et al., 2015). As
améndoas, no entanto, como a maioria das sementes de leguminosas, contém inibidor de

tripsina, que afeta indiretamente a absorcdo de aminodcidos essenciais, ndo sendo
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recomendada, entéo, a semente in natura. Processos de tratamento térmico podem inativar
os inibidores de tripsina, tornando-as comestiveis. Assim, as sementes (FIGURA 1) sdo
indicadas para o consumo apds serem torradas ou entdo fazendo parte de diferentes receitas
de doces e licores enguanto que a polpa, levemente adocicada, geralmente é consumida in
natura ou na forma de doces (TOGASHI; SCARBIERI, 1994).

Figura 1 - Améndoas de baru (Dipterx alata VVog.)

Legenda: A - améndoas in natura. B - améndoas em processo de
torrefacéo.
Fonte: Do autor.

A partir das améndoas do baru, pode ser obtido um éleo (FIGURA 2) com alto grau
de instauracdo (75 a 80%), semelhante ao azeite de oliva (75 a 95%), com potencial para
utilizacdo na cozinha e que apresenta em sua composicao alfa tocoferol, AG insaturados,
saturados e aminoéacidos essenciais (RODRIGUES, 2015). Além do valor nutricional e da
possibilidade do uso culinério, o 6leo da semente de baru pode apresentar também
propriedades medicinais, uma vez que tem sido relatado o seu uso na medicina popular e
preventiva como antirreumatico e regulador da menstruacdo (SANO; RIBEIRO; BRITO,
2004).
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Figura 2 - Oleo de baru (Dipterx alata Vog.).

Fonte: Do autor.

Segundo Vera et al. (2009), os AG insaturados estdo presentes em maiores
concentracdes que os acidos graxos saturados (SFA) nas améndoas do baru. Ainda neste
estudo foi demonstrado que os &cidos linoleico e oleico se destacaram como principais
acidos graxos insaturados. De acordo com Sano et al. (2004) o teor de &cido linoleico nas
améndoas do baru é superior ao 6leo de amendoim, de coco, do azeite de oliva assim como
do dendé. Entre os SFA, foram relatados os &cidos palmitico, estearico, lignocérico e
behénico como principais componentes desta classe de lipidios (VERA et al., 2009).

A presenca destes AG no 6leo obtido da semente do baru pode ter importantes
implicacdes sobre a salde, uma vez que a quantidade e o tipo de lipidios ingeridos podem
influenciar o metabolismo lipidico, resisténcia a insulina e risco cardiovascular (SBC, 2007;
BASTOS; ROGERO; AREAS, 2009).

Embora alguns autores tenham demonstrado que a semente do baru, pode apresentar
um efeito saciante, importante no diabetes mellitus tipo I, além de reduzir a pressao arterial,
a inflamacg&o e o estresse oxidativo induzido por ferro (SANO; RIBEIRO; BRITO, 2004;
SIQUEIRA et al., 2012), ha ainda poucos estudos relacionados aos efeitos da ingestdo do

0leo isolado desta semente sobre a salde de seres Vvivos.
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OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar os efeitos da ingestdo do 6leo

extraido da améndoa do baru (Dipteryx alata Vog.) sobre marcadores de risco

cardiovascular, bem como sobre as funcbes hepatica e renal em ratos normais e

dislipidémicos.

d)

Os objetivos especificos foram:

Avaliar o perfil de &cidos graxos (AG) presentes no 6leo fixo obtido da semente do
baru;

Verificar os efeitos da ingestdo do 6leo sobre o perfil lipidico e glicémico no soro de
ratos normais e dislipidémicos;

Analisar os efeitos da ingestdo do 6leo sobre as concentracBes de uréia, creatinina,
acido Urico, albumina e atividades de aspartato amino transferase (AST), alanina
amino transferase (ALT) e fosfatase alcalina (FAL) no soro de animais normais e
dislipidémicos;

Avaliar os efeitos da ingestdo do 6leo de baru sobre a peroxidagdo lipidica (PL) no
soro e em artéria aorta de ratos normais e dislipidémicos;

Verificar os efeitos da ingestdo do 6leo sobre a morfol6gica hepatica em ratos

normais e dislipidémicos.
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4. MATERIAIS E METODOS

Os materiais e métodos utilizados no presente estudo encontram-se evidenciados

abaixo.

41  COLETA E PREPARO DO VEGETAL

As améndoas, coletadas durante 0 més de agosto de 2014, foram obtidas de
produtores locais da regido de Januaria, Minas Gerais, Brasil. Estas foram armazenadas no
Laboratorio de Bioquimica Clinica da UNIFAL-MG, em embalagens plésticas, em

temperatura de 2 a 8°C.

42  EXTRACAO DO OLEO

As améndoas foram selecionadas e submetidas a torrefacdo em estufa com circulacédo
de ar a 150° C por 45 minutos, conforme descrito por Lemos (2012), para inativacdo dos
compostos antinutricionais presentes na semente in natura.

A extracdo do 6leo foi entdo realizada por prensagem mecanica utilizando-se prensa
hidraulica, conforme ilustrado na Figura 3, em temperatura ambiente (25°C) com pressdo de
3 a 12 toneladas (FERREIRA et al., 2006). O 6leo obtido foi armazenado em frasco ambar,

em temperatura entre 2 e 8°C.
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Figura 3 - Processo de extragdo do 6leo de baru (Dipteryx alata VVog.).

A

i
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Legenda: A - Processo de extracdo do Oleo de baru (Dipteryx alata Vog.) por prensagem mecanica e B -
Torta da semente de baru apds extragdo do dleo.
Fonte: Do autor.

43  AVALIACAO DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

Para avaliacdo da composicdo de AG, foi realizada a analise em cromatografia em
fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS), utilizando um Cromatografo
gasoso acoplado ao espectrometro de massas GC-MS QP-2010 Plus Shimadzu® Corporation
(Kyoto, Japédo). A preparacdo dos ésteres metilicos de &cidos graxos (FAME) foi realizada
segundo Hartman & Lago (1973) e as condi¢Ges cromatograficas foram estabelecidas
segundo Horwitz (2010) e Firestone (2014). Estes ensaios foram realizados no Instituto de

Tecnologia de Alimentos, em Campinas-SP.
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4.4  ENSAIOS BIOLOGICOS

Os materiais e métodos utilizados para avaliacdo biologica encontram-se

evidenciados abaixo.

441 Animais

Este estudo foi realizado de acordo com a aprovagdo do Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Alfenas e registado com protocolo n° 06/2016.

Foram utilizados ratos machos Wistar, com peso de 400 + 25¢g, obtidos no Biotério
da Universidade Federal de Alfenas. Os animais foram mantidos em caixas de polietileno,
em que receberam agua e racdo comercial ad libitum. Foram utilizados 40 animais, divididos
em 4 grupos experimentais com 10 animais cada, conforme descrito abaixo:

a) Grupo 1 (controle): animais ndo dislipidémicos tratados com agua (10 mL/Kg);

b) Grupo 2 (6leo): animais ndo dislipidémicos tratados com o 6leo da semente de baru

(1g/Kg de peso corporal);
c) Grupo 3 (dislipidémico): animais dislipidémicos tratados com agua;

d) Grupo 4 (dislipidémico tratado com 6leo): animais dislipidémicos tratados com o
6leo da semente de baru (1g/Kg de peso corporal).

Para induzir a dislipidemia os animais foram tratados diariamente com uma emulséo
rica em lipideos (10 mL/Kg), preparada segundo Li et al. (2011) com modificagdes, e de
acordo com o protocolo adotado neste estudo, a emulsao foi composta por colesterol (0,05
g/mL), colato de sddio (0,01 g/mL), banha vegetal (0,15 g/mL), propilenoglicol (10%, v/v),
tween 80 (10%, v/v) e vitamina D (4 pg/mL).

A concentragdo de 6leo administrada foi estimada com base no estudo de Sekhon-
Loodu et al. (2014).

A administracdo da &gua, da emulsdo rica em lipidios bem como do 6leo de baru foi

realizada por gavagem, diariamente, durante 15 semanas.
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4.4.2 Avaliagdo de parametros biologicos

O peso corporal médio dos animais foi determinado semanalmente. Para determinar
0 consumo médio diario de racdo e 4gua, a quantidade consumida em 24 horas foi verificada

trés vezes por semana, durante as 15 semanas de tratamento (CARVALHO et al., 2009).

4.4.3 Obtencao das amostras

Ao término das 15 semanas, apds 12 horas em jejum, os animais foram anestesiados
com tiopental (90 mg/Kg de peso corporal i.p.). O sangue colhido por puncdo da aorta
abdominal foi distribuido em tubos siliconizados sem aditivo para obtencdo de soro. Em
seguida, os animais foram submetidos a eutanasia para coleta de 6rgdo e fragmentos. O
figado foi retirado e armazenado em formaldeido a 10% para posterior analise histoldgica,
enguanto que uma porc¢do da artéria aorta foi armazenada a -80°C, em tampéo fosfato salino

(PBS) 0,1 M contendo inibidores de proteases, para avaliacdo da peroxidacao lipidica.

4.4.3.1 Obtencéo de soro

O soro foi obtido por centrifugacdo do sangue colhido em tubos siliconizados a
15009 durante 10 minutos e dividido em duas aliquotas, sendo uma por¢do armazenada com
inibidores de protease e EDTA a -80°C e outra por¢do armazenada sem aditivos. A porgao
contendo aditivos foi utilizada para avaliacdo da peroxidacdo lipidica e a outra por¢do
utilizada para a avaliacdo de marcadores de risco cardiovascular bem como das funcgdes

hepaética e renal.

4.4.3.2 Obtencdo do homogeneizado da artéria aorta

A aorta obtida foi homogeneizada a 4°C, em PBS 01 M, fenil-
metilfluoridosulfoxido (PMSF) 50 pg/mL, benzamidina 100 pM e tripsina 50uM
equivalente a 12 vezes o peso fresco do tecido. O homogeneizado foi centrifugado a 3000g,
por 10 minutos a 4°C, sendo utilizado o sobrenadante para a determinagdo da peroxidagéo
lipidica (JONES; ABDALLA; FREITAS, 1995).
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4.4.4  Avaliacdo de marcadores de risco cardiovascular

A avaliacdo de marcadores de risco cardiovascular foi realizada a partir da analise de

parametros evidenciados abaixo.

4.4.4.1 Avaliaco do perfil lipidico e glicemia

As concentracdes de CT, TAG, colesterol HDL e glicose foram determinadas no
soro por método enzimatico colorimétrico em aparelho automatizado Labmax Pleno,
utilizando kits comerciais da marca Labtest®. A concentracdo de lipoproteinas aterogénicas
foi estimada através da diferenca entre a concentracdo de CT e de colesterol HDL, e
expressa como colesterol ndo HDL (SBC, 2013; BURTIS; BRUNS, 2016).

4.4.4.2 Avaliacdo da peroxidacao lipidica

Foi avaliada através da determinacdo de substancias reativas ao acido tiobarbitlrico
(TBARS), estimada como dialdeido maldnico, também conhecido como malonaldeido
(MDA), por fluorimetria. Para cada 150 puL de amostra ou de padrdo foram adicionados 750
uL de acido fosférico 1,22 M, 1,350 mL de agua e 750 pL de acido tiobarbitarico (TBA)
0,67% em acido acético 50%. Apds homogeneizacdo por 30 segundos, as amostras foram
incubadas em banho-maria a 95°C, durante 60 minutos. Em seguida, as mesmas foram
resfriadas em banho de gelo. Foram adicionados 1,8 mL de metanol e 0,2 mL de hidréxido
de sodio (NaOH) 1 M para cada aliquota de 1,0 mL de amostra ou de padréo.

As leituras foram realizadas em espectrofluorimetro Varian, Cary eclipse, (Aexcitagio:
532 nm e Aemissio: 553 NM) e a concentracdo de MDA foi estimada utilizando uma curva
padrdo com tetraetoxipropano (GRIFFITHS; LUNEC, 1989).

445 Avaliacdo da funcéo renal

A concentragdo de acido Urico e de uréia foram determinadas no soro por método
enzimético colorimétrico e a concentracdo de creatinina foi determinada, também no soro,
segundo o método de Jaffé modificado em aparelho automatizado Labmax Pleno, utilizando
kits comerciais da marca Labtest® (BURTIS; BRUNS, 2016).
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4.4.6 Avaliagdo da funcéo hepética

A avaliacdo da funcdo hepatica foi realizada a partir da analise de parametros

evidenciados abaixo.

4.4.6.1 Avaliacdo morfoldgica

Apds fixacdo em formaldeido 10%, os o¢rgdos foram submetidos a exame
macroscopico para inclusdo em parafina. Os figados tiveram pelo menos trés de seus lobos
seccionados em fragmentos, sendo todos feitos por cortes transversais. Posteriormente, 0s
fragmentos foram emblocados em parafina, por processamento histoldgico de rotina. Foi
realizada a obtencdo de cortes teciduais em microtomia para posterior processo de coloracdo
em hematoxilina e eosina segundo Prophet et al. (1992) e Michalany (1998).

Utilizando-se método estereoldgico, foram examinadas as alteragdes morfoldgicas,
em um sistema de teste de 100 pontos em uma érea de teste padrdo de 22 x 10° pm?. Para
cada grupo, foram amostrados aleatoriamente 60 campos histologicos (x 400 ampliacdo). Os
campos histologicos foram capturados utilizando-se a camera digital Axiocam ICc3 (Zeiss,
Germany).

Foram estimadas as densidades de volume (Vv, %) de: hepatdcitos totais (HT),
células instersticiais (Cl), capilares sinusoides (CS), hepatocitos normais (HN), degeneracédo
hidropica (DH), esteatose (E). A Vv foi estimada por pontos contados e utilizando-se a
seguinte formula: Vv = PP [estrutura]/PT, onde PP é o nimero de pontos situados sobre a
estrutura de interesse e PT € o total de pontos inseridos no sistema de teste. As areas dos
nacleos foram determinadas através da medicdo de 120 nucleos de hepatdcitos para cada
animal. As analises morfologicas foram realizadas utilizando-se o software de analise de
imagens Image Pro-Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) (FREITAS et
al., 2016).

4.4.6.2 Perfil proteico e enzimatico

Foi realizada por meio de determinagdes no soro da concentracdo de albumina, por
método colorimétrico, e da atividade das enzimas AST, ALT e FAL, por método cinético em
aparelho automatizado Labmax Pleno, utilizando kits comerciais da marca Labtest®
(BURTIS; BRUNS, 2016).
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45  ANALISES ESTATISTICAS

Os valores observados na avaliagdo morfoldgica e na peroxidagdo lipidica foram
analisados utilizando-se o programa estatistico Graph Pad Prism 5 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, EUA). Foram submetidos a anélise de variancia de uma via (one-way
ANOVA) e ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. As compara¢@es multiplas entre as
médias desses tratamentos foram realizadas utilizando-se o teste Dunn’s. Os testes foram
considerados significantes quando o valor de P foi menor que 0,05.

Os valores observados para as varidveis dos demais parametros avaliados foram
submetidos a one-way ANOVA. As comparacBes multiplas entre as médias desses
tratamentos foram realizadas a partir do software Sisvar utilizando-se o teste Tukey. Os

testes foram considerados significantes quando o valor de P foi menor que 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao do presente estudo encontram-se evidenciados abaixo.

51 OBTENCAO DO OLEO DE BARU

Entre os varios métodos disponiveis para a extracdo de 6leos vegetais, 0 método de
extracdo por prensagem, adotado no presente estudo, € um dos mais comuns, seguido por
métodos de extracdo com solventes.

No presente estudo, foram obtidos cerca de 270 mL do 6leo para cada 1000 g da
semente de baru, sendo o rendimento médio estimado em 30%, demonstrando que o
rendimento do método por prensagem mecéanica se assemelha ao observado em outros
estudos que utilizaram métodos de extragdo com solventes para a obtencdo do 6leo de baru,
sendo obtido cerca de 33% de extrato etéreo (VERA et al., 2009).

A extracdo realizada por prensagem mecanica em prensa hidraulica (ndo continua)
garante a obtencdo de um Oleo que apresenta qualidade superior aos 6leos obtidos por
extracdo com solventes ou por refino, pois é realizada em temperatura ambiente, sem que
haja a deterioracdo dos compostos presentes neste 6leo (RAMALHO; SUAREZ, 2013;
AGEITEC, 2016). Entretanto, um dos inconvenientes apresentados por este método é a
possibilidade de um menor rendimento em relacdo aos demais.

Sendo assim, os resultados apresentados neste trabalho demonstraram que o
protocolo de extracdo do 6leo de baru, adotado neste estudo, foi capaz de garantir uma

extracdo tdo eficiente quanto aquelas realizadas com o uso de solventes.

5.2  AVALIACAO DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

A Figura 4 e as Tabelas 3 e 4 apresentam os dados obtidos na analise cromatografica

do 6leo de baru.
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Figura 4 - Cromatograma obtido da analise do perfil de acidos graxos do 6leo de baru (Dipteryx alata Vog.).
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Legenda: 1 - Acido Palmitico, 2 - Acido Esteérico, 3 - Acido Oleico, 4 - Acido Linoleico, 5 - Acido
Araquidico, 6 - Acido a linolénico, 7 — Acido Cis-11-eicosendico, 8 — Acido Behénico, 9 —
Composto ndo identificado, 10 — Acido Tricosan6ico, 11 — Acido Lignocérico, 12 — Composto no
identificado.

Fonte: Do autor.

Tabela 3 - Perfil de &cidos graxos totais (%) do 6leo extraido das améndoas de baru por
prensagem mecanica.

Acidos graxos  Totalizados % Area 9/100g
Saturado 20,14 19,25
Monoinsaturado 49,58 47,40
Poli-insaturado 29,49 28,19
Trans 0,00 0,00
NI 0,79 0,76
TOTAL 100,00

Legenda: NI - N&o identificado
Fonte: Do autor.

A anélise do perfil de AG do dleo extraido da semente de baru demonstrou a
presenca de MUFAs, seguidos pelos PUFAs (TABELA 3). Entre os MUFAs, foi observado
que o &cido oleico é o componente majoritario, enquanto que entre os PUFAs, o acido
linoleico foi o predominante. Em menor quantidade, foi observada também a presenca de
SFA, como acido palmitico, seguido pelos acidos lignocerico, estearico, behénico e
araquidico (TABELA 4).

Estes resultados corroboram com dados relatados por outros autores, que também

observaram perfis de AG semelhantes ao obtido neste estudo, ao analisar o 6leo obtido das
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sementes de baru (VALLILO; TAVARES; AUED, 1990; TOGASHI; SGARBIERI, 1994;
TAKEMOTO, 2001; LEMOS, 2012).

Tabela 4 - Perfil de &cidos graxos especificos do éleo extraido das améndoas de baru por
prensagem mecanica.

Acido Graxo % Area 9/100g
C 16:0 Palmitico 6,14 5,87
C18:0 Estearico 4,54 4,34
C 18:1 (w-9) Oléico 46,71 44,65
C 18:2 (w-6) Linoléico 29,34 28,05
C 20:0 Araquidico 1,20 1,15
C 18:3 (o-3 a) Alfalinolénico 0,15 0,14
C20:1 (n-11) Cis-11-eicosendico 2,87 2,74
C22:0 Behénico 3,33 3,18
NLI. Né&o lIdentificado 0,32 0,31
C23:.0 Tricosandico 0,08 0,08
C24:.0 Lignocérico 4,85 4,64
NLI. Né&o Identificado 0,47 0,45
TOTAL 100,00

Legenda: NI - No identificado.

Fonte: Do autor.

A Tabela 5 apresenta os dados obtidos no presente estudo e aqueles relatados por

Takemoto et al. (2001) e por Lemos (2012). Podemos observar gque tanto o perfil de AG,

como a concentracdo dos mesmos, sdo semelhantes aos resultados obtidos no presente

estudo, exceto em relacdo ao &cido alfa-linolénico (C 18:3, -3 a), cujo teor encontrado em

nosso estudo foi inferior ao relatado por Lemos (2012).
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Tabela 5 - Comparacéo do perfil dos acidos graxos especificos (%, m/m) do 6leo extraido das améndoas de

baru.
Acido Graxo Do autor?t SRRy SIS
20122 etal., 20013

C 16:0 Palmitico 5,87 7,56 7,6
C18:0 Esteérico 4,34 4,34 5,4
C 18:1 (w-9) Oléico 44,65 44,58 50,4
C 18:2 (w-6) Linoléico 28,05 30,92 28,0
C 20:0 Araquidico 1,15 1,24 1,07
C 18:3 (w-3 a) Alfa linolénico 0,142 2,19°

C 20:1 (0-11) Cis-11-eicosendico 2,74 2,55

C22:0 Behénico 3,18 2,51 2,6
C23:0 Tricosandico 0,08

C24.0 Lignocérico 4,64 2,96 2,1
Outros 0,79 1,14 2,7

Legenda: (---) compostos ndo identificados.

Nota: Extragdes realizadas por: ‘Prensagem mecanica, 2Soxhlet (solvente hexano) e 3Soxhlet (solvente éter
etilico).

Fonte: Do autor.

Esta discrepancia pode ser atribuida ndo somente a fatores tais como variedade
genética, maturidade, condi¢des climaticas e geograficas, época do ano, intensidade da luz
solar e tipo de solo como também a fatores relacionados ao periodo pos-colheita, que
incluem os processos de armazenamento, preparo das amostras para a analise e método de
extragéo.

Conforme apresentado na Tabela 6, o perfil de AG do 6leo de baru obtido no
presente estudo demonstra ser semelhante ao perfil de AG de algumas sementes comestiveis,
tais como o amendoim (Arachis hypogaea L.) (FONSECA; GUTIERREZ, 1974), a
macadamia (Macadamia integrifolia) e a améndoa (Prunus dulcis) (VENKATACHALAM,;
SATHE, 2006) bem como a castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa) (FERREIRA et al.,
2006).
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Tabela 6 - Comparacdo do perfil de acidos graxos (%, m/m) do 6leo extraido de sementes comestiveis de
diferentes plantas.

Acido Graxo Baru! Amendoim? Macadamia® Améndoa3 Castanh-a-

do-Brasil*
C 16:0 - Palmitico 5,87 11,4 8,88 7,36 13,0
C 18:1 (w-9) - Oléico 44,65 41,7 58,51 60,93 51,0
C 18:2 (»-6) - Linoléico 28,05 38,5 1,81 29,21 34,0
C 18:3 (0-3 a) a-linolénico 0,14 1,2 2,58 0,1
Saturados 19,25 18,65 18,2 9,09 15,0
Monoinsaturados 47,40 41,7 77,4 61,6 51,0
Poli-insaturados 28,19 39,65 4.4 29,31 34,0

Legenda: (---) composto ndo identificado.
Fonte: ! - Do autor. 2 - FONSECA; GUTIERREZ, 1974. ® - VENKATACHALAM; SATHE, 2006. * -
FERREIRA et al., 2006.

O &cido palmitico é o AG saturado que estd presente em maior quantidade nessas
cinco sementes comestiveis, assim como os AG insaturados oleico e linoleico, que sdo 0s
maiores representantes dos MUFAs e PUFAS, respectivamente.

A concentracdo total de SFA presente na semente de baru apresenta-se semelhante as
concentragOes encontradas na macadamia e no amendoim. A concentragédo total de MUFAS
presente na semente de baru apresenta-se semelhante as concentra¢Ges encontradas no
amendoim e na castanha-do-Brasil. A concentracdo de PUFAs presente na semente de baru
apresenta-se semelhante as concentracfes encontradas na améndoa e na castanha-do-Brasil.

Assim, os resultados obtidos corroboram com dados da literatura, que demonstram a
importancia do 6leo de baru (SANO; RIBEIRO; BRITO, 2004) e reforcam a possibilidade

de seu uso como alimento funcional.

53 ENSAIOS BIOLOGICOS

Os resultados e discussao dos ensaios bioldgicos estdo evidenciados abaixo.

5.3.1 Avaliagdo de parametros bioldgicos

N&o houve diferenca estatistica significativa no ganho de peso de nenhum dos

grupos, durante todo o experimento, como demonstra a Tabela 7. Por outro lado, 0 consumo
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médio de racdo e dgua dos animais tratados com a emulsédo rica em lipidios (grupos 3 e 4)

foi menor quando comparados aos animais ndo tratados com a emulsdo (1 e 2).

Tabela 7 - Efeito da administracdo da emulséo rica em lipidios e do tratamento com o 6leo de baru sobre o
ganho de peso e o consumo de ragao e agua em ratos Wistar.

Consumo Consumo
Média de peso dos animais médio de médio de
racao agua
GRUPOS 12 semana 8semana 15% semana
1 160,8+25,6% 362,3+27,9% 425,9+34,3%  101,1+3,5° 125,8+2,3%
2 162,0+25,7¢  350,6+30,2% 408,3+27,1*  102,2+4,2? 126,8+3,0?
3 163,4+27,3%  346,4+32,7% 405+39,72 89,4+3,2° 120,6+2,5°
4 170,2426,6%  364,3+24,7% 413,3+23,3*  93,6+2,7° 115,2+4,2°
Legenda: Grupo 1 - Controle, Grupo 2 - Oleo de baru, Grupo 3 - Dislipidémico, Grupo 4 - Dislipidémico +

Oleo de baru.
Nota: Os resultados representam a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca estatistica (P<0,05). Média de peso dos animais (g), consumo médio de racdo (g/Kg de
peso corporal) e consumo médio de 4gua (mL/Kg de peso corporal).

Fonte: Do autor.

Considerando que os animais tratados com a emulsdo rica em lipidios receberam
uma dieta hipercaldrica, esperava-se que 0S mesmos apresentassem maior ganho de peso em
relacdo aos animais ndo tratados. Entretanto, 0 menor consumo de racdo e de agua pelos
animais tratados com a emulsdo poderia justificar os resultados obtidos quanto ao peso dos
animais. O consumo de grandes quantidades de gordura promove maior sensacdo de
saciedade e plenitude (SANTOS, 2010), justificando a menor ingesta de racdo e agua pelos

animais que receberam a emulsdo rica em lipidios.
5.3.2 Avaliagédo de marcadores de risco cardiovascular
A avaliacdo do perfil lipidico foi feita por meio da determinacdo dos parametros

TAG, CT, Colesterol HDL e Colesterol ndo- HDL, cujos resultados estdo apresentados na
Tabela 8.
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Tabela 8 - Efeito da administragdo da emulséo rica em lipidios e do tratamento com o 6leo de baru

sobre o perfil lipidico e a glicemia em ratos Wistar.

Parametros

avaliados Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

(mg/dL)
CT 779+10,9* |77,7+11,9% |137,4+19,5° |129,2+22,6"
Colest. ndo-HDL | 33,0 + 8,5° 35,7+ 9,42 104,4 £17,4° | 96,4 + 21,0
Colesterol HDL | 44,9+32% | 42,0+ 2,8 32,8 +4,4P 31,8+ 5,0
TAG 778+154% |70,0+20,1* |64,1+185 |62,3+21,8
Glicose 160,8 + 14,97 | 156,4 + 10,2* | 169,9 + 16,2* | 169,1 + 14,8?

Legenda: CT: Colesterol total; TAG: Triacilglicer6is. Grupo 1 - Controle, Grupo 2 - Oleo de baru,
Grupo 3 - Dislipidémico, Grupo 4 - Dislipidémico + Oleo de baru.
Nota: Os resultados representam a média + desvio padrdo de determinacGes realizadas em duplicata.
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05). O nimero de animais
(n) para cada teste realizado variou entre nove (9) e dez (10).
Fonte: Do autor.

O tratamento com a emulsdo rica em lipidios foi capaz de induzir dislipidemia nos
grupos 3 e 4, segundo a Tabela 8, demonstrada pelo aumento significativo nos niveis de CT
e de colesterol ndo HDL no soro desses animais quando comparados com os grupos 1 e 2.
Concretizando um quadro de dislipidemia, o colesterol HDL sofreu uma reducgéo
significativa no soro dos animais pertencentes aos grupos 3 e 4 quando comparados com 0S
grupos 1 e 2. O protocolo de inducdo de dislipidemia adotado, conforme previsto, nao
induziu alteracdo significativa nos valores de TAG, quando os grupos 3 e 4 foram
comparados aos grupos 1 e 2, ja que a emulsdo utilizada é rica em colesterol.

Apesar da existéncia de variacdes nos valores de referéncia para o perfil lipidico de
animais de laboratério, devido a fatores tais como linhagem, género e idade de cada espécie
bem como de acordo com diferencas geograficas e manuseio dos mesmos, os resultados
observados neste estudo para o grupo 1 estdo de acordo com dados da literatura cientifica,
que tém demonstrado niveis séricos de CT variando entre 37 e 85 mg/dL, colesterol ndo-
HDL variando entre 8,9 e 41,4 mg/dL, colesterol HDL variando entre 39 e 72 mg/dL e TAG
variando entre 33 e 79 mg/dL em ratos Wistar tratados com ragdo comercial ad libitum, com
peso e idades aproximados aos dos animais utilizados no presente estudo (400 + 25g, 25 a
30 semanas de idade) (MELO et al., 2012; IHEDIOHA; NOEL-UNEKE; IHEDIOHA,
2013; LIMA et al., 2014). Os valores médios de CT apresentados pelos grupos 3 e 4, estéo

abaixo dos valores relatados por Li et al. (2011), cujos valores se situaram em torno de 7
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mmol/L (equivalente a 270,7 mg/dL). Esta discrepancia poderia ser atribuida principalmente
as modificagdes induzidas no protocolo de inducdo da dislipidemia bem como as diferentes
linhagens de animais, ja que nesse estudo foram utilizados ratos Wistar enquanto que Li et
al. (2011) utilizaram ratos Sprague Dawley.

O grupo 2, quando comparado com o grupo 1, ndo apresentou diferenca estatistica
significativa para nenhum dos cinco parametros analisados, demonstrando assim, que o 6leo
de baru ndo interferiu significativamente nem no aumento nem no decréscimo de nenhum
desses parametros.

Tem sido demonstrado que a combinagdo de MUFASs e PUFAs pode contribuir para
a redugdo do CT e de colesterol LDL sem reduzir colesterol HDL, sugerindo uma
importante acdo cardioprotetora para estes compostos, ja que poderiam atuar na prevencao
de DCV (TOGASHI; SGARBIERI, 1995; HU, 2003; VERA et al., 2009).

No presente estudo foi observado que o 6leo de baru administrado aos animais
apresenta em sua composi¢do quimica uma mistura de AG, com o predominio de MUFAS e
PUFAs, entre os quais se destacam os acidos oleico e linoleico, respectivamente. Entretanto,
o0 tratamento dos animais dislipidémicos e normais com o 6leo de baru ndo foi capaz de
induzir alterac@es significativas no perfil lipidico sérico destes animais.

Sekhon-Loodu et al. (2014), demonstraram que o tratamento de ratos dislipidémicos
com Oleo de peixe, rico em PUFAs, foi efetivo na alteracdo de parametros do perfil lipidico,
levando a uma reducdo dos niveis séricos de TAG e colesterol ndo-HDL bem como ao
aumento de colesterol HDL. Neste estudo os autores utilizaram um éleo com concentracao
de PUFAs igual a 75,7%. A concentracdo de PUFAs no 6leo de baru, utilizado no presente
estudo foi estimada em 28,19% (m/m), o que poderia justificar a auséncia de efeito do 6leo
sobre o perfil lipidico.

Além disso, € importante considerar a presenca dos SFA no 6leo de baru, que
constituem cerca de 19% (m/m) dos AG totais detectados nas amostras analisadas.Tem sido
relatado que os SFA possuem efeito sobre os niveis de colesterol sérico e atuam em direcoes
opostas aos poli-insaturados, podendo acarretar a elevacéo dos niveis séricos de CT e TAG
(MENSINK et al., 2003; SBC, 2013).

Sendo assim, o efeito neutro do 6leo de baru sobre o perfil lipidico poderia estar
associado ndo somente a concentragdo relativamente mais baixa de PUFAs quando
comparado a outros 6leos, como também a diversidade de AG que o compde, uma vez que
diferengas sutis em suas estruturas podem induzir mudancas relevantes nas respostas

metabdlicas do organismo.
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Por outro lado, considerando diversos dados da literatura que tém demonstrado
efeitos positivos de alguns AG detectados no 6leo de baru, tais como os &cidos linoleico e
linolénico, na prevencao e controle de processos relacionados a lipotoxicidade (LANDS,
2014; MOTA et al., 2016), foi avaliado também o efeito do 6leo de baru sobre outros
pardmetros relacionados a tais processos, como a glicemia e a peroxidacao lipidica.

A avaliagdo da glicemia se faz importante uma vez que a diabetes mellitus, distrbio
caracterizado por niveis aumentados de glicose no sangue, estd associado a ocorréncia de
diversas outras patologias, como a DHGNA (FARRELL; LARTER, 2006), como também as
DCV, sendo caracterizada como fator de alto risco para tais eventos (SBC, 2013).

No presente estudo ndo foi observada diferenca na glicemia entre os diferentes
grupos tratados (TABELA 8), sugerindo que a administracdo da emulcdo rica em lipidios
como o tratamento com o 0leo de baru ndo influenciaram no metabolismo de carboidratos.

O efeito do tratamento com o dleo de baru sobre a peroxidagdo lipidica (PL) foi
avaliado no soro (GRAFICO 1A) e na aorta (GRAFICO 1B) dos animais dislipidémicos e
normais, por meio da determinacdo da concentracdo de MDA, que constitui um dos

principais produtos formados durante o processo de PL.
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Grafico 1 - Efeito da administragdo da emulsdo rica em lipidios e do tratamento
com o 0leo de baru sobre a peroxidacao lipidica (PL) de ratos Wistar.
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Legenda: (A) ConcentracBes de MDA no soro (B) Concentra¢es de MDA na aorta.
Grupo 1 - Controle, Grupo 2 - Oleo de baru, Grupo 3 - Dislipidémico,
Grupo 4 - Dislipidémico + Oleo de baru.

Nota: Letras diferentes indicam diferenca estatistica (P<0,05).

Fonte: Do autor.

Conforme os valores médios observados no Grafico 1A, ndo houve diferenca
significativa nos niveis de MDA no soro, quando os quatro grupos foram comparados entre
si, sendo demonstrado, portanto, que o tratamento dos animais com a emulsdo rica em
lipidios assim como a administracdo do 6leo de baru ndo foram capazes de alterar os niveis
de MDA no soro dos animais. Por outro lado, foi observado um aumento nos niveis de

MDA na aorta dos animais do grupo 3 em relacdo aos animais dos grupos 1, 2 e 4
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(GRAFICO 1B), indicando que o tratamento dos animais com a emulsdo rica em lipidios foi
capaz de aumentar a PL na aorta dos animais.

Sendo assim, nossos resultados demonstram que a resposta a dislipidemia foi
diferente no soro e na aorta. Essa diferenca pode ser atribuida a presenca de diferentes
sistemas antioxidantes ou mesmo diferencas na atividade enzimatica e sequestradora de
ERO no soro e na artéria aorta (RAJENDRAN et al., 2014). Outro importante fator que
também pode contribuir para a diferente suscetibilidade a PL observada entre as amostras
bioldgicas analisadas neste estudo seria a concentracdo e o perfil de lipidios presentes nos
mesmos.

No estudo de Bulur et al., (1995), o conteldo de lipidios tais como colesterol e
fosfolipidios em homogeneizados de aorta foi cerca de 2 a 10 vezes superior ao conteido
observado no plasma, respectivamente. Assim, a maior disponibilidade de substratos para a
PL na aorta poderia contribuir para sua maior suscetibilidade a este processo. Neste sentido,
vale destacar que, no presente estudo, os valores médios de MDA em homogeneizados da
aorta foram cerca mil vezes superiores aos observados no soro dos animais pertencentes aos
diferentes grupos.

Em estudos como os desenvolvidos por Jorge et al., (1998) e Kamada et al., (2005),
foram encontrados valores aumentados de MDA na aorta de coelhos em que foi induzida a
dislipidemia a partir da dieta, sendo compativeis com os valores apresentados pelo grupo 3
tratado no presente estudo, no qual foi realizada a inducdo da dislipidemia com a
administracdo de emulsdo rica em lipidios, acarretando em hipercolesterolemia.

Assim, estes resultados corroboram com dados da literatura cientifica que tém
associado as dislipidemias a disfuncdo endotelial e a0 aumento na produgdo de ERO. Além
disso, alguns destes estudos apontam uma correlacdo positiva entre os valores de CT, TAG e
0s niveis de marcadores da peroxidacao lipidica, como o MDA (MAHAPATRA et al., 1998;
RIZZO et al., 2009).

Nesta situacdo, a descoberta de tratamentos que possam atenuar ou impedir 0
aumento da PL torna-se importante (LOUREIRO et al., 2002). No presente estudo, foi
observado que os animais pertencentes aos grupos tratados com 6leo de baru (grupos 2 e 4)
apresentaram valores médios de MDA na aorta significativamente menores que 0s animais
do grupo 1 (controle), sugerindo, portanto, que o tratamento com o 6leo de baru foi capaz de
prevenir 0 aumento da PL na artéria aorta.

Estudos demonstraram que Oleos possuem atividade antioxidante quando estdo

presentes compostos como terpenos, tocoferois e fitoesterois (NEWAZ; NAWAL, 1998;
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YOSHIDA,; NIKI, 2003; KAMADA et al., 2005; CASTELO-BRANCO; TORRES, 2011),
bem como de PUFAs (ANDRADE; CARMO, 2006).

Descritos anteriormente nas améndoas de baru (TAKEMOTO et al., 2001; LEMOS,
2012; FRAGUAS et al., 2014), estes compostos foram descritos também por Marques et al.,
2015, que realizaram a identificacdo de alguns deles no Oleo de baru por CG-MS,
demonstrando a presenca de terpenos, como Limoneno e B-Cariofileno, Tocoferois (a e ) e
Fitoesterois.

Os terpenos e tocoferdis sdo considerados antioxidantes, pois aumentam a
capacidade sequestradora de radicais livres do organismo (NEWAZ; NAWAL, 1998;
SCHWARTZ et al., 2008; YANG et al., 2010). A capacidade antioxidante dos fitoesterois é
atribuida a formacdo de radical alilico e por sua isomerizacdo com outros radicais livres,
tornando-os relativamente mais estaveis (YOSHIDA; NIKI, 2003; SCHWARTZ et al.,
2008).

Assim, a presenca destes compostos poderia justificar essa acdo antioxidante
encontrada no presente estudo, onde os valores de PL da aorta dos animais que receberam
este tratamento se apresentaram reduzidos (grupos 2 e 4). Vale salientar que o perfil de AG
obtido do 6leo de baru utilizado no presente estudo demonstrou a presenca de 79% de AG
insaturados, sendo aproximadamente 29% composto pelo AG linoleico, cujas principais
fungBes tém sido apontadas como benéficas e a de maior importancia neste estudo é a
manutencdo da integridade celular endotelial (TOBOREK et al., 2002; CUPERSMID et al.,
2012).

5.3.3 Avaliacgéo da funcéo renal

Apesar da polpa e semente de baru serem comestiveis, é importante ressaltar que
estas possuem uma composi¢cdo quimica bastante diversificada e que além dos AG, outros
compostos também tém sido identificados no oleo obtido da semente, tais como taninos,
flavonoides, acidos fendlicos, entre outros (TOGASHI; SCARBIERI, 1994; SANO;
RIBEIRO; BRITO, 2004; LEMOS, 2012). Tendo em vista que alguns produtos derivados do
metabolismo destes compostos sdo excretados na urina (THILAKARATHNA,
RUPASINGHE, 2013) e que a nefrotoxicidade é um efeito indesejavel para qualquer
produto consumido por seres humanos, foram avaliados os efeitos do 6leo de baru sobre os

niveis séricos de marcadores da funcao renal.
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Os parametros determinados para a avaliacdo da funcdo renal nos diferentes grupos
tratados foram ureia, &cido Urico e creatinina. Conforme apresentado na Tabela 9, pode-se
inferir que o tratamento com o 6leo de baru ndo foi capaz de alterar significativamente a
funcdo renal dos animais. Lima et al. (2014), corrobora os valores médios dos parametros
analisados neste estudo, tendo observado valores que compreenderam as faixas de 26,0 a
58,0 mg/dL para a ureia, de 1,0 a 3,2 mg/dL para o &cido Urico e de 0,24 a 1,20 mg/dL para

a creatinina.

Tabela 9 - Efeito da administragdo da emulséo rica em lipidios e do tratamento com o éleo de
baru sobre a funcéo renal em ratos Wistar.

Grupos Ureia (mg/dL) A‘E:ﬁg /;J[')CO Creatinina (mg/dL)
1 36,9 4,42 1,26 + 0,42 0,43 £ 0,05%
2 36,1 + 4,62 1,09 £0,3? 0,41 £ 0,05?
3 34,3 +£3,02 1,17 £0,3? 0,44 £ 0,06%
4 33,3+5,6% 1,30 £ 0,22 0,44 £ 0,072

Legenda: Grupo 1 - Controle, Grupo 2 - Oleo de baru, Grupo 3 - Dislipidémico, Grupo 4 -
Dislipidémico + Oleo de baru.

Nota: Os resultados representam a média + desvio padrdo de determinagdes realizadas em
duplicata. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P<0,05). O
nimero de animais (n) para cada teste realizado variou entre nove (9) e dez (10).

Fonte: Do autor.

Sendo assim, nossos resultados demonstraram que a funcdo renal dos diferentes
grupos de animais permaneceu inalterada ap6s a administracdo do 6leo, sugerindo que este
ndo apresentou potencial nefrotéxico, quando administrado de acordo com o protocolo
adotado neste estudo.

5.3.4 Avaliacdo da funcéo hepatica

A avaliacdo da funcdo hepatica foi realizada por meio da avaliagdo morfologica do
figado e pelas determinacGes da concentracdo de albumina e da atividade das enzimas
hepéticas aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase

alcalina (FAL) no soro.
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5.3.4.1 Avaliacdo morfoldgica

O efeito da administracdo da emulsdo rica em lipidios e do tratamento com o 6leo de
baru sobre a morfologia de hepatdcitos dos diferentes grupos esta evidenciado na Figura 5.

Figura 5 - Fotomicrografias representativas do tecido do figado de ratos Wistar tratados com emulsdo rica em
lipideos e com o 6leo de baru.

50 pm
Legenda: A - Grupo controle (1), B - Grupo 6leo de baru (2), C - Grupo dislipidémico (3), D - Grupo
dislipidémico + 6leo de baru (4) (x400 de ampliacdo), E - Célula em processo de degeneragdo
hidrépica e F - Célula em processo de esteatose (H & E coloragdo).
Nota: As setas apontam capilares sinusdides (CS).
Fonte: Do autor.

As alteracGes visualizadas na Figura 5 estdo apresentadas na Figura 6 e nos Gréaficos
2,3,4e5.

O Grafico 2A demonstra que a administracdo da emulsdo rica em lipidios ocasionou
em ganho de peso relativo dos figados dos animais dos grupos 3 (0,038 g de figado/g de
peso corporal) e 4 (0,034 g de figado/g de peso corporal) em comparagdo aos animais dos
grupos 1 (0,026 g de figado/g de peso corporal) e 2 (0,025 g de figado/g de peso corporal).
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A hipertrofia celular pode ser apontada como causa de aumento do 6rgdo, neste caso
ndo existe o surgimento de novas células, mas sim o aumento do conteido citoplasmaético,
proteico e de organelas nas células preexistentes (ROBBINS et al., 2010).

Os valores médios obtidos de densidade de volume de capilares sinudoides (Vv
[CS]), apresentados no Grafico 2B, demonstram que a administracdo da emulséo rica em
lipidios levou a uma diminuicdo do espaco ocupado pelos capilares sinusoides (CS), uma
vez que os valores apresentados pelos grupos 3 (3,1 %) e 4 (6,1 %) sdo inferiores aos
apresentados pelos grupos 1 (13,0 %) e 2 (13,3%). Porém, quando os valores médios obtidos
pelos grupos 3 e 4 sdo comparados entre si, pode-se perceber uma reducdo desse valor para
0 grupo 3, demonstrando um efeito benéfico do dleo de baru. A diminui¢do do espaco
ocupado pelos CS também pode ser gerada pela hipertrofia dos hepatocitos, uma vez que ao
aumentarem de tamanho, estes irdo ocupar espacos antes ocupados pelos CS e/ou células

intersticiais (Cl).



Grafico 2 - Efeito da administragdo da emulsdo rica em lipidios e do

tratamento com o O6leo de baru sobre o peso e a
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Legenda: (A) Peso do figado (g do 6rgdo/g de peso corporal) (B)
Densidade de volume de capilares sinusoides (Vv [CS]).
Grupo 1 - Controle, Grupo 2 - Oleo de baru, Grupro 3 -
Dislipidémico, Grupo 4 - Dislipidémico + Oleo de baru.

Nota: Letras diferentes indicam diferenca estatistica (P<0,05).

Fonte: Do autor.
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Na Figura 6 pode ser observado o efeito macroscopico da administracdo da emulsdo

rica em lipidios e do tratamento com éleo de baru no figado dos animais pertencentes aos

diferentes grupos estudados.

As modificacdes apresentadas, como mudanca na coloracdo do 6rgao bem como o

aumento do mesmo, sugerem que houve o desenvolvimento de alteragcdes significativas

nesses hepatocitos, podendo ser apontados eventos como degeneracdo hidrépica (DH) e

esteatose (E), que se caracterizam pelo acimulo de agua e pelo acimulo de lipidios nos
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hepatdcitos, respectivamente, e que acarretam na hipertrofia dos mesmos (FARRELL,;
LARTER, 2006).

Figura 6 - Fotografias macroscopicas dos figados de ratos Wistar tratados com emulsdo rica em lipideos e
com o 0leo de baru.

e - 'i ; - >
Legenda: A - Grupo controle (1), B - Grupo 6leo de baru (2), C - Grupo dislipidémicos (3) e D - Grupo
dislipidémico + dleo de baru (4).

Fonte: Do autor.

Os dados apresentados no Grafico 3A demonstram que a administracdo da emulsdo
rica em lipidios ocasionou uma diminui¢do da celularidade total dos figados dos animais
tratados, pois quando os valores médios obtidos pelos grupos 3 (2.687 N/mm?) e 4 (3.646
N/mm?) foram comparados com os obtidos nos grupos 1 (4.026 N/mm?) e 2 (3.978 N/mm?),
foi observada uma diminuicdo desses valores. A comparagdo dos valores médios obtidos
pelos grupos 3 e 4, demonstra que houve uma diminuicao desse valor no grupo 3, sugerindo
um efeito benéfico do dleo de baru, que foi capaz de manter uma maior integridade dos
hepatdcitos que sofreram alteracGes devido o tratamento com a emulséo rica em lipidios
(CUPERSMID et al., 2012).
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Considerando que a diminuicdo da celularidade total pode acontecer com a
diminuicdo do numero de hepatocitos totais e/ou de células instersticiais, foi avaliado o
nimero de hepatdcitos totais (HT)/mm? nos diferentes grupos estudados (GRAFICO 3B).

Gréfico 3 - Efeito da administracdo da emuls&o rica em lipidios e do tratamento com o 6leo de baru sobre a
morfologia do figado de ratos Wistar.
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Legenda: (A) Celularidade total (N/mm?2) (B) Hepatécitos totais (HT)/mm?2 (C) Densidade de volume de
hepatdcitos totais (Vv [HT]) (D) Area dos nicleos dos hepatdcitos (um?). Grupo 1 - Controle, Grupo
2 - Oleo de baru, Grupro 3 - Dislipidémico, Grupo 4 - Dislipidémico + Oleo de baru.

Nota: Letras diferentes indicam diferenca estatistica (P<0,05).

Fonte: Do autor.

No Grafico 3B pode ser observada uma diminuicdo de HT no grupo 3 (2.195
HT/mm?), em relagdo aos grupos 1 (3.172 HT/mm?) e 4 (3.130 HT/mm?), que apresentaram
valores semelhantes entre si, enquanto, no grupo 2 (3.388 HT/mm?), houve um aumento no
namero de HT em relacdo ao grupo 1. O grupo 4 apresentou valores semelhantes ao
apresentado pelo grupo 1.

Esses resultados demonstram que a administracdo da emulsdo rica em lipidios
acarretou em uma diminuicdo do ndmero de HT enquanto que o tratamento dos animais
dislipidémicos com o 6leo de baru previniu a diminui¢do do nimero de hepatdcitos no grupo

4, provavelmente ocasionando o aumento dos mesmos. Este efeito também foi observado
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nos animais do grupo 2. Porém esse ligeiro aumento apresentado pelo grupo 2 nao apresenta
efeitos prejudiciais, uma vez que o tratamento com o dleo de baru ndo levou a nenhuma
outra alteracdo significativa nos hepatocitos desses animais.

O Grafico 3C demonstra os valores medios da densidade de volume de HT (Vv
[HT]). Quando os diferentes grupos sdo comparados entre si, pode-se perceber um aumento
no espaco ocupado pelos hepatdcitos nos grupos 3 (96,9%) e 4 (93,9%) em relagdo aos
grupos 1 (87,0%) e 2 (86,7%), demonstrando que os hepatocitos dos grupos dislipidémicos
apresentaram maior area citoplasmatica. Assim, estes resultados confirmam que a
administracdo da emulsdo rica em lipidios levou a hipertrofia celular.

Ainda no Grafico 3C, pode ser observado que os animais do grupo 4 apresentaram
valores médios da densidade de volume significativamente menores que os animais do grupo
3, sugerindo um efeito benéfico do 6leo de baru quanto ao desenvolvimento das alteracGes
celulares.

Os valores médios obtidos das areas dos nlcleos dos hepatdcitos (um?) estdo
apresentados no Grafico 3D. Ndo houve diferenca significativa quando comparados 0s
diferentes grupos entre si, sugerindo que as alteracBes celulares desenvolvidas nao
acarretaram em demandas excessivas de metabolismo nuclear, que poderiam levar a
hipotrofia, hipertrofia ou até mesmo divisdo nuclear.

Os valores médios de densidade de volume de células intersticiais (Vv [CI]) estdo
representados no Grafico 4A. Foi observada uma diminui¢do de Vv [CI] no figado dos
animais dos grupos 2 (7,9%), 3 (6,3%) e 4 (7,5%) quando comparados ao grupo 1 (11,0%),
demonstrando que a administracdo da emulsdo rica em lipidios diminuiu o espa¢o ocupado
pelas células intersticiais. Os valores médios de Vv [CI] observados no figado dos animais
do grupo 3 foram significativamente menores em relacdo aos valores observados no grupo 4,
demonstrando que o tratamento com o 6leo de baru teve um efeito benéfico quando utilizado
concomitante a administracdo da emulsdo rica em lipidios, sugerindo protecdo a essas

células.
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Gréafico 4 - Efeito da administragdo da emulsdo rica em lipidios e do
tratamento com o 6leo de baru sobre as células intersticiais
do figado de ratos Wistar.
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Legenda: (A) Densidade de volume de células intersticiais (Vv [CI]) (B)
Células intersticiais (Cl)/mm2. Grupo 1 - Controle, Grupo 2 -
Oleo de baru, Grupro 3 - Dislipidémico, Grupo 4 - Dislipidémico
+ Oleo de baru.

Nota: Letras diferentes indicam diferenca estatistica (P<0,05).

Fonte: Do autor.

No Gréafico 4B estdo apresentados os valores médios obtidos de Cl/mm?, e quando
comparados os diferentes grupos entre si, pode-se perceber uma diminuicdo no nimero de
células intersticiais nos grupos 2 (590/mm?), 3 (492/mm?) e 4 (517/mm?) em relagdo ao
grupo 1 (854/mm?), sugerindo que o tratamento com a emulsdo rica em lipidios e o
tratamento com o 6leo de baru acarretaram na diminuicdo do namero de células intersticiais

dos animais tratados.
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A diminuicéo das células intersticiais no figado dos animais tratados com a emulséo
rica em lipidios pode ser justificada principalmente pela diminuigéo dos capilares sinusoides
(Grafico 2B), o que acarreta em menor aporte sanguineo e consequente destruicdo das
mesmas, que podem ser células de Kupfer (macrofagos) ou células de Ito, responsaveis pela
defesa do espaco sinusoidal e regulacdo do Iumen sinusoidal, respectivamente
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Os resultados observados nos animais do grupo 2, aumento de HT/mm? e menores
Vv [CI] e CI/mm?, podem ser atribuidos a um possivel efeito lipotoxico do tratamento com
0 6leo de baru, uma vez que este é fonte rica em lipidios. Assim, o tratamento isolado dos
animais com o 6leo de baru pode ter interferido na funcdo das células de Kupfer e de Ito,
ocasionando em diminuicdo das mesmas, e pode ter sobrecarregado a funcdo dos
hepatocitos, ocasionando ao aumento de lipidios. Contudo, vale ressaltar que essas
alteragOes obtidas nos animais do grupo 2 ndo foram significativamente prejudiciais, afinal
ndo foi identificado nenhuma alteracdo nesses hepatdcitos, como hipertrofia, degeneracéo
hidropica e esteatose, como também ndo houve a diminuicdo dos capilares sinusoides.

A quantificacdo das alteracbes celulares induzidas pela administracdo da emulséo
rica em lipidios, apresentadas no Gréafico 7, demonstram que os grupos 3 (4,8%) e 4 (21,8%)
apresentaram valores diminuidos de hepatdcitos normais quando comparados aos grupos 1
(85,1%) e 2 (86,4%). Os grupos 3 (87,3% e 4,3%) e 4 (69,1% e 0,8%) apresentaram valores
aumentados de degeneracédo hidropica e esteatose quando comparados aos grupos 1 (0,5% e
0%) e 2 (0,1% e 0%). O grupo 3 apresentou valores menores de hepatdcitos normais e
maiores de degeneracdo hidropica e esteatose, quando comparado ao grupo 4, demonstrando
o efeito protetor do tratamento com o éleo de baru.
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Grafico 5 - Efeito da administragdo da emulséo rica em lipidios e do tratamento com o 6leo de baru sobre areas
alteradas nos hepatdcitos de ratos Wistar.
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Legenda: (A) Densidade de volume de Hepatdcitos normais (Vv [HN]) (B) Densidade de volume de
Degeneracdo hidropica (Vv [DH]) (C) Densidade de volume de Esteatose (Vv [E]). Grupo 1 -
Controle, Grupo 2 - Oleo de baru, Grupro 3 - Dislipidémico, Grupo 4 - Dislipidémico + Oleo de
baru.

Nota: Letras diferentes indicam diferenca estatistica (P<0,05).

Fonte: Do autor.

5.3.4.2 Perfil proteico e enzimatico

Considerando as alteracGes morfoldgicas observadas pela administracdo da emulsdo
rica em lipidios e que muitos compostos bioativos, nutricionais e antinutricionais presentes
na semente de baru, relatados em outros estudos (TOGASHI; SCARBIERI, 1994; SANO;
RIBEIRO; BRITO, 2004; LEMOS, 2012), podem ser metabolizados pelo figado, foram
avaliadas as atividades das enzimas AST, ALT e FAL bem como os niveis de albumina no

soro dos animais pertencentes aos diferentes grupos (TABELA 10).
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Tabela 10 - Efeito da administracdo da emulséo rica em lipidios e do tratamento com o 6leo de baru sobre a
funcdo hepatica em ratos Wistar.

Parametros
avaliados
AST (U/L) 119,7 + 20,18 | 1205+ 13,1% | 116,2+ 13,72 | 112,1+31,9%

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

ALT (U/L) 36,2 +9,5° 35,6 +5,3° 37,6 £6,1° 37,1+£7,77
Albumina (g/dL) | 3,04 £0,1° 2,96 +0,1° 3,09 +0,1% 2,98 £0,2°

FAL (U/L) 77,1 +17,2% 80,8 + 14,0? 95,1 +15,6° 83,3 +10,6°

Legenda: AST: Aspartato amino transferase, ALT: Alanina amino transferase, FAL: Fosfatase alcalina.
Grupo 1 - Controle, Grupo 2 - Oleo de baru, Grupo 3 - Dislipidémico, Grupo 4 - Dislipidémico +
Oleo de baru.
Nota: Os resultados representam a média + desvio padrdo de determinacdes realizadas em duplicata. Letras
diferentes na mesma linha indicam diferenga estatistica (P<0,05). O ndmero de animais (n) para
cada teste realizado variou entre nove (9) e dez (10).
Fonte: Do autor

E conhecido que a atividade sérica da ALT e da AST aumenta em resposta ao dano
celular hepético, sendo estas enzimas consideradas como marcadores de lise celular
enquanto que a FAL é utilizada como indicadora de colestase. No figado, a ALT esta
localizada exclusivamente no citosol, enquanto que a AST esta distribuida no citosol e nas
mitocondrias. Assim, a ocorréncia de dano celular hepatico leva ao aumento da atividade
sérica destas enzimas e 0 aumento da atividade de ALT geralmente é detectado primeiro que
o aumento da AST. A medida que os danos vio se agravando a atividade sérica da AST
também aumenta gradativamente. Nesta situacdo, um aumento na atividade de FAL também
pode ser observado em decorréncia do comprometimento do fluxo biliar (BURTIS; BRUNS,
2016).

Nenhuma diferenca significativa foi observada nas atividades de AST, ALT e FAL
entre os diferentes grupos quando comparados entre si, sugerindo, portanto, auséncia de lise
celular induzida pelo tratamento com o 6leo de baru durante o periodo de 15 semanas.

O nivel serico de albumina € um bom indicador da capacidade de sintese hepatica, ja
que esta é sintetizada exclusivamente no figado. Os resultados apresentados na Tabela 10
demonstraram que ndo houve diferenca significativa entre os niveis de albumina sérica entre
os diferentes grupos analisados, sugerindo que o tratamento com o Gleo de baru, de acordo
com o protocolo adotado neste estudo, ndo causou prejuizos na capacidade de sintese
hepatica dos animais.

Lesdes teciduais que ocorrem na DHGNA em estdgios mais graves, como

esteatohepatite, fibrose hepatica e cirrose, sdo mais agressivas e podem ter como resolucéo
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0s processos de necrose e apoptose dos hepatdcitos, gerando o consequente aumento das
aminotransferases (ARAUJO JR et al., 2005).

As alteracGes induzidas pela administracdo da emulséo rica em lipidios bem como o
tratamento com o 6leo de baru ndo ocasionaram dano agressivo ou morte celular, mantendo
normais os valores das aminotransferases. Estudos como o de Almeida (2014) e Freitas et al.
(2016) também apresentaram valores normais para as enzimas AST e ALT na presenca de
esteatose induzida por dieta hiperlipidica, sendo compativeis com os valores apresentados no
presente estudo.

Sendo assim, a partir da analise dos dados, pode-se sugerir que houve o inicio do
desenvolvimento de DHGNA nos animais dos grupos em que foi administrada a emulsao
rica em lipidios (3 e 4), sendo observado o aumento de degeneracdo hidrdpica e esteatose
nos hepatdcitos desses grupos, sem alteracdo da atividade das enzimas AST, ALT e FAL
assim como dos niveis de albumina no soro.

Estes resultados sugerem que 6leo de baru apresenta um potencial hepatoprotetor em
animais dislipidémicos. Este beneficio pode ser atribuido a um possivel efeito do 6leo sobre
0 metabolismo lipidico hepatico, uma vez que estudos demonstram que AG insaturados,
bem como compostos antioxidantes, podem interferir positivamente nas vias metabodlicas
que levam a lipotoxicidade hepéatica (HANKE et al., 2013; PRINCE et al., 2014; SONG et
al., 2016).
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste estudo pode-se concluir que o tratamento
com o Oleo de baru apresentou um efeito hepatoprotetor, sendo capaz de atenuar as
alteracbes induzidas pela dieta rica em lipidios, bem como apresentou um efeito
antioxidante, sendo capaz de diminuir os niveis de MDA na aorta dos animais.

O tratamento com o 6leo de baru ndo apresentou efeitos nefrotdxicos e nao induziu
alteracdes no ganho de peso dos animais, no consumo diario de racdo e agua como também
ndo induziu alteragdes no perfil lipidico.

Assim, os resultados apresentados no presente estudo podem contribuir para reforcar
0 uso do baru como um alimento funcional, de maneira racional, sendo, portanto, de grande

relevancia para a seguranca da saude humana.
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