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RESUMO

A dislipidemia é uma alteracdo dos niveis sanguineos de gordura, uma das patologias com maior
incidéncia na populacdo mundial, considerada atualmente como uma preocupagdo para a salde
publica. H& fatores que contribuem para o aumento das doencas cardiovasculares, entre estes
as dislipidemias, mas o consumo de &cido graxo monoinsaturado (oleico) exerce sobre a
colesterolemia um efeito neutro. No entanto, tem se observado que as dietas ricas em acido
oleico aumentam o HDL-c e podem reduzir o nivel de LDL-c.. O objetivo foi avaliar o fator
hipodislipidémico e comparar o perfil lipidico e nutricional dos animais tratados com dieta comercial
suplementada. e comparar analiticamente os indices fisico-quimicos de 6leos e gorduras de
azeite de oliva extra virgem e semente de cupuacu, respectivamente. Neste estudo comparativo
utilizou-se experimentalmente gordura de sementes de cupuacu (Theobroma grandiflorum) e azeite de
oliva (Olea europaea) extra virgem como suplemento alimentar em ratos Wistar jovens do sexo
masculino. No experimento foi utilizado seis grupos de oito animais e cinco deles foram induzidos a
dislipidemia por uso de glutamato monossddico. A aplicabilidade foi de 28 dias onde foi oferecida
alimentacdo usual com suplementacdo (0,2ml a 0,3ml) de um tipo de lipidio em cada grupo também
foi realizado estudo analitico, por cromatografia gasosa qualitativa e fisico-quimico de 2 tipos
de azeites de oliva extra virgem e dois lotes de gordura de semente do cupuacu. Portanto de
acordo com os procedimentos de gavagem e via oral ndo houve diferenca, porém entre 0s exames
realizados de colesterol total e triglicerideos, o tratamento com gordura de semente de cupuacu foi o
que obteve a melhor acdo hipodislipidémica, Observou-se que azeite de oliva extra virgem e
gordura de semente de cupuagu possuem 0 mesmo constituinte quimico, porem apresentam
picos indicativos de quantidades diferentes Contudo verificou-se que as quantidades
diferentes podem ser um indicativo de fator hipodislipidemico também para a gordura de

cupuacu.

Palavras Chave: Dislipidemia, lipidigrama, cromatografia, acido oleico e linoleico



ABSTRACT

Dyslipidemia is a modification in blood levels of fat, one of the higher incidence of the
pathologies in the world population, currently regarded as a public health concern. Some
factors contribute greatly to increase cardiovascular diseases; among them, the lipid
metabolism is one of most important. This factor is related to ingestion of lipid but the
consumption of monounsaturated fatty acid (oleic) show neutral effect over cholesterolemy.
However, it has been noticed that high oleic acid diets increase High Density Lipoprotein
level (HDL-c) and may reduce the Low Density Lipoprotein level (LDL-c). The objective was
to evaluate the Dyslipidemia Reduction Factor and compare the lipid profile and nutrition of
the animals treated with the commercial diet supplemented and compare physicochemical fat
and oil indexes using extra virgin olive oil and cupuagcu fatty seed. In this comparative study
was used experimentally fat of cupuacu seeds (Theobroma grandiflorum, Schum.) and olive
oil (Olea europaea) extra virgin as a food supplementing in Wistar rats male youths. In the
experiment were used six groups ofeight animals and five of them were induced to
dyslipidemia by use of monosodium glutamate. The applicability was 28 days which was
provided usual feeding with supplemented of (0.1ml to 0.3ml) of one type of lipid in each
group and gas chromatography and physicochemical analysis such as saponification, acidity,
peroxide, and free fatty acid levels. So according to the procedures of gavage and oral route
there was no difference, however between the lipidogram tests performed, Treatment
with fat cupuacu seed was what achieved the best action of Dyslipidemia Reduction Factor,
except for HDL cholesterol that there was no difference in any treatment. Results show that
extra virgin olive oil and cupuacu fatty seed have same fatty acids; although, different
amounts for these constituents. These results indicate that different quantities of same fatty

acids on different levels may interfere on hipodislipidemic factor for cupuacu fatty seed diets.

Keywords: Hyperlipidemia, lipid profile, cholesterolemy, chromatography, oleic acid.
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1. INTRODUCAO

No Brasil as mudancas socioeconémicas e epidemioldgicas permitiram que ocorresse
a denominada transi¢do nos padrdes nutricionais, associado as dislipidemias. 1sso se torna um
problema de salde publica (PEREIRA, et al., 2003). Em decorréncia dos novos habitos
alimentares, bem como o novo estilo de vida, 0 homem fica exposto a uma gama de fatores de
riscos para as doencas da modernidade. (VOLP, et al., 2009). Atualmente passamos por um
processo de transicdo alimentar e nutricional, que ocorrem anteriormente e/ou
simultaneamente. O primeiro é a transi¢do demografica, que ocorre o envelhecimento da
populacdo, aliada a um aumento na expectativa de vida devido a melhorias nas condicdes de

vida na populacéo.

O outro processo concomitante é o de transicdo epidemioldgica, caracterizada por uma
reducdo das prevaléncias de doencas infectocontagiosas associadas a desnutricdo, junto a este
processo, ocorre aumento das prevaléncias de doencgas crénicas nao-transmissiveis, associado
a um padrdo de vida mais urbano e industrializado. Muitas mudangas ocorreram, no padrao
alimentar da populacdo refletindo em mudancas na composicdo corporal. Sociedades
modernas tém suas dietas proprias substituidas por dietas ricas em acucar, sodio, gordura e

pobres em fibras (BRASIL, 2009).

Segundo Levy-Costa et al. (2005) Nos ultimos trinta anos a dieta do brasileiro se
modificou havendo uma persisténcia do consumo excessivo de agucar e insuficiente de frutas
e hortalicas e aumento sistematico no teor da dieta em gorduras em geral e em gorduras
saturadas, essas caracteristicas, demonstram um padrdo alimentar cada vez mais inadequado,

com dietas de alto valor energético, com alto teor de gorduras e pobre em micronutrientes e
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fibras, contribuindo para o aumento da obesidade e das doengas crénicas ndao transmissiveis.
O aumento do consumo de gordura associa-se a elevacdo da concentracdo plasmatica de
colesterol e @ maior incidéncia de aterosclerose coronaria e adrtica. A quantidade e o tipo da
gordura ingerida influencia a concentracdo do colesterol plasmatico (MAHAN & ESCOTT-

STUMP, 1998; CHAMPE & HARVEY, 2000).

A flora brasileira possui mais de 25 mil plantas nativas, isso somente na Amazonia e
com enorme potencial de investigacdo cientifica, esses produtos podem ser utilizados como
alimentos funcionais a fim de melhorar as condicdes clinicas nos tratamentos de doencas
crénicas. A possibilidade do uso de alimentos na reducdo de risco de doencas crénicas nao
transmissiveis tem sido assunto constante em eventos na area de alimentacdo e nutricao e,
neste contexto, surgiram os alimentos funcionais. Alimentos funcionais sédo definidos como
qualquer substancia ou componentes de um alimento que proporciona beneficios para a salde,

inclusive a prevencéo e o tratamento de doencas (BACHUR et al., 2009).

Considerando que a alimentacdo tem o papel primordial na prevencédo e no tratamento
de doengas cardiovasculares, 0 modelo experimental teve como intuito verificar o impacto da
suplementacdo com azeite de oliva extra virgem e gordura de semente de cupuagu, como fator

hipodislipidémico dos niveis plasmaticos de animais.

Vérios trabalhos cientificos mostram que componentes quimicos do azeite de oliva
relacionam-se com a salde de seres humanos tais como fendis, esqualeno, 6leos e gorduras. A
literatura indica que o consumo do azeite de oliva é um dos responsaveis pela baixa incidéncia
de céanceres e de doencas coronarianas nos paises mediterraneos (ORTEGA et al., 2006). O
uso cotidiano de azeite de oliva extra virgem, pode fornecer uma quantidade suficiente de
antioxidantes ao corpo, capaz de reduzir a oxidagdo pela inibi¢do da peroxidase lipidica, fator

relacionado as doencas coronarianas, cancer e envelhecimento.
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Por outro lado, todos os componentes do ¢leo de oliva s&o lipossollveis o que facilita
a sua absorcdo e transporte pelo corpo. O restante dos componentes ndo absorvidos
permanece na luz intestinal protegendo as células contra a oxidacdo e consequentemente, 0
desenvolvimento do cancer (HUANG e SUMPIO, 2008). Finalmente, Owen et al. (2000)
acredita que este estudo trouxe respostas a respeito do papel do azeite de oliva extra virgem, e
de seus componentes antioxidantes, na protecdo da salde contra cancer, doengas coronarianas

e envelhecimento.

A substituicdo dos acidos graxos saturados por acidos graxos poliinsaturados reduz o
colesterol total e o colesterol LDL (lipoproteina de baixa densidade) no sangue. As novas
recomendacdes indicam que os acidos graxos poliinsaturados devem participar em até 10% do
total de calorias ingeridas diarias (DRI, 2005). Existem dois tipos de &cidos graxos
poliinsaturados, o0s representados pelas séries 0Omega-3 (alfa-linolénico C18:3,
eicosapentaenoico - EPA e docosaexaenoico - DHA) e O6mega-6 (linoleico C18:2 e

araquidénico C20:0).

Os acidos graxos 6mega-3 sdo encontrados em peixes de aguas profundas e frias. As
fontes de acido alfa-linolénico sdo os tecidos verdes das plantas, do 6leo de canola e de soja.
Os 0leos de peixe ricos em acidos eicosapentaendico e docosaexaendico também reduzem os
triglicérides. Os acidos graxos monoinsaturados devem participar em até 20% das calorias
totais por dia. Os alimentos que apresentam maior contetdo de &cido oléico sdo o 0Oleo de

oliva (65 - 80%), Oleo de canola (65 - 70%) e o abacate (45 - 50%) (SOCESP, 2012).

Atualmente, o uso de Gleos vegetais transformados (transesterificados) tem sido uma
fonte de grande impacto econémico e social, a transesterificacdo de Oleos vegetais, ja €
bastante conhecida, todavia o problema maior é a quantificacdo dos ésteres formados (etil

éster ou metil éster, de acordo com o alcool). Dependendo do tempo da reacdo e das razdes
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entre reagentes, além do éster, podemos ter também mono, di e triglicerideos. Sem davida, a
cromatografia é a técnica analitica convencional mais utilizada para identificacdo de Oleos

(FROEHNER et al., 2007).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Transicdo epidemiolégica

A transicdo epidemioldgica é caracterizada pela evolucdo progressiva de um perfil de
mortalidade por doencas infecciosas, isto €, a medida que as doencas transmissiveis sujeitas a
vigilancia véo se tornando mais raras, a importancia politica dos érgéos governamentais que
tratam do controle dessas doengas também vai diminuindo (BARATA, 1997); por outro lado,
predominam os 6bitos por doencas cardiovasculares, neoplasias e outras doencas consideradas

crénico-degenerativas (PRATA, 1992).

Uma nova epidemia pode estar sendo incubada agora mesmo
em uma mega cidade, sem saneamento e super povoada, do
mundo ndo desenvolvido ou nas florestas remotas da Africa,
América do Sul ou Asia- regides esparsamente povoadas que
recentemente tém sido alteradas pela civilizagdo moderna.
(KRAUSE, 1992).

Na Africa a partir do século XIX enquanto a expansdo colonialista foi, em grande
parte, responsavel pelo aumento da oferta de alimentos em quantidade e qualidade, na Europa,
a modificacdo das culturas tradicionais e da estrutura produtiva por parte do colonizador
reduziu a oferta de alimentos localmente (PRATA, 1992).

Os diversos paises da America Latina estdo experimentando nos Gltimos vinte anos
uma rapida transicdo demogréfica, epidemioldgica e nutricional. As caracteristicas e 0s
estagios de desenvolvimento da transicdo diferem para os varios paises da América Latina

(KAC & MELENDEZ, 2003).
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Figura 1.Transi¢do Nutricional.
Fonte: Kac & Meléndez, (2003); Barata (1997); Prata (1992

Contudo, no Brasil, a0 mesmo tempo em que reduz a ocorréncia da desnutricdo em
criangas, adolescentes, adultos e mulheres com idade reprodutiva em ritmo acelerado,
aumenta a prevaléncia de sobrepeso e obesidade na populacdo brasileira. Isto demonstra um
antagonismo de tendéncias temporais entre desnutricdo e obesidade, definindo uma das
caracteristicas marcantes do processo de transicdo nutricional. Nesse aspecto, o problema
apresentou na década de 90 uma caracteristica inesperada, revelou que pessoas de renda mais
baixa passaram a ter maior frequéncia de acometimento dessas doencas (BATISTA FILHO &
RISSIN, 2003), além do incremento do estilo de vida sedentario e do consumo inadequado de

dietas (KAC & MELENDEZ, 2003).

Figura 2. Pirdmide das patologias mais acometidas.
Fonte: Kac & Meléndez, (2003); Barata (1997); Prata (1992
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Segundo Bortoli (2011), as mudancas na alimentagéo se devem, entre outros motivos,
a oferta dos alimentos industrializados, reducdo do tamanho da familia, aumento da
disponibilidade de alimentos e facilidade de acesso da populagéo, inclusive de baixa renda, a
alimentos muito caldricos contendo altas concentragdes de gorduras e agucares. O efeito das
dietas ricas em carboidratos, especialmente os carboidratos refinados, pode aumentar a
incidéncia de sobrepeso e obesidade, gerando um estado metabdlico que favorece o
agravamento da dislipidemia aterogénica, caracterizada pela elevacdo de triglicerideos,
reducédo dos niveis de colesterol HDL e aumento das concentracdes de colesterol LDL.

Pendleton (1985), afirma que os estagios de transicdo demografica das sociedades em
desenvolvimento durante o século XX levaram ao declinio da mortalidade devido a medidas
preventivas de saude e quando isso ocorre, ou seja, se alcanca uma menor taxa de
mortalidade, o desenvolvimento econémico passa a ser o responsavel pelo declinio
subsequente da mortalidade infantil e pelo aumento da expectativa de vida nestas sociedades.

No Brasil, ambos os mecanismos de mudanca do padréo de mortalidade: A adocao de
medidas preventivas e o desenvolvimento econdmico ocorrem simultaneamente (WOOD &

CARVALHO, 1988).

O passo e a velocidade da mudanca na mortalidade nos ultimos
40 anos sugerem que tanto a difusdo de tecnologias de controle
quanto a melhoria no padrdo de vida tiveram o seu papel.

(Wood & Carvalho, 1988)

2.2 Dislipidemia

Niveis plasmaticos de lipidios tém sido correlacionados com a predisposicdo para

doencas cardiovasculares. A base fisiopatoldgica das dislipidemias primarias € o acimulo de

quilomicrons e/ou de Lipoproteinas de Baixissima Densidade — VLDL no compartimento
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plasmatico resultando em hipertrigliceridemia provocada pela diminui¢do da hidrolise dos
triglicérides destas lipoproteinas pela lipase lipoprotéica ou do aumento da sintese de VLDL.
O acumulo de lipoproteinas ricas em colesterol como a LDL no compartimento plasmatico
resulta em hipercolesterolemia e este acumulo pode ocorrer por doengas monogénicas
decorrentes de defeito no gene do receptor de LDL (S.B.C., 2007).

O colesterol € um composto quimico sintetizado pelo figado, do qual o organismo
necessita e cujo complemento é adquirido dos alimentos ingeridos. Ambas as alteracfes de
niveis do colesterol muito altas quanto as muito baixas sdo perigosas a satde. Por ser soluvel
apenas em gorduras, tem que ser transportado pelo sangue através das seguintes lipoproteinas:
VLDL, LDL (lipoproteina de baixa densidade) e HDL (lipoproteina de alta densidade). O
figado acondiciona os triglicérides na forma de VLDL e os despacha, pela corrente sanguinea
para as células, juntamente com menores quantidades de colesterol e proteinas. E entdo que as
células armazenam e utilizam essa quantidade de gorduras como "combustivel”. Assim, o
VLDL, sem as gorduras, passa a ser denominado como LDL, ja que € composto basicamente
de colesterol e proteinas. O excesso desta lipoproteina no organismo fixa-se nas paredes das
artérias, entupindo-as e propiciando os ataques cardiacos ou infartos. Por sua vez, o HDL faz
o0 papel contréario, extraindo o colesterol das paredes das artérias, devolvendo-o ao figado para
ser excretado (S.B.E.M., 2011).

De acordo com Bortoli (2011) o acimulo de gordura na regido abdominal, favorece a
prevaléncia de dislipidemias, hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia. O tecido adiposo
abdominal apresenta maior atividade metabdlica, liberando grande quantidade de &cidos
graxos livres que provocam o aumento nos niveis de triglicerideos.

Portanto, estudos recentes tém demonstrado que individuos que consomem grandes
quantidades de gordura, principalmente saturada, tém niveis mais elevados de colesterol

sérico do que aqueles que consomem quantidades menores, outros mostram que 0 excesso de
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peso e o perfil biofisico androide estdo associados a alteracdes das concentracdes sanguineas
de lipideos que sdo definidas como dislipidemia. Portanto, a reducdo da colesterolemia,
mesmo que pequena, parece ser eficiente na diminuicdo dos indices de mortalidade por
doencas cardiovasculares (McCABE, 1993).

Individuos obesos, especialmente com predominio da gordura visceral, apresentam
valores maiores de triglicerideos de jejum e menores de HDL. Os acontecimentos iniciais do
processo metabdlico pés-prandial incluem ingestdo, digestdo e absor¢do dos lipideos (LIMA
et al., 2002). Cerca de 95% da gordura ingerida estd na forma de triglicerideos (COHN,

1998).

PRINCIPAIS CO-MORBIDADES ASSOCIADAS A OBESIDADE
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Figura 3 .Principais Co-morbidades da Obesidade .
Fonte: SBC, 2012
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2.3 Lipidios
Do ponto de vista fisiolégico e clinico, os lipidios biologicamente mais relevantes sdo

os fosfolipides, o colesterol, os triglicérides (TG) e os acidos graxos (S.B.C.; 2007).

Quadro 1: Funcdes dos lipidios:

Fornecer 9kcal/g, acidos graxos essenciais e vitaminas lipossoltveis (A, D, E, K)

Fonte: Waitzberg (2000).

Os triglicerideos sdo ésteres formados a partir da reacdo do glicerol com trés unidades

de acidos graxos dodecandico, como mostra o exemplo na Figura 1.

Figura 4. Molécula de triglicerideo.
Fonte: Waitzberg (2000)

Os &cidos graxos podem ser classificados como saturados (sem duplas ligacOes entre
seus atomos de carbono), monoinsaturado ou poliinsaturado de acordo com o numero de
ligagBes duplas na sua cadeia. Ndo apenas a quantidade, mas também a qualidade dos acidos
graxos oferecidos tem importancia na regulacdo de pardmetros metabdlicos. A posi¢do e o
namero de insaturacdes sdo capazes de alterar o metabolismo de diversas formas (OAKI &

SEELAENDER, 1999).
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No metabolismo dos lipidios as gorduras sdo digeridas no estdmago e no intestino
pelas respectivas lipases. Tais produtos lipoliticos sdo solubilizados pelos &cidos biliares,
formando micelas lipidicas absorvidas pelos enterdcitos. Dentro destas células, os &cidos
graxos livres e os monoglicerideos séo esterificados, formando novamente os triglicerideos
que, no Complexo de Golgi, formardo grandes moléculas (quilomicrons) através da adicdo de
apolipoproteinas determinantes de caracteristicas estruturais e funcionais. Os quilomicrons,
por exocitose, sdo langados nos espacos intercelulares e ganhando a circulacdo sistémica via
vasos linfaticos. Seu catabolismo se inicia com a agdo da lipase lipoprotéica localizada na
superficie das células endoteliais e depende da presenca de apolipoproteinas proveniente do
HDL circulante (COHN, 1998). Cerca de 80 a 90% do triglicerideo € degradado, reduzindo-se
entdo o diametro dos quilomicrons. As apolipoproteinas sdo transferidas juntamente com
fosfolipidios para o HDL que, por sua vez, doa apolipoproteinas que tém papel importante no

reconhecimento e captacéo de quilomicrons pelo figado (LIMA, 2002).
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Figura 5. Classificacdo de Lipoproteinas.
Fonte: Soc. Brasileira de Cardiologia, 2012.
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Figura 6. Lipoproteinas.
Fonte: Soc. Brasileira de Cardiologia, 2012.

2.4 Acidos graxos essenciais

Os acidos graxos foram vistos, até o inicio do século XX, exclusivamente como uma
forma eficiente de armazenar energia, podendo ser sintetizados pelo organismo a partir de
proteinas e carboidratos. Desde entdo, varias evidéncias apontaram que dieta pobre em acidos
graxos € associada a sindromes que podem levar a morte. Criou-se o conceito de &cidos
graxos essenciais - &cidos graxos imprescindiveis ao organismo, gque nao podem ser
sintetizados pelo mesmo e que, portanto, devem ser oferecidos na alimentacdo. Autores
descrevem que apenas as duas familias de &cidos graxos sdo essenciais: 0s &cidos graxos
O0mega-3, representados pelo acido alfa-linolénico e os acidos graxos 6mega-6, representados
pelos acidos linoléico e araquiddnico. A importancia dos acidos graxos n-6 é conhecida desde

os meados de 1930. Ja os acidos graxos n-3, somente apds 1980, tiveram a sua necessidade
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associada a prevencdo, principalmente, de distarbios neuroldgicos e visuais. Dessa forma, a
composicdo da gordura alimentar pode influenciar vérias fungdes relacionadas a membrana,
tais como: ligagdo de hormonios e atividades associadas a enzimas e transportadores.
(CARMO & CORREIA, 2009). Porém nao héa estudos cientificos que comprovem o beneficio
do &cido graxo dmega 9.

Os acidos graxos omega-3 provocam uma reducdo na producdo das VLDL e
modificam o metabolismo das prostaglandinas. Seu efeito sobre as lipoproteinas requer doses
elevadas (10-20g/dia), limitando-se seu uso eventual a associacdo com os fibratos, em raros
casos de hipertrigliceridemias resistentes. Entretanto, o excesso de ingestdo de 6mega-3 pode

retardar a coagulacdo sanguinea. (SANTOS et al., 1999).

g
Oleos da dieta Conteudo de acidos graxos normalizados a 100% nutn

Oleode coco
91%.

Gleo de palma

Oleo de algodio

Oleo de amendoim

Olecde soja

Bleode oliva

Oleo de milho

Oleo de girassol

Gleo de canola

B Gordura monoinsaturada B Gordurapoliinsaturada [Omega 3)

B Gordura poliinsaturada [élmegu 6) B Gordura saturada

Gréfico 1 — Comparacéo entre os principais 6leos da dieta
Fonte: Pilot Plant Corporation, 2010.
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2.5 Gordura da semente de cupuacu

Oleos e gorduras sdo extraidos a partir de diferentes fontes vegetais e animais, tém um
papel fundamental na alimentacdo humana, pois além de fornecerem calorias, agem como
veiculo para as vitaminas lipossoliveis, como A, D, E e K, sdo fontes de &cidos graxos
essenciais como o linoleico, linolénico, araquiddnico e contribuem para o sabor dos alimentos
(SARAIVA, 2008).

Os 6leos sdo liquidos a temperatura ambiente, pois possuem principalmente TAGs
(triglicerideos) derivados de &cidos graxos insaturados que diminuem o ponto de fuséo,
enquanto as gorduras estdo no estado solido, devido a maior presenca de TAGS
(triglicerideos) com cadeias graxas saturadas (MORISSON, 1995).

Quando sdo avaliadas as opcbes de Oleos provenientes da flora amazonica, 0S
beneficios vao além do forte apelo de marketing e da oportunidade de preservar 0 meio
ambiente. Nesta area existe a necessidade de transformar o conhecimento popular dos povos
nativos da Amazonia em conhecimento cientifico. Contudo é necessario conhecer as
propriedades e composicdo dos dleos e gorduras vegetais amazénicos para o desenvolvimento
de novos produtos (SARAIVA, 2008).

A gordura de cupuacu apresenta as seguintes constantes quimicas segundo

Vasconcelos et al. (1975).
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Tabela 1 — Constantes fisicas e quimicas de gorduras da semente de cupuagu.

Constantes Cupuagu

pH 5,7
Ponto de fuséo (<C) 32-34
Densidade especifica (25/25<C) 0,9074
indice de refragio 1,4583
indice de acidez 42
indice de iodo 459
indice de saponificacio 174,6
Insaponificaveis (%) 0,6

Fonte: Vasconcelos et al. (1975) - adaptado.

Tabela 2 — Composicéo percentual dos acidos graxos da gordura de cupuagu.

Acidos graxos Gordura de cupuacu

Acido miristico (C14:0) 0,08
Acido palmitico (C16:0) 11,25
Acido palmitoléico (C16:1) 0,4

Acido esteérico (C18:0) 38,09
Acido oleico (C18:1) 38,79
Acido linoleico (C18:2) 2,39
Acido linolénico (C18:3) 0,22
Acido araquidico (C20:0) 7,97
Acido Behénico (C22:0) 0,74
Saturados (%) 58,13
Monoinsaturados (%) 39,19
Poliinsaturados (%) 2,61

Fonte: Cohen et al. (2009) - adaptado.

Dentre os principais acidos graxos presentes na gordura de cupuacu, tém-se os acidos
palmitico (C16:0), estearico (C18:0), oléico (C18:1), linoléico (C18:2) e araquidico (C20:0),
totalizando 98,49%. A gordura de cupuacu apresenta significativos teores de acidos graxos
monoinsaturados 39,19% e polinsaturados 2,61%, 0 que a caracteriza ser uma gordura macia
(COHEN, 2009). Portanto a gordura de cupuacu apresenta ponto de fusdo (32 a 34°C), o seu
alto teor de acidos graxos monoinsaturados, principalmente o &cido oléico, torna esta gordura

mais macia (LUCCAS, 2001).
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Tabela 3 — Composicao dos triacilglicerdis da gordura de cupuagu.

Triacilglicerois Gordura de cupuagu

PLiP 0
000 2,58
POO 3,98
PLiS 0,8
POP 0,95
SO0 16,38
POS 11,87
OOA 9,01
SOS 30,18
PSS 1,5
SOA 18,24
OAA 3,86
Outros 0,65
SUS (saturada, insaturada, saturada) 62,04
SSS (saturada, saturada, saturada) 1,5
SUU (saturada, insaturada, insaturada) 20,36
UUU (insaturada, insaturada, insaturada) 2,58
UUS (insaturada, insaturada, saturada) 9,01
USS (insaturada, saturada, saturada) 3,86

Fonte: Cohen et al. (2009) - adaptado.
P - palmitico; S - esteérico; O - oleico; Li - linoleico; A - araquidico.

A gordura de cupuacu apresentou teores de OOO, PLiS, OOA, PSS e OAA
correspondendo a 17,75% do total de triacilglicerois. Segundo Cohen et al. (2009) a gordura
de cupuacu apresenta alto teor de triacilglicerois simétricos do tipo SUS (saturado, insaturado,
saturado) o que pode indicar que tem caracteristicas de cristalizacdo similares as da manteiga

de cacau.

Contudo fazem-se necessarios estudos mais aprofundados da influencia da gordura de

cupuacu no metabolismo lipidico, especialmente no perfil lipidico.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar e comparar o perfil lipidico, nutricional, cardiovascular e hepético de ratos

wistar tratados com dieta suplementada com gordura de cupuagu e com azeite de oliva.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Verificar 0 aumento de peso através da avaliagdo nutricional;

3.2.2 Determinar e comparar perfis lipidicos de diferentes grupos de animais submetidos a
dietas pré-estabelecidas;

3.2.3 Auvaliar consequéncias das dietas testadas quanto ao comprometimento cardiaco e
hepatico dos animais;

3.2.4 Comprovar a composicao centesimal da racdo comercial,

3.2.5 ldentificar acidos graxos presentes na gordura de cupuacgu e azeite de oliva atraves de

cromatografia gasosa.
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4. METODOLOGIA.

4.1 Modelo de Estudo.

Tratou-se de estudo experimental tecnoldgico de avaliacdo dos efeitos da gordura de
cupuacu no perfil lipidico de ratos Wistar. Para tal, realizado uma anéalise fatorial de médulos

independentes totalmente casualizados.

4.2 Informacdes éticas e financiamento.

O protocolo foi apresentado ao Comité de Etica de Experimentacdo Animal da
Universidade Federal do Amazonas (CEEA-UFAM) e foi aprovado pela Comissio de Etica
de Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Federal do Amazonas, Sob o n°
053/2011. Todos os ensaios bioldgicos foram realizados de acordo com o Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

O orgédo financiador desta pesquisa foi a FAPEAM (Fundacdo de Amparo a Pesquisa
no Amazonas).

4.3 Delineamento experimental.

Animais de laboratério foram mantidos em condicdes rigidamente controladas
consumindo a dieta sugerida e mantidos livre de patdgenos e germes, e podem se tornarem
obesos espontaneamente, alimentando-se de racdo comercial, ou através de outras
manipulacdes. Estes modelos animais sdo de grande valor no estudo das condigdes

bioguimicas, fisioldgicas e patoldgicas.
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Por todo o periodo experimental os animais receberam ragéo peletizada Purina®, dieta
nutricionalmente completa (Tabela 2), e agua ad libitum, cada tratamento recebeu um tipo

diferente de suplementacao.

Figura 7- Ratos Wistar com 1 dia de nascimento.

Foi utilizado no modelo experimental, Rattus Novergicus da linhagem Wistar, para a
realizacdo do experimento, foram utilizados 100 ratos machos para a realizacdo da inducéo,
desses, 40 fizeram parte do tratamento (Tabela 1). Na selecédo, foi realizado um pareamento
dos animais em forma de Z, de modo que os diferentes grupos experimentais apresentaram
pesos aproximados. Com 22 dias de idade e peso variavel de 40g a 60g iniciou-se o
tratamento. Os animais tiveram amostras de sangue coletadas lhora antes do inicio do
tratamento, aos 14 dias ap0s o inicio do experimento e ao final do tratamento para dosagem

dos niveis lipidicos plasmaticos.

4.4 Inducdo a dislipidemia.

A inducdo a dislipidemia foi aplicada em 100 ratos Wistar machos, recém-nascidos
oriundos do Biotério Central do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA), que

receberam glutamato monossddico (MSG - 2mg/g peso corporal) via subcutanea no dorso, a
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cada dois dias, nos primeiros 14 dias de vida. Durante a indugéo, os animais foram mantidos
em gaiolas coletivas em 15 caixas plasticas (42cm x 34cm x 17cm) de 6 a 7 animais por caixa
com as maes, a uma temperatura de 22° C e foto-periodos de 12 horas de claro e 12 horas de

escuro.

Figura 8- Inducdo por via subcuténea.

4.5 Avaliacéo nutricional.

A massa corporal dos animais foi determinada no inicio e final do tratamento em uma
balanca de precisdo onde os animais eram colocados em uma gaiola para que ficassem quietos

e tarava a balanca a cada animal (Modelo BK 500, TOLEDO®).

Figura 9- Balanga de preciséo.
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4.6 Coleta de sangue.

Todos os animais tiveram amostras sanguineas coletadas e foram feitas antes do
tratamento (tempo 0), aos 14 dias (tempo 1) e finalmente, aos 28 dias (tempo 2). O sangue foi
coletado por puncéo cardiaca, e os animais foram anestesiados com associa¢do de cloridrato
de cetamina a 5% (0,15 ml/Kg) e cloridrato de xilazina a 2% (0,015 ml/Kg), via
intraperitoneal. Todo material usado nas coletas foram descartdveis, para cada amostra de
0,5ml de sangue foi utilizada uma seringa de 1ml e ap6s coleta, foram colocado em um tubo
de ensaio com heparina, permitindo a separacdo. O soro foi separado com pipeta,

acondicionado em eppendorf e colocado em freezer a 5°C para realizacdo das analises.

4.7 Andlise do perfil lipidico.

A analise do perfil lipidico do sangue foi realizada em triplicata pelo método de teste
enzimatico colorimétrico com fator de “clareance” de lipides ¢ usando-se método
espectrofotométrico com padréo interno, em todas as amostras sanguineas foram dosados os
niveis sericos de colesterol total (CT), triglicerideos (TGL) de acordo com Institute of
Medicine (2005) foram quantificadas apos centrifugacdo utilizando um analisador automatico
Al5 (BioSystems®). As analises do material foram realizadas em triplicata no Laboratorio de

Farmacia da Universidade Federal do Amazonas — FCF.

4.8 Protocolo da gavagem.

Foi usada com instrumento de gavagem uma sonda oral-gastrica flexivel Embramed®,
de 0,4mm e uma seringa de 1,0 ml. A sonda utilizada para administracdo de dieta enteral tem

especificacfes técnicas de tubo em PVC atdxico, flexivel transparente, superficie lisa, com
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ponta arredondada fechada no lado proximal do tubo e 02 orificios alternados em lados
opostos. Sem sedacdo nos animais foi administrado o lipidio em sua forma liquida

introduzindo a sonda pela boca cerca de 3cm de comprimento até chegar no estdbmago.

Figura 10 — Material para procedimento.

Para realizacdo do procedimento foram separados todos os materiais a serem

utilizados a fim de minimizar o duracdo do processo cirdrgico.

Figura 11- Anestésicos utilizados .

Os ratos foram submetidos a gavagem de 0,1 ml de azeite de oliva extra virgem ou
gordura de semente de cupuagu durante a primeira semana, a partir do 8° dia esta dosagem
aumentou para 0,3 ml permanecendo até 28° dia. O horéario estabelecido para a realizacéo &s

oito horas (a.m.) todos os dias.
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4.9 Tratamento com 6leo e gordura.

Foi utilizado azeite de oliva extra virgem (Gallo®) ou gordura de semente de cupuagu
como materiais suplementares a ragdo. A quantidade administrada de gordura e 6leo foi de
0,1ml na primeira semana e 0,3 ml no restante do experimento, os suplementos foram
administrados diariamente aos animais de forma livre ou por gavagem, durante 28 dias.

A gordura de sementes de cupuacgu foi doada pela Industria Cupuama, localizada no

municipio do Careiro Castanho — AM, e acondicionado em vidros &mbar de 500ml.

4.10 Eutanésia dos animais.

Todos os animais ao final dos experimentos foram eutanasiados por sedacdo profunda

utilizados associacdo de cloridrato de cetamina 5% e Cloridrato de xilazina 2% seguido por

deslocamento cervical.

Figura 12 — Cirurgia com retirada dos 6érgéos.

Durante todo o processo cirdrgico eram tomados cuidados para manutencdo de

retirada dos 6rgdo a fim de que os mesmos ndo sofressem nenhum trauma pelo processo.
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Figura 13 - Figado e coracdo de um Wistar com a dieta induzida.

Apos a selecdo, isto é, separacdo dos Orgdo, os mesmos eram lavados com soro e
secados em papel toalha apropriados para posterior armazenamento em recipientes de vidro

individualizados e registrados.

4.11 Analise histoldgica do coragéo e figado.

Anélises histoldgicas foram realizadas com 3 animais de cada grupo escolhidos
aleatoriamente. Os 6rgdos cardiacos e hepaticos dos animais foram lavados em agua destilada,
secos em papel toalha, pesadas, seccionadas transversalmente e colocados em solucdo de
ALFAC (85ml de etanol 80%, 10ml de formol 37%, 5ml de acido acético) por 16 horas. Apos
este periodo, os 6rgdos foram transferidos para uma solucdo de alcool a 70% e levados ao
Laboratorio de Histologia da UFAM onde permaneceram até preparacdo das laminas
histolégica (fixacao e coloracéo).

Processou-se o tecido em solugdes crescentes de alcool e xilol, que, em seguida, foi
incluido em blocos de parafina (Parafina para Histologia®, Isofar, Industria e Comércio de
Produtos Quimicos — Rio de Janeiro, Brasil) e cortado, com o auxilio de um micrétomo
(Leica RM20225®, Leica Instruments — China), em fatias de 4 um de espessura. As laminas,

preparadas a partir dessas fatias, foram submetidas a coloracdo de hematoxilina e eosina (HE)
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e PAS, que permitiu a verificacdo da arquitetura histolégica cardiaca e hepética. Apds a
coloracdo, as laminas foram analisadas em microscopio Optico no setor de Patologia da
Universidade do Estado do Amazonas (UEA) e fotografadas com camera digital (Canon

PowerShot A640®).

4.12 Analise centesimal da rac@o comercial.

Foi utilizada 3 amostras da racdo comercial Purina® para a realizacdo de analise
centesimal no Laboratorio de Nutricdo de Peixes no INPA na Coordenacdo de Pesquisa em
Aquacultura (CPAQ). Os resultados de umidade, fibra, proteina (N X 6,25) e carboidrato (por

diferenca) foram obtidos seguindo-se recomendacdes de Analises da AOAC (1997).

Tabela 4 — Analise centesimal da racdo comercial Purina®
100g de Racédo

Caloria 409,6 Cal
Carboidrato 284,4 Cal 71 %
Proteina 107,2 Cal 27 %
Lipidio 18 Cal 2 %
Fibra Nd 1,4 %
Cinza matéria seca Nd 8 %
Cinza matéria umida Nd 7,2 %
Umidade Nd 10 %

Nd: Ndo determinado

Fonte: Vide embalagem — adaptdo.
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4.13 Anaélise estatistica.

O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado, com repeti¢des. As
analises realizadas visaram a comparacdo do peso e dos niveis de CT (colesterol total) e TG
(triglicerideos) nos diferentes momentos do experimento e entre os diferentes grupos de
estudo. Os dados foram expressos em médias + DP, o valor de p considerado significante foi
< 0,05, Os resultados dos testes foram processados através de andlise de variancia (ANOVA),
teste de Tukey para comparacdo de médias entre 0s grupos. Para execucdo das analises
estatisticas foi utilizado o “Sistema de Analise Estatistica para Microcomputadores -

SANEST” (Zonta & Machado, 1984).

4.14 Preparacao dos 6leos e gorduras para analises.

Foram utilizados dois tipos de azeite de oliva extra virgem e dois tipos de gorduras de
semente de cupuacu produzidas em periodos diferentes.

Para a realizacdo das analises quimicas e cromatograficas foi utilizado os
procedimentos do instituto Adolfo Lutz (IAL, 1985; AOAC, 1995%¢; AOCS, 1997; ISSO,
1990).

O procedimento foi realizado no Centro de Biotecnologia da Amazodnia — CBA, um
Centro de tecnologia da Suframa, que é trabalha para desenvolver as inovacdo tecnoldgica,
onde cria condi¢bes para o desenvolvimento ou aprimoramento de processos e produtos da
biodiversidade amazo6nica, neste processo houve todo o rigor quanto as analises dos produtos.

A determinacédo de lipidios em alimentos foi feita pela extracdo continua em aparelho
do tipo Soxhlet, seguida da remocgdo por destilacio. O residuo obtido, constituido

majoritariamente por triglicerideos foi usado nas analises qualitativas.



OLIVEIRA

AZEITONA
MOINHO ou LAGAR
BAGACO
AZEITE VIRGEM
EXTRA VIRGEM VIRGEM FINO VIRGEM CORRENTE VIRGEM LAMPANTE
até 0,8% acidez até 2% acidez até 3,3% acidez Superior a 3,3% acidez
OLIVA + Refinado
até 0,5% acidez até 0,5% acidez

Figura 14 — Processo de extracdo do Azeite de Oliva
Fonte: Silva, 2012.
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Figura 15 — Fluxograma de obtencéo da gordura de cupuagu.
Fonte: Lannes e Medeiros, 2003.
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4.15 Determinacdo da composicao dos 6leos por cromatografia gasosa.

As analises de qualificacdo de acidos graxos presentes em sementes de cupuagu e
azeite de oliva foram realizadas no Centro de Biotecnologia da Amazbnia (CBA). O
equipamento utilizado nas andlises foi cromatografo a gas QP 2010 Shimadzu acoplado com
espectrometro de massa conforme método oficial da AOCS (1993). coluna fases estacionarias
de ciano propil siloxano — Comprimento 30m e 0,25um x 0,25mm, gas de arraste He,
integrador a um computador, Os picos foram identificados através da biblioteca utilizada dos
respectivos tempos de retencdo. A preparacdo das amostras foi realizada de acordo com

procedimento internos do laboratorio.

Os lipidios das amostras analisadas foram submetidos a reagdes de transesterificacao e
esterificacdo; os ésteres metilicos de &cidos graxos formados foram determinados por

cromatografia em fase gasosa.

O método permitiu uma separacdo qualitativa de misturas de ésteres metilicos de

acidos graxos saturados e insaturados de acordo com IAL (1985).

Apo0s o preparo das amostras no laboratdrio e com a utilizagdo do equipamento, o processo de

analise ocorreu automaticamente eliminando qualquer tipo de interferéncia.
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5- DELINEAMENTO DA PESQUISA

5.1 Fluxograma.

M Final do tratamento

Indugdo dos Término da 10 COI‘_Et? .de 20 Coleta de 32 coleta de sangue
o animais com Inducio Desmame sangue, inicio do sangue e coleta de (coragdo

2mg/kg de tratamento. e figado).
D (GSM)
E
L
o

>
2¢dia 15¢ dia 212 dia 22¢ dia 362 dias 502 dias
E
~~ 1.Avaliagdo Nutricional;
X
2. Andlise Bioquimica (Perfil Lipidico);
P
E _< 3. Andlise Histoldgica (Coragdo e Figado);
R 4. Andlise centesimal (Racdo Comercial);
| 5.Cromatografia gasosa (Azeite e Gordura).
M ~—
E . ) « . -
Legenda: [ GRUPO 1 (Viaoral de gordura de cupuacu (agua, racdo comercial® ad libitum);
N 7 Ty GRUPO 2 (Via oral de azeite de oliva (&gua, racdo comercial® ad libitum);
GRUPO 3 (Gavagem de gordura de cupuagu (agua, ragio comercial® ad libitum);
- =T GRUPO 4 (Gavagem de azeite de oliva (4gua, racdo comercial® ad libitum);
GRUPO 5 (Controle com indugdo Gavagem de agua (agua, ragdo comercial® ad libitum)

A || GRUPO 6 (Controle sem indugdo Gavagem de dgua (agua, racdo comercial® ad libitum).
L
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO.

6.1 Fator hipodislipidémico.

A pesquisa deu inicio com a separac¢ao dos animais em grupos de semelhanga no peso
e foram separados em gaiolas individualizados seguindo todos os critérios do CEUA, o
tratamento foi escolhido aleatoriamente entre os grupos e pode ser observado na tabela 5
abaixo descrita, onde ha 6 tipos de tratamentos e dois grupos controles.

Figura 16 — Gaiola dos animais

A tabela abaixo mostra os diversos tratamentos realizados nos grupos de ratos Wistar

durante a pesquisa.

Tabela 5. Tratamentos realizados com os ratos macho da linhagem Wistar.

Tratamento Indugdo com GM Suplementacéo (0,1ml a 0,3ml) Ad. Libitum
AZ GC AGUA  RACAO AGUA
TMT 1 Sim via oral Sim Sim
TMT 2 Sim via oral Sim Sim
TMT 3 Sim via gavagem Sim Sim
TMT 4 Sim via gavagem Sim Sim
TMT 5 Sim via gavagem Sim Sim

TMT6 Né&o via gavagem Sim Sim
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AZ: azeite de oliva extra virgem (Gallo®), GC: gordura de semente de cupuagu, GM: glutamato monossédico.

TMT: Tratamento

Para a verificacdo do aumento de massa, 0s animais foram pesados no tempo zero
(inicio do tratamento) e no tempo final (ao final dos 28 dias de tratamento) e foi observado
que o grupo gque ganho menos peso foi o0 grupo 3 gavagem de azeite de oliva extra virgem

seguido por gavagem de gordura de semente de cupuagu.

Tabela 6 -. Andlise de peso inicial e final dos animais

TRATAMENTO PESO INICIAL (g) PESO FINAL

C))
TMT 1 48,78+3,06 187,5+18,11
TMT 2 48,26+2,88 200,39+17,08
TMT 3 48,53+3,23 181,49+13,08
TMT 4 49,1543,15 183,23+9,32
TMT5 53,92+ 0,453 185,89+23,49
TMT 6 50,49+ 5,13 183,19+23,27

TMT = Tratamento.

Observa-se que no final do tratamento os grupos controles obtiveram uma maior
evolucdo ponderal do que os grupos de tratamento de acordo com Oliveira, et al.(2005) que

em sua pesquisa utilizou 6leo de soja na dieta.

Na tabela 7 podemos observar que para o colesterol total os grupos 1, 2 e 3
aumentaram os niveis no primeiro momento em que estavam recebendo 0,1ml de azeite de
oliva extra virgem ou gordura de semente de cupuagu, porém quando aumentou-se a
administracdo do lipidio para 0,3ml os niveis do colesterol baixaram. Para os triglicerideos
observa-se uma reducdo dos niveis no primeiro momento para os grupos 1, 2, 3 e 4,

posteriormente no tempo 2 estes valores foram aumentando.



Tabela 7- Média do valor de colesterol e triglicerideos.

48

COLESTEROL TOTAL TRIGLICERIDEOS
TEMPO 0 TEMPO 1 TEMPO 2 TEMPO 0 TEMPO 1 TEMPO 2
T™MT
(mg/dL)

1 92 +8,29 1649+326 | 122,3+198 | 142,8+219 84,2+ 32,8 87,8+84
2 88,9 £ 10,23 156,7+29,2 | 120,78 +22,7 | 141,4+51,05 | 89,4+325 118,2+21,1
3 93,2+10,2 163,5+24,8 | 12533+21,5 | 133,1+49,8 87,9+ 37,9 100,6 + 38,9
4 93,2+8,7 95,2+10,7 | 162,3+20,75 | 107,7+34,3 1029+ 75 109,3 + 26,3
5 92,38+10,38 | 1105+155 | 161,8+26,08 | 96,75+ 17,89 | 107,4+20,1 | 120,8+235
6 93,1+19,3 105,3+12,3 164,6 +28 | 86,43 +11,19 959+94 127,6 £ 30,7

Tempo 0 : Antes do tratamento, Tempo 1: Aos 14 dias de tratamento e Tempo 2: Aos 28 dias de tratamento

TMTL1 = Grupo com suplementacdo de gordura de semente cupuacu via oral; TMT2 = Grupo com
suplementacdo de azeite de oliva extra virgem via oral; TMT3 = Grupo com suplementacdo de gordura de
semente de cupuagu por gavagem; TMT4 = Grupo sem suplementacdo e sem inducdo a dislipidemia
(Controle 2); TMT5 = Grupo com suplementacdo de azeite de oliva extra virgem por gavagem; TMT6 =

Grupo sem suplementacdo com inducéo a dislipidemia (Controle 1).

De acordo com IMEN (2012), Os beneficios do azeite j& sdo reconhecidos

mundialmente, tanto que o rigoroso FDA (Food and Drug Administration, agéncia que regula

produtos farmacéuticos e alimenticios nos EUA) autorizou os fabricantes de azeite a fazerem

referéncia nas embalagens sobre os efeitos benéficos para a saide e, principalmente, para o

sistema cardiovascular. Enquanto os outros éleos sdo produzidos a partir das sementes, o

azeite € o Unico Oleo extraido da fruta (azeitona), que possui gordura monoinsaturada (a mais

saudavel das gorduras) vitaminas e minerais, além de ser fonte de vitamina E e de varios

compostos que sao antioxidantes, Porém o presente estudo mostra que seus beneficios podem

ser comparados ao da gordura de semente de cupuagu na qual apresenta como potencial para

fator hipodislipidémico.
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Podemos também observar que para 0s niveis sanguineos de HDL a gordura de
cupuagu se mostrou mais eficaz quanto aos demais tratamentos, mesmo comparado ao azeite
de oliva que ja se faz utilizacdo pela populacdo, pode-se observar que foi o Unico tratamento
que houve aumento significativo deste produto, onde é de grande importancia visto que a
lipoproteinas de alta densidade (HDL) em baixas dosagens constituem fatores primordiais

para o desenvolvimento de doenca aterosclerdtica, principal causa de morte nos paises

industrializados ( AGUIAR, 2006).

Tabela 8 — Resultado da analise de sangue para HDL nos tempos

LIPOPROTEINA DE ALTA DENSIDADE - HDL

TEMPO O TEMPO 1 TEMPO 2
T™MT
(mg/dL)

1 194+18 19,2+2,1 22,8+79
2 19,44+24 194+1,1 19,7+0,7
3 19,8+34 20,31 18,6 +6,7
4 20,37 +3,8 189+17 19,7+1,4
5 19,75+ 1,58 20+1,3 198+1,2
6 22+28 18,6 £2,3 18,7+1,3

Segundo Aguiar (2006) a reducdo de aproximadamente 30% na morbidade e na
mortalidade dessa doenca decorre da diminuicdo do colesterol ligado a LDL o que podemos
observar na tabela 9 que os grupos de tratamento 4, 5 e 6 obtiveram um aumento muito
significativo nos niveis desta lipoproteina, inclusive o grupo 5 que era o com tratamento de

azeite de oliva extra virgem apresentou um indice elevado quando o tempo de tratamento

aumentou.

Tabela 9 — Resultado da analise de sangue para LDL nos tempos

LIPOPROTEINA DE BAIXA DENSIDADE - LDL

T™MT TEMPO O TEMPO 1 TEMPO 2
(mg/dL)
1 44,1 +£8,2 1288+34,4 | 819+21.2
2 41,3+118 119,4+33,7 | 77,5+18,9
3 47 +14,19 125,7 + 30,9 74,1+33
4 51,3+ 12,6 55,7 +£10,1 120,8 + 23
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69 £ 14
67,5+£9,8

117,9 £ 23,3
120,3 £ 24,8

5
6

53,38 + 9,64
54,43 +18,02

Observando a Tabela 10 ha indicativo e confirmacdo de que a gordura de cupuagu é
benéfica para o tratamento das doencas dislipidémicas, visto que o grupo de tratamento que
mais reduziu seus niveis em relacdo a lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) foi o

grupo 1.

Tabela 10 — Resultado da analise de sangue para VLDL nos tempos

LIPOPROTEINA DE MUITO BAIXA DENSIDADE
- VLDL

T™MT TEMPO O TEMPO 1 TEMPO 2
(mg/dL)
28,5+4,3 16,8+6,6 17,7+1,7
28,22 +10,15 179+6,5 23,6 +4,03
26,6 £ 9,85 176+7,6 20,2+7,78
21,3+6,8 20615 21,87 +5,08
19,37+£35 21,5+4,0 23,87+4,7
17,28 +£2,21 19,2+1,9 254 16,21

O N A WN BB

No Grafico 2 apresenta o nivel de colesterol total no tempo 3 para 0s grupos
mostrando que o0s grupos 1 (suplementacdo de gordura de cupuacu via oral) e 2

(suplementacao de azeite de oliva extra virgem via oral) apresentaram os menores indices.

Grafico 2 — Variancia do colesterol.



grupo

Test for Equal Variances for CT

GRUPO 14 P
GRUPO 2 - —.
GRUPO 3 - | . |
GRUPO 5 - e ,
GRUPO 6 - — e :
GRUPO4 - —e |
0 20 40 60 80 100

959%0 Bonferroni Confidence Intervals for StDevs

Bartlett's Test
Test Statistic 8.36
P-Value 0.138
Levene's Test
Test Statistic 0.49
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No grafico 3 observa-se que o grupo com menor nivel de triglicerideos € o grupo 1

(suplementacdo de gordura de cupuagu via oral) o que demostra ter garnde efetividade no
processo hipodislipidmico.

Grafico 3 — Variancia do Triglicerideos
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P-Value 0.505
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Segundo Neves (1997), o &cido linoléico reduz os niveis de triacilglicerois séricos. De acordo
com Morais, et al.(2003) o consumo de dieta a base de azeite de oliva a 7% em seus estudos

foi a que apresentou maior reducdo do triacilglicerol sérico entre as fontes lipidicas estudadas.

Portanto, a gordura de semente de cupuacgu é uma fonte lipidica de grande potencial
para reducdo de colesterol total e triglicerideos séricos e pode ser comparada ao azeite de
oliva extra virgem neste beneficio apesar de serem tipos diferentes de lipidios. Sugiro um

estudo mais aprofundado desta gordura.
6.2 Analise histologica

O figado possui uma das mais altas atividades de enzimas antioxidantes e esta
envolvido na maioria das desintoxica¢fes do organismo, ele é importante na degradacdo e
bioativacio dos compostos toxicos do organismo. E o 6rgdo no qual os nutrientes absorvidos
no trato digestivo sdo processados e armazenados para utilizacdo de outros orgdos, Sendo
assim nesta pesquisa observa-se que no quadro 2 ndo hé alteragdes nas laminas do figado do

tratamento 1 que é o grupo de gordura de cupuagu e nem no grupo controle.

FIGADO
Coloracdo H.E. Coloracéo P.A.S.
TMT 1 Né&o hé alteracGes Moderada infiltracdo
TMT 2 Discreta vacularizacédo Acentuada infiltracdo
TMT 3 Discreta vacularizagao Acentuada infiltracdo
TMT 4 N&o hé alteracGes Acentuada infiltracdo
TMT 5 Discreta vacularizagao Acentuada infiltracdo
TMT 6 Discreta vacularizagao Acentuada infiltracdo

TMT1: Via oral cupuagu; TMT2: Via oral Azeite; TMT3: Gavagem de cupuagu; TMT4: Controle sem
inducdo; TMT5: Gavagem de Azeite; TMT6: Controle com indugéo.

Quadro 2 — Resultado das lIaminas histolégicas do figado.



Figura 17- Histologia hepatica 1
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Segundo Leite (2004) O sistema circulatorio é base para a manutencao da vitalidade

tecidual de todo o organismo ao promover sua irrigacdo e drenagem. Como 6rgdo central

deste sistema esta o coracdo, o qual tem sido objeto de estudo ha muito tempo, descobriu-se,

entre outras coisas, que suas paredes apresentam-se constituidas por trés tanicas: a interna, o

endocérdio; a média, o miocardio; e a externa, o pericardio; e ainda, possui uma porcao

central fibrosa que serve de ponto de apoio as valvulas e fibras musculares cardiacas

chamadas esqueleto fibroso do coracdo, no entanto o grupo que apresentou um maior

quantitativo de acumulo de gordura cardiaca foi 0 grupo 1 o que demonstra no quadro 3.

Discreto acimulo de gordura.

Moderada infiltracao

N&o ha alteracOes

Moderada infiltracao

N&o hé alteracGes

Discreta infiltracdo

N&o ha alteracOes

Moderada infiltracao

N&o ha alteracOes

Moderada infiltracao

N&o hé alteracGes

Discreta infiltracdo

TMT1: Via oral cupuagu; TMT2: Via oral Azeite; TMT3: Gavagem de cupuagu; TMT4: Controle sem

inducdo; TMT5: Gavagem de Azeite; TMT6: Controle com indugéo.

Quadro 3 — Resultado das laminas histolégicas do coracéo.
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6.3 Analise e Cromatografia

Os indices analiticos fisico-quimicos verificados em azeite de oliva extra virgem e

gordura de sementes de cupuagu encontram-se na Tabela 11.

Tabela 11 - Andlise quimica dos azeites e gordura de cupuagu

194,1+2,6

192,543,1

187+1,5

184,5+2,9

0,37+0,03 | 0,75+0,4 | 0,13+0,02 | 0,26%0,1
0,6+0,1 0,5+0,15 1,940,8 2,4+0,45
9,7+1,1 9,6+1,7 11,8+0,8 13,8+0,3
8,32+1,4 nd 27+1,8 nd

AZ1 =Azeite de oliva extra virgem (Gallo®);

AZ2 = Azeite de oliva extra virgem (Andorinha ®);

GC1 =Gordura de cupuagu fabricagdo Agosto de 2010;
GC2 =Gordura de cupuagu fabricagdo Novembro de 2011.
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Observa-se que o0s azeites possuem um maior valor que a gordura de cupuacu e de
acordo com Oliveira (2006) a saponificacdo, ou hidrolise alcalina é uma reacgdo entre 6leos e
alcalis e sob pressdo e aquecimento moderado origina além do glicerol, &cidos graxos na
forma de sabdes (sais alcalinos). O indice de insaponificacdo é a medida dos constituintes de
gordura, que ndo possuem radicais livres, incluindo o colesterol. A determinacéo do indice de
acidez indica a conservacdo dos alimentos, quando o produto estd sofrendo processo de
hidrolise, oxidacdo ou fermentagdo, tornando o0 processo mais acido, justamente pela
liberacdo de ions de hidrogénio (MORETTO & FETT, 1998), na Tabela 8 mostra que o0s
indices de acidez dos azeites estdo em torno de 0,5 e que o da gordura de cupuacu tem média
de 2,15 expressa em gramas de &cido oleico. Tendo em vista como valor maximo de
referencia 10meg/kg para indices de peroxido estabelecido pela ANVISA para oOleos
comerciais (BRASIL, 1998) os azeites encontram-se de acordo com a legislacdo, porem a
gordura de cupuagu possui seu indice acima da normalidade que segundo Bognar (1998)
teores elevados de indice de perdxido caracterizam a perda de qualidade. Em relacdo aos
acidos graxos livres pode-se observar na tabela acima que o azeite de oliva apresenta indice

menor que o da gordura de cupuacu que é de 27%.

Portanto, a analise cromatogréafica de azeite de oliva extra virgem (Gallo®), revelou a
presenca de trés acidos graxos principais: Oleico C18:1 (pico 4 com tempo de retencédo
58,86min.), linoleico C18:2 (pico 6 com tempo de retencdo 60,73min.) e palmitico C16:0

(pico 2 com tempo de retencdo 48,94min.).

Gréfico 4 — Cromatografia do Azeite Gallo®.
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A Cromatografia da amostra AZ2 azeite de oliva extra virgem (Andorinha®) revelou
sua composicdo peculiar, evidenciando principalmente o acido graxo oléico C18:1
(aparecendo no pico 4 no tempo 58,83min.) e confirmado pelo espectro de massas com suas
caracteristicas habituais de fragmentos massa-carga. Além disso, o acido linoléico C18:2
(pico 6 no tempo 60,73min.) e palmitico C16:0 (pico 2 no tempo 48,94min.) caracterizam a

presenca majoritaria de gorduras insaturadas (C18:1 e C18:2) como também de gorduras

saturadas (C16:0).

Grafico 5 — Cromatografia do Azeite andorinha®.
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O cromatograma da gordura de semente de cupuacu GC1 (Fabricacdo em agosto de
2010) revela no pico 3 0 mesmo tempo de retencdo de 58,76min do pico 4 do AZ1 (azeite
Gallo®) 58,87min, caracterizando o acido oleico C18:1, também como acido predominante.
Da mesma forma identificou-se o &cido linoleico C18:2 com tempo de retencéo de 60,70min.
0 pico 6 do AZ1l com tempo de 60,74min. evidenciado pelos espectros de massas,
caracterizando o é&cido graxo linoléico C18:2 com maior abundancia, isto pode ser
considerado como um indicador de maior atividade da gordura de cupuacu na
hipodislipidemia. o pico 5 se refere ao acido araquidico C20:0, o que pode conferir o

equilibrio entre as gorduras insaturadas e saturadas.

Nas analises verificou-se a presenca de oleico, linoleico e araquidico. Entretanto
observa-se que a quantidade de acido oleico e maior no azeite de oliva, porém na gordura de
cupuacu existe uma correlacdo quantitativa entre o acido oleico e o acido linoleico e a

identificacdo do &cido araquidico € muito maior na gordura de cupuagu.

Gréfico 6 — Cromatografia da gordura de cupuacu de 2010.
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Na cromatografia gasosa GC2 gordura de semente de cupuacu (Fabricacdo em
novembro de 2011) o pico 3 aparece no tempo de retencdo de 58,89min., o que pode
caracterizar a presenca majoritaria do acido oléico C18:1. Ja o pico 4 apresenta tempo de
retencdo de 60,81min. demonstrando uma relacdo entre esses dois picos que é evidenciado
pelos espectros de massas. Caracterizando o acido graxo linoléico C18:2 com maior
abundancia. Esta correlacdo entre o acido oléico e o linoléico que é mais evidenciada na
gordura de cupuagu, é considerada como um indicador de maior atividade na
hipodislipidemia. O pico 5 se refere ao acido araquidico C20:0, o que pode conferir o

equilibrio entre as gorduras insaturadas e saturadas.
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Gréfico 7 — Cromatografia da gordura de cupuacgu de 2011.
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Os resultados acima expostos confirmam o relato de Saraiva (2008) que na gordura de
cupuacgu, o ion de m/z 633 é um fragmento com férmula molecular [C41H7704]+ proveniente
da dissociacdo de um triglicerideo de massa molecular superior, contendo em sua estrutura
uma unidade de acido araquidico e oleico, enquanto o ion de m/z 635, também & um
fragmento que contem uma unidade de &cido araquidico e estearico e de férmula molecular
[C41H7904]+. Portanto a gordura de cupuacu é formada principalmente por TAGs de acidos

graxos saturados, o que podemos confirmar atraves da analise cromatogréafica.
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CONCLUSAO

Com tudo podemos observar que o &cido linoléico reduz os niveis de triacilglicerdis séricos e
que o consumo de dieta a base de azeite de oliva a 7% em seus apresenta uma reducdo do
triacilglicerol sérico porem ndo consegue superar a acdo hipodislipidémica da gordura de

semente de cupuagu.

Sendo assim a gordura de semente de cupuagu e o azeite de oliva extra virgem
possuem constituicdo quimicas semelhantes, porém em quantidades diferente, o que pode ser
um indicativo para a melhora dos indices lipidicos sanguineos, trata-se de uma fonte lipidica
de grande potencial para reducdo de colesterol total e triglicerideos séricos e pode ser
comparada ao azeite de oliva extra virgem neste beneficio apesar de serem tipos diferentes de

lipidios. Sugiro um estudo mais aprofundado desta gordura.

Portanto, a gordura de semente de cupuacu tem potencial para reducdo de
colesterol total e triglicerideos séricos e pode ser comparada ao azeite de oliva extra virgem
neste beneficio apesar de serem tipos diferentes de lipidios. A correlacdo entre o acido oléico
®-9 (18:1) e 0 acido linoléico »-6 (18:2) é mais evidenciada na gordura de cupuacu e pode ser

considerada como um indicador de maior atividade na hipodislipidemia.

A gordura de semente de cupuacu e o azeite de oliva extra virgem possuem
constituicdo quimicas semelhantes, porém em quantidades diferente, o que pode ser um

indicativo para a melhora dos indices lipidicos sanguineos.
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APENDICE 1 - Cronograma de execucio fisica.

Descrigéo das atividades

MESES 2010

5

6

7

8

10

11

12

Revisdo de literatura

X

X

X

X

Fluxograma de execugéo

Descrigéo das atividades

MESES 2011

7

10

11

12

Revisdo de literatura

Comité de ética em animais

Analise da racdo

Analise do 6leo e gordura

Qualificagédo

Indugéo dos animais a
dislipidemia

Tratamento dos animais

Analise Bioquimica

Analise Histoldgica

Analise dos dados obtidos

X | X | X | X

Descricdo das Atividades

MESES 2012

5

6

7

8

10

11

12

Artigo cientifico

Defesa de dissertacao

Publicacdo do artigo cientifico

65
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APENDICE 2 - Orcamento detalhado

Tesoura de corte cirdrgica 2 unidade

Pinca inox cirdrgica 2 unidade 16,00 32,00

Tesoura cirdrgica sem corte 1 unidade 18,00 36,00

Becker 100ml 2 unidade 12,00 24,00

Becker 200 ml 2 unidade

Papel oficio A4 3 resmas

Caneta (azul, preta e vermelha) 6 unidade 1,20 7,20

Caneta permanente (vermelha, azul
e preta) 6 unidade 3,50 21,00

Cartucho de impressédo HP energy
star (preto) 2 unidade 56,00 112,00

Cartucho de impressédo HP energy
star (colorido) 2 unidade 64,00 128,00

Livro ata 2 unidade
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MATERIAL DESCARTAVEL

Luva descartavel 4 caixa 25,00 100,00
Mascara 1 pacote 19,00 19,00
Touca 1 pacote 22,00 22,00
Seringa de descartavel 1 ml 200 unidade 0,60 120,00
Bisturi 50 Unidade 0,75 37,50
Depositos estéreis 50ml 120 Unidade 3,20 384,00
Tubos valutainer para coleta 4ml 200 Unidade 0,75 150,00
Eppendorfs 2 a 3 ml 200 unidade 0,05 10,00
Ponteira de pipeta 200 unidade 0,35 70,00
Espatula descartavel 20 unidades 0,12 2,40
Sonda nasogastrica 0,4 flexivel 150 unidade 0,62 93,00
Gase estéril 12 pacotes 2,55 30,60
Algodao 200g 2 pacotes 3,50 7,00
Papel toalha com 2 unid. 1 pacote 4,50 4,50
Papel aluminio 1 rolo 3,50 3,50
Kit analise HDL 2 caixas 135,00 270,00
Kit analise colesterol total 2 caixas 75,00 150,00
Kit analise Triglicerideos 2 caixas 110,00 220,00
Kit de analise TGO 1 caixa 98,00 98,00
Kit de analise TGP 1 caixa 112,00 112,00




Etanol a 99,8% garrafa de 3L

4 unidades

68

Xilol 4 litros 32,00 128,00
Formol puro garrafa de 3L 1 unidade 54,00 54,00
Acido acético garrafa de 3L 1 unidades 48,00 48,00

Paraplast plus

3 kg

MATERIAL PERMANENTE

168,00

MATERIAL DESCARTAVEL

1903,50

TOTAL GERAL

R$ 3.006,70




APENDICE 3 - Equipe Cientifica.
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NOME FORMACAO TITULO ORGAO ATIVIDADE
José Merched Chaar  Farmacéutico Phd UFAM Orientacéo
Lucia K.O. Yuyama  Nutricionista Dr? INPA Co-orientacdo
Jamal Chaar Quimico Dr. UFAM Co-orientacéo
Silmara C. Pimentel  Nutricionista Mestranda UFAM Execucdo da pesq
Risonilce F.S. Souza Zooctecnista Graduagdo  INPA Bioterista
Cynthia Costa Pinto ~ Farmacéutica Mestre INPA Técnica de lab.
Milena C. Miranda Agronomia  Graduagdo  INPA Técnica de lab.
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APENDICE 4 — Fotos.

O experimento foi conduzido no Biotério Central do INPA

Foto 2 — Com 14 dias de nascimento

Foto 3 e 4 — Aplicagéo de glutamato no dorso do animal.

Para a execucdo da pesquisa os ratos foram submetidos a gavagem de 0,1 ml de azeite de
oliva extra virgem ou gordura de semente de cupuagu durante a primeira semana, a partir do
8° dia esta dosagem aumentou para 0,3 ml permanecendo até 28° dia. O horario estabelecido

para a realizacdo &s oito horas (a.m.) todos os dias.



