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RESUMO

O aumento do diabetes, as mudancas alimentares e o sedentarismo populacional sdo problemas
mundiais de grande preocupacdo que tém despertado o interesse por pesquisas na tentativa de
buscar tratamentos alternativos visando melhorar a qualidade de vida para as pessoas. Nesse
contexto, surge a espéecie Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch, conhecida popularmente
como noz pecd, que é originada da América do Norte, porém, podendo ser encontrada em outros
locais como o Chile, a Africa, a Argentina e o Brasil. Ela é um alimento funcional, do grupo
das oleaginosas, que apresenta uma composi¢do predominantemente lipidica, cerca de 65-75%,
além de outros componentes como as proteinas, as fibras, os carboidratos de baixo indice
glicémico, os minerais (zinco, fosforo, cobre, magnésio e manganés) e alguns metabolitos
secundarios (compostos fenolicos, os esterois e os tocoferdis). O objetivo do projeto foi estudar
o perfil quimico e as atividades biolégicas das améndoas de C. illinoinensis. A espécie foi
coletada no municipio de Campo do Meio — MG e sua exsicata foi depositada e registrada no
Herbéario da Universidade Federal de Alfenas. As améndoas da noz pecéd foram separadas das
cascas por processo manual, secas e trituradas em moinho de facas para somente entdo serem
utilizadas em trés metodologias diferentes no trabalho. A primeira, foi realizada por meio da
producdo da racdo de tratamento de ratos machos wistar através da incorporacdo da noz peca
em concentracdes de 6 e 10% na racdo comercial Nuvilab®. Essa, também serviu para analise
de composicdo centesimal de umidade, proteina, lipideo, cinza, carboidrato e energia. A
segunda metodologia foi aplicada no processo extrativo de maceragao que resultou no extrato
hidroetanolico 70% (v/v) das améndoas de C. illinoinensis, que foi a amostra utilizada para
avaliacdo da atividade antimicrobiana e também do perfil quimico em espectrometria de
massas. A terceira e Gltima metodologia empregou o 6leo fixo das améndoas da noz peca, por
meio de dois processos extrativos diferentes, objetivando determinar a composicdo dos acidos
graxos presentes na espécie. Os resultados mostraram que a as améndoas da noz peca na
concentracdo de 10% apresentam atividade hipoglicémica no diabetes mellitus e que 0s
mecanismos responsaveis por esse efeito estdo relacionados com a composi¢do graxa da
especie. O extrato hidroetanolico foi classificado como muito ativo pois exibiu atividade
antifingica em concentraces abaixo de 100 pg/mL e melhores que o controle positivo
fluconazol, para a Candida glabrata e a Candida krusei. O resultado da cromatografia gasosa
demonstrou a presenca de acidos graxos insaturados, destacando-se os acidos graxos oleico e

linoleico, confirmando que esses lipideos sé&o, possivelmente, os responsaveis pelas atividades



determinadas da espécie. Entretanto, além de ndo ter sido possivel identificar os metabolitos
secundarios do extrato hidroetandlico como relatados na literatura, o perfil lipidico dos ratos
tratados com as améndoas da noz peca a 6% nao apresentou dados confiaveis. Assim, pode-se
afirmar que as améndoas da espécie apresentam beneficios ao serem inseridas na dieta,

contribuindo para o bindnimo dieta/saude.

Palavras-chave: Carya illinoinensis. noz pecd. atividade antidiabética. atividade antifingica.
acidos graxos insaturados.



ABSTRACT

Increased diabetes, dietary changes, and population sedentary lifestyle are major global
concerns that have sparked interest in research into seeking alternative treatments aimed at
improving the quality of life for people. In this context, the species Carya illinoinensis
(Wangenh.) K. Koch, popularly known as pecan, comes from North America, but can be found
in other places such as Chile, Africa, Argentina and Brazil . It is a functional food of the group
of oilseeds, which has a predominantly lipid composition, about 65-75%, in addition to other
components such as proteins, fibers, low glycemic index carbohydrates, minerals (zinc,
phosphorus, copper, magnesium and manganese) and some secondary metabolites (phenolic
compounds, sterols and tocopherols). The objective of the project was to study the chemical
profile and biological activities of C. illinoinensis almonds. The species was collected in the
municipality of Campo do Meio - MG and its exsicata was deposited and registered in the
Herbarium of the Federal University of Alfenas. The pecan nut almonds were separated from
the husks manually, dried and ground in a knife mill to be used only in three different
methodologies at work. The first one was carried out through the production of the treatment
ration of male Wistar rats through the incorporation of pecan nut in concentrations of 6 and
10% in the Nuvilab commercial ration. This was also used for analysis of the centesimal
composition of moisture, protein, lipid, ash, carbohydrate and energy. The second methodology
was applied in the extractive process of maceration that resulted in the 70% (v / v)
hydroethanolic extract of the C. illinoinensis almonds, which was the sample used to evaluate
the antimicrobial activity and also the chemical profile in mass spectrometry. The third and
final methodology employed the fixed oil of pecans of walnuts, by means of two different
extractive processes, in order to determine the composition of the fatty acids present in the
species. The results showed that the almonds of the pecan walnut in the concentration of 10%
present hypoglycemic activity in diabetes mellitus and that the mechanisms responsible for this
effect are related to the grease composition of the species. The hydroethanolic extract was
classified as very active because it exhibited antifungal activity at concentrations below 100 pg
/ mL and better than the positive control fluconazole for Candida glabrata and Candida krusei.
The results of gas chromatography showed the presence of unsaturated fatty acids, especially
oleic and linoleic fatty acids, confirming that these lipids are possibly responsible for the
specific activities of the species. However, in addition to the fact that it was not possible to

identify the secondary metabolites of the hydroethanolic extract as reported in the literature, the



lipid profile of rats treated with 6% pecan nut almonds did not present reliable data. Thus, it
can be affirmed that the almonds of the species present benefits to be inserted in the diet,

contributing to the binomial diet / health.

Keywords: Carya illinoinensis. pecan nut. antidiabetic activity. antifungal activity.

unsaturated fatty acids.
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LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

AG - Acidos graxos
AGEs - Produtos finais de glicacdo avancada
AIDS - Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
AOAC - Association of Official Analytical Chemists
ATCC - American Type Culture Collection
ATP - Adenosina trifosfato
CD - Controle diabetico
CND - Controle néo diabético
CT - Colesterol total
D6 - Diabéticos tratados com a noz na concentracgdo de 6 %
D10 - Diabéticos tratados com a noz na concentracdo de 10 %
DM - Diabetes Mellitus
DM1 - Diabetes Mellitus do tipo 1
DM2 - Diabetes Mellitus do tipo 2
DMG - Diabetes Mellitus gestacional
DMSO - Dimetilsulféxido
dL - Decilitro
ENP - Extrato Hidroetanolico 70% (v/v) das améndoas de noz pecd
EUA - Estados Unidos
FDA - Food and Drug Administration
g - Gramas
GLUT-4 - Transportador de glicose tipo 4
HDL - Lipoproteina de alta densidade
HIV - Virus da imunodeficiéncia humana
I1Co0 - Concentracdo inibitoria minima de 90% do crescimento microbiano
ICso - Concentracdo inibitdria minima de 50% do crescimento microbiano
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IG - Indice Glicémico
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LP - Lipase proteica
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mg - Miligrama(s)
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mL - Mililitro (s)
MOS - Micro-organismo (s)
MUFAs - Acidos graxos monoinsaturados
ND6 - N&o diabéticos tratados com a noz na concentracéo de 6 %
ND10 - N&o diabéticos tratados com a noz na concentragéo de 10 %
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PUFAs - Acidos graxos poli-insaturados
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PTP1B - Proteina tirosina fosfatase 1B
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SAFAs - Acidos graxos saturados
SBC - Sociedade Brasileira de Cardiologia
SBD - Sociedade Brasileira de Diabetes
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), as plantas
medicinais sdo aquelas que possuem agéo terapéutica devido a atividade de seus componentes
quimicos presentes (ANVISA, 2014). Esses, sdo denominados metabdlitos secundarios, ou
especiais, e sdo produzidos em quantidades minimas pelos vegetais para auxiliarem na defesa
contra predadores, protecdo de fatores ambientais e na regulacdo do crescimento da planta
(SILVA, 2013). Como esses metabdlitos sdo fontes de fitoterapicos e também servem como
padrdes na sintese de diversos farmacos, eles atraem a atencdo de muitos pesquisadores no
desenvolvimento de estudos cientificos (BRASIL, 2012).

Nesse contexto, o entendimento desses compostos, 0s diversos nutrientes existentes nos
alimentos e os beneficios por eles trazidos representam um novo e atual modelo de estudo,
correlacionando a dieta com a saide (CASADO, 2010; SIMOES, 2015). Esses componentes
benéficos sdo conhecidos por alimentos funcionais e, ao serem inseridos na dieta humana sao
capazes de prevenir e/ou tratar infeccdes e doencas cronicas, como a obesidade e o diabetes
(COSTA; ROSA, 2016).

A heterogeneidade dos compostos funcionais possibilita 0 seu consumo por meio de
varios alimentos, como hortalicas, leguminosas, frutas, bebidas lacteas, carnes, cereais e
oleaginosas. (REIS, 2016). Esse ultimo grupo, representado pelas améndoas, macadamias,
amendoins, avelas, nozes, castanhas e a linhaca (BRAGA; BARLETA, 2017; CARDOZO;
MAFRA, 2015), possui em sua constituicdo compostos fenolicos, acidos graxos insaturados,
proteinas, carboidratos de baixo indice glicémico, fibras e os micronutrientes (vitamina E e
minerais como selénio e magnésio), que sdo 0s responsaveis pelos beneficios trazidos pelo
alimento (SILVA et al., 2016).

Nesse contexto, a espécie Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch, também conhecida
como noz pecd (NP), € uma representante do grupo das oleaginosas. Ela é uma nogueira nativa
da América do Norte, pertencente a familia Juglandaceae, e considerada uma das arvores mais
altas e antigas do mundo (MATTISON et al., 2017). A NP é bastante consumida nos Estados
Unidos, desde os séculos XV1 e XVII, principalmente pelos indigenas, entretanto, somente foi
introduzida no Brasil em meados de 1870 (PAULUS, 2015). A regido Sul do Pais, mais
especificamente o estado do Rio Grande do Sul, é considerada a segunda maior produtora da
América do Sul, ficando atras apenas do Chile (STELLA; LUCCHESE, 2015).
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Na constitui¢do nutricional da NP pode-se inferir que os componentes majoritarios sao
os lipideos, representando cerca de 65-75%, sobretudo por &cidos graxos monoinsaturados
(MUFAs) e poli-insaturados (PUFAs), como o oleico e o linoleico, respectivamente
(CHACON-GARZA et al., 2016). A NP ainda é composta por metabolitos secundarios como
os fitoesterois, tocoferdis, &cidos fendlicos, taninos, lignanas e antocianidinas (DOMINGUEZ-
AVILA etal., 2015; GARDEA; MATINEZ-TELLEZ, 2011). Na literatura é relatado que o seu
consumo contribui positivamente para a saude pois é capaz de diminuir o risco de
desenvolvimento de Diabetes Mellitus (DM) pois tem um bom efeito no controle da glicemia
através de varios mecanismos (ATANASOQV et al., 2018).

O Diabetes Mellitus (DM) é considerado um distUrbio metabolico que ocorre por um
defeito na acdo ou excrecdo de insulina, dificultando a entrada de glicose nas células e,
consequentemente, impedindo a metabolizacdo dessa. E considerada uma doenca que se instala
silenciosamente, que além de elevar a glicemia, causa muitas complica¢cdes no organismo
(CUNHA, 2015; SBD, 2017/2018). Essa patologia representa hoje uma grande preocupacéo
mundial pois a sua prevaléncia aumentada tem sido relacionada a mudancas no estilo de vida e
no comportamento da populacdo, principalmente na alimentacdo e sedentarismo, o0 que é
bastante preocupante (CHAYARORP et al., 2017).

Devido a esse grande nimero de pessoas diabéticas e também pelo tratamento
medicamentoso da patologia causar efeitos colaterais graves, como disturbios gastrointestinais
e complicacdes renais, alternativas complementares, como suplementos alimentares e plantas
medicinais, estdo sendo estudadas e utilizadas no tratamento do DM (CHAYAROP et al., 2017,
GHIRAVANI et al., 2016).

Analogamente, o problema atual de resisténcia aos antifingicos e antimicrobianos
enfrentado, principalmente, pelos hospitais, tem despertado a busca por produtos naturais com
atividade contra esses micro-organismos (MOS) (Dos SANTOS et al., 2016; LIMA et al.,
2006). De acordo com Andrade et al. (2015) e Prado et al. (2014), a espécie C. illinoinensis
possui acdo antimicrobiana devido a presenca dos seus constituintes.

Em suma, os problemas na salde publica relatados acima e também a escassez de
trabalhos publicados envolvendo a noz pecd, contribuiram para o interesse de estudar a espécie
Carya illinoinensis para comprovar o seu uso etnofarmacologico e garantir que a mesma tenha
eficacia e seguranca quanto ao uso para, futuramente, torna-se uma possibilidade de escolha na

terapia complementar no tratamento das doengas citadas anteriormente.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

O conceito de plantas medicinais segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) pode ser resumido em uma planta, ou parte dessa que contém componentes
responsaveis pela acéo terapéutica (ANVISA, 2014; BRASIL, 2012). O uso desses vegetais
faz-se presente desde os tempos mais remotos quando o homem primitivo os utilizava na
alimentacdo, na conservacao de alimentos, no preparo de 6leos e unguentos e, também, como
pratica de tratamento e prevencao de doencas (PELICER, 2013).

No Brasil, o0 emprego das plantas medicinais surgiu do conhecimento de indigenas que
as utilizavam para a cura de muitas patologias que, com o processo de colonizagéo, essa cultura
e suas informacbes valiosas foram passadas para 0s portugueses tornando as plantas
amplamente difundidas no uso popular (LIMA et al., 2012; ROCHA et al., 2015). O Pais dispde
de uma rica reserva de produtos naturais e detém a maior diversidade de toda a flora mundial,
possuindo um total de 13% das 1,9 milhdes de plantas existentes no mundo, sendo que, somente
na Amazonia sdo catalogadas 55.000 espécies (AMARAL; FIERRO, 2013; SOUSA, 2016).
Portanto, esses fatores favorecem o interesse e o desenvolvimento por pesquisas cientificas de
todo o mundo voltadas para a area de plantas medicinais.

As plantas produzem metabdlitos, podendo esses serem primarios ou secundarios. Os
primeiros sdo representados por proteinas, lipideos, carboidratos e &cidos nucléicos, e eles
contribuem tanto para a estrutura da célula vegetal como para o metabolismo energético. Ja os
secundarios, ou também chamados de especiais, que ndo sdo considerados componentes
nutricionais, no sentido classico, estdo em pequenas quantidades e atuam na defesa contra
herbivoros e microrganismos no ambiente, protecdo de fatores externos e como reguladores de
crescimento da planta (SILVA, 2013). Os metabdlitos especiais tiveram sua descoberta com o
isolamento da morfina no inicio do século XIX (NAKABAYASHI; SAITO, 2013) e hoje,
também podem ser chamados de fitoquimicos, sendo a classificacdo desses baseada tanto na
estrutura quimica quanto nas caracteristicas dos grupos funcionais (LEITZMANN, 2016). Os
principais representantes dos metabdlitos especiais sdo os acidos fendlicos, flavonoides,
taninos, alcaloides, 6leos essenciais, terpenos, saponinas, dentre outros (BEGASHAW et al.,
2017).
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Porém, o uso indiscriminado dessas espécies vegetais vem demonstrando que as
mesmas possuem substancias que sdo potencialmente perigosas para aqueles que as utilizam, e
a falta de conhecimento e embasamento tedrico a respeito das espécies podem causar Sérios
danos ao organismo humano e até mesmo levar a obito (ARAUJO et al., 2014; VEIGA
JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

2.2  ALIMENTOS FUNCIONAIS

Mudangas sociais, demogréaficas, econdmicas, culturais e tecnoldgicas afetaram,
significativamente, o padréo da dieta populacional e, consequentemente, o estilo de vida e a
salde das pessoas. Essas transi¢des nutricionais (ou também denominada mudancas negativas
nos padrdes alimentares) dos brasileiros, caracteriza-se por um alto consumo de alimentos
industrializados, ricos em gorduras, acucares e sal, e uma ingestao deficiente de carboidratos
complexos e fibras, além do sedentarismo (REIS et al., 2016; SBC, 2015).

A primeira definicdo de alimentos funcionais surgiu em 1980, no Japdo, devido ao
consumo de alguns produtos em dietas que além da sua fungdo nutricional, tinham beneficios
no organismo e também reduziam o risco de algumas doengas cronicas. Entretanto, a definicéo
exata do termo costuma variar bastante dependendo da legislacdo vigente em cada pais e 0s
orgdos responsaveis. A ANVISA, apesar de ndo conceituar alimento funcional ela avalia e
aprova as propriedades funcionais desse e estabelece uma orientacdo para sua utilizacdo
(COSTA; ROSA, 2016; SALGADO, 2016).

Os alimentos funcionais podem ser encontrados em diversos alimentos como hortalicas,
leguminosas, frutas, bebidas lacteas, carnes, cereais e oleaginosas (REIS, 2016). De acordo com
Salles (2013), a ANVISA reconhece até 0 momento 0s seguintes compostos presentes nos
alimentos funcionais: acidos graxos (AGs) (6mega 3), carotenoides (licopeno, luteina e
zeaxantina), fibras alimentares (dextrina resistente, frutooligossacarideo, goma guar
parcialmente hidrolisada, inulina, lactulose, polidextrose, beta glucana, psillium), fitoesterais,
proteina da soja, quitosana, polidis (manitol, xilitol, sorbitol) e probidticos.

O aumento do consumo desses alimentos nutritivos para evitar ou mesmo corrigir
problemas de salde, como a obesidade e o diabetes, contribui para o binbmio dieta-satde, que

hoje representa um novo modelo de estudo dos alimentos que envolve a compreensao do valor
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nutricional e os beneficios fisioldgicos trazidos pelos mesmos (CASADO, 2010; SIMOES,
2015).

A dieta Mediterranea, um grande exemplo de inser¢do dos alimentos funcionais,
apresenta uma reducdo da taxa de doencas cronicas devido aos habitos alimentares da
populacdo. Ela é representada por uma baixa ingestdo de produtos derivados do leite, carnes
vermelhas e processadas, doces, e um alto consumo de azeite, frutas, nozes, vegetais e cereais.
O vinho é consumido diariamente, em pequenas quantidades, junto com as refeicOes
(BERTOLANI; VENTRIGLIO; DAVANCO, 2014; ESTRUCH et al., 2013).

Dentre os alimentos funcionais com maior importancia na prevencdo do diabetes,
destaca-se 0 grupo das oleaginosas, que é representado pelas améndoas, macadamias,
amendoins, avelds, nozes, castanhas e a linhaca (BRAGA; BARLETA, 2017; CARDOZO;
MAFRA, 2015). As oleaginosas contém além de AGs essenciais (que ndo podem ser
sintetizados no organismo humano e, portanto, devem ser incluidas na dieta), também
importantes macronutrientes (lipideos, proteinas, carboidratos e fibras), micronutrientes, como
a vitamina E e os minerais (selénio, manganés, magnésio, zinco, acido folico e cobre), e os
metabolitos secundarios (compostos fendlicos - &cidos fenodlicos, taninos e flavonoides)
(SILVA et al., 2016).

Os inimeros componentes presentes nas oleaginosas além de protegerem o organismo
contra 0 estresse oxidativo, modificam positivamente o perfil lipidico, melhoram a
sensibilidade a insulina e também reduzem os fatores de risco para diversas doencas crénicas.
A porcdo ideal para consumo das oleaginosas variam de acordo com a idade, género,
necessidades energéticas e o objetivo nutricional (EAGAPPAN; SASIKUMAR, 2014).

Nesse sentido, os diversos constituintes das nozes agregam beneficios para o alimento
e tornam o grupo das oleaginosas importantes na prevencdo e no tratamento de varias

patologias.

2.3  LIPIDEOS

Os lipideos sdo compostos quimicos representados por grandes cadeias organicas de
carbono e hidrogénio que Ihes conferem carater hidrofébico, ou seja, insolubilidade em agua.
Essas cadeias podem ser apenas de hidrocarbonetos ou ainda acrescidas de grupos funcionais

como alcoois, &cidos carboxilicos, esteres, éteres, fendis, amidas, entre outros. Esses compostos
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sdo utilizados pelo homem desde a antiguidade, ndo somente como parte da dieta, mas também
como fontes de combustiveis liquidos, na producédo de sabdes e tintas (LENHARD et al., 2015;
RAMALHO; SUAREZ, 2013).

No organismo, essas substancias lipofilicas tém fungbes na construcdo de membranas
biologicas, na reserva de energia, fornecimento de moléculas precursoras de hormonios
esteroidais e prostaglandinas, na conservagdo do calor corporal e na protecdo das visceras
(GONZALVEZ; Da SILVA, 2017). Os lipideos sdo necessarios para absorcdo de algumas
vitaminas lipossolUveis e carotenoides e constituem a maior fonte de energia do organismo,
oferecendo cerca de 9kcal por grama de alimento, representando de 20 a 35% do total calérico
ingerido numa dieta normal. As principais fontes desses compostos sdo encontradas nos
produtos lacteos, em pescados, na carne bovina, nos cereais, nas oleaginosas, nos 0leos e
gorduras vegetais (KURECK, 2014; VIANA; DANTAS; MENEZES, 2016).

Os lipideos mais importantes em termos fisioldgico e clinico sdo os fosfolipideos, o
colesterol, os triacilglicerdis ou triglicerideos (TAGS) e os acidos graxos (AGs). Os primeiros,
possuem em sua composicdo os AGs, o glicerol e o fosfato, atuando na formacdo das
membranas e como participantes nas vias de sinalizacdo de diversos tipos de estimulos
(BURTIS; BRUNS, 2016; REIS, 2016). Ja o colesterol, € um elemento essencial no organismo
animal para a formag&o estrutural das membranas celulares, além de atuar na sintese de acidos
biliares, horménios sexuais e vitamina D. Esse tipo de lipideo esta presente em alimentos
oriundos de gorduras animais como ovo, leite e seus derivados e carne vermelha (SBC, 2015).
Os TAG sdo compostos por uma molécula de glicerol que esta ligada a trés AGs por meio de
ligagdes do tipo éster e sua principal funcdo é de armazenamento energético. Eles podem ser
do tipo simples, onde ha uma Unica espécie de AG ligado ao glicerol, ou compostos (mistos),
contendo dois ou mais AGs diferentes (REIS, 2016; SBC, 2015; SIMAS, 2010; TRIGUERO et
al., 2012).

Os AGs sao formados por uma longa cadeia de hidrocarbonetos que na sua porgao
terminal tem ligado um grupamento carboxila. As suas principais fung¢des estdo relacionadas
também & composicdo estrutural das membranas, além de atuarem como precursores de
mensageiros intracelulares gerando ATP (adenosina trifosfato) (FERREIRA et al., 2012; GOIS
et al., 2016). Eles podem ser classificados de acordo com: o tamanho da cadeia em curta (de 2
a 4 carbonos), media (de 6 a 12 carbonos) e longa (acima de 12 carbonos); pelo numero de
ligagBes simples e duplas (saturados, monoinsaturados e poli-insaturados); e também pela
configuracdo das ligacGes duplas (cis e trans) (REIS, 2016). Os principais tipos de AGs

encontrados na natureza estdo listados na tabela 1.
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Simbolo Formula quimica Nome comercial Nome Tipo AG
numeérico popular
C4:0 CH3-(CH2)2-COOH Butanoico Butirico Saturado
C6:0 CH3-(CH2)4-COOH Hexandico Caprdico Saturado
C8:0 CH3-(CH2)6-COOH Octanoico Caprilico Saturado
C 10:0 CH3-(CH2)6-COOH Decandico Céprico Saturado
C12:0 CH3-(CH2)10-COOH Dodecandico Laurico Saturado
C 14:0 CH3-(CH2)12-COOH  Tetradecandico Miristico Saturado
C 16:0 CH3-(CH2)12-COOH  Hexadecandico Palmitico Saturado
C 16:1 CH3-(CH2)14-COOH 9-Hexadecenodico  Palmitoléico  Monoinsaturado
C 18:0 CH3-(CH2)16-COOH Octadenoico Estearico Saturado
C18:1 CH3-(CH2)16-COOH  9-Octadecendico Oleico Monoinsaturado
C 18:2 CH3-(CH2)16-COOH 9,12- Linoleico Poli-insaturado
Octadecadiendico
C 18:3 CH3-(CH2)16-COOH 9,12,15- Linolénico Poli-insaturado
Octadecatrienoico
C 20:0 CH3-(CH2)16-COOH Eiscosanoico Araquidico Saturado
C 20:4 CH3-(CH2)18-COOH 5,8,11,14- Araquidonico  Poli-insaturado
Eicosatetraenoico
C 22:0 CH3-(CH2)20-COOH Docosanoico Behénico Saturado
C 24:0 CH3-(CH2)22-COOH  Tetracosandico Lignocérico Saturado

Fonte: Adaptado de MERCON (2010)

Os AGs que apresentam ligacdes do tipo simples s&o nomeados saturados e possuem
como caracteristica um maior ponto de fusdo se comparados com os AGs insaturados (VIANA,;
DANTAS; MENEZES, 2016). Pode-se encontrar esses lipideos em maiores quantidades nos
alimentos de origem animal (carnes vermelhas, manteiga, leite e derivados), embora também
podem estar presentes nos de origem vegetal (coco, azeite, entre outros). Uma dieta com
elevado consumo dessas gorduras é maléfica para a satde pois esses AGs sdo capazes de elevar
o risco de doencas como 0 DM, além de aumentar o peso corporal e subir os niveis de colesterol
(HIPOLITO; FRANCISCO, 2015). De acordo com a Sociedade Brasileira de Cardiologia
(SBC, 2015) os AGs saturados mais importantes e encontrados no estado solido a temperatura
ambiente sdo o miristico (14:0), o palmitico (16:0) e o estearico (18:0).

Ja os denominados AGs insaturados, que caracterizam-se por uma ou mais duplas
ligagbes ao longo da cadeia principal de carbonos, sdo benéficos para a saiude. Os AGs
monoinsaturados (MUFAS) apresentam apenas uma ligacdo dupla na molécula e estéo
presentes, principalmente, em 0leos de canola e oliva, oleaginosas (amendoim, améndoa,

nozes) e abacate. Os PUFAs (AGs poli-insaturados), contém duas ou mais insaturagées, que
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sdo caracterizadas pela localizacdo das duplas ligagdes, e sdo encontrados no azeite, no 6leo de
girassol, no de milho, no grdo de soja, em peixes e nas oleaginosas (castanhas, nozes, avelas)
(BIESEK; ALVES; GUERRA, 2015).

Dentre os PUFAs que merecem destaque estdo o acido linoleico (n-6 (insaturacdo no
carbono 6) ou C18:2) e o &cido linolénico (n-3 (primeira insaturagdo no carbono 3) ou C18:3)
que sdo lipideos pertencentes a familia dos 6megas e também chamados de essenciais por ndo
poderem ser produzidos pelo homem e, portanto, devendo ser inseridos na dieta regularmente
(COSTA,; JORGE, 2011; REIS, 2016;). O acido oleico (n-9 (primeira insaturacdo no carbono
9) ou C18:1) é um MUFA que como é sintetizado pelo organismo ndo pode ser classificado
como um AG essencial, entretanto, 0 seu consumo apresenta beneficios nas doencas crénicas
pois atuam como potentes antioxidantes (ATANOSOQV et al., 2018).

De acordo com Ley et al. (2014), a preocupacdo do consumo dos lipideos ndo esta na
quantidade ingerida diariamente, mas sim, no tipo de AGs presentes na dieta. A troca das
gorduras saturadas pelas insaturadas € capaz de estimular a secrecdo de insulina em células do
pancreas de ratos, aumentando a sensibilidade desse hormdnio insulinico, consequentemente,
diminuindo o risco de desenvolvimento do DM (ATANOSOV et al., 2018; GUASCH-FERRE
etal., 2017).

Em resumo, como os lipideos possuem importantes fun¢fes na nutricdo e na saude, é
necessario o conhecimento bioquimico desses compostos para a compreensdo de certas
patologias, incluindo a obesidade e diabetes mellitus (RODWELL et al., 2016).

2.4 Caya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch

A espécie Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch, também conhecida como noz peca
(NP), é nativa da America do Norte e pode ser encontrada, principalmente, nos Estados Unidos
(EUA) e no México, sendo esse primeiro pais o lider do ranking de maior produtividade
mundial da NP (MATTISON et al., 2017). E possivel ainda encontrar esse tipo de noz em outras
localidades, como no Chile, na Africa do Sul, no Peru, na Australia, em Israel, no Egito, no
Canada, na Argentina e no Brasil (BHARDWAJ; SHARMA, 2017; RECKZIEGEL, 2011).

A especie, nogueira peca (Figura 1), pertence a familia Juglandaceae, é considerada uma

arvore alta podendo atingir de 25 a 45 metros de altura e diametro de copa e 5 metros de
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circunferéncia de tronco. Ela também é apontada como uma das mais antigas arvores, chegando
a 100 anos de idade e produzindo mais de 100 kg de nozes por planta. A familia pertence a
ordem Fagales que é composta por oito géneros de plantas, destacando-se além da Carya, as
Juglans (OZCARIZ FERMOSELLE, 2016; ROBBINS, 2012).

Figura 1 — Nogueira (arvore noz pecd)

Fonte: Do autor

Essas arvores séo classificadas como heterodinamos, mondicas e de folhas deciduas,
que apresenta digamia, produzindo flores femininas e masculinas no mesmo pé, mas em lugares
separados e que maturam em momentos diferentes. O fruto é uma drupa que se agrupa em
cachos de trés a sete unidades, com epicarpo que se separa do fruto na maturagéo, em formatos
oblongos e elipsoides que variam de 3 a 5 cm de comprimento (PAULUS, 2015; VIDAL,;
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PINTOS, 2013). Ele esta envolvido por um tegumento espesso que, inicialmente tem coloragdo
esverdeada, mas com o processo de maturagdo torna-se mais escuro, se abre e libera a NP
(MOKOCHINSKI, 2015) (Figura 2).

Figura 2 — Partes constituintes da noz peca

A

Fonte: Do autor
Legenda: A — Folhas; B - frutos verdes e maduros ; C — noz pecd; D - Améndoas da noz pecd

As exigéncias climaticas da nogueira, seqgundo Bhardwaj e Sharma (2017), séo clima
temperado e tropical, com baixas temperaturas no inverno para que ocorra o repouso vegetativo
e valores elevados no verdo favorecendo o florescimento e a frutificacdo de C. illinoinensis. A
perda de suas folhas acontece na estacao do inverno quando as améndoas estdo maduras para o
consumo (De LIMA, 2011; ROVANI; WOLLMANN; MONTEIRO, 2015).
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A palavra pecd, ou também conhecida por outras nomenclaturas como pecan ou noz
pecd, ¢ de origem indigena “pacaon” que significa: fruto que para ser quebrado necessita de
uma pedra (MOKOCHINSKI, 2015; ORO, 2007; VENKATACHALAM, 2004). Segundo
Ozcariz Fermoselle (2016) o uso dessa espécie pelos seres humanos é bastante antigo, pois
foram encontrados restos de sementes e folhas da nogueira proximos a ferramentas humanas
em uma caverna no Texas referentes ao ano 6.100 a.C. Em relatos historicos de colonizadores
espanhois no século XVI, é descrito caracteristicas dos frutos de C. illinoinensis que eram
amplamente usados e comercializados por indios no Colorado, Novo México, Arizona e Texas.
Os indigenas norte-americanas utilizavam a NP como principal ingrediente no preparo de
“powcohicoria”, uma bebida tdxica, consumida em festas tipicas de algumas tribos (ORTIZ,
2000; PRADO, 2013).

A espécie era amplamente cultivada nos Estados Unidos nos séculos XVI e XVII, mas
somente em meados de 1870 que ela foi introduzida no Brasil por meio de imigrantes norte-
americanos oriundos da Guerra de Secessdo (1861-1865), nas cidades de Santa Béarbara
D’Oeste e Americana, no Estado de Sdo Paulo (GRAUKE; THOMPSON, 1996; PAULUS,
2015). Na regido Sul do Pais, a noz foi inserida em, aproximadamente, 1910 e como € uma
espécie de clima temperado encontrou nesse local um bom lugar para seu cultivo. Atualmente,
o0 estado do Rio Grande do Sul é o maior produtor do Brasil, com 3.400 hectares cultivados e
uma producdo em torno de 1.700 toneladas de frutos (RECKZIEGEL, 2011; ROVANI;
WOLLMANN; MONTEIRO, 2015). Entretanto, o Chile é considerado o grande produtor da
Ameérica do Sul, gerando cerca de 12.000 toneladas e exportando 10.000 dessas (STELLA;
LUCCHESE, 2015).

Segundo Ozcariz Fermoselle (2016) existem mais de 500 tipos de cultivares registradas
no mundo todo, e os principais tem origem nos EUA e sdo nomeadas: Stuart, Mahan, Frotscher,
Schley, Success, Moneymaker, Barton, Shawnee, Cape Fear, Chickasaw e Choktaw, Desirable,
Melhorada, Imperial, Importada, Burkett, Chpecear, Shoshone (AGROLINE, 2010; POLETTO
etal., 2012; ROVANI; WOLLMANN; MONTEIRO, 2015). Dentre essas, as quatro principais
comercializadas no Brasil sdo a Barton, Choktaw, Shawnee e Stuart. A maturacdo acontece no
periodo de margo a maio, mas pode variar de acordo com as condi¢des climéticas e genéticas
das plantas (MOKOCHINSKI, 2015; VENKATACHALAN, 2004).

As cultivares diferem entre si em varios aspectos, principalmente nas caracteristicas
fisicas, de rendimento na producdo e na resisténcia a pragas. Mokochinski (2015) e
Venkatachalan (2004) afirmam que a Stuart apresenta uma maior massa de améndoa e de casca,

portanto, exibem um menor rendimento, diferentemente da Shawnee e Barton, que possuem
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uma maior produgdo em decorréncia do menor peso de suas cascas. Ja a Choctaw, tem um
rendimento intermediario por apresentar uma massa maior de améndoa, porém, menor de casca.

A figura 3 ilustra alguns tipos de cultivares.

Figura 3 — Améndoas das principais cultivares da noz pecd

Nacono Kanza Desirable
Pawnee Kiowa
Shawnee

Fonte: OZCARIZ FERMOSELLE (2016)

Como praticamente todas as partes da NP sdo aproveitadas, existe uma gama de
aplicacdes desse alimento funcional. A améndoa pode ser consumida in natura, utilizada em
molhos, sobremesas (tortas, bolos, sorvetes) e em produtos cosméticos. Ja o dleo fixo, obtido
por meio de prensagem das améndoas da noz, é aproveitado como azeite (COSTA, 2011; ORO
et al., 2008; OZCARIZ FERMOSELLE, 2016). A casca do fruto, um subproduto do processo
industrial, é vendida em pedacos ou triturada para o preparo de chas na prevencao e tratamento
de patologias como o diabetes, obesidade, hipertensao, dislipidemia e também como vermifuga,
diurética, desintoxicante e digestiva (HILBIG et al., 2017; KURECK, 2014; PRADO, 2013).

A NP ¢ extremamente valorizada ndo somente pelas suas caracteristicas nutricionais,

mas também pelo cheiro e gosto agradaveis da noz (MATTISON et al., 2017). Nos ultimos
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anos aumentou o interesse pela espécie e pelos seus metabdlitos secundarios, pois parecem
reduzir o risco de doencas metabdlicas e ainda, diminuir o colesterol. Todas as partes da NP, as
améndoas, 0 0leo, as folhas, as raizes e a casca tém sido utilizadas como tratamento alternativo
ou preventivo do diabetes mellitus na populacdo, mesmo que ainda nao tenha sido totalmente
elucidado esse feito (PORTO et al., 2015).

2.5  COMPOSICAO NUTRICIONAL E BENEFICIOS DA NOZ PECA

A NP possui diversos componentes que sdo responsaveis por inimeros beneficios para
0 organismo humano, variando desde macronutrientes, micronutrients até metabolitos
secundarios. Segundo Luo et al. (2014), a ingestao diéria das nozes pode melhorar a satde de
varias formas, podendo citar: reducdo do risco da doenca cardiovascular e do DM pela
guantidade elevada de boas gorduras; relacdo positiva com a adiponectina plasmatica,
contribuindo com a perda de peso; além da presenca de proteinas, fibras, fitoesterois e minerais
(célcio, magnésio e potassio) que também colaboram para uma dieta equilibrada e saudavel. Os
mecanismos relacionados podem ser explicados, como na doenca cardiovascular através da
modulacdo da expressao de receptores LDL no figado (SCHERR et al., 2015); no DM, em que
0s AGs alteram a composicdo dos fosfolipideos nas membranas celulares, modulando a acéo e
a homeostase da insulina (RAJARAM; SABATE, 2006); e a acdo da adiponectina que pode ser
regulada através de AGs insaturados e a presenca de compostos fenélicos que aumentam a
expressao génica de alguns fatores relacionados com o horménio (TIAN et al., 2013)

Na composic¢do centesimal da NP Bhardwaj e Sharma (2017) citam que os teores podem
variar em cada componente, sendo de umidade de 2,1-6,4%, de proteina de 6-11,3%, lipideos
de 65,9-78%, carboidratos totais de 3,3-5,3% e cinzas de 1,2-1,8%. O valor de ingestao caldrica
em 100 gramas de produto tem um total de 726,8 kcal (BHARDWAJ; SHARMA, 2017;
PORTO et al., 2013).

A espécie é bem conhecida pelo seu elevado conteudo lipidico, em que os valores podem
variar ndo somente de cultivar para cultivar, mas também com o ano da safra, a idade das
arvores, os métodos de producdo, o nivel de irrigacdo e as caracteristicas genéticas da planta.
Esses lipideos da NP sdo compostos, principalmente, por AGs insaturados, possuindo um teor
consideravel do MUFA oleico (de 52,52 a 74,09%) e do PUFA linoleico (de 17,09 a 37,52%)
(BHARDWAJ; SHARMA, 2017; OZCARIZ FERMOSELLE, 2016).
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Os é&cidos graxos saturados (SAFASs) palmitco, estedrico e aracdénico também sdo
encontrados na oleaginosa, porém, em menor concentracdo. A relacdo PUFA/SFA na NP é
considerada benéfica representando um total de 2,6 bem semelhante ao encontrado no azeite.
O valor de 6mega 3 (a-linolénico) em 100g de NP estd em torno de 0,45 g, que representa um
total de 8% de todo o contetdo lipidico da pecd (CHACON-GARZA et al., 2016; PORTO et
al., 2013).

Outra fracdo da espécie C. illinoinensis, representada pelos metabdlitos secundarios, é
composta por acidos fenolicos (acido elagico e galico), flavonoides (antocianinas), estilbenos,
lignanas, fitoesterol, taninos hidrolisdveis e condensados (catequinas e proantocianidinas) (De
La ROSA etal., 2014; DOMINGUEZ-AVILA et al., 2015; OZCARIZ FERMOSELLE, 2016).
Segundo Pasini et al. (2013) a NP é classificada dentre os alimentos, com maior contetdo de
compostos fendlicos, presentes tanto na casca do fruto quanto na améndoa sendo, portanto,
investigada para o tratamento e/ou prevencéao de inUmeras patologias, destacando-se o diabetes
e as infecgdes microbioldgicas (PORTO et al., 2016; PRADO, 2013).

A atividade antimicrobiana de C. illinoinensis contra bactérias Gram positivas, Gram
negativas e leveduras, também ¢é relatada na literatura e justificada, na maioria dos trabalhos,
pela presenga de compostos fendlicos como os &cidos fendlicos, flavonoides e taninos
(BHARDWAJ; SHARMA, 2017). Os mecanismos de acdo desses estdo relacionados a
complexacdo de ions metalicos essenciais, inibi¢cdo de enzimas extracelulares ou oxidacéo de
membranas celulares microbianas (BORGES et al., 2013; CAXAMBU et al., 2016). Entretanto,

a composicao lipidica da espécie, também colabora com a atividade antimicrobiana.

2.6 ATIVIDADES BIOLOGICAS RELACIONADAS A NOZ PECA

2.6.1 Diabetes Mellitus

O Diabetes Mellitus (DM) € um distarbio metabolico que ocorre devido a um defeito na
acao ou excrecdo de insulina dificultando a entrada de glicose nas células e, consequentemente,
impedindo a metabolizaco dessa. E uma doenca que se instala silenciosamente, que eleva a
glicemia e causa muitas complica¢fes no organismo (CUNHA, 2015; SBD, 2017/2018). Os

sintomas mais comuns s&o a polidria, polifagia, polidipsia, perda de peso e alteracGes na visao
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(SALLES, 2017; VIANA; RODRIGUEZ, 2011). As complicacbes dessa patologia s&o
divididas em agudas, representadas por hiperglicemia com cetoacidose ou a sindrome
hiperosmolar. As de longo prazo, como a retinopatia, perda de visdo, nefropatia, insuficiéncia
renal, neuropatia periférica, amputacdes de membros e disfuncdo sexual. A hipertensdo e
anormalidades no metabolismo de lipoproteinas sdo frequentemente encontradas em diabéticos
(ADA, 2017).

O DM pode ser classificado em tipo 1 (DM1), que ocorre devido a destrui¢do ou 0 ndo
funcionamento normal das células £ do pancreas, resultando em uma deficiéncia completa de
insulina; em tipo 2 (DMZ2), caracterizada por uma resisténcia a insulina devido a um aumento
da secrecao desse horménio para tentar manter a glicose em niveis normais; em DM Gestacional
(DMG), quando a patologia é diagnosticada durante a gravidez; e em outros tipos de diabetes
associados a diferentes causas, como por exemplo doengas do pancreas exocrino e defeitos
genéticos na acao da insulina. Dentre esses tipos, 0 DM1 e DM2 sdo 0s mais comuns na
populacéo e apresentam o maior indice de morbidade. O DM1 representa 75% dos casos em,
principalmente, criancas e adolescentes, entretanto, 0 DM2 é o mais recorrente (ADA, 2017,
SALLES, 2017; SBD, 2017/2018).

A insulina é essencial para que o corpo possa usar a glicose como fonte de energia para
as diversas reacGes no organismo. Quando o ser humano se alimenta, 0 amido e o agucar
oriundos dos alimentos sdo processados e convertidos em glicose que, com a liberacdo da
insulina, é convertida em energia ou armazenada na forma de glicogénio ou gordura. Porém,
em pessoas diabéticas, ha um defeito na acdo ou na secrecdo de insulina que impede que a
glicose passe para o interior das células, gerando um acumulo de aglcar e podendo produzir
complicacdes da doencga (ADA, 2017).

Essa patologia € considerada um dos grandes problemas da saude e possui uma
prevaléncia aumentada no mundo todo devido a mudancas no estilo de vida e no
comportamento da populagdo (CHAYARORP et al., 2017). O sedentarismo e as transi¢cdes dos
padrdes alimentares durante as Ultimas décadas levaram a um preocupante ganho de peso na
populacdo e contribuiram para o desenvolvimento da doenca. As dietas altamente caldricas e
pouca saudaveis dos “fast foods™, a ingestdo de agucares e gorduras maléficas e 0 aumento no
tamanho das porgdes alimentares também auxiliaram na incidéncia dessa patologia (LEY et al.,
2014). De acordo com Malta et al. (2017), a adocao de uma vida mais saudavel como a pratica
de exercicios fisicos e alteragdo alimentar sdo algumas das intervengdes capazes de prevenir 0

diabetes.
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Os farmacos hipoglicemiantes disponiveis e aplicados na terapéutica dessa patologia
conseguem reduzir a glicose para niveis normais, porém, muitos deles possuem efeitos
colaterais graves que variam desde disturbios gastrointestinais até severas complicagdes renais
(CHAYARQORP et al., 2017). Por esse motivo, alternativas complementares como suplementos
nutricionais e plantas medicinais estdo sendo cada vez mais utilizadas para o tratamento dessa
patologia e de outras (GHIRAVANI et al., 2016). Os principais mecanismos hipoglicémicos
referentes aos produtos naturais incluem a inibig¢éo da a-glicosidade e da formacéo dos produtos
finais de glicacdo avancada (AGESs), 0 aumento do transportador de glicose tipo 4 (GLUT-4) e
da expresséo dos proliferadores de peroxissomas (PPARS) e também a atividade antioxidante
(GOVERNA et al., 2018).

A literatura relata o uso da espécie C. illinoinensis para o tratamento do DM e atribui
esse efeito aos constituintes da planta, como os metabdlitos secundarios, micro e
macronutrientes. Os compostos fendlicos presentes na nogueira pecd podem atuar de diferentes
formas, desde a inibicdo da digestdo do amido, aumento da absorc¢do da glicose pelos tecidos
periféricos, até a melhora na sensibilidade a insulina (ATANASOV et al., 2018). Os lipideos,
principalmente AGs insaturados, o teor de magnésio e a presenca de carboidratos de baixo
indice glicémico também auxiliam na atividade antidiabética, sendo esses ultimos compostos
responsaveis pela reducdo da carga glicémica da dieta, altamente benéfica para individuos
diabéticos (VIGUILIOUK et al., 2014).

Tendo em vista que, das poucas pesquisas existentes na literatura, a maioria avalia o
efeito da casca C. illinoinensis em DMZ2, este trabalho foi delineado objetivando determinar se
a parte mais consumida da noz pecd, as améndoas, também teria atividade no DM1, visando
um possivel complemento nutricional na expectativa de reduzir a glicemia de pacientes

impactados por essa doenca.

2.6.2 Atividade antimicrobiana

O termo micro-organismos (MOS) é definido como qualquer forma de vida que é visivel
em microscopico e inclui organismos unicelulares, multicelulares e os virus. Os representantes
com maior diversidade e importancia desse amplo grupo séo as bactérias e fungos, que podem
apresentar fungdes bastante significativas em alimentos, nas plantas, nos animais e em

humanos, podendo elas serem benéficas ou nocivas (OLIVEIRA, 2015).
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Os antimicrobianos, ou também denominados antibioticos, sdo substancias que podem
matar os MOS patogénicos por meio da sua atividade bactericida ou fungicida, como também
paralisar o seu crescimento (bacteriostatica ou fungistatica), sem causar nenhum efeito maléfico
para 0 hospedeiro. Esses agentes podem diferir ndo somente no mecanismo de acdo como
também em propriedades fisicas, quimicas e farmacologicas (LUCHTENBERG, 2014;
MORAES; ARAUJO; BRAGA, 2016; PRADO, 2013).

Recentemente, grande parte dos medicamentos utilizados no tratamento de doencas
infecciosas sdo desenvolvidos a partir de produtos naturais, especialmente de espécies
medicinais, por apresentarem uma gama de compostos com propriedades terapéuticas
(CORREIA, 2016). De acordo com Pires (2015), esses metabolitos especiais produzidos pelas
plantas influenciam na atividade antimicrobiana através da inibicao do crescimento micelial, da
germinacdo de esporos ou multiplicacdo dos MOS.

Dentre as inumeras aplica¢fes da Carya illinoinensis, estudos também relatam a sua
atividade antimicrobiana, tanto para as bactérias como para os fungos, que pode variar de
acordo com a origem da planta e o tempo de extracdo de seus metabolicos secundarios
(ANDRADE et al., 2015; PRADO et al., 2014).

2.6.2.1 Fungos

Os fungos sdo seres eucarioticos, heterotroficos (saprofiticos ou parasitarios),
simbiontes, aerobicos (a maioria), que podem formar longos filamentos denominados hifas ou
0 pseudomicélios. A parede celular desses MOS € de consisténcia porosa e formada
essencialmente de celulose e quitina, sendo esse UGltimo componente encontrado no
exoesqueleto de diversos artropodes (BENEVIDES; MARINHO, 2015).

Grande parte das infec¢fes fungicas que acometem os seres humanos sdo causadas por
fungos oportunistas, que habitam normalmente algum local do organismo, de forma comensal,
sem que haja prejuizo a satde do hospedeiro. A Candida é um dos MOS oportunistas, que
dependendo da integridade do tecido, da microbiota normal e/ou o sistema imune do individuo,
pode aproveitar e desenvolver a infeccdo fangica. Por esse motivo, 0s pacientes
imunocomprometidos tém uma maior probabilidade de serem acometidos por infeccdes
causadas por fungos, principalmente os portadores de leucemias, linfomas, DM e HIV (De
ROSSI et al., 2011; LIMA et al., 2006; SZWEDA et al., 2014).
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Nos Estados Unidos, as infec¢Ges provocadas pelo género Candida séo consideradas a
segunda causa mais comum no pais e a quarta, no ranking das infec¢fes adquiridas em ambiente
hospitalar. A Candida albicans ¢ a espécie que causa a maioria das candidiases, seguidas das
espéecies C. glabrata, responsavel por cerca de 16% de todas as infec¢Bes sanguineas, C.
tropicalis, C. parapsilosis e a C. krusei, essa representa 2% de todos os isolados clinicos de
Candida (KABIR; AHMAD, 2013).

Os medicamentos mais utilizados no tratamento de infeccBes fungicas sdo,
disparadamente, a anfotericina B e o0s az0is. Poréem, devido aos problemas de resisténcia aos
antifungicos, que consequentemente constituem obstaculos enfrentados por diversos paises
atualmente, a busca por novos compostos antiflngicos de origem vegetal, tem despertado o
interesse de alguns cientistas, embora a maioria dos antifungicos disponiveis no mercado atual
seja de origem sintética (Dos SANTOS et al., 2017; LIMA et al., 2006).

Portanto, torne-se essencial investimentos adequados nas pesquisas de desenvolvimento
de antifungicos a base de produtos naturais, objetivando contornar os problemas de resisténcia
dos medicamentos, tratar os pacientes acometidos pelos micro-organismos e reduzir os gastos

na saude publica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBIJETIVO GERAL

Estudar o perfil quimico e avaliar as atividades biologicas de Carya illinoinensis
(Wangenh.) K. Koch.

3.2  OBIJETIVOS ESPECIFICOS

a) Produzir ragdes para tratar os animais no experimento visando a avaliagdo da atividade
antidiabética;

b) Avaliar o efeito da noz pecd em diferentes concentracdes sobre os parametros
bioquimicos (glicose, triglicerideos, colesterol total e fracdes, ureia e creatinina) do
ensaio biolégico em ratos wistar;

c) Determinar os constituintes quimicos do extrato hidroetandlico 70% (v/v) das améndoas
da noz peca;

d) Awvaliar a atividade antimicrobiana do extrato;

e) Obter a composicdo quimica dos &cidos graxos da pecd e da racao;

f) Determinar a composicdo centesimal das ragoes.
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4 MATERIAS E METODOS

Todos os processos realizados com a NP estdo detalhados nos itens a seguir, e 0 esquema

resumido encontra-se na figura (4) abaixo.

Figura 4: Fluxograma dos processos realizados com a noz pecd

Coleta

Separagdo
das cascas e
améndoas

Améndoas da
NP

ncorporacgao
na racdo em
concentracde
s de6e10%

|| | |
Obtencdo do I I Obtencéo do

6leo por 6leo NP por
prensagem da extracdo com
NP (ON) hexano (OEN)

Fonte: Do autor

41 COLETA DA ESPECIE

O material vegetal de Caya illinoinensis foi coletado no més de junho de 2017, no

municipio de Campo do Meio, regido sudeste de Minas Gerais com as seguintes coordenadas:
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-21.100120 de latitude e -45.822392 de longitude. A quantidade coletada das nozes inteiras foi
de aproximadamente 4kg.

4.2  DEPOSITO DA EXSICATA

A espécie foi identificada pelo Prof. Dr. Geraldo Alves da Silva, e a exsicata foi
depositada e registrada no Herbario da Universidade Federal de Alfenas, campus Alfenas sob
0s numeros de registros 2967 e 2968.

A pesquisa foi cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrim6nio Genético e do

Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) com o registro ACFB4BF.

43  SECAGEM E MOAGEM

Apos a coleta, as améndoas da noz peca foram separadas da casca por processo manual
e passaram pela secagem em estufa de ar circulante (Solab® SL 102), a uma temperatura de
aproximadamente 40° C, durante 24h (Figura 5). Em seguida, passaram pelo processo de
pulverizacdo por meio de moinho de facas (Cienlab® CE 430), obtendo-se ao final um
particulado que ndo pode ser padronizado devido as caracteristicas fisicas do material e da sua
composicdo lipidica.
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Figura 5 — (A) Améndoas da pecd (B) Estufa de ar circulante utilizada no processo de secagem

Fonte: Do autor

44  DELINEAMENTO DAS CONCENTRACOES DAS AMENDOAS DA NOZ PECA

E imprescindivel destacar que a espécie Carya illinoinensis apesar de ser uma das
arvores mais antigas, somente de uns anos para cd que a mesma vem sendo estudada
cientificamente. A escassez de trabalhos publicados na literatura utilizando a NP dificulta a
proposta do trabalho e a discussdo de resultados obtidos por falta de embasamento tedrico
concreto. Mas isso torna esse trabalho inovador na area de investigacéo de espécies com relatos
etnofarmacoldgicos.

Em virtude disso, as concentragdes de NP usadas na avaliagdo da atividade
hipoglicemiante foram determinadas com base em dois aspectos, sendo o primeiro em alguns
poucos estudos desenvolvidos em ratos e relatados na literatura, e 0o segundo por meio do
documento AIN93 que estabelece as necessidades nutricionais para roedores (FARIAS, 2010).
No fluxograma abaixo (figura 6), encontra-se o detalhamento das racGes e concentragdes

utilizadas nos experimentos hipoglicemiante e da composi¢do centesimal.
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Figura 6: Cromatograma das racfes de tratamento

Racdo comercial +
6% das améndoas
de NP

Racdo comercial +
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Racado comercial
Nuvillab®

Fonte: Do autor

O primeiro estudo, de Ghorbani et al. (2014), utilizou nozes inglesas (Juglans regia) nas
concentracdes de 6, 9 e 12% com o objetivo de avaliar os efeitos da ingestdo de nozes sobre
horménios sexuais em ratos machos Wistar diabéticos induzidos por estreptozotocina. Nos
experimentos de Willis et al. (2009), que avaliou os efeitos do consumo de nozes (Juglans
regia) sobre a capacidade motora e cognitiva em ratos idosos, os valores foram de 2, 6 e 9%. E
no estudo de Poulose, Bielinski e Shukitt-Hale (2013), as concentracdes de 6 e 9% de nozes
Juglans regia foram avaliadas na homeostase proteica e inflamac6es poliamiquitinadas no
cerebro de ratos.

Como a noz peca por si SO ja apresenta teores elevados de lipideos e ainda precisava ser
incorporada na racdo comercial Nuvilab®, foi preciso levar em consideracdo as necessidades
nutricionais dos ratos e obedecer as devidas quantidades dos nutrientes (lipideo, proteina, cinza,
agua e fibra). Por essas razes, as concentracbes de 6 e 10% foram adotadas para a producéo
da racdo nos experimentos da avaliacdo do diabetes com substituicdo total da dieta, ou seja,
retirou-se as devidas quantidades da ragdo comercial e as trocou pela noz peca. A concentracao
de 10% escolhida é considerada adequada pois ndo excede o limite diario para ingestdo de

lipideos em dietas saudaveis para ratos que, segundo Farias (2010), a quantidade é de 10%.
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45 PRODUCAO DA RACAO

A racdo de tratamento dos animais foi produzida em grande quantidade
(aproximadamente 30kg) e congelada para sua maior durabilidade e conservacdo das
propriedades nutricionais. A sua composigdo centesimal foi calculada e encontra-se, detalhada
nos resultados e discussdo. Ela foi preparada a partir da racdo comercial Nuvilab®,
disponibilizada pelo Biotério Central da UNIFAL (Tabela 2), onde foi triturada em
liquidificador industrial e em seguida tamisada. A noz peca foi incorporada em duas diferentes
concentragbes (6% e 10%), separadamente, com o auxilio de &gua deionizada e
homogeneizacdo manual (Tabela 3). As racGes foram moldadas em seringas de plastico de 20
e 25 mL para formacdo dos peletes, que € a forma ideal para ingestéo de ratos. A secagem desse
material foi realizada em estufa de ar circulante na temperatura de 60° C, durante 24h e ao final
obteve-se a racdo na forma desejada (Figura 7) para o tratamento dos ratos. A composi¢do
centesimal da determinacédo da perda por secagem de agua e/ou compostos volateis foi também

calculada.



Tabela 2 — Dados da ra¢do comercial Nuvilab®

NOME COMERCIAL

Nuvilab CR1- Irradiada

FABRICACAO

VALIDADE

LOTE
EMPRESA

COMPOSICAO

VALOR ENERGETICO
UMIDADE (MAX)
PROTEINA BRUTA (MIN)

LIPIDEOS (MIN)
CINZAS (MAX)
FIBRA BRUTA (MAX)
CALCIO (MIN-MAX)

FOSFORO (MIN)

12/07/2017

08/01/2018

0012071705
Quimtia S.A

Milho integral moido, farelo de soja,
farelo de trigo, carbonato de célcio,
fosfato bicélcico, cloreto de sddio vegetal,
vitamina A, vitamina D3, vitamina E,
vitamina B1, vitamina B2, vitamina B6,
vitamina B12, niacina, pantotenato de
célcio, &cido fdlico, biotina, cloreto de
colina, sulfato de manganés, sulfato de
zinco, sulfato de cobre, iodato de célcio,
selenito de sodio, sulfato de cobalto,
lisina, metionina, BHT

330 kcal/100g de produto
125 g/kg de produto
220 g/kg de produto

50 g/kg de produto
90 g/kg de produto
70 g/kg de produto
10-14 g/kg de produto

6.000 mg/kg de produto

Fonte: Adaptado de Quimtia S.A.
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Tabela 3 — Dados da noz pecd (NP) em 100 gramas de produto

39

Dados Valores
Valor energético (kcal) 620
Umidade (%) 6,2
Proteinas (9) 14
Lipideos (g) 59,4
Carboidratos (g) 18,4
Fibras (g) 7,2
Cinzas (9) 2,1
Célcio (mg) 105
Magneésio (mg) 153

Fonte: Tabela Brasileira de Composicao de Alimentos — TACO (2011)

Figura 7 — (A) Améndoas moidas incorporadas na ragdo comercial e (B) Produgdo dos peletes.

Fonte: Do autor

46  OBTENGAO DO EXTRATO HIDROETANOLICO 70% (v/v) DAS AMENDOAS DE

Carya illinoinensis (ENP)
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O extrato hidroetanolico foi obtido por meio do processo extrativo de maceragéo
utilizando como liquido extrator o etanol 70% (v/v). Adicionou-se a um baldo 200 g da améndoa
moida da noz pecd e 1 litro (L) de élcool etilico 70%. Esse recipiente foi agitado
esporadicamente por um periodo de trés dias obtendo ao final um macerado que foi armazenado
em vidro &mbar. O mesmo procedimento foi repetido mais duas vezes, com renovacgao do
liquido extrator e ao final dos processos os macerados obtidos foram reunidos em um mesmo
recipiente. Esse produto foi concentrado em rota-evaporador (Fisatom® 801), & temperatura de
45-50°C para eliminacédo do etanol e, para a retirada da dgua residual do extrato, 0 mesmo foi
congelado e submetido ao processo de liofilizagdo (Liotop® L101) nas condigBes ideais de
pressao (380 uHg), de temperatura (- 40°C) e de tempo do procedimento (72 horas). A figura 8
ilustra os passos para a obtencdo do extrato. O rendimento final do extrato foi calculado por

meio da equacao (1):

Rendimento (%) = (massa do extrato/massa do material vegetal)x 100,
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Figura 8 — Obtencdo do extrato: (A) Maceracdo, (B) Extrato, (C) Rota-evaporagao.

Fonte: Do autor

4.7 CARACTERIZACAO QUIMICA

4.7.1 Caracterizacdo quimica por espectrometria de massas (UPLC-ESI-IT- MS" e FIA-
ESI-IT- MS")
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A caracteriza¢do quimica dos constituintes do ENP foi realizada no Laboratério de
Prospeccdo de Produtos Naturais da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus
Experimental do Litoral Paulista (S&o Vicente- SP), sob superviséao e colaboracéo do Prof. Dr.
Wagner Vilegas e o Prof. Dr. Marcelo José Dias Silva.

A amostra foi preparada por meio de extracdo em fase sélida (SPE) com determinado
tamanho de cartucho, seguindo a metodologia de Bovanova, Brandsteterova ¢ Baxa (1998),
onde 5 mg do extrato hidroetandlico 70% das améndoas de Carya illinoinensis (ENP) foi
dissolvido em 3 mL de metanol, grau massas. Essa solucéo foi filtrada em cartucho Sepak RP-
18® eluido com metanol/agua na proporcio de 9:1 (v/v) e, posteriormente em um disco de
membrana de Nylon (Flow Supply®), com as dimensdes de 22,25 mm de didmetro e 0,22 um
de tamanho de poro.

Apbs o preparo, o ENP foi analisado online por UPLC-ESI-IT-MS" em um
espectrémetro de massas LCQ Fleet, Thermo Scientific®. A separagdo por HPLC foi realizada
utilizando uma coluna cromatografica Waters Acquity XBridge TM BEH C1s® de tamanho de
particula igual a 2,5 um e dimensées de 2,1 x 100 mm. A fase movel era constituida de agua
(A) e metanol (B), acrescida de 0,1% de acido férmico, em gradiente, iniciando com 5% a 100%
de B em 10 minutos, em um fluxo de 0,4 mL/min. O volume de injecdo da amostra foi ajustado
para 20 pL e o eluente da coluna foi analisado online, por ESI-MS, nos modos positivo e
negativo, porém, devido a instabilidade dos picos gerados no espectro positivo, optou-se por
trabalhar somente com o ultimo modo.

Na andlise do extrato por injecdo direta, a amostra foi injetada de forma direta em fluxo
continuo (FIA), sendo ionizada por electrospray (ESI) e fragmentada em multiplos estagios
(MS") por meio do fon-Trap (IT). O modo negativo foi selecionado para gerar os espectros de
massa e as condi¢bes experimentais determinadas foram: voltagem do capilar -35 V, voltagem
do spray -5000 V, temperatura do capilar a 350°C, gas de arraste (N2) e fluxo 60 (unidades
arbitrarias). A faixa de aquisicao foi de m/z 100-2000, com dois ou mais eventos de varredura

realizados simultaneamente no espectro.

4.7.2 Perfil de acidos graxos

Para avaliar a composigéo do 6leo fixo presente nas améndoas da NP, extraiu-se a parte

lipidica da noz de duas formas: prensagem da oleaginosa com auxilio de uma seringa de
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plastico, obtendo-se a amostra ON; e, por meio de maceragdo, usando como liquido extrator o
hexano, conseguiu-se o OEN. Para fins de comparacdo da noz com o 6leo da ragcdo comercial
Nuvilab®, foi executado o processo extrativo da ragio de forma idéntica ao do OEN, obtendo-
se 0 OSN. O perfil de acidos graxos dessas trés amostras foi realizado no Laboratério de
Cromatografia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) sob a orientagéo e supervisao
da Profé. Dr2, Vany Ferraz.

Para o preparo das amostras, 10 mg de cada exemplar sofreram hidrdlise pela dissolucao
em 100 pL de solucdo de etanol 95% (v/v) e hidroxido de potassio 1 mol/L (5%) em micro-
ondas doméstico (Panasonic NN-ST254W®) a poténcia de 60% (420W), durante 6 minutos.
Apos o resfriamento do tubo, adicionou-se 400 L de &cido cloridrico (20%), 20 mg de cloreto
de sadio e 600 pL de acetato de etila. Coletou-se uma aliquota de 300 pL da camada organica
formada em tubos de microcentrifuga, obtendo-se assim os acidos graxos livres (CHRISTIE,
1989). Esses foram metilados com 100 pL de BF3 / metanol (14%) em banho maria a 60° C,
por 10 minutos. Os AG metilados foram extraidos com 500 pL de hexano e analisados por

cromatografia gasosa.

4.7.2.1 Perfil de &cidos graxos - Analise por cromatografia gasosa com detector de

ionizacgdo por chama (CG-FID)

As analises foram realizadas em um cromatografo a gas HP7820A (Agilent®) equipado
com detector por ionizagdo de chama com o programa de aquisi¢cdo de dados EZChrom Elite
Compact (Agilent®). Utilizou-se uma coluna SUPELCOWAX-10 15 metros x 0,2 milimetros
x 0,2 micrometros (SUPELCO®) com gradiente de temperatura: 120°C, 0 min, 10°C/min até
240°C; injetor (split de 1/50) a 250°C e detector a 260°C. O Hidrogénio foi usado como gés de
arraste (4,0 mL/min) e o volume de injecdo determinado de 1 uL. A identificacdo dos
compostos foi feita por comparacdo com padrdes de acidos graxos metilados Supelco37 Fame
mix® (Supelco cat no 47885-U) (CHRISTIE, 1989).

48  AVALIACAO ANTIMICROBIANA DO ENP
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A avaliacdo antimicrobiana foi realizada no Laboratorio de Microbiologia da UNIFAL
sob a orientacdo e supervisdo da Prof®. Drd. Amanda Latércia Tranches Dias. No perfil de
sensibilidade, os valores das concentragdes inibitdrias minimas de 50% do crescimento (ICso)
e 90% (ICgo) foram avaliadas segundo a metodologia de microdiluicdo em caldo RPMI 1640
suplementado com 2% de glicose para fungos, como determinado no documento E.DEF 7.3.1
(EUCAST, 2017a), e para bactérias, em caldo Mueller Hinton ajustado com cations conforme
documento 1SO 20776-1:2006 (CLSI, 2014; EUCAST, 2017b; ISO, 2006).

O ENP foi solubilizado em dimetilsulféxido (DMSQ) e avaliado nas concentracdes de
1,95 a 1000 pg/mL, utilizando como controles positivos o Fluconazol® e Cloranfenicol®, nas
concentracdes de 0,125 a 64 ug/mL, respectivamente, e 0 DMSO como controle negativo. Os
orificios das microplacas (96 pogos) foram preenchidos com 80 pL de Caldo Mueller-Hinton e
100 pL das solugdes do ENP nas diluigdes seriadas (1000 a 1,95 pg/mL). Adicionalmente foram
distribuidos 20 pL das suspensdes dos microrganismos em cada orificio e 0s controles positivo
e negativo. As microplacas foram incubadas em estufa a 37°C, por 24 horas, e todos os testes
foram realizados em triplicata.

Os ensaios foram feitos com leveduras e bactérias oportunistas e/ou patogénicas, dos
padrdes “American Type Culture Collection” (ATCC) que estavam disponiveis do laboratério
de microbiologia da UNIFAL. As bactérias utilizadas foram: Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Staphylococcus aureus ATCC 6538. E as leveduras:
Candida spp.: Candida albicans ATCC 10231, Candida tropicalis ATCC 750, Candida kruseli
ATCC 6258, Candida glabrata ATCC 90030 e Candida parapsilosis ATCC 22019. As
suspensdes microbianas foram preparadas em soro fisiolégico com a turvacdo correspondente
a 0,5 da Escala de Mac Farland (aproximadamente 1,0 x 10® UFC/mL para leveduras e 5,0 x
108 UFC/mL para bactérias).

49  ANALISE DA COMPOSICAO CENTESIMAL

A anélise centesimal dos constituintes nutricionais da ragdo contendo a noz pecé foi
realizada segundo a metodologia da “Association of Official Analytical Chemists” (AOAC,
2005), no laboratério de Bromatologia da UNIFAL, sob a supervisdo da Prof®. Dr2. Ana Lucia
Leite Moraes. A analise é composta pela avaliacdo de umidade, proteinas, lipideos totais,

minerais (cinzas) e os carboidratos totais.
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As amostras utilizadas foram as ra¢Ges de tratamento dos animais nas concentracdes de
6 e 10% e a ragdo comercial Nuvilab®. Elas foram trituradas em liquidificador industrial,

homogeneizadas em gral de porcelana, tamisadas e somente depois analisadas em triplicata.

49.1 Umidade

A analise foi baseada no documento 925.45b, por meio da perda de peso em estufa a

105 °C, até atingir peso constante.

49.2 Cinzas

O residuo mineral foi determinado pela incinera¢do em mufla a 550 °C, até obtencao de

peso constante, de acordo com o documento 923.03.

4.9.3 Proteinas

A proteina foi determinada pelo método de Kjeldahl, conforme o documento 960.52,
por meio da digestdo das amostras, da destilacdo e posteriormente a titulacdo do nitrogénio total

e sua conversao em proteina pelo fator 6,25.

4.9.4 Lipideos Totais

A obtencdo do extrato etéreo é realizada segundo o documento 920.39 pelo método
extrativo de Soxhlet, utilizando como liquido extrator o éter de petréleo que retira os lipideos

da amostra por meio de sua passagem continua ou intermitente.
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4,95 Carboidrato total

A fracdo glicidica foi determinada pela diferenca dos valores encontrados para umidade,

cinzas, proteinas e lipideos em 100g das amostras.

4.9.6 Valor energético

A ingestdo caldrica foi calculada pela seguinte equacéo (2):

Valor energético = (proteina x 4) + (carboidrato x 4) + (lipideo x 9)

410 AVALIACAO DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS EM MODELO ANIMAL

A metodologia utilizada para o experimento em modelo animal foi aprovada pelo
Comité de Etica e encontra-se registrada sob o nimero 60/2016. A parte experimental foi
realizada no Laboratdrio de Nutricdo Experimental (Biotério) sob a supervisdo da Profd. Dr2
Hudsara Aparecida de Almeida Paula e, a analise dos parametros bioquimicos no Laboratério
de Bioguimica Clinica da UNIFAL sob a colaboracgéo e supervisdo da Profi. Dr2. Fernanda B.

de Araujo Paula. O esquema resumido do método encontra-se abaixo, na figura 9.



47

Figura 9 — Esquema dos grupos de tratamento e dos parametros bioquimicos avaliados no ensaio biolégico

Grupos de

tratamento

E—— E——
N&o diabéticos Diabéticos
—— ——
[ I 1 [ I 1

4 Y 4 Y

Controle nad N&o diabético N3do diabético Controle Diabético 6% Diabético 10%

diabético (CND) 6% (ND6) 10% (ND10) diabético (CD) (D6) (D10)

| J | J

Avaliagdo dos
parametros
bioquimicos

Glicose; Perfil
lipidico; Ureia;
Creatinina

Fonte: Do autor

O experimento contou com 36 animais que foram divididos em grupos experimentais,

contendo 6 em cada um, distribuidos da seguinte maneira:

a) Grupo Nao-diabético (CND): ratos ndo-diabéticos e ndo-submetidos ao tratamento com
a NP, recebendo ragdo comercial;

b) Grupo Controle Diabéticos (CD): ratos que foram induzidos ao diabetes e tratados
apenas com racdo comercial;

c) Grupo N&o-diabéticos tratados com racdo na concentracdo de 6% (ND®6): ratos néo-
diabéticos tratados diariamente com a ragdo contendo essa concentracdo das améndoas
de NP, durante 30 dias;
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d) Grupo N&o-diabéticos tratados com racéo na concentracdo de 10% (ND10): ratos ndo-
diabéticos tratados diariamente com a ragdo contendo essa concentracdo das améndoas
de NP, durante 30 dias;

e) Grupo Diabéticos tratados com racdo na concentracdo de 6% (D6): ratos diabéticos
tratados diariamente com a ragdo contendo essa concentracdo das améndoas de NP,
durante 30 dias;

f) Grupo Diabéticos tratados com racao na concentracdo de 10% (D10): ratos diabéticos
tratados diariamente com a racdo contendo essa concentracdo das améndoas de NP,

durante 30 dias.

Utilizou-se ratos machos da linhagem Wistar, com peso médio de 300 + 25 g, obtidos
no Biotério da Universidade Federal de Alfenas, que foram mantidos durante todo o
experimento no Biotério de Nutricdo Experimental em caixas de polietileno, tipo kaefiq,
autoclavavel, resistente a acidos, nas medidas de 49 x 34 x 16 cm, sendo 4 animais no maximo
em cada uma dessas, mantidos em ciclo claro-escuro normal de 12/12h. Os animais receberam
agua ad libitum e a alimentacéo foi fornecida diariamente com valores proximos de 25 g por
rato, variando a concentragdo da noz pecd em cada grupo de tratamento, exceto os de controle,
que receberam a racdo comercial. Ao final de trinta dias os ratos foram sacrificados e 0s
parametros bioquimicos determinados. O peso corporal médio dos animais também foi

avaliado, porém, semanalmente, durante 30 dias.

4.10.1 Inducdo do Diabetes Mellitus

Para induzir o diabetes foi administrado, por via intraperitoneal, a droga Aloxano® na
dose de 120 mg/kg de peso corporal, dissolvido em salina 0,9% (pH 4,5). Esse agente citotoxico
provoca danos nas células g do pancreas, levando a morte dessas e gerando uma diminuigéo
nos niveis plasmaticos de insulina e, consequentemente, aumento da glicose, causando um
quadro clinico caracteristico de DM1 (BASTQOS, 2016; Da SILVA; NOGUEIRA, 2015).

A patologia foi confirmada pelo teste de glicemia com as tiras reativas, considerando
como rato diabético aquele que apresentou glicemia de jejum acima de 250 mg/dL
(ABDALLAH et al., 2011). Apds a comprovacao da glicemia, a racdo contendo as améndoas

da NP foi administrada aos animais normais e diabéticos nas concentracdes de 6 e 10%.
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4.10.2 Obtencdo das amostras bioldgicas

Os animais foram sedados, via intraperitoneal, com o0s anestésicos Quetamina e
Xilazina, dose 100 mg/Kg e 10 mg/Kg, respectivamente (GREEN et al., 1981), e 0 sangue
colhido por puncéo cardiaca. As amostras sanguineas foram coletadas em tubos siliconizados,
sem aditivo onde, ap6s a coagulacdo, centrifugou-se a 2500 rpm por 15 minutos, separando-se
o0 soro em dois Eppendorf devidamente identificados e congelados a 4° C. O soro foi utilizado

para a avaliacdo dos parametros bioguimicos.

4.10.3 Analise dos parametros bioquimicos

O soro obtido de cada amostra foi utilizado para analise de parametros bioquimicos. As
dosagens da glicemia em jejum, dos triglicerideos (TAG) e do colesterol total (CT) foram
realizadas pelo método enzimatico-colorimétrico baseado na reacdo de Trinder (1969), a de
ureia pelo método de Chaney e Marbach (1961) e a de creatinina foi feita pelo método de Jaffé,
modificado por Fabiny e Ertinghausen (1971). A concentracdo sérica do colesterol HDL foi
determinada pelo método descrito por Burstein, Scholbick e Morfin (1970) e do ndo-HDL foi

fundamentada na equacéo (3) proposta por Xavier et al. (2013):

n-HDL = CT —HDL,

Sendo CT a concentracdo de colesterol total e HDL a concentracdo da lipoproteina de
baixa densidade.

As determinacOes de glicose, ureia, creatinina, colesterol total, HDL e triglicerideos,
foram determinados em aparelho automatizado LabMax Plenno® e todos os experimentos

foram feitos em triplicata.

4.11 ANALISE ESTATISTICA



50

Foi realizada a andlise de varidncia dos valores obtidos nos experimentos anteriores e
as médias dos diferentes grupos de tratamento foram comparadas utilizando-se o teste de

Turkey, em nivel de significancia de 5%, no programa BioEstat versao 5.4.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  AVALIACAO DA ANALISE CENTESIMAL DAS RACOES CONTENDO A NOZ
PECA

A andlise centesimal demonstra, de uma forma mais geral, a proporcdo de nutrientes
presentes em 100 g de um determinado alimento. O grupo de substancias que é apresentado e
indicado nesse tipo de analise é composto por: umidade, proteinas, cinzas, lipideos, fibras e o0s
carboidratos (COSTA, 2011). O objetivo dessa analise foi de comparar o tipo de nutriente
presente nas ragdes inseridas em dietas dos animais tratados no experimento do diabetes, para
assim correlacionar os resultados com as funcdes exercidas pelas substancias nutricionais.

A tabela 4 apresenta os resultados da composicéo centesimal das racdes contendo a NP

nas concentracgdes de 6% e 10%, e da racdo comercial.

Tabela 4 — Composicao centesimal (9/100g), em porcentagem, da ragdo comercial, das ra¢fes incorporadas com a

noz peca em duas concentracdes diferentes e da noz pecd

Componente Racéo Racdo Noz Racdo Noz Noz Pecé
(9/1009) Comercial Peca 6% Peca 10% (%) ****
(%) (%) (%)
Umidade 10,81 + 0,01 —_— —_— 6,2
Proteinas** 21,11 +0,34* 21,12+0,13? 21,26 + 0,05? 14
Lipideos 4,50 £ 0,01° 8,31+ 0,03° 11,45 £ 0,05% 59,4
Cinzas 6,99 £ 0,03? 6,87 £ 0,072 6,55 + 0,09° 2,1
Carboidratos 56,58 63,70 60,74 18,4
totais***
Ingestdo caldrica 351,26 414,07 431,05 620

(kcal/100g)

Fonte: Do autor

Notas: Os dados representam o valor médio de trés repeticfes + desvio padrdo. Os termos com as mesmas letras

dentro da mesma linha indicam que ndo hé diferenca significativa entre as variedades em p <0,05.
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*Matéria seca **Fator de correcdo 6,25 ***QObtido pela diferenca 100 - (umidade + proteinas + lipideos + cinzas)
**** Valores com base na Tabela TACO (2011)

De acordo com os resultados, as proteinas representam uma importante fracéo tanto da
racdo comercial (21,11%) quanto das incorporadas com a noz peca nas concentragdes de 6%
(21,12%) e 10% (21,26%). Quando se aplica a estatistica nos valores, observa-se que eles séo
iguais, o que pode ser justificado pelo fato da racdo comercial por si sé apresentar uma elevada
quantidade de proteinas (aproximadamente 22%, de acordo com o fabricante) se comparada
com a noz sozinha (2,1%). Como a suplementacdo com a NP substitui uma certa quantidade da
racao pelos seus proprios nutrientes (Ultima coluna da tabela), é possivel visualizar na tabela 4
que houve um ligeiro aumento das proteinas, porém, ndo significativo estatisticamente.

O teor de cinzas na NP é de 2,1%, um valor bem pequeno em comparagdo com a racao
comercial, que possui no maximo 9% (de acordo com o fabricante). Na analise centesimal dos
minerais da ragdo comercial foi obtido o valor de 6,99% e, com a retirada de uma parcela dessa
para incorporacédo das concentracdes da NP, observa-se que nao teve alteracédo estatisticamente
significativa com a racdo contedo a NP a 6% (6,87%), porém, na racdo com a noz a 10%
(6,55%) essa diferenca existiu. Isso pode ser explicado pela minima quantidade de cinzas
presentes na NP que ndo consegue repor a perda da ragdo comercial diminuindo, portanto, 0s
valores.

A umidade de 10,82% foi determinada para a racdo comercial e corrobora com o valor
encontrado por Dos Santos (2011), além de estar dentro do limite fornecido pelo fabricante
(méximo de 12,5%). Porém, como as ragdes contendo as duas concentracdes da NP se
apresentam em matéria seca, a composicdo centesimal do parametro foi realizada apenas para
a racdo comercial, onde essa sim possui contetdo Umido.

Os lipideos na analise centesimal foram os que mais se diferenciaram estatisticamente
entre todas as amostras, sendo 4,50% na ragdo comercial, 8,31% na ragdo contendo NP na
cconcentracdo de 6% e 11,45% na racdo com a NP de concentracdo 10%. O teor de extrato
etéreo na racdo comercial Nuvilab®, mesmo variando um pouco do valor minimo fornecido pelo
fabricante (5%), devido aos processos de extracdo utilizados, é aceitavel e coerente com o
determinado na analise. E, com a incorporacdo da noz na ra¢do, que também possui uma certa
guantidade de lipideos (59,4%), observa-se um aumento proporcional a medida que a
concentracdo da NP se eleva. Assim, o resultado desse parametro da composic¢do centesimal

corrobora com o encontrado no perfil quimico da cromatografia gasosa, pois esse confirma a



53

abundancia de AGs presentes na NP, confirmando que a oleaginosa possui de fato grande
quantidade de lipideo se comparada com a ragcdo comercial.

A determinacdo dos carboidratos presentes nas amostras foi estimada pela diferenca
entre 0 somatorio de todos os outros nutrientes (umidade, proteinas, lipideos e cinzas), exceto
as fibras, obtendo-se os carboidratos totais. Com isso, observa-se que a porcentagem desse
composto variou muito pouco entre as racdes, sendo a de 6% da NP a que contém a maior
quantidade, seguida da racdo com a NP na concentracdo de 10% e, finalmente a comercial.
Entretanto, é importante destacar que mesmo esses valores estando superestimados em
decorréncia da ndo determinacdo das fibras, ainda sim, as trés amostras sdo consideradas
alimentos de baixo teor de carboidratos (CAZAL, 2010; SBD, 2017/2018). A NP ainda
contribui para a reducdo desse componente pois é considerada um alimento de baixo indice
glicémico, aproximadamente 20 e, portanto, colabora de forma positiva na dieta de diabéticos
(FOSTER-POWEL, HOLT; BRAND-MILLER, 2002).

Os valores de ingestdo caldrica foram bem semelhantes entre as ragdes contendo a NP,
porém, distintos na racdo comercial Nuvilab®, tendo uma diferenca de aproximadamente 63
kcal na concentracdo de 6% da NP e préximo de 80 kcal na racdo contendo a NP de 10%.
Comparando-se a ingestdo caldrica com os resultados obtidos na pesagem dos animais, €
importante destacar que mesmo a caloria tendo aumentado nas dietas contendo NP, os valores
finais no peso dos ratos ndo tiveram diferencas estatisticas, mostrando que a oleaginosa possui
componentes, como as proteinas, fibras, carboidratos e lipideos, que contribuem para a
manutencdo do peso, por meio da saciedade, perda de gordura fecal e efeito termogénico, como

explicado anteriormente.

52  AVALIACAO DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS EM MODELO ANIMAL

Os resultados apresentados a seguir referem-se aos valores encontrados no soro dos

ratos tratados com as ragGes comercial e/ou contendo a NP.

5.2.1 Determinacao da glicemia de jejum
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Na tabela 5, verifica-se a hiperglicemia dos grupos CD (controle diabético), D6
(diabético 6%) e D10 (diabético 10%), se comparados com 0s ratos que nao foram induzidos
ao DM (CND, ND6 e ND10), confirmando assim o efeito diabetogénico do aloxano. O
tratamento com a racdo mais a noz pecd frente as concentragdes glicémicas dos ratos diabéticos
mostrou-se satisfatorio apenas na concentracdo de 10% (D10), pois h4 uma reducdo da glicose
nesse grupo tratado com a oleaginosa, o que ndo é observado na concentragdo de 6% (D6). Nos
outros grupos de tratamento nao se observam diferencas significativas nos niveis de glicose.
Entretanto, € importante também destacar que a noz ndo apresenta efeito hipoglicémico em
ratos saudaveis, mostrando-se benéfica e evitando episodios de fraqueza, perda de consciéncia
e crises convulsivas, que sdo comuns no uso de alguns antidiabéticos orais (SBD, 2017/2018).

Tabela 5 — Avaliacéo do perfil glicémico em ratos Wistar tratados com a ragdo comercial e/ou ragdo contendo

noz peca

Grupo Glicemia de jejum (mg/dL)

CND (Controle N&o diabético) 178.33 + 54.46°

ND6 (N&o diabéticos 6%0) 246.00 £ 42.35°

ND10 (N&o diabéticos 10%) 195.50 + 34.17¢

CD (Controle Diabético) 731.50 + 76.23%

D6 (Diabéticos 6%) 699.50 + 130.722

D10 (Diabéticos 10%) 529.50 + 72.89°

Fonte: Do autor.
Notas: Os resultados foram analisados separadamente e representam a média + desvio padrdo de cada grupo (n =
6). Os termos com as letras diferentes, na mesma coluna, indicam que ha diferenca estatistica entre as variedades

emp < 0,05.

A administracdo da NP demonstrou resultados semelhantes aos de outros estudos da
literatura, como por exemplo o experimento de Porto et al. (2015), onde o tratamento por 28
dias do extrato aquoso da casca do fruto de Carya illinoinensis promoveu uma reducdo da
glicemia de jejum em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina. No de Ghiravani et al.
(2016), que avaliou o extrato etandlico das améndoas de Juglans regia L, também conhecida
como noz persa, inglesa ou comum, pelo mesmo periodo de tempo, também confirmou a

atividade hipoglicémica da oleaginosa e a atribuiu, principalmente, aos compostos fenolicos
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presentes na espéecie. Ja nos estudos de Ghorbani et al. (2014), as nozes inglesas nas
concentragOes de 6, 9 e 12% diminuiram a glicose sérica se comparadas com os controles,
porém, ndo foram valores significativos.

O efeito hipoglicémico da NP pode ser explicado com base na composi¢do dessa
oleaginosa, mesmo o0s mecanismos ndo sendo totalmente compreendidos. A maioria dos
trabalhos publicados (JIANG et al., 2002; RAJARAM; SABATE, 2006) correlacionam os tipos
de AGs da NP com a sensibilidade a insulina no DM2, pois a composic¢éo lipidica das células
pode influenciar a acdo do horménio insulinico através da alteracdo da ligacao ou afinidade do
receptor da insulina, promovendo permeabilidade ibnica e sinalizacdo celular. Ou seja,
modificando-se o tipo de AG na dieta, pode-se alterar a composicdo dos fosfolipideos nas
membranas celulares, modulando a acdo e a homeostase da insulina.

Os MUFAs tém uma relacdo com o DM1 pois sdo capazes de melhorar a eficiéncia das
células  por meio do aumento da secrec¢do de glucagon, regulando assim na liberagao de glicose
pos-prandial e, consequentemente na sensibilidade a insulina (RAJARAM; SABATE, 2006).
Esses tipos de AGs se relacionam com a via de sinalizacdo da insulina por meio de uma
translocacdo da membrana dos transportadores de glicose no musculo esquelético e também
reduzindo a hiperatividade das células B (VIGUILIOUK et al., 2014). Atanasov e colaboradores
(2018), acrescentam ainda que o acido graxo linoleico estimula a secrecdo de insulina pelas
células pancredticas de ratos contribuindo, portanto, para a reducdo do DM.

As dietas contendo AGs insaturados sdo mais benéficas que aquelas com altas
concentracdes de SAFAS, e essa substituicdo, principalmente por MUFAs, além de melhorar o
perfil lipidico podem favorecer a entrada de glicose na célula, aumentando assim a sensibilidade
da insulina (CASAS-AGUSTENCH et al., 2011). Isso demonstra a importancia da qualidade
dos lipidios em uma dieta, e ndo apenas a quantidade de gordura total ingerida (VESSBY et al.,
2001).

Além dos AGs, outros constituintes da NP também podem auxiliar de alguma forma na
reducdo da glicemia. Rajaram e Sabate (2006) citam que as fibras, os carboidratos e 0 magnésio
reduzem o risco de DM pois diminuem a demanda e a resisténcia de insulina em pacientes
diabéticos. Jiang et al. (2002) ainda citam que as vitaminas, minerais, antioxidantes e proteinas
presentes na NP podem desempenhar papéis importantes na reducao do risco do DM.

Como as nozes apresentam baixo indice glicémico (IG), elas podem reduzir a carga
glicémica da dieta, substituindo os carboidratos de alto I1G e, consequentemente, diminuir a
liberacdo de insulina, favorecendo assim um melhor controle da glicemia. J& o teor de

magnésio, acredita-se que esse micronutriente esteja envolvido na captacéo de glicose mediada
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por insulina, pois uma menor concentracdo intracelular desse ion resulta em atividade
defeituosa da tirosina-quinase no receptor de insulina, prejudicando a a¢do desse hormonio
(VIGUILIOUK et al., 2014).

5.2.2 Avaliagéo da funcéo renal — ureia e creatinina

Dentre as principais complicacdes do DM estd a nefropatia diabética, que acomete
aproximadamente 35% dos pacientes portadores do diabetes. A nefropatia é a causa mais
comum de doenca renal terminal, e é caracterizada por alteracdes fisiopatoldgicas que vao desde
a hiperfiltracdo glomerular, hipertrofia renal, proteinuria, progredindo para a reducdo da taxa
de filtracdo glomerular progressiva. Os fatores de risco preponderantes para o desenvolvimento
desse quadro sdo, além do DM, a hiperglicemia, hipertensdo e a predisposicdo genética
(BRAGA et al., 2016; NETO; ROSA; BARBOSA, 2014).

Com isso, a avaliacdo da funcdo renal é realizada por meio de exames laboratoriais que
determinam a taxa de filtracdo glomerular (TFG) pelos marcadores renais, como a creatinina e
ureia. Essa Ultima, o principal metabdlito nitrogenado derivado da degradacédo de proteinas do
organismo, € 90% excretada pelos rins e o restante, eliminada pelo trato gastrointestinal e pela
pele. Entretanto, a ureia ndo é considerada um bom marcador pois, além de grande parte dela
retornar para o plasma, subestimando a TFG, fatores como a dieta, patologias e medicacao,
podem alterar os valores plasmaticos da mesma. J& a creatinina, que é um produto residual da
creatina dependente da massa muscular, ndo apresenta variacdes diarias e, por ser ativamente
secretada, 0 seu clearance é mais sensivel que o da ureia, sendo mais usada na avaliacéo renal
(SISENANDO et al., 2011; SODRE; COSTA; LIMA, 2007).

De acordo com os dados da tabela 6, verifica-se que os valores de ureia foram
estatisticamente diferentes entre 0s grupos e que se elevaram nos diabéticos. Essa alteracdo
indica que a inducdo da patologia em si gerou um aumento do marcador renal, como esperado,
e que a NP ndo diminuiu nem aumentou esse parametro em nenhum dos grupos de tratamento.
Em contraste, os niveis de creatinina ndo modificaram entre 0s grupos, nem mesmo no dos
diabéticos, podendo-se inferir que o curto tempo de tratamento ndo foi capaz de provocar
modificac¢Oes no sistema renal dos roedores diabéticos, necessitando de um periodo mais longo

para a verificacdo disso. Também € possivel concluir que a NP néo foi capaz de alterar, positiva
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ou negativamente, os marcadores da avaliacdo renal em nenhum dos grupos, mostrando-se

neutra e passivel de uso seguro, porém, em um tempo de tratamento de 30 dias.

Tabela 6 — Avaliacdo da funcdo renal em ratos Wistar tratados com a racdo comercial e/ou ragédo contendo noz

pecd

Grupo Ureia (mg/dL) Creatinina (mg/dL)

CND (Controle N&o diabético) 39.33 £ 7.15° 0.72 +0.18?

ND6 (N3o diabéticos 6%0) 39.67 + 6.65° 0.92 +0.112

ND10 (N&o diabéticos 10%) 32.00 + 6.42° 0.69 £ 0.10?

CD (Controle Diabético) 124.83 + 26.35% 0.94 +0.182

D6 (Diabéticos 6%0) 145.50 + 46.89° 0.86 £ 0.21°

D10 (Diabéticos 10%o) 174.00 £ 48.40° 0.80 £ 0.292

Fonte: Do autor

Notas: Os resultados foram analisados separadamente e representam a média + desvio padrdo de cada grupo (n =
6). Os termos com as letras diferentes, na mesma coluna, indicam que ha diferenca estatistica entre as variedades
emp < 0,05.

Esses resultados de ureia elevada e niveis normais de creatinina estdo de acordo com
os encontrados na literatura, como em um trabalho que avaliou o extrato aquoso da casca do
fruto de Carya illinoinensis. Nesse, além das alteraces observadas nos marcadores renais, 0
extrato ainda apresentou efeito protetor na funcédo renal de ratos diabéticos tratados (PORTO
etal., 2015).

5.2.3 Avaliagéo do perfil lipidico - CT, HDL, n-HDL e TAGs

O perfil lipidico, composto pelo CT, HDL, n-HDL e TAGs, € um parametro de grande
importancia na patologia do DM pois &, geralmente, alterado devido a alta concentragéo de

glicose na corrente sanguinea que, ao invés de entrar na célula e ser convertida em ATP pelo
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ciclo de Krebs, é metabolizada em AG. Os resultados do perfil lipidico dos ratos tratados com
as ragoes estdo detalhados na tabela 7.

Tabela 7 — Avaliacdo do perfil lipidico em ratos Wistar tratados com a racdo comercial e/ou ragdo contendo noz

pecd em duas concentracdes

Grupo CT HDL n-HDL Triglicerideos
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
CND (Controle Nao diabético) 62.33 + 17.74? 41.33 + 21.00 £5.06° 52.00 £ 23.132
13.342
ND6 (N4o diabéticos 6%)  97.83+12.43°  65.00+9.57° 32.83+3.82%  47.67 +4.93
ND10 (N&o diabéticos 10%) 72.83 + 23.05° 48.83 + 24.00 £8.22¢  40.00 + 16.43¢
15.70?
CD (Controle Diabético)  88.67 + 14.11° 66.17 + 225+3.39° 9317 +22.96°
13.88°
D6 (Diabéticos 6%) 124.17 + 81.50 + 38.67 + 16.59° 279.33 +
27.48° 14.52° 170.24¢
D10 (Diabéticos 10%) 111.33 + 81.17 £9.15° 30.17 £ 9.89° 145.17 +
10.91° 54.78P

Fonte: Do autor

Notas: Os resultados foram analisados separadamente e representam a média + desvio padrdo de cada grupo (n =
6). Os termos com as letras diferentes, na mesma coluna, indicam que ha diferenga estatistica entre as variedades
em p < 0,05.

A patologia do diabetes apresenta uma consequente auséncia ou diminuicao de insulina,
DM1 e DM2 respectivamente, que leva a um aumento da atividade da lipase adipocitaria. Essa,
promove elevacdo da lipdlise, que sobrecarrega o figado de AGs livres que, juntamente com
uma alta concentracdo de glicose plasmatica, fornecem o substrato necessario para a formacao
de VLDL (lipoproteina de muito baixa densidade). Como isso, a lipase proteica (LPL) tem sua
atividade reduzida, gerando um acimulo de particulas VLDL ricas em triglicerideos, resultando
em uma hipertrigliceridemia associada a reducdo de HDL (AMARAL, 2015).

Como a constituicdo do colesterol é lipofilica e ele necessita circular na corrente

sanguinea sem sofrer acdo do plasma, ele conta com o auxilio de lipoproteinas que fardo o seu



59

transporte no sistema vascular. As LDLs sdo responsaveis pelo transporte do colesterol hepéatico
para os tecidos periféricos, e as HLDs, removem o excesso de colesterol dos tecidos por meio
do transporte reverso do colesterol, que leva esse para o figado (VAZ, 2010). Os valores para
CT foram estatisticamente iguais no CND e no ND10, porém, diferentes no ND6. Essa mesma
interpretacdo pode ser feita com os grupos dos diabéticos, em que CD e D10 sdo
matematicamente iguais e o D6 distinto. O aumento desse parametro do perfil lipidico visto nos
grupos diabéticos, corrobora com a literatura pois confirma que doencas metabolicas, como o
DM, contribuem para o aumento das taxas do CT, LDL e TAG (MCLELLAN et al., 2007).

A analise de HDL nos grupos ndo diabéticos também é similar ao CT, mostrando que o
ND6 é estatisticamente diferente e maior se comparado com ao CND e N10, porém,
matematicamente igual aos grupos de tratamento dos diabéticos. Como o CT teve variacdo na
concentracdo de 6% da NP, isso refletiu nos valores de HDL do mesmo. Também é importante
discutir a elevacdo do HDL nos grupos diabéticos em comparagdo com os ndo diabéticos, pois
0 aumento do colesterol bom ndo é, necessariamente, benéfico, afinal, existem duas fracbes do
HLD, um funcional e o outro ndo. Como os ratos apresentam um metabolismo de lipoproteinas
diferente dos humanos, exibindo um baixo nivel de LDL no plasma e um HDL monodisperso,
a determinacgdo do parametro LDL em roedores ndo é baseada na férmula de Friedewald Levy
e Fredrickson (1972) pela subtracdo do CT, HDL e TAGs dividido por 5, mas sim pelo
colesterol ndo-HDL (lipoproteina de ndo alta densidade) (SILVA et al., 2009).

De acordo com Seki, Matsuo e Seki (2007), o parametro n-HDL inclui todo o colesterol
presente nas particulas de lipoproteinas consideradas potencialmente aterogénicas, como o
LDL, VLDL, IDL (lipoproteina de densidade intermediéria) e lipoproteina-A, excluindo o HDL
por ser anti-aterogénico. O n-HDL teve variacdo apenas no D6, sendo os outros grupos de
tratamento estatisticamente iguais. Essa alteracdo provavelmente ocorreu devido ao aumento
do CT, que indiretamente também eleva os outros parametros do perfil lipidico.

Em relacdo aos TAGs, 0s grupos nao diabéticos (CND, ND6 e ND10) sdo iguais, de
acordo com a estatistica, mas ao se comparar os diabéticos, observa-se que CD e D10 séo
equivalentes, mas o D6 é discrepante, muito mais alto. Por mais que os valores de TAGs
aumentem na patologia do DM, como ja explicado acima, 0s encontrados no experimento estdo
muito além do permitido, e no caso da concentracdo de 6%, 0 desvio padrdo esta grande,
levando a questionamentos no parametro TAG.

Esses resultados e observagdes salientam que a NP, na concentracdo de 6%, seria
considerada prejudicial a salde, pois além de aumentar o CT, também eleva o0 TAG, e a de

10%, benéfica na diminuicdo da hiperglicemia, porém, isenta no perfil lipidico. Entretanto,
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esses resultados nédo estdo de acordo com os relatados na literatura, como por exemplo no
trabalho de Ghiravani et al. (2016), que menciona que o extrato etandlico das améndoas de noz
peca apresentou reducdo significativa nos valores de CT, LDL e TAGs. Nos estudos de Porto
et al. (2013), apesar do extrato aquoso das cascas de C. illinoinensis nao ter melhorado o CT e
0 TAG, ele também n&o contribuiu para seu aumento incoerente.

Uma das justificativas de néo se ter observado o efeito hipolipidémico da NP, segundo
Riccardi, Giacco e Rivellese (2004), esta no tempo de tratamento, pois como a influéncia dos
lipideos no metabolismo das lipoproteinas é mediada por multiplos mecanismos, nem sempre
é possivel observar alterages no perfil lipidico e na glicose em paralelo. Outra provavel
explicacdo estd na variabilidade dos ratos utilizados, visto que, os animais disponiveis no
biotério central ndo apresentam condicGes de salde 100% confiaveis, provocando assim
alteracbes que afetam diretamente nos resultados do experimento, inviabilizando a

reprodutibilidade desse dltimo.

53  AVALIACAO DA PESAGEM DOS ANIMAIS

Os animais tratados por 30 dias com as ragdes, sejam elas com ou sem a NP, foram
avaliados com relacdo ao peso corporal segundo a influéncia da dieta. O resultado de cada grupo

esta descrito na tabela 8.

Tabela 8 — Alteracédo de peso dos animais considerando os valores iniciais e finais do experimento

Grupos Peso inicial Peso final Alteracéo de peso
(@) 9) (@)
CND 279,33 348,50 51,17 + 42,822
ND6 310,00 369,67 59,67 + 25,792
ND10 311,33 347,00 35,67 + 23,452
CD 224,00 200,33 -23,67 + 43,44°
D6 250,17 236,67 -13,50 + 23,40°
D10 231,33 204,50 -26,83 + 17,04°

Fonte: Do autor

Notas: Os resultados foram analisados separadamente e representam a média + desvio padrdo de cada grupo (n =
6). Os termos com as letras diferentes, na mesma coluna, indicam que ha diferenca estatistica entre as variedades
em p < 0,05.
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E possivel observar que todos os grupos ndo diabéticos (CND, ND6 e ND10) tiveram
um aumento do peso comparando-se com a primeira semana de tratamento e a Gltima, porém,
ndo houve diferenca estatistica entre eles, mostrando que mesmo as dietas ND6 e ND10
apresentando uma ingestdo caldrica maior que o controle CND, a NP ndo causou elevagédo no
peso corporal dos ratos. Nos grupos diabéticos (CD, D6 e D10), como esperado, 0 peso dos
animais diminuiu em relacdo ao inicio do experimento devido a patologia do DM1 que causa
esse efeito naturalmente. Entretanto, quando se compara os trésO tratamentos diabéticos,
observa-se também que a NP ndo alterou o peso dos ratos, mostrando-se estatisticamente igual
ao controle.

As possiveis explicacdes para esses resultados em relacdo a NP, segundo Casas-
Agustench et al. (2011) est4 no efeito termogénico, no aumento da saciedade e nas perdas de
gordura nas fezes dessa oleaginosa. O primeiro efeito deve-se aos compostos graxos insaturados
da NP que aumentam a oxidacdo de gordura devido a termogénese induzida pela dieta,
aumentando assim o gasto energético em repouso e, resultando em menor acimulo de gordura
corporal. A saciedade da noz pode ser explicada pela quantidade elevada de proteinas, como ja
mostrado nos resultados da composicdo centesimal, e também pela alta concentracdo de fibras
gue consegue retardar o esvaziamento gastrico e a absor¢do subsequente, suprindo a fome por
periodo mais longos. Por ultimo, o aumento das perdas de gordura pelas fezes, que foi
observada durante os experimentos dos animais com a lubrificacdo dos dejetos, também
contribui para a manuten¢do ou perda de peso dos ratos, possivelmente por uma diminuicdo da
absorcéo dos lipideos, favorecendo assim a eliminacdo desses e também o ndo armazenamento
corporal (BES-RASTROLLO et al., 2009; RAJARAM; SABATE, 2006).

Diferentemente desse resultado encontrado, Ghorbani et al. (2014) verificaram uma
diferenca significativa na alteracdo de peso dos animais tratados com a noz inglesa (Juglans
regia L) nas concentracGes de 6, 9 e 12% em ratos diabéticos se comprados com 0s ndo
diabéticos e diabético controle. Porém, a perda de peso em animais diabéticos é tambeém
verificada no estudo dos autores.

Assim, é possivel concluir que a NP mesmo contendo uma grande quantidade de AGs e
possuindo valores caldricos mais elevados, ela pode ser adicionada em dietas habituais de

individuos, sem causar ganho de peso.
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54  DETERMINACAO DA PERDA POR SECAGEM DAS RACOES CONTENDO A
NOZ PECA

As amostras nas concentraces de 6% e 10% foram pesadas diariamente até obtencéo
de peso constante e os resultados estdo expressos na tabela 9.

Tabela 9 — Perda por secagem das ra¢des contendo a noz pecé

Peso inicial Peso final Perda de umidade
(9) (9) (9)
Ragéo NP [6%0] 24,38 12,57 11,81
Racdo NP [10%] 23,22 11,66 11,56
Racé&o comercial _ - 10,81
Noz Pecéd 6,2*

Fonte: Do autor

Notas: Os dados das ra¢fes representam o valor médio das trés pesagens consecutivas. Racdo NP [6%] — racdo
contendo a noz pecd na concentracdo de 6%; racdo NP [10%] — racdo contendo a noz pecd na concentragdo de
10%; * valor obtido de acordo com a Tabela TACO (2011).

A partir dos resultados da perda por secagem é possivel concluir que as ra¢es contendo
a NP apresentaram valores muito semelhantes de perda da umidade, sendo 11,81 g na racéo de
concentracdo de 6% e 11,56 g na racdo a 10%. Essa reducdo de &gua esta diretamente
relacionada com a constituicdo lipofilica e a taxa de umidade da oleaginosa (6,2 g), além da
umidade encontrada na racdo comercial (10,81 g). Com isso, é possivel determinar que a racao
contendo a NP na concentragdo mais alta, além de possuir menos racdo comercial em sua
composicdo, ela contém mais noz e, consequentemente, apresenta uma porcentagem de
umidade menor. A importancia dessa determinacdo de perda por secagem esta correlacionada
com a estabilidade microbioldgica das racdes, pois a presenca de 4gua no material favorece o
crescimento de bactérias e fungos (BASTQOS, 2016).
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55  ANALISE DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS POR CROMATOGRAFIA EM FASE
GASOSA DAS AMOSTRAS ON, OEN e OSN

Os resultados da cromatografia em fase gasosa dos acidos graxos presentes na fragdo
lipidica obtida da NP e na ragdo comercial estdo apresentados na tabela 10 e na figura 10,

abaixo:

Tabela 10 — Perfil de acidos graxos, em porcentagem, do 6leo da noz pecd (ON e OEN) e da ragdo comercial
(OSN)

Pico Acido Graxo RT ON OEN OSN
1 C12:0 2.40 1.50 0.10 1.10
2 C14:0 3.86 0.70 0.10 0.50
3 C16:0 5.52 5.60 5.20 13.30
4 Cl6:1 5.71 0.20 0.20 0.40
5 C18:0 7.18 2.70 2.80 3.00
6 C18:1 7.35 67.90 73.50 27.30
7 C18:2 7.70 17.70 15.00 47.60
8 C18:3 8.20 1.10 1.00 4.20
9 C20:0 8.88 0.60 0.40 0.60
10 Outros 1.90 1.80 1.90

Fonte: Do autor
Legenda: RT — tempo de retengdo; ON — 6leo da noz peca obtido por prensagem; OEN — dleo da extracdo hexanica

da noz pecd; OSN - 6leo da extracdo hexanica da racdo comercial sem noz peca.
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Figura 10 — Cromatogramas: (A) do éleo obtido por prensagem da noz peca (ON); (B) do 6leo obtido por extragdo
hexanica da noz pecd (OEN); (C) do 6leo obtido por extracdo com hexano da ragdo comercial sem a noz pecé
(OSN)

!

Legenda: 1 - AG Ldurico; 2 - AG Miristico; 3 - AG 'if’nalmitico; 4 - AG Palmitoléico; 5 — AG Esteérico; 6 —
AG Oleico; 7 — AG Linoleico; 8 — AG Linolénico; 9 — Araquidico.
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A andlise dos cromatogramas obtidos por cromatografia em fase gasosa foi utilizada
para identificar os acidos graxos. Na tabela 10 e na figura 10 é possivel observar que os AGs
principais, identificados na NP, foram o oleico (6), seguido do linoleico (7), do palmitico (3) e
0 estearico (5). Ja na racdo comercial, os AGs presentes em maiores concentracfes sao 0
linoleico (7), seguido do oleico (6), do palmitico (3) e do linolénico (8). Os lipideos presentes
em Carya illinoinensis e na ragcdo comercial foram determinados com o objetivo de se conhecer
a composicao lipofilica desses materiais e de se estabelecer uma correlacdo dos AGs inseridos
na dieta dos animais experimentais com os resultados da atividade bioldgica e da composicéao
centesimal. A principal diferenca entre os AGs da NP e da ragdo Nuvilab® est4, principalmente,
na concentracdo de &cidos graxos insaturados, como o oleico e o linoleico, e saturados, como o
palmitico. Como os resultados entre 0 ON e OEN sdo muito semelhantes, variando apenas nas
pequenas quantidades de cada AG, pode-se inferir que o processo extrativo e o liquido extrator
utilizados ndo influenciam significativamente na quantidade extraida dos compostos
lipossoluveis do material vegetal.

A andlise do perfil dos AGs do 6leo da NP demonstrou a presenca tanto de MUFASs
guanto de PUFAs, sendo o primeiro representado pelo composto majoritario da noz peca, o AG
oleico, e 0 segundo, pelo AG linoleico. Pelos resultados, os AGs da noz em maior quantidade
estdo de acordo com a literatura, pois 0 MUFA se encontra na faixa entre 60,1% a 73,9% e o
PUFA de 17,3% a 25% (FIRESTONE, 1999; ORO et al., 2008; SALVADOR et al., 2016;
VILLARREAL-LOZOYA; LOMBARDINI; CISNEROS-ZEVALLOS, 2007). De acordo com
esses AGs insaturados atuam diminuindo os niveis séricos de LDL e TAG, aumentando os de
HDL, diminuicdo de glicose em jejum de DM, além de influenciar nos efeitos anti-
inflamatorios, antitromboticos, antiarritmicos e anti-aterogénicas (LINS, 2014). A
concentracdo de AG palmitico, estearico e das gorduras saturadas também estdo de acordo com
Scapinello et al. (2017), com valores em médica de 6%, 2% e de 6-17%, respectivamente.
Entretanto, esses dados variam um pouco dependendo das condi¢des de cultivo da espécie. A
quantidade do AG majoritario encontrado no ON e OEN ¢ bastante elevada quando comparada
com outros 6leos, como por exemplos: no 6leo de girassol (21,3%), no de soja (21,1%), no bleo
de semente de algodéo (33,1%), no de milho (25,8%) e de gergelim (45,4%) (RENGEL et al.,
2015).

De acordo com Costa e Jorge (2015), o predominio de acido palmitico e estearico sob
0s outros SAFAS na NP se deve por esses dois serem 0s mais abundantes lipideos presentes em
vegetais, principalmente o &cido palmitico. J& a associagdo entre as concentracfes dos AGs

insaturados (oleico, linoleico e linolénico) na NP esta relacionada com a via biossintética dos
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AGs em células vegetais. A producdo dos lipideos acontece tanto no reticulo endoplasmaético
quanto nos plastidios, e inicia-se por meio da sintese do acido palmitico (16:0), que é entdo
alongado a acido estearico (18:0). Esse AG com 18 carbonos é essencial para a sintese de
lipideos insaturados e, atraves da dessaturase, enzima presente em plantas que realiza uma
insaturacgdo entre os carbonos 9 e 10 da cadeia, converte o acido saturado no acido oleico (18:1).
Outras dessaturagdes podem ocorrer e levar a producdo dos AGs linoleico (18:2) e linolénico
(18:3), e amedida que sao produzidos é reduzida a concentracéo do oleico (MOREIRA; CURI,
MANCINI FILHO, 2002; TORO-VAZQUEZ; CHARO-ALONSO; PEREZ-BRICENO,
1999). Por esse motivo, observa-se que ha uma menor quantidade dos &cidos poli-insaturados
em comparagdo com a concentracao do acido oleico, que é elevada na fragdo lipidica obtida da
NP.

As nozes sdo consideradas uma otima fonte de energia e o seu conteddo de AGs,
principalmente do tipo poli-insaturados, pode ser benéfico para a salde pois apresenta efeitos
protetores contra 0 DM, dislipidemia e doencas cardiovasculares (FLORES-CORDOVA et al.,
2016). Essas ultimas podem ser influenciadas por uma dieta balanceada de AG linoleico, que
devido a sua conversdo em 4&cido araquidonico induz a uma producdo enddgena de
eicosanoides. Na dislipidemia, os AGs insaturados conseguem regular a homeostase do
colesterol por reduzirem as fragfes de LDL e VLDL, que sdo as responsaveis pelo aumento do
CT (FERNANDES, 2011). Segundo Atanasov et al. (2018), os AGs oleico e linoleico
interferem no DM através dos mecanismos de ativacao de receptores ativados por proliferadores
de peroxissomas (PPARs) e também o de inibidores da proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B).
Essas duas atividades, tanto em PPARs e PTP1B, estdo relacionadas com a estimulagdo da
secrecdo de insulina em células pancredticas, sendo a primeira, um grupo de fatores de
transcricdo que regulam o catabolismo de AGs e a segunda, PTP1B, uma das principais

reguladoras na via da sinalizacdo da insulina.

5.6 RENDIMENTO DO ENP

Partindo-se de 200 g de material vegetal e chegando-se a 12,45 g de extrato seco, o
rendimento calculado foi de 6,23%. Esse resultado se deve pelo fato da maioria dos compostos
polares, que foram extraidos com o liquido extrator etanol 70% (v/v), estarem em menor

concentracdo no extrato e, de somente uma parcela da totalidade dos constituintes lipofilicos na
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oleaginosa serem obtidos. Portanto, isso corrobora com o baixo rendimento resultante do

processo extrativo.

5.7  AVALIACAO ANTIMICROBIANA DO ENP

Na analise da atividade antimicrobiana do ENP foram determinadas as concentragdes
inibitorias de 50% do crescimento (MICso) e 90% (MICgo) do ENP frente a algumas leveduras
do género Candida sp, bem como de bactérias Gram Positiva (Staphylococcus aureus) e Gram
Negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa).

O extrato de C. illinoinensis apresentou atividade antimicrobiana sobre quase todos 0s
micro-organismos, exceto para E. coli, em concentragdes que variaram entre 1,95 a 1000

pg/mL, e os resultados encontram-se detalhados na tabela 11.

Tabela 11 — Avaliagéo do perfil de sensibilidade do extrato da noz pecé

Microrganismo Extrato Fluconazol Cloranfenicol
hidroetandlico 70%
(Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)
1Co0 1Cs0 1Co0 1Cso 1Co0 1Cso0
C. albicans ATCC - 500 - 0,5 - -
10231
C. tropicalis ATCC - 1000 - 1 - -
750
C. krusei ATCC 125 31,25 - 32 - -
6258
C. glabrata ATCC - 7,81 - 16 - -
90030
C. parapsilosis - 250 - 1 - -
ATCC 22019
Escherichia coli - - - - 4 1
ATCC 25922
Pseudomonas - 500 - - 64 32
aeruginosa ATCC
27853
Staphylococcus - 1000 - - 4 2
aureus
ATCC 6538

Fonte: Do autor
Legenda: ICs - inibicdo de 50% do crescimento; 1Cq - inibigdo de 90% do crescimento; - auséncia de atividade
nas concentracfes analisadas.
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Os extratos quando sdo testados para avaliar a atividade antimicrobiana seguem uma
divisdo, onde aqueles que possuem MICso maior que 1000 pg/mL, séo classificados como
inativos; aqueles com MICso entre 500-1000 pg/mL, como pouco ativos; os com MICsg de 100-
500 pg/mL, como moderadamente ativos; e aqueles com MICso menor que 100 pg/mL,
recebem a classificacdo como muito ativos (CHAVASCO et al., 2014; TANAKA et al., 2005;
HOLETZ etal., 2002; SIMONETT], 2015). Levando-se em conta essa informacao, o ENP pode
ser categorizado como pouco ativo para P. aeruginosa, S. aureus, C. albicans e C. tropicalis,
moderadamente ativo para C. parapsilosis e para C. krusei e C. glabrata é considerado muito
ativo. De acordo com a tabela 6, 0 ENP apresentou valores de MICsp entre 7,81 a 1000 pg/mL,
sendo considerado mais ativo para C. glabrata e C. krusei, com valores iguais a 7,81 e 31,25
pg/mL, respectivamente.

A atividade antimicrobiana ENP revelou um significativo potencial antifingico com
resultados altamente satisfatérios para Candida glabrata e Candida krusei, porém, ele nao foi
tdo efetivo para bactérias se comparado os valores com o controle positivo (cloranfenicol) e
com os encontrados por Prado (2013). Esse autor avaliou alguns extratos polares (aquoso e
etanolico) da casca de Carya illinoinensis, obtidos por diferentes técnicas, e confirmou a
atividade antimicrobiana para Listeria monocytogenes, S. aureus, Vibrio parahaemolyticus e
Bacillus cereus, atribuindo os metabdlitos secundérios como responsaveis.

A espécie Candida glabrata é uma levedura saprofitica, sendo considerada a terceira
mais comum em infeccBes nos Estados Unidos (EUA) que acometem criancas €, 0 mais
prevalente, em pacientes idosos e oncolégicos. De acordo com Bastos (2016), essa levedura e
também a C. parapsilosis sdo um grande risco para infec¢fes hospitalares, pois podem formam
biofilmes em cateteres, agulhas e outros materiais, levando a uma resisténcia na terapéutica. Ja
a Candida krusei, € encontrada em doentes transplantados, neutropénicos ou com neoplasias
hematoldgicas e sdo responsaveis pela maior porcentagem de infec¢bes nosocomiais. Essas
espécies do género Candida sdo resistentes a varios antibiéticos (CAMPOS, 2017; CASTRO,
2017).

A atividade antimicrobiana, segundo Mazzutti (2012) e Huang (2011), é devido a
elevada quantidade de AGs presentes no ENP, principalmente do tipo oleico e linoleico. Os
0leos possuem como mecanismo de agdo o rompimento das células dos micro-organismos
devido a lise de suas membranas. A ac¢éo antifingica dos &cidos graxos provoca uma elevacao
do fluxo de substancias nas membranas das células dos fungos, alterando a estrutura das

proteinas ou a atividade de alguma enzima, consequentemente, levando a morte do micro-
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organismo. Nascimento et al. (2014) ainda relatam que as células flngicas mais susceptiveis a
acdo dos AGs apresentam uma menor quantidade de esterol em suas membranas.

E importante levar em consideracio que o ENP apresenta uma pequena quantidade de
AGs, devido a polaridade do liquido extrator usado, se comparado com os trabalhos publicados
na literatura que utilizam o 6leo bruto da NP. Consequentemente, a atividade antimicrobiana
reduzida ou inexistente nesse estudo do ENP também poderia ser justificada por essa baixa
concentracdo de compostos graxos.

Em contraste, 0 ENP frente as bactérias nao foi tdo efetivo, apresentando inatividade
para E. coli e pouca atividade para P. aeruginosa e S. aureus, com valores de MICso de 500
pug/mL e 1000 pg/mL, respectivamente. Considerando que a bactéria Gram Negativa P.
aeruginosa possui em sua composi¢cdo uma bicamada lipidica mais externa constituida de
lipopolissacarideos (LPS), os componentes graxos do ENP tiveram um maior poder de
penetracdo sobre a membrana celular dessa bactéria, atuando de forma mais ativa se comparada
com a estrutura do S. aureus (BASTOS, 2016). Porém, mesmo que a bactéria E.coli tenha
composicdo semelhante a P. aeruginosa, o ENP ndo foi efetivo, fato esse que pode ser
justificado pela sua cepa patogénica com maior resisténcia, dificultando a acdo de C.
illinoinensis. De acordo com Catdo et al. (2014), as cepas de E. coli que causam infecgdes do
trato urinario, meningite neonatal, enterites e septicemia nosocomial tem sido bem corriqueiras,
e o tratamento dessas patologias é dificultado devido a resisténcia da espécie aos
antimicrobianos.

Ademais, sabe-se que, a P. aeruginosa € um patdégeno muito importante para a satde
publica e animal, e que nos Ultimos anos vem causando preocupac¢do em relacdo a sua crescente
resisténcia aos antimicrobianos (CARVALHO et al., 2014). O S. aureus, também recebe uma
atencdo especial, visto que, é uma espécie extremamente patogénica podendo causar desde
intoxicacdo alimentar até infeccdes hospitalares, com grande possibilidade de levar a 6bito.
Além disso, essa espécie também tem um amplo espectro de resisténcia a antimicrobianos
(BRAGA; SILVA, 2007; SUBRAMANI, NARAYANASAMY; FEUSSNER, 2017).

Analogamente, os compostos fendlicos também presentes na espécie contribuem com a
atividade antimicrobiana. Dentre os diversos grupos que compde essa classe, destaca-se 0s
taninos, que de acordo com Bottari et al. (2017), atuam em alguns elementos necessarios para
a sobrevivéncia dos micro-organismos, uma vez que eles apresentam caracteristicas de
precipitacdo de proteinas do meio, e de quelagcdo com metais, como o ferro.

A partir dos resultados e da preocupacdo atual com as infecgdes fungicas que acometem

milhares de pessoas, pode-se inferir que o ENP seja um candidato, futuro, ao tratamento de
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fungos, principalmente de C. glabrata, entretanto, é necessario que o mesmo seja melhor
investigado. Além disso, como nas plantas existem diversos compostos, o efeito antimicrobiano
ndo pode ser atribuido somente aos acidos graxos presentes na espécie, mas, possivelmente, ao
sinergismo deles com os metabdlitos secundarios. Porém, para a comprovacao é necessario

testes mais especificos.

5.8  ANALISE DOS COMPOSTOS PRESENTES DO ENP POR ESPECTROMETRIA DE
MASSAS

Na andlise por UPLC-ESI-IT-MS" do ENP obteve-se o espectro de massas full scan nos
modos negativo (Figura 11) e positivo (Figura 12) e também do screening do branco, o metanol
(figura 13).

Figura 11 - Espectro de massas, full scan, modo negativo do extrato hidroetanélico 70% (v/v) das améndoas de
C. illinoinensis
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Figura 12 - Espectro de massas, full scan, modo positivo do extrato hidroetandlico 70% (v/v) das améndoas de

C. illinoinensis
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Figura 13 - Espectro de massas, full scan, do branco (metanol)
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A analise quimica foi realizada em modo negativo, devido a maior estabilidade dos
compostos, sugerindo que grande parte dos metabolitos secundarios determinados no ENP
possui grupos acidos, provavelmente decorrentes de compostos fendlicos da espécie
(DIERKES et al., 2012; MAGUIRE et al., 2004; MOKOCHINSKI, 2015).

Os compostos ndo foram identificados por eles ndo apresentarem as fragmentagdes
caracteristicas dos metabolitos secundarios relatados na literatura para a espécie C.
illinoinensis, como descrito na parte de referencial tedrico da NP. As fragmentacdes observadas
sdo bastante semelhantes, em que se observa a perda de massas com valores de m/z = 180, m/z
=182, m/z = 262, geralmente com pico base m/z = 279 ou m/z = 281.

Essa dificuldade em identificar os compostos encontrados no massas se deve pela parte
qguimica da NP ndo ser totalmente explorada, tendo uma literatura muito escassa no
reconhecimento dos metabolitos especiais presentes na espécie. Contudo, sabendo-se que C.
illinoinensis € composta em grande quantidade por lipideos, principalmente do tipo AG
insaturado, como mostrado nos resultados de CG e composicao centesimal dessa pesquisa. Por
IS0, sugere-se que a maioria dos picos ndo descobertos dos compostos, nessa espécie, possa
ser de substancias graxas, tendo em vista que a massa molecular do AG oleico, lipideo
majoritario da NP, corresponde a 282 e do linoleico, o segundo composto graxo mais presente,
280. Como na analise por espectrometria de massas no modo negativo tem-se a perda de um
hidrogénio de cada composto, a razdo massa/carga desses AGs coincidiria com os valores
encontrados nos espectros (De LIMA et al., 2014). Ainda, de acordo com Simas (2010) e
Saraiva (2008), é comum a apresentacdo dos lipideos em vegetais na forma de TAGs, simples
ou compostos, e a possibilidade de identificacdo desses no espectrdbmetro de massas €
visualizada por meio das fragmentacdes de cada AG que compde os TAGS.

Logo, esses compostos ndo foram detalhados considerando-se a escassez de referéncias
ja relatada. Entretanto, nosso grupo de pesquisa pretende continuar trabalhando com Carya
illinoinensis, principalmente na parte quimica, para agregar novas informagdes na literatura

que, futuramente, possam contribuir para outros pesquisadores interessados na espécie.
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CONCLUSAO

Dos resultados gerados nesse trabalho, é possivel classifica-los naqueles de maior

relevancia e também nos que tiveram algumas limitag¢oes. Os primeiros, detalhados abaixo, séo

considerados dados de grande valia por contribuirem de forma positiva para o binébnimo

dieta/saude e demonstrarem as atividades exercidas pela espécie C. illinoinensis.

a)

b)

d)

Atividade antidiabética — Efeito hipoglicémico das améndoas da NP na concentracéo de
10% em ratos diabéticos;

Manutencdo do peso corporal — A ingestdo de NP contribuiu para a ndo elevacdo do
peso dos ratos experimentais por meio dos mecanismos termogénicos, da saciedade e
da diminuicdo da absorc¢éo intestinal;

Atividade antifungica do extrato hidroetanélico 70% (v/v) das améndoas da NP (ENP)
— O potente efeito da espécie pode ser visto contra Candida glabrata e Candida krusei,
cepas patogénicas e com grande resisténcia na terapéutica;

Elevada concentracdo de AGs insaturados — A determinacdo desses lipideos favoreceu
a discussdo dos possiveis mecanismos dos efeitos de C. illinoinensis, mostrando que o
AG oleico e 0 AG linoleico séo os grandes responsaveis por eles.

Os outros resultados que tiveram limitacGes por ndo apresentarem dados confiaveis

e/ou que ndo puderam ser interpretados, também podem ser Uteis e servir como base para 0s

préximos pesquisadores interessados em investigarem a espécie. Sao eles:

e)

f)

Perfil lipidico da NP a 6% - Os parametros bioguimicos CT, HDL e TAG do soro de
ratos diabéticos e ndo diabeéticos tratados com a NP & 6%, mostraram-se incoerentes,
apresentando aumentos discrepantes e com desvios padroes altos;

Perfil quimico do ENP — A determinacdo por espectrometria de massas dos metabdlitos
secundarios na espécie ndo foi conclusiva, apresentando espectros de moléculas
desconhecidas e, portanto, inéditas, sendo questionadas também como possiveis
responsaveis pelos efeitos de C. illinoinensis.

Em suma, é possivel concluir que a as améndoas da espécie C. illinoinensis apresentam

diversas atividades que contribuem para a manutencdo da saude. Entretanto, algumas dessas

ainda necessitam de estudos mais aprofundados para uma melhor compreenséo.
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