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Nao ha tempo certo para se fazer o que tem que ser feito, o tempo esta na

mente de cada um de nds e para fazer basta estar vivo. O poder da verdade
nao esta na evidéncia dos fatos, mas na sabedoria que cada ser humano que
passa pela sua vida lhe demonstra. Termino mais este fazer no tempo que

considerei ser 0 momento certo nesta minha etapa de vida”.
(Perla Villani)
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RESUMO

Acrocomia aculeata (Jacqg.) Lodd. (macalba) é uma espécie comum de palmeira,
economicamente importante, encontrada no cerrado, abundante no Estado de Mato Grosso do
Sul. Plantas do género Acrocomia sdo reconhecidas tradicionalmente na alimentacdo e
medicinalmente por tratar doengas inflamatorias e cardiovasculares. Extratos da raiz do
género Acrocomia demonstraram potencial efeito na atividade antidiabética. O 6leo da polpa
da Acrocomia aculeata possui composi¢do quimica semelhante ao azeite de oliva, indicando
possuir compostos bioativos que podem agir na prevencdo e no controle de diabetes. Assim,
investigou-se nesse trabalho, o potencial antidiabético de éleos vegetais presentes nos frutos
de uma espécie desse género, popularmente conhecida como macalba. Recentemente seu
potencial comecou a ser descoberto pelas indUstrias de cosméticos e de alimentos. Os 6leos da
améndoa e fruto da macauba foram obtidos por extracdo, caracterizado por técnicas
cromatograficas e espectroscopicas e, o efeito antidiabético do dleo da polpa foi avaliado. O
6leo da polpa do fruto da A. aculeata (OPAA) foi avaliado em modelo antidiabético em ratos
(diabetes induzido por estreptozotocina) e sinais de toxicidade foram investigados tanto em
testes in vivo como in vitro. Nenhum sinal de toxicidade foi verificado pelo teste de
toxicidade aguda com dose de 3 g/kg ou pelo ensaio de citotoxicidade em células LLC- PK1
com concentracgdes de 5 pg/mL, 50 pug/mL, 250 pg/mL and 500 pg/mL do material testado. A
administracdo oral de OPAA (3 mg/kg), diminuiu significativamente os altos niveis de glicose
induzido por estreptozotocina, em ratos. Além disto, em ratos normoglicemicos, a
administracdo oral de OPAA (3 mg/kg), diminuiu significativamente os niveis de glicose. Os
niveis séricos de colesterol total foram investigados, ao final do experimento, a fim de se
avaliar possiveis alteracdes bioquimicas, onde foi observado uma redugdo no colesterol total
nos ratos tratados com OPAA (30 mg/kg) em relacdo ao controle. O mesmo né&o foi observado
quanto a alteracdo dos niveis de triglicérides, em relacdo aos diferentes grupos tratados em
relagdo ao controle. Os resultados sugerem que OPAA possui atividade antidiabética e efeitos

hipoglicemiantes na concentracdo de 3 mg/Kg, sem toxicidade in vivo ou in vitro.

Palavras - chave: diabetes, macauba, 6leo, ratos, estreptozotocina, hipoglicemiante.
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ABSTRACT

Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. (macauba) is a comum species of palm, economically
important, found in Cerrado, abundant in the state of Mato Grosso do Sul. Plants from
Acronomia genus are recognized in Brazilian food and traditional medicine to treat the
cardiovascular and inflammatory diseases. Extracts from the root of genus Acrocomia
demonstrated potential in antidiabetic activity. The pulp oil of Acrocomia aculeata has a
similar chemical composition to olive oil, indicating possess bioactive compounds that may
act in the prevention and control of diabetes. Thus, this study investigated the antidiabetic
potential of vegetable oils in the fruits of a species of this genus, popularly known as
macauba. Recently began its potential to be discovered by the industries of cosmetics and
foods. The pulp and kernel oil of macauba were obtained by extraction, caracterized by
cromatografies and spectrografics methods and, the antidiabetic effect of pulp oil was
available. The pulp and kernel oils of macauba fruit were obtained by extraction, and
characterized by spectroscopic and chromatographic techniques, the antidiabetic effect of the
pulp oil was evaluated. The fruit’s pulp A. aculeata palm oil (PAAPO) was evaluated for
antidiabetic model in rat (streptozotocin-induced diabetes) and signs of toxicity were
investigated by in vivo and in vitro tests of toxicity. No signs of toxicity were verified in acute
toxicity with doses of 3 g/kg or in LLC- PK1 cells citotoxicity assay with 5 pg/mL, 50
pg/mL, 250 pg/mL and 500 pg/mL  concentrations of the test material. The oral
administration of PAAPO (3 mg/kg), significantly decreased the high glucose levels induced
by streptozotocin in rats. Additionally, in normoglycemic animals, the oral administration of
PAAPO (3 mg/kg), significantly decreased the glucose levels. Serum levels of total
cholesterol were investigated at the end of the experiment in order to evaluate possible
biochemical abnormalities, where it was observed a reduction in total cholesterol in rats
treated with OPAA (30 mg / kg) compared to control. The same was not observed for the
alteration in triglyceride levels, in relation to different treatment groups compared to control.
The results suggest that PAAPO possess anti-diabetic and hypoglicemiant effects with 3

mg/Kg concentration without in vivo or vitro toxicity.

Key - words: diabetes, macauba, oil, rats, streptozotocin, hypoglicemiant.
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1- INTRODUCAO

1.1  Introducéo Geral

O diabetes mellitus do tipo 1 é uma doenca metabolica cronica caracterizada pela
deficiéncia de insulina, a qual é determinada em funcdo da destruicdo das células produtoras
de insulina do péancreas (ilhotas de Langerhans). Esse processo, mediado pelo sistema
imunoldgico, ocasiona um quadro permanente de hiperglicemia o qual € caracteristico da
doneca e que tem um impacto significante sobre a salde, a qualidade de vida, a expectativa de
vida do paciente e sobre o sistema publico de satide (ALSALEH et al., 2012) .

Além disso, existem alteracdes no metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas,
assim como alteracbes estruturais em diversos sistemas organicos. Relata-se ainda que o
Unico tratamento que se tem para essa doenca € a reposicdo de insulina e segundo a
Organizacdo Mundial da Satude (OMS, 1995), em 2025 o mundo terd 300 milhGes de pessoas
afetadas com a doenca, sendo a india o pais mais afetado. A medicina tradicional se volta para
as plantas, que tém um papel mais como adjuvante do que como agente principal no combate
e tratamento desta doenga (SRIVASTAVA et al., 2011).

As plantas medicinais s&o prescritas amplamente, principalmente no Oriente, devido a
sua eficécia, seguranca (por apresentar poucos efeitos colaterais) e baixo custo no tratamento
de diabetes. Dessa forma, tem-se pesquisado varios compostos importantes de plantas
medicinais, onde um estudo detalhado demonstra que as moléculas ativas oferecem uma
ampla biblioteca para a farmécia do futuro no tratamento de diabetes do Tipo 1. Sabendo-se
gue durante a hiperglicemia ha um grande aumento dos niveis de glicose nos tecidos, e dentre
os 6rgdos mais afetados estdo o globo ocular, a retina e o rim e os tecidos dos nervos
periféricos, os efeitos colaterais ocasionados pelo excesso de glicose devem ser a chave destes
possiveis compostos (SRIVASTAVA et al., 2011).

Outras complicacdes decorrentes do diabetes do Tipo 1 sdo a geracdo de radicais
livres, o estresse oxidativo e a glicacdo de proteinas (HAMDEN et al., 2009). De forma que,
nesse caso, atividade antioxidante e antiglicosilagdo de proteinas sdo importantes para garantir
a eficacia no mecanismo de acdo hipoglicemiante.

A Macauba, regionalmente também conhecida como Bocaitva (Acrocomia aculeata) é
uma espécie que pertence a familia Palmae, abundante e nativa no Estado de Mato Grosso do
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do Brasil assim como na América Central. Atualmente essas espécies vém despertando a
atencdo principalmente da industria farmacéutica, pois as frutas em geral, contém diferentes
compostos fitoquimicos (muitos dos quais possuem propriedades antioxidantes e
antiinflamatdrias) como 0Gleos insaturados que podem relacionar-se ao retardo do
envelhecimento e a prevencdo de certas doencas degenerativas em seres humanos e 06leos
saturados com agdo emoliente e cicatrizante (COIMBRA, 2011).

Durante os Gltimos anos podemos citar numerosos dados etnobotanicos referentes as
Palmas e a sua utilizacdo farmacologica, um deles referente a utilizacdo da raiz de A.
mexicana pelos povos indigenas nos estados de Yucatdn e Tamaulipas no México para
tratamento de diabetes. A partir desses dados compostos hipoglicemiantes foram isolados e
testados farmacologicamente in vivo para confirmar esta atividade (PEREZ et al., 1997).
Sabendo-se da composicdo dos frutos da macalba, onde se destaca a presenca de grande
concentracdo de &cidos graxos monoinsaturados, principalmente de &cido oléico (HIANE et
al, 2005), ndo encontramos relatos na literatura sobre estudos de sua agdo farmacoldgica,
incluindo atividade hipoglicemiante e antidiabética.

Alguns estudos de caracterizacdo fisico-quimica ja foram publicados referentes ao
fruto da macalba e podemos destacar como principal exemplo da familia de alimentos
funcionais por apresentar similaridade na composicdo de dleos, o azeite de oliva, cujos
principais componentes sdo os acidos graxos monoinsaturados (&cido oléico ou 6mega 9)
(COIMBRA, 2011).

1.2 Plantas medicinais

A utilizacdo das plantas como medicamento é tdo antiga quanto o proprio homem,
onde inUmeras etapas marcaram a evolucdo da arte de curar. Porém, é dificil determina-las
com exatiddo, ja que a medicina ha muito tempo foi associada a praticas méagicas, misticas e
ritualisticas (RODRIGUES, 2001).

O uso de plantas medicinais, como métodos populares de cura, demonstra que o seu
uso vem desde o homem pré-historico, que aprendeu a utiliza-la como alimento e remédio, até
0 homem moderno, que ainda nos dias de hoje a utiliza de modo seguro e eficiente. Desde
1999 o uso da fitoterapia € enormemente difundido e considerado um método natural
preventivo, conservador, regenerador e curativo (YWATA, 1999).

A atuacdo do governo na area de plantas medicinais e fitoterapicos destaca-se desde
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estabeleceu diretrizes para implementagdes de agOes capazes de promover melhorias na
qualidade de vida da populacdo brasileira e no uso seguro e eficiente da fitoterapia. Esse
decreto constitui parte essencial no que concerne as politicas publicas de salde, meio
ambiente, desenvolvimento econdmico e social. Embora o nosso pais possua a maior
diversidade vegetal do mundo, com cerca de 60.000 espécies vegetais superiores catalogadas,
apenas 8% foram estudadas para pesquisas de compostos bioativos e 1.100 espécies foram
avaliadas em suas propriedades medicinais, sendo entdo verificado o potencial necessario para
o desenvolvimento de pesquisas com resultados em tecnologias e terapéuticas apropriadas.
Além disso, o Brasil possui um valioso conhecimento tradicional associado ao uso de plantas
medicinais, o que favorece o estudo tecnico-cientifico baseado na etnoboténica. Alguns
principios nortearam a elaboracdo desta Politica Nacional de Produtos Naturais, tais como a
melhoria da atencdo a salde, o uso sustentavel da biodiversidade brasileira, o fortalecimento
da agricultura familiar, a geracdo de emprego e renda, o desenvolvimento industrial e
tecnoldgico e a perceptiva de inclusdo social e regional (Ministério da Salde, Decreto N°
5.813, de 22 de junho de 2006).

O estudo técnico e cientifico de plantas com potencial terapéutico e econébmico para
producdo de medicamentos € o primeiro passo para que um trabalho multidisciplinar seja
feito, visando estabelecer quais sdo as espécies vegetais promissoras para pesquisas,
justificando-se assim seu uso e sua conservacdo (RODRIGUES, 2001). Promovendo dessa
forma a ideia de uso sustentavel, quanto ao desenvolvimento da cadeia produtiva de plantas
medicinais (agricultura familiar), o incentivo a pesquisa, o desenvolvimento de tecnologias e
inovacOes com estes recursos, o fortalecimento da inddstria farmacéutica nacional e a busca

por opcdes terapéuticas seguras e eficazes no uso destas plantas.

1.3 Papel dos acidos graxos na saude

Os lipideos sédo de extrema importantancia na alimentacdo e no desenvolvimento
humano. Além disso, fornecem &cidos graxos que sdo constituintes estruturais de membrana
celulares, cumprem fungdes energéticas e de reservas metabdlicas, formam hormonios e sais
biliares. Dentre os acidos graxos, existem aqueles que o organismo tem capacidade de sintese
e outros ndo. Esses acidos graxos, cuja biossintese ndo é possivel no organismo, sdo
denominados &cidos graxos essenciais, tais como os acidos graxos poliinsaturados - linoléico
(m-6) e alfa-linolénico (®-3), que ttm como principal fungdo o transporte de vitaminas com
caracteristicas lipossoluveis e antioxidantes (A, D, E e K) (PHILIPPI, 2008).



Os acidos graxos insaturados sdo classificados em duas categorias principais: (I)
Poliinsaturados representados pelas séries 6mega-6 (linoléico e araquiddnico) e émega-3
(alfa-linolénico, eicosapentandico-EPA e decosahaxaendico-DHA) e (Il) monoinsaturados
representados pela série 6mega-9 (oléico). Os acidos graxos poliinsaturados - linoléico e alfa
— linolénico sdo considerados essenciais uma vez que ndo sdo sintetizados pelo ser humano,
devendo ser obtidos diariamente pela dieta. Ambos séo utilizados como substratos dos demais
acidos graxos poliinsaturados da série dmega-6, cujas fontes alimentares sdo os 6leos vegetais
de soja, milho e girassol. Além disso, os &cidos graxos essenciais sdo imprescindiveis ao
organismo, uma vez que fazem parte dos fosfolipidios de membranas, especialmente das
mitocdndrias e sdo precursores na biossintese de prostaglandinas especificas, tromboxanos e
leucotrienos, importantes mediadores da resposta imunoldgica e inflamatoria. A auséncia ou a
guantidade inadequada de tais &cidos graxos na dieta esta associada principalmente a
distarbios neurolodgicos, visuais e dérmicos (escamacOes e inflamacgdes na pele) (PHILIPPI,
2008).

A relacdo de acidos graxos poliinsaturados recomendados, ®-6 e m-3 na dieta é de
5:1, para se ter uma razdo tecidual de acido araquiddnico por acido eicosapentaendico na
sintese de eicosandides, que sdo substancias imunorreguladoras importantes e também
conhecidos como hormonios paracrinos ou locais, com diversas funcfes fisioldgicas no
sistema cardiovascular, reprodutivo, respiratorio, renal, enddcrino e imune. Os acidos graxos
poliinsaturados possuem o inconveniente de induzir maior oxidacdo lipidica e diminuir o
HDL-colesterol quando utilizados em grande quantidade. Os &cidos graxos Omega-3
(linolénico, EPA e DHA) sdo encontrados nos vegetais (soja, canola e linhaca) e em peixes de
aguas frias (cavala, sardinha, salmdo, arenque). Promovem reducdo dos triglicérides
plasméticos pela diminuicdo da sintese hepéatica de VLDL, podendo ainda exercer outros
efeitos cardiovasculares, como reducdo da viscosidade do sangue, maior relaxamento do
endotélio e também efeitos antiarritmicos (SIMOPOULQS, 2000).

Além dos acidos graxos poliinsaturados, que sdo acidos graxos com duas ou mais
duplas ligagdes, temos 0s &cidos graxos monoinsaturados, que sdo &cidos graxos com uma
unica dupla ligacdo, como exemplo principal tem-se o acido oléico (w-9). Suas principais
fontes dietéticas sdo o Oleo de oliva (50%), o 6leo de canola, a azeitona, o abacate, as
oleaginosas (amendoim, castanhas, nozes, améndoas) e também o 6leo da polpa de macauba
(65%) (BERGOUIGNAN et al., 2009).

O seu consumo na dieta estd relacionado com a estabilidade do metabolismo do

colesterol, pois contribui para reducdo do LDL colesterol e a manutencao do nivel do HDL,



de modo a auxiliar na prevencao da hipertensdo e arteriosclerose. Além disso, possuem acao
antioxidante, reduzem o estresse oxidativo e a peroxidagdo lipidica. Os acidos graxos
monoinsaturados e poliinsaturados diminuem os niveis de colesterol total, LDL — colesterol,
quando os &cidos graxos saturados sdo substituidos pelos &cidos graxos monoinsaturados e
poliinsaturados, ou quando na dieta s&o consumidos juntos na proporc¢do de 1:1:1, reduzem
assim os riscos de doengas coronarianas (NAGARAJU, 2007).

Sabe-se também que dietas ricas em acido oléico, afetam favoravelmente o balanco
entre dmega-6 e dmega-3, aumentando dmega-6 e diminuindo 6mega-3 na membrana de
celulas sanguineas vermelhas em individuos saudaveis (BERRY, 1997).

Além de prevenir e auxiliar a hipertensdo e arteriosclerose, os &cidos graxos
monoinsaturados, agem no diabetes por suas propriedades antioxidantes (que sdo mais
potentes do que os acidos graxos poliinsaturados), reduzindo a resisténcia a insulina e
consequentemente diminuindo os niveis de glicemia no sangue, de modo a melhorar as
condicdes alteradas do quadro (BERGOUIGNAN et al., 2009).

No diabetes a atividade antioxidante também esta relacionada aos danos ocasionados
por radicais livres (como estresse oxidativo e modificacBes lipidicas e protéicas), atuando
contra oxidacdes catalisadas e induzidas por metais de transicdo (BERRY, 1997). Também
esta relacionada a prevencdo do envelhecimento e na atividade antiglicante de proteinas, de
modo que ndo sé tem efeito protetor e tonificante na pele como também auxilia no tratamento
da catarata, doenga comum no paciente diabético (OMS, 1995).

Segundo Reaven (1997), a hiperglicemia também é responsavel pela liberacdo de
produtos finais de glicosilacdo e estes produtos sdo responsaveis por etapas intermediarias na
formacdo de proteinas glicosiladas e que envolvem radicais livres. Este processo foi
denominado glicooxidagéo e pode ainda predispor LDL & oxidacdo. Esta glicooxidagéo se da
por uma ligacdo covalente ndo-enzimatica da glicose a proteinas estruturais, plasmaticas e
intracelulares, que podem alterar o0 metabolismo e/ou a funcéo, destas proteinas. Em uma via
proposta de glicosilacdo, a glicose inicialmente se liga a proteina porém de uma base de Schiff
reversivel, que lentamente se reorganiza para formar produtos estaveis Amadori, bem como
produtos finais de glicosilagédo (radicais livres). Uma via alternativa de glicosilagéo de
proteinas (glicosilacdo autooxidativa) também tem sido proposto que envolve a enolizacéo
direta de glicose, formando cetoaldeidos, que podem entdo ligar-se diretamente a grupos de
lisina em proteinas, gerando assim produtos de radicais livres. A peroxidacéo lipidica acelera
a glicosilacdo de proteinas no diabetes, de modo que varios estudos recentes apdiam a
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carotendides e a-tocoferois, para que desta forma ocorra uma diminui¢do da glicosilagdo de
proteinas (principalmente lisina-proteases) e consequente peroxidacdo lipidica, que
representam as grandes complicacdes do diabetes (REAVEN, 1997).

Renaud (1997) afirma que existem consideraveis evidéncias e numerosos estudos em
humanos e animais que sugerem uma estreita relacdo entre o consumo de gorduras saturadas e
colesterol com morbidade e mortalidade por doenca arterial coronariana. Porém, uma dieta
associada a acidos graxos insaturados, principalmente os monoinsaturados, levam a uma
reducdo do colesterol (por reduzirem a susceptibilidade do LDL isolado de oxidar,
diminuindo a extensdo de arteriosclerose, isto se da pelo fato do LDL oxidado ser citotoxico e
liberar moléculas quimiotaticas para mondcitos e linfdcitos T), além de previnir a resisténcia a
insulina no diabetes, que ocorre via palmitato e por alta ingestdo de acido graxo saturado
(BERGOUIGNAN et al., 2009). Essa protecdo a sinalizacdo de insulina, parece estar
associada ao oleato, ja que este converte palmitato em TAG, ndo deixando-o disponivel para
causar resisténcia a insulina. Assim o acimulo de TAG no musculo e no figado leva a uma
ativacdo da beta-oxidacdo na mitocondria, o que explica o efeito protetor acido oléico no
diabetes (BERGOUIGNAN et al., 2009).

Os conhecimentos atuais a respeito do metabolismo dos lipideos demonstram que a
digestdo, a absor¢éo, o transporte e a distribuicdo desses compostos sdo eventos complexos, e
que os antioxidantes tém papel importante para a manutencdo da satde. Cita-se também que,
a ingestdo dos difetentes acidos graxos tém influéncia marcante no metabolismo lipidico,
sendo muito importante na composi¢do das lipoproteinas e na producdo de eicosandides
(NELSON, 1992). Considera-se a quantidade recomendada para cada individuo, os alimentos-
fonte devem ser diariamente escolhidos para compor a dieta e proporcionar salde e prazer ao
se alimentar (PHILIPPI, 2008).

Devido as suas propriedades antioxidantes, por reduzirem a resisténcia a insulina e
pela consequente diminuicdo dos niveis de glicema no sangue (BERGOUIGNAN, 2009),
decidiu-se investigar as propriedades bioldgicas do oleo oriundo da polpa de macauba, que
além de ser rico em acidos graxos monoinsaturados (acido oléico), possui em sua composi¢do
outros potentes agentes antioxidantes como [3-caroteno e a-tocoferol, derivados das vitaminas
A e E. Muitos estudos vém sendo realizados para investigar as propriedades biologicas dos
oleos oriundos tanto da polpa como da améndoa da macalba, relacionando estrutura-
atividade. Para que ocorra assim a incorporacao deste fruto como fonte oleaginosa e alimento

funcional é necessario investimento para a pesquisa e desenvolvimento desde a producgéo



agricola até a geragdo de produtos finais, de forma a se estabelecer uma cadeia produtiva para
essa espécie do cerrado.

O consumo de uma dieta balanceada segundo Geraldo & Alfenas (2008), sugerem
que seja capaz de reduzir os niveis de marcadores inflamatdrios, favorecendo a producao de
citocinas antiinflamatdrias, contribuindo para a prevengdo ou o controle do diabetes e de
outras condi¢cdes metabdlicas relacionadas a manifestacdo de doengas crénicas néo
transmissiveis. Desta forma, podemos incorporar na dieta o fruto do Cerrado, a macauba, que
apresenta importante qualidade nutricional ou até mesmo utiliza-lo em uma formulacgéo

farmacéutica tal como um xarope ou como suplemento antioxidante.

1.4 Cerrado

O Cerrado brasileiro é reconhecido como uma das 25 &reas do mundo prioritatias
para conservagdo e como a savana mais rica em biodiversidade com a presencga de diversos
ecossistemas. Este bioma é o 2° maior do Brasil e ocupa 2 milhdes de km? do territério,
percorrendo 14 estados, sendo a regido Centro-Oeste a area de maior predominancia. Faz
fronteira com Amazonia, Mata Atlantica, Caatinga e Pantanal. Com uma fauna e flora
extremamente rica, esta regido possui cerca de 10.000 espécies vegetais (aproximadamente
400 espécies de plantas/hectare) e 1.600 espécies de animais (MAURO, 2004).

O bioma é composto de dois estratos principais: um superior formado por arvores
relativamente baixas (de até 20 metros) e arbustos com raizes profundas que lhes permitem
atingir o lencol freéatico, situado entre 15 a 20 metros; e um inferior composto por um tapete
de gramineas de aspecto rasteiro, com raizes pouco profundas, no qual a intensidade luminosa
que as atinge é alta. Seu clima caracteristico é composto por duas esta¢fes principais, uma
extramamente quente e seca e a outra extremamente Umida e chuvosa (IBAMA, 2008; SILVA
etal., 1994).

Com o incentivo governamental de ocupacdo do Cerrado na decada de 1970,
comecou entdo a ocorrer uma mudanca gradativa na paisagem, tendo em vista que a cobertura
da vegetacdo nativa comecou a ser derrubada para a introdugdo de pecuaria extensiva (areas
extensas de pastagens), que hoje € a base principal de economia da regido Centro-Oeste
(ALMEIDA et al.,1998). Esta regido entdo foi invadida por agricultores de varias partes do
pais, a maioria sem conhecimento prévio das caracteristicas do ecossistema da area de
ocupacgdo. O desconhecimento do potencial de uso dos recursos naturais, o desrespeito as leis

de protecdo ambiental (ainda muito frageis na década de 70), as extensas queimadas e a



intensidade de exploragdo agricola provocou e ainda provoca prejuizos irreparaveis ao solo, a
fauna, a flora e aos recursos hidricos, colocando em risco essa regido e comprometendo a
sustentabilidade desse ecossistema (SILVA, 2001).

Diante desse cenario, apresentar o potencial de uso e a importancia socioeconémica
dessas espécies para a pesquisa nacional, contemplando a Politica Nacional, é a estratégia
mais racional para garantir a sua preservacao (SILVA, 2001).

A maior fonte de recursos naturais do Cerrado sé@o os frutos oleoginosos (HIANE et
al.,, 1992; MATUDA & MARIA NETTO, 2005) e podemos destacar dentre eles os mais
conhecidos como: Pequi, Buriti, Araticum, Baru, Cagaita, Guavira e é claro o objeto desse
estudo a Bocailva. Esses 0leos vegetais extraidos desses frutos sdo utilizados na sua grande
maioria em produtos industrializados comestiveis, compreendendo hoje mais de 90% de
producdo (99 milhdes de toneladas). Além dos frutos, outro recurso de destaque no Cerrado
sdo as inumeras espécies de leguminosas arbdreas, que também séo utilizadas na alimentacéao
(PENTEADO, 2003).

Como forma de valorizar e preservar esses recursos naturais e sabendo-se que existem
ainda frutos nativos da regido Centro-Oeste que ndo foram estudados, faz-se necessario a
rigor o estabelecimento da sua real composicao e de seus possiveis beneficios e/ou maleficios
para a 0 uso humano, em termos de eficacia e seguranca. Além disso, essas espécies de frutos
sdo consideradas fonte de proteinas, fibras, energia, vitaminas, calcio, fosforo e acidos graxos
na alimentacdo (SILVA et al.,1994; SANO & ALMEIDA, 1998).

Podemos destacar dentre as espécies de frutos oleoginosos do Cerrado a Acrocomia
aculeata (macauba), que vem despertando grande interesse na comunidade cientifica ndo sé
pelo seu uso alimenticio, energético (como biodiesel) e cosmético, como também pelo seu
potencial econdmico, tendo em vista a grande presenca de 6leo em seu fruto (REIS et al.,
2009).



1.5 Acrocomia aculeata

Em meio as diferentes fontes vegetais da biodiversidade nacional encontram-se as
palmeiras, que estdo presentes em todo o territério brasileiro com um grande ndmero de
éspecies distintas que, com grande valor e multiplicidade de seus produtos desempenham
diferentes papéis na economia brasileira. Dentre as palmeiras espalhadas pelo territério
brasileiro podemos destacar as mais conhecidas como: o dendezeiro (Elaies guineensis), o
assaiseiro (Euterope oleracea), o coqueiro da Bahia (Cocus Syagnus) e o macaubeiro
(Acrocomia aculeata). Essas sdo fontes ricas em compostos fundamentais, tais como
vitaminas, sais minerais, carboidratos, lipidios, proteinas e sdo também fontes de energia
promissora para o desenvolvimento e fornecimento dos varios setores racionais de producéo
do ponto de vista natural, econdmico e ecoldgico (RODRIGUES, 2007).

As palmeiras sdo rotineiramente utilizadas como alimento pelo homem na forma de
palmito, frutos e até produtos elaborados como doces, bebidas e 6leos (LIMA et al., 2003).

As espécies genericamente conhecidas como palmeiras pertencem a familia
Arecaceae, antes denominada Palmae. A palavra palma é de origem remota. Os povos italicos
aplicavam-na a tamareira (Phoenix dactilifera L.) da Africa Mediterranea e do Oriente Médio.
Os gregos chamavam-na foinix, palavra de origem fenicia (LORENZI et al., 1996).

Dentre a familia Arecaceae, destaca-se o0 género Acrocomia (originado das palavras
gregas “Akros” (uma) e “kome” (cabeleira), que € composto por duas espécies — A. aculeata
(Jacg.) Lodd. ex Mart. e A. hassleri (B. Rodr.) W. J. Hahn - que diferem basicamente no
tamanho de suas palmeiras, sendo a primeira de maior porte (HENDERSON et al., 1995). A
espécie A. aculeata foi primeiramente descrita por Jacquin em 1763 tendo como basindmio
Cocos aculeatus Jacq.. Foi inserida por Martius no género Acrocomia, em 1824, sendo
designada entdo como Acrocomia sclerocarpa e posteriormente, em 1845, Loddiges coloca
ambos em sinonimia, designando-a como Acrocomia aculeata (MISSOURI, 2005).

Atualmente, a A. aculeata apresenta diversas sinonimias que estdo descritas na Tabela 1.
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Tabela 1. Exemplificacdes de algumas sinonimias apresentadas para a macauba.

Acrocomia aculeata apresenta as seguintes sinonimias

Acrocomia antiguana L.H. Bailey Acrocomia antioquensis Posada-Arango
Acrocomia belizensis L.H. Bailey Acrocomia christopherensis L.H. Bailey
Acrocomia chunta Covas & Ragonese ~ Acrocomia erisacantha Barb. Rodr.
Acrocomia fusiformis Sweet Acrocomia glaucophylla Drude

Acrocomia grenadana L.H. Bailey Acrocomia hospes L.H. Bailey

Acrocomia ierensis L.H. Bailey Acrocomia intumescens Drude

Acrocomia karukerana L.H. Bailey Acrocomia lasiospatha Mart.

Acrocomia media O.F. Cook Acrocomia mexicana Karw. Ex Mart.
Acrocomia microcarpa Barb. Rodr. Acrocomia mokayayba Barb. Rodr.
Acrocomia odorata Barb. Rodr. Acrocomia panamensis L.H. Bailey
Acrocomia pilosa Leon Acrocomia quisqueyana L.H. Bailey
Acrocomia sclerocarpa Mart. Acrocomia sclerocarpa var. wallaceana Drude
Acrocomia spinosa (Mill.) H.E. Moore  Acrocomia subinermis Leon ex L.H. Bailey
Acrocomia totai Mart. Acrocomia ulei Dammer

Acrocomia viegasii L.H. Bailey Acrocomia vinifera Oerst.

Acrocomia wallaceana (Drude) Becc. Bactris globosa Gaertn.

Cocos aculeatus Jacq. Cocos fusiformis Sw.

Fonte: Henderson et al., 1995

A A. aculeata é conhecida popularmente no Brasil como macalba, macuja, mocuja,
macaiba, macailva, bacailva, bocailva, umbocailva, imbocaid, coco-de-catarro ou coco-de-
espinho (LORENZI, 1992). O nome popular da palmeira varia também em outros paises e,
portanto, pode ser conhecida como Mbocaya (Argentina), totai (Bolivia), corozo (Colombia,
Venezuela), tamaco (Colombia), coyol (Costa Rica, Honduras, Mexico), corosse (Haiti).
Também se registram como nomes populares desta espécie: macaw palm, macaya, groo groo,
grugru palm, corosse, mbocaya, cobrush, coquito, mocaya, catey, cayara, cayiete, ocori,
palma de vino, gri-gri, mucaja e grou grou (MISSOURI, 2005; FRUITS FROM AMERICA,
2005).

A. aculeata habita areas abertas e com alta incidéncia solar, adapta-se a solos
arenosos e com baixo indice hidrico. Porém, desenvolve-se melhor em locais onde ha solos
férteis. As palmeiras se apresentam com caule simples e cilindrico de 10 a 15 metros de altura
(20 a 30 cm de diametro), coberto pelas bases com folhas de caracteristica plumosa, associada
a espinhos, principalmente em plantas jovens. Possui de 10 a 30 folhas por planta,
irregularmente dispostas, com flores na base dos ramos, de coloracdo amarelo-claro e com
seus frutos dispostos em cachos. As Figuras 1 e 2 ilustram a palmeira da A. aculeata, bainha e
frutos.
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Figura 1 - A. Vista geral da palmeira A. aculeata; B. Base da bainha foliar
coberta de espinhos compridos (Fonte: Ramiro, 2010).

Figura 2 - A. Cachos com frutos de macalba. B. Macauba produzindo varios
cachos de frutos (Fonte: Ramiro, 2010).

A frutificacdo da A. aculeata se da ap6s quatro a seis anos do plantio e ocorre
durante todo o ano, porém o amadurecimento dos frutos se da no periodo de Setembro a
Marco (AIMEIDA et al., 1998). A palmeira produz em média de dois e oito cachos, com
cerca de 400 frutos por cacho, numa média anual de 70 a 80 Kg de cocos, ininterruptamente
por cinco ou sete meses. Os frutos se apresentam de forma esférica, globular com epicarpo
lenhoso de coloracdo verde—amarelado (3,5 a 5 cm de didametro). O mesocarpo (polpa) tem

caracteristica fibrosa e mucilaginosa, com sabor adocicado, de coloragdo amarelado (frutos
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maduros) ou amarelo esbranquicado (frutos verdes), comestivel e de aroma agradavel
(LORENZI, 2006). O endocarpo é fortemente aderido a0 mesocarpo, com parede rigida e
enegrecida e a améndoa oleoginosa, comestivel e revestida de uma fina camada de tegumento.
Cada fruto contém, geralmente, uma semente envolvida por endocarpo duro e escuro com
aproximadamente 3 mm de espessura (AIMEIDA et al., 1998). A Figura 3 ilustra partes

especificas dos frutos da A. aculeata.

Figura 3 - A. epicarpo do fruto; B. mesocarpo de coloracdo amarelada; C.
améndoas inteiras; D. améndoas seccionadas ao meio, com destaque para o
endocarpo (Fonte: Ramiro, 2010).

A distribuicdo geografica da A. aculeata pela América Tropical é ampla, estendendo-se
do Para até Sdo Paulo, Rio de Janeiro (regido de florestas tropicais) e regido Centro-Oeste,
principalmente em é&reas de vegetacdo aberta (cerrados, mata semideciduas e florestas
conturbadas) (LORENZI, 2006).

A Figura 4 apresenta a distribuicdo da A. aculeata pela América Tropical.
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Regides com maior ocorréncia
da espécie Acrocomia aculeata K>

B

Figura 4. Distribuicdo da espécie A. aculeata pela América Tropical (Fonte: NUCCI, 2007).

1.5.1 Macauba: Uso da espécie X Producao de 6leo vegetal

No ambito de levantamento etnobotanico realizado na regido do Pantanal Mato-
grossense por Lorenzi (2006) diferentes categorias de uso foram identificadas como
associadas as distintas partes do corpo vegetal de A. aculeata sendo: 1) madeira para
producdo de mourdes e estacas; 2) o estipe para obtencdo do palmito e da seiva utilizados,
respectivamente, como alimento e bebida; 3) as folhas para forragem animal, cobertura de
casa e extracdo de fibras usadas na fabricacdo de linha de pesca e redes; 4) os espinhos como
substituto de agulha para coser; 5) os frutos como alimento in natura, para obtencdo da polpa
com a qual é preparado um poderoso fortificante indicado contra pneumonia, sorvetes e licor
ou, ainda, para extracdo do Oleo que é utilizado como 6leo de cozinha, hidratante capilar e
combustivel para geracdo de energia; 6) a semente parte lignificada (endocarpo duro e
espesso) como substituto da brita no concreto, confecgdo de botbes, pode ser utilizado para
produzir combustivel pelo seu alto poder calorifico; 7) a améndoa como alimento (coquinho)
e no preparo de pacgoca (coquinho triturado mais farinha de mandioca) e, também, para

extracao do oleo o qual é utilizado tanto como alimento, combustivel e/ou cosmético.



14

Durante os ultimos anos podemos citar numerosos dados etnobotéanicos referentes as
Palmas e sua utilizacdo farmacoldgica. Seu uso pelos indigenas resume-se na ingestdo da
polpa para amenizar as dores de cabeca e nevralgias, além de seu efeito purgativo em jejum.
Porém, ainda ha um grande desconhecimento de possiveis efeitos biologicos benéficos. Com
a polpa e a améndoa podemos destacar ainda uma emulsdo empregada, com bons resultados
no tratamento das afec¢des das vias respiratorias, o que lhe valeu a denominagio de “coco-de-
catarro” (ALMEIDA, 1998).

O 6leo da améndoa de macalba também pode ser usado para fins cosméticos
hidratantes e retardador do envelhecimento cutaneo, na forma farmacéutica de emulséo, isto
devido ao fato da riqueza de lipideos reparadores e reconstitutivos (patente submetida sob
nimero P10705949-3 A2, 2007, por Eduardo Ramirez Asquieri). Na industria os éleos da
polpa e da améndoa podem ser empregados tanto na fabricacdo de sabdo como para
combustivel.

Seu fruto tem grande potencial para producéo de biodiesel, devido ao fato de que
apos 4-5 anos de seu plantio sua producdo se da com duas colheitas anuais com grande
produtividade visto que, essa oleoginosa produz até 5 ton/ha/ano de 6leo, valor comparavel ao
dendé e superior ao obtido com a soja (10 vezes mais na mesma area de plantio), girassol e
mamona. Soma-se ainda outras caracteristicas como necessidade de pouca agua,
aproveitamento dos espacos desocupados entre as palmeiras com plantios intercalares de
outras oleoginosas (preservando a area para outros cultivos) e garantia de fixacdo de familias
no campo (pois a macauba exige trabalho manual para ser colhida) (LLERAS & CORADIN,
1985). Além do grande potencial do 6leo como biodiesel, os subprodutos gerados podem
também ser utilizados como suplemento animal, devido aos seus altos teores de proteinas e
facil digestibilidade, permitindo assim sua utilizacdo em ragdo animal (LORENZI, 2006).

A macauba, nativa de regides semi-aridas, se destaca por ser uma palmeira altamente
produtiva, de modo que outras reservas de palmaceas como dendé, indaia e babagu,
apresentam-se também muito promissoras pelo alto rendimento energético por unidade
cultivada, e por se desenvolverem em areas competitivas com a agricultura de subsisténcia. A
titulo de comparacéo, deve ser citado que culturas anuais como a soja produzem apenas 420 L
de dleo/ha, o girassol 890 L de 6leo/ha, a mamona 1.320 L de 6leo/ha e a macauba de 1.500-
5.000 L de 6leo/ha, o que torna a macauba a segunda maior produtividade em oleoginosas,
ficando atras apenas do dendé (figura 5). Isso faz com que esta espécie de palmeira ganhe
destaque devido a seu grande potencial para a producdo de biodiesel (CESAR, 2003). A

producdo extrativa dos frutos da macaubeira esta na categoria 8.0 de plantas oleoginosas.
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Entretanto, sem importancia econdémica nas regides de ocorréncia (IBGE, 2009). A Figura 5
mostra a comparacdo da capacidade de producdo de 6leo vegetal da macaiba em relacéo a

outras oleaginosas.

4.000+
3,500+
3.000+
2.500+
2,000+
1.500+
1.000+

500+

OONANNN

litros/hectare/ano

Macauba Soja Girassol Mamona

Figura 5. Comparacdo da capacidade de producao de 6leo vegetal
entre algumas oleaginosas (Fonte: NUCCI , 2007 - adaptado).

Do fruto da macalba pode-se explorar tanto a polpa como a améndoa, que
atualmente é cada vez mais valorizada no mercado nacional e internacional, pois trata-se de
um 6leo de altissima qualidade e seu potencial comecou a ser descoberto pelas industrias de
cosméticos e de alimentos (CIPRIANO, 2006). As améndoas apresentam alto teor de lipidio
(51,7%), proteina (17,6%) e fibra (15,8%). A polpa contém em média 49% de umidade, 1,7%
de minerais totais (dentre eles calcio, ferro, zinco, cobre e potassio), 17% de lipidios, 2% de
proteinas (dentre eles destacamos grande concentracdo de B carotendides e o tocoferois) e
31% de carboidratos totais. O perfil de acidos graxos do 6leo da polpa da macauba é
composto majoritariamente de monoinsaturados, onde sobressai 0 alto teor de acido oléico,
aproximadamente 73% de acidos graxos, que o aproxima de 6leos como o de oliva,
amendoim e girassol. J& 0 6leo da améndoa além do alto teor em &cido laurico, apresenta
também um alto teor em &cido oléico, quando comparado a outros 6leos como o do babacu,
coco e palma. Devido ao seu perfil quimico, o éleo obtido da polpa da macaiba é mais
suscetivel a oxidagBes que o extraido da améndoa (HIANE, 2005). A Figura 6 ilustra os
teores de acidos graxos do mesocarpo e da améndoa com suas correspondentes estruturas

quimicas.



Formula estrutural do acido graxo
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Figura 6. Composicdo aproximada de acidos graxos nos 6leos de mesocarpo e améndoa da A.

aculeata (Fonte: Fortes & Baugh, 1999 — adaptado).
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Sabe-se que:

- essa especie demonstra ter grande potencial econémico pelo seu alto teor de 6leo e pode
desempenhar importante papel social ao pequeno trabalhador rural (complementando a renda
familiar) em virtude de sua ocorréncia em areas brasileiras de baixa expectativa econdémica,
principalmente no Estado do Mato Grosso do Sul,
- € importante utilizar racionalmente os recursos naturais do Cerrado, para que o0
desenvolvimento agricola da regido e a preservacdo ambiental possam coexistir de forma
integrada, garantindo sustentabilidade deste ecossistema e dos sistemas de producéo agricola;
- informagdes a respeito das caracteristicas fisico-quimicas, quimicas, do valor nutricional e
farmacoldgico dos frutos do cerrado sdo ferramentas béasicas para avaliagdo do consumo e
formulacédo de novos produtos;
- poucos dados estdo disponiveis na literatura especializada com relacdo a composicao
quimica destes frutos e sua aplicacdo tecnoldgica (SILVA et al., 1994; SILVA, 2001), muitos
estudos foram realizados para investigar as propriedades bioldgicas dos 6leos oriundos tanto
da polpa como da améndoa da macauba, relacionando estrutura quimica e atividade bioldgica.

Assim, para que ocorra a incorporacdo desse fruto como fonte oleaginosa e alimento
funcional é necessario investimento para a pesquisa e desenvolvimento desde a producéo
agricola até a geracdo de produtos finais. Nesse trabalho relacionamos a composi¢do quimica
do 6leo da polpa de macaiba, obtido por método de extracdo por solvente (com a sua
caracterizacdo), em diferentes concentracGes com a atividade antidiabética e hipoglicemiante
em modelo de inducdo de diabetes do TIPO 1 (induzido por estreptozotocina) em ratos
machos Wistar e avaliou-se sua seguranca tanto em nivel de toxicidade aguda in vivo como

em células epiteliais renais LLC-PKj in vitro.
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2 - OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL:

- Caracterizar os 6leos extraidos da améndoa e da polpa de macauba (A. aculeata) e avaliar o

pontencial toxicologico e antidiabético do 6leo da polpa.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:
- Extrair e quantificar os 6leos da améndoa e da polpa de macauba;
- Analisar quimicamente e caracterizar os 6leos de améndoa e polpa de macauba;

- Investigar o efeito citotoxico do 6leo de polpa de macauba por meio de ensaiode toxicidade

em leveduras (Saccharomyces cerevisiae);

- Investigar o efeito citotoxico do 6leo da polpa de macalba por meio do ensaio de

citoxicidade em linhagem celular renal de porco LLC-PKj in vitro;
- Investigar a toxicidade do 6leo da polpa de macauba por meio do ensaio de toxicidade aguda
in vivo;

- Investigar os efeitos hipoglicemiante e antidiabético de 6leo da polpa de macauba, por meio
do modelo de teste de tolerdncia a glicose e diabetes experimental induzido por

estreptozotocina, em ratos Wistar.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1. Local do experimento

Esse estudo foi realizado na Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), nos
Laboratorios de Sintese e Caracterizagdo Molecular (FACET); nos Laboratorios de
Bioquimica, Preparo e Técnica Cirlrgica e Biotério (FCS) e também nos laboratérios de
Fisico-Quimica Biologica (IBCCF-UFRJ) e Quimica de Produtos Naturais (NPPN-UFRJ) na
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

3.2. Estudos fitoquimicos: Extragdo, Andlise fisico-quimica e quimica do Oleo

3.2.1. Extracéo do 6leo de A. aculeata

Os 6leos da polpa e da améndoa de A. aculeata (Herbario da UFGD, excicata n°.
2169) foram obtidos por extracdo em solvente de frutos maduros coletados na estrada
Dourados-Panambizinho, na regido do Alto Café, MS, nos meses de Marco de 2010 e
Fevereiro de 2011, segundo a metodologia descrita abaixo.

Os frutos foram lavados e descascados manualmente e a polpa escarificada. Apds este
procedimento, os frutos, tanto a casca quanto a polpa, foram dispostos em diferentes bandejas
e secados em estufa com ventilacdo, com uma temperatura de 50°C durante 2 h. Apds este
procedimento, as améndoas foram trituradas em moinho de facas e guardadas sob
refrigeracao.

O procedimento utilizado para extracdo do dleo da polpa e da améndoa seguiu as
recomendacdes de Oetterer (2006). Para tanto pesou-se 500g de amostra seca e adicionou-se,
como solvente, 1 litro de Hexano. Essa mistura foi disposta em Kitassatos de 2000 mL e
permaneceu sob repouso, ao abrigo de luz, por sete dias. Apds este periodo, a mistura

hexanica, foi filtrada e concentrada a 57°C em rotaevaporador.

3.2.2. Forma de armazenamento dos 6leos

Durante todo o periodo do estudo os 6leos permaneceram acondicionados em
recipientes de vidro a uma temperatura de -4°C, conforme descrito por Oetterer (2006), afim
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de impedir processos de degradacdo quimica, tais como fotoxidagdo e/ou termoxidacdo. De
acordo com a demanda semanal, os 6leos foram pesados e acondicionados em tubos tipo
Falcon de 50ml devidamente identificados e armazenados em geladeira a uma temperatura de

3°C. A Figura 7 mostra o 0leo extraido por solvente da polpa e da améndoa de A. aculeata.

Figura 7. Oleo extraido por solvente da polpa e da améndoa de A.
aculeata.

3.2.3. Anaélise quimica do 6leo extraido e transesterificado: determinacéo do indice de

acidez

Para determinacdo do indice de acidez usou-se o 6leo da polpa e améndoa extraido por
solvente, sendo que a anélise foi realizada em triplicata.

Procedimento Geral: Dois gramas do 6leo foram separados em trés erlenmeyers aos
quais se adicionou 25 mL de uma solucéo éter etilico e alcool etilico (2:1) e duas gotas de
fenolftaleina. Em seguida os contetdos de erlenmeyer foram titulados com uma solucdo
padronizada de NaOH 0,1 N.

Para o calculo do indice de Acidez foi aplicada a seguinte formula:

Ac =V.f.561/P, onde:
Ac: é o indice de acidez,
V: é 0 volume médio de NaOH utilizado para titular (mL),
f: é o fator de correcdo teorico,
5,61: é 0 equivalente-grama de KOH e,
P: 0 peso médio das amostras (g).

Os resultados foram expressos em mg de KOH/g de 6leo (INSTITUTO ADOLFO

LUTZ, 2008).
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3.2.4. Transesterificacdo do 6leo extraido da polpa e da améndoa de A. aculeata

A transesterificacdo dos 6leos consiste no tratamento de 200 g do 6leo com 60 mL de
metanol e 2 g KOH, sob agitacdo e aquecimento (60°C). A reacéo foi acompanhada por
cromatografia em camada delgada e, apds consumo do 6leo, a mistura reacional foi decantada
por no minimo 1 h e separada a fase glicerinica (fase inferior). A fase contendo o monoéster
metanolico foi entdo tratada com 10 mL de agua destilada (2 X) e com 10 mL de cloreto de
sodio 10% (1 X), secada com MgSQy,, filtrada e concentrada em rotaevaporador.

O processo de transesterificacdo (derivacdo por alquilacdo) do material extraido se faz
necessario para andlise da composicdo dos 6leos, onde 0s monoésteres metilicos obtidos
foram analisados por métodos espectroscopicos (FT-IR) e cromatograficos (CG/EM e
CG/DIC) (RODRIGUES, 2007). O aspecto fisico dos monoésteres obtidos por
transesterificacdo dos 6leos da polpa e da améndoa de macalba estdo ilustrados na figura 8.

Figura 8 — Material transesterificado do 6leo da polpa de macauba (A)
e do 6leo da améndoa de A. aculeata (B).

3.2.5. Caracterizacao dos ésteres metilicos de acidos graxos por cromatografia gasosa e

espectroscopia de infravermelho

Foram realizadas as analises de composicdo em &cidos graxos por cromatografia
gasosa dos monoésteres metilicos, utilizando detector de espectrometria de massas (EM) e
também ionizacdo de chama (IC). As analises de FT-IR foram conduzidas em aparelho
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modelo JASCO — FT/IR- 4100 na faixa de 4000-400 cm™, a resolugdo foi de 4 cm™ e 200

varreduras.

As condicBes cromatogréaficas, utilizando o detector espectrémetro de massas, estdo

resumidas na tabela 2.

Tabela 2: Condic6es de Anélise do CG/EM

Condig0es

CG-EM modelo VARIAN 431-CG 210-MS

Coluna
Gaés de Arraste
Vazéo do Gés de Arraste
Espectrometro de Massas
Temperatura do Forno
Injecdo da Amostra
Volume de Amostra

Padréo

ZB-5ms (30mx0,25mmx0,25mm df)
HELIO 99,999%
3,0mL/min
Modo ionizagdo de impacto de elétrons SCAN — m/z 40-700
50° C/1 min - 5° C/min - 248° C - 6 min
Modo split 50:1
0,1 pL

Esteres metilicos de acidos graxos

As condicbes cromatogréficas, utilizando o detector de ionizagdo de chama, estdo resumidas

na tabela 3.

Tabela 3: Condi¢bes de Analise do CG/DIC

Condicbes

CG-DIC

Coluna
Gas de Arraste
Vazéo do Gés de Arraste
Temperatura do detector
Temperatura do Forno

Injecdo da Amostra

Volume de Amostra

Padréao

ZB-Wax (5% fenildimetilpolisiloxano)
HELIO 99,999%
3,0 mL/min
250°C
50° C/1 min - 5° C/min - 248° C - 6 min
Modo split 50:1;
Temperatura de injecdo 230° C
0,1 pL

Esteres metilicos de acidos graxos
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As determinagdes foram baseadas pela comparagdo dos tempos de retencdo (CG) e
perfil de fragmentacdo (EM) de padrdes de acidos graxos-metil ésteres, analisados sob as
mesmas condicGes da amostra (COLLINS, 1997).

A quantificacdo foi feita pela conversdo das porcentagens de areas dos picos em

relacdo as porcentagens de massa, empregando-se a seguinte formula:

% AG= SPAG x 100
XSPAG
Sendo:
SPAG = Area de cada pico de acido graxo

YSPAG = Somatoério de todas as areas de picos de acidos graxos.
3.3. Estudos farmacolégicos/Ensaios bioldgicos
3.3.1 Animais
Foram utilizados cinquenta e quatro ratos machos Rattus norvegicus, distribuidos
conforme tabela 4, variedade Wistar albinos (150-250 g), adquiridos e mantidos no Biotério

Setorial da Faculdade de Ciéncias da Satde (FCS/UFGD).

Tabela 4: Distribuicdo dos animais experimentais nos ensaios de inducdo de diabetes,

tolerancia a glicose e toxcidade aguda:

Experimento  N° de Grupos N° de animais N’ total de
Grupos por grupo animais

Modelo de Naive

Inducdo de Controle

diabetes 4 6 24

OPAA 3 mg/Kg
OPAA 30 mg/Kg

Teste de Controle
Tolerancia a 3 OPAA 3 mg/Kg 6 18
glicose )

Metformina 300 mg/Kg

Controle

Test_e _de 2 6 12
Toxicidade OPAA 3 g/Kg
Aguda

Total 54
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Os animais permaneceram no biotério por um periodo de aclimatacdo de duas
semanas antes do inicio dos estudos. Os animais foram acondicionados em gaiolas de
polipropileno coletivas (5-6 animais), com agua ad libitum e racdo comercial para ratos
(Labina®). As condicdes foram controladas, a temperatura manteve-se entre 22 a 23°C e 0s
ciclos claro-escuro foram de 12 horas. Com cerca de 2 meses de idade os animais atingiram o
peso experimental (150 e 180g). Semanalmente as maravalhas foram trocadas e as gaiolas e
bebedouros higienizados com agua corrente e desinfetante. Nos dias em que se seguiram 0S
experimentos para dosagem da glicemia do jejum os animais foram acondicionados em
gaiolas metabolicas.

Os experimentos foram conduzidos de acordo com as diretrizes atuais para o cuidado
de animais de laboratdrio e as diretrizes estabelecidas pelo Instituto Nacional dos EUA de
Salude e foi aprovado pela comissdo de ética para uso de Animais da instituicdo (N°
010/2011). A quantidade de animais foi a minima necessaria para mostrar efeitos consistentes
dos tratamentos de drogas.

3.3.2 Drogas, Sais e Reagentes

Para a execucdo dos protocolos experimentais foram utilizadas as seguintes drogas e
sais: Hexano P.A. (Dinamic®); Estreptozotocina (Sigma-Aldrich®); tampéo de citrato de
sodio 50 mM (enzime grade; Fisher®), pH 4.5: preparados imediatamente antes da utilizacéo;
10% de sacarose (p/p) (Sigma®): preparados imediatamente antes da utilizagdo; Gaiolas de
roedores; seringas de 3 ml; sistema de monitoramento sanguineo para glicose One Touch
Basic (Lifescan®); Solucdo salina 0,9% (Fresenius Kabi®); Cloridrato de metformina
(Medley®); EDTA 5% (Laborclin®); Ketamina (Cristalia®); Xilasina (Assedavan®); racéo
comercial para ratos Purina (Labina®); Kits colorimétricos triglicérides e colesterol total
(Labtest®); celulas LLC-PK; (células epiteliais renais derivadas do tubulo proximal) obtidas
da colecéo de cultura celular Americana (ATCC, Manassas, VA, USA); Dubelcco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) (Gibco®, Grand Island — NY, USA); Tampao salina fosfato (PBS);
lodeto de propidio (Calbiochem®, San Diego, CA); Filtro HEPA (JetBiofil®);

3.3.3. Equipamentos

Os equipamentos utilizados foram: balanca semi-analitica (modelo AL500 — marca

Marte®), Balanca semi-analitica (modelo Q-510-1500 — marca Quimis®), Bebedouros para
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roedores (marca — Beiramar®), Centrifuga (modelo 80-2B — marca Centribio®),
Espectrofotdmetro (modelo SP-220 — marca Bioespectro®), Estufa microprocessada com
circulacdo e renovacdo de ar (modelo SXCR/100 — marca Sterilifer®), Gaiolas de
prolipropileno (marca — Beiramar®), Rotaevaporador (modelo MA-120 — marca Marconi®),
espectrofotometro (modelo U-2001 Hitachi®).

3.3.4. Ensaios de citotoxicidade e toxicidade
3.3.4.1. Preparo da amostra

O oleo da polpa de macauba foi diluido em élcool etilico 80% (material: fruto/
solvente) na concentracdo de 1000 pug/mL como solucdo mée. A partir dessa solugcdo foram
preparadas novas solugdes diluidas em serie, nas concentragdes de 500 pg/mL, 250 pg/mL,
50 pug/mL e 5 pg/mL. Essas solugdes diluidas foram utilizadas nos ensaios de citotoxicidade e

toxicidade.
3.3.4.2. Ensaio de citotoxidade em cultura celular

Células LLC-PK; (células epiteliais renais derivadas do tubulo proximal) foram
mantidas em meio DMEM, com 10% de soro fetal bovino, a 37 °C , com humidade do ar de
95% e 5% CO; e incubadas por 48 h.

Para 0s ensaios, as células foram plaqueadas a uma densidade de 2 x 10* células/poco em
placas de 24 pocos e expostas a varias concentracoes de OPAA, que foram previamente
dissolvidos em meio de cultura e esterilizados por filtracdo. As células foram incubadas com
0 pg/mL, 5 pg/mL, 50 pg/mL, 250 pg/mL e 500 pg/mL de OPAA por 3, 6 e 18 h. Os

controles receberam somente veiculo (MEKONNEN et al., 2005).
3.3.4.2.1. Determinagéo da viabilidade celular

A viabilidade celular foi medida por ensaio colorimétrico quantitativo com iodeto de
propidio. Apds o tratamento com OPAA, uma hora antes do final do periodo de incubacéo, 1
pL de solugdo de iodeto de propidio (concetracdo final, | mg/mL) foi adicionado as células,
que entdo foram incubadas a 37°C por 1 h. As células mortas em suspensdo nas placas de 24
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pogos e marcadas com iodeto de propidio foram contadas por meio de microscopia de
fluorescéncia, a cada trés campos por poco (MOORE et al., 1998).

3.3.4.3. Ensaio de toxicidade em leveduras (Cepa W303 — Saccharomyces cereviseae)

Um indculo da cepa W303 foi adicionado a 20 mL de meio YD (2% de glicose + 1%
extrato de levedura previamente autoclavado) em erlenmeyer de 250 mL, e mantido por 24 h
a 30° C e agitagéo constante de 200 rpm.

Apds crescimento da cepa, foram retirados 1 mL e colocados em 5 erlenmeyers
diferentes acrescidos com 9 mL de meio YD. Foram adicionados 50 pL dos extratos do dleo
da polpa diluido em &lcool 80% nas concentra¢des de 5 pg/mL, 50 pg/mL e 500 pg/mL, nos
erlenmeyers e incubados por intervalos de 3, 6, 22, 24 e 27 h. A cada intervalo de tempo
determinado e inclusive no tempo 0, aliquotas de 100 pL de amostras foram adicionadas a
900 pL de agua destilada para leitura em espectrofotometro, todas as amostras foram feitas
em duplicata (EVANS, 1998).

3.3.4.3.1. Determinacdo da viabilidade da cepa

A viabilidade da cepa W303 — Saccharomyces cereviseae foi medida por metodologia
empregando espectrofotdmetro UV-Vis a 600 nm. Apds o tratamento da cepa avaliada com o
6leo e o tempo de incubacdo, foram relizadas as leituras no espectrofotdbmetro. As amostras
foram diluidas em 10 vezes para a leitura. A intensidade da absorbancia é diretamente
proporcional a viabilidade da cepa, em relacdo ao padrdo sem adicdo de OPAA. Portanto,
quanto menor a absorbancia, maior a mortalidade da cepa e, consequentemente maior a
toxicidade do 6leo (EVANS, 1998).

3.3.4.4. Teste de toxicidade aguda (dose Unica) do oOleo da polpa de A. aculeata por via
oral in vivo

Este ensaio foi realizado segundo protocolo da Organizacdo para a Cooperagdo e
Desenvolvimento Econémico 423 (OECD, 2001). Inicialmente, 12 Ratos Wistar machos
(180-240 g) foram randomicamente divididos em dois grupos de seis animais, que apds 6 h de
jejum foram tratados, por via oral pela técnica de gavagem:

a) Grupo Controle — receberam somente veiculo (solu¢éo salina);
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b) Grupo Tratado — receberam dose Unica de OPAA 3 g/kg.

Os ratos s0 receberam alimento apds 3-4 h da administracdo oral do 6leo e veiculo.

Os animais foram observados em relagcdo aos sintomas toxicos e mortalidade, durante
os primeiros 30 min apos a administracdo do 0leo e periodicamente durante as primeiras 24 h,
com atengdo especial as primeiras 4 h. Apds esse periodo de 24 h, durante 14 dias, foram
avaliados sinais clinicos (incluindo pardmetros comportamentais: anormalidades motoras,
contorcBes abdominais, convulsdes, alteracdo do tdnus muscular), variaces de peso corporal,
consumo de racdo e agua, laténcia e reversibilidade da toxicidade.

Ao final de 14 dias os animais foram submetidos a eutanasia por meio de overdose de
anestésicos (xilasina e cetamina). Em seguida realizou-se uma laparotomia para coleta e

posterior observacao macroscopica do figado e rim.

3.3.5. Ensaios Biologicos

3.3.5.1. Modelo de inducdo de Diabetes Mellitus do Tipo 1 por estreptozotocina em ratos

O diabetes foi induzido por uma injecdo intraperitoneal em dose Unica de 65 mg/Kg
de estreptozotocina (STZ), diluida em tampéo de citrato de sodio 0,1M (pH 4,5). O grupo de
ratos Naive (ndo-diabético, ndo-induzido) recebeu apenas o volume de veiculo (tampéo)
correspondente a cada dose. Os ratos tratados com estreptozotocina receberam 10% de glicose
na sua agua por 24 h apdés a inducdo do diabetes a fim de reduzir a mortalidade pelo choque
hipoglicémico deste grupo induzido. Amostras de sangue foram coletadas por puncgéo intra-
caudal, sem anestesia, dos animais induzidos por estreptozotocina e dos animais Naive (ndo
induzidos por estreptozotocina). A glicose sanguinea foi quantificada utilizando-se
glicosimetro e fitas para glicemia (WU et HUAN, 2008).

Subgrupos de animais em cada grupo foram subdivididos aleatoriamente em quatro
grupos experimentais, cada qual composto por seis ratos, os quais foram denominados da
seguinte maneira:

a) Grupo Naive - ndo-diabético, ndo-induzido;

b) Grupo CONTROLE - Diabético induzido tratado com veiculo;

c) Grupo OPAA 3 mg/Kg - Diabético induzido tratado com 6leo da polpa de A.

aculeata;

d) Grupo OPAA 30 mg/Kg - Diabético induzido tratado com 6leo da polpa de A.

aculeata.
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O grupo denominado “Naive” recebeu dieta comercial Labina®, esse grupo foi
estabelecido para se obter valores de referéncia de niveis plasmaticos de glicose para ratos
ndo diabéticos.

Apols 14 dias de adaptacdo e completo estado diabético, verificado pelo nivel de
glicose sanguinea (ap06s 6 h de jejum), os animais com nivel sanguineo de 250 mg/dL ou mais
foram considerados como grupo diabético.

A glicose plasmatica do jejum de 6 h foi determinada nos dias 21, 28, 32 e 38 ap0s
inducdo do estado diabético com estreptozotocina ou aplicacdo dos veiculos. Os tratamentos
foram realizados diariamente por gavagem, durante 24 dias. Diariamente o consumo de &dgua e
racdo de cada grupo foram monitorados. O peso corpéreo de cada animal também foi
monitorado semanalmente (SOARES et al., 2000).

No 38° dia todos os animais foram eutanasiados com overdose de anestésicos (xilasina

e ketamina), sendo o sangue coletado para determinacdo de colesterol e triglicerideos.

3.3.5.1.1. Determinacao de colesterol total sérico

As amostras de sangue foram colhidas ap6s a eutanasia dos animais em jejum e foram
utilizados os soros para analise. Para determinacdo do colesterol foi utilizado o kit Labtest
Colesterol Liquiform.

O colesterol total foi quantificado pelo método enzimatico de Trinder. Neste método,
os ésteres de colesterol sdo hidrolisados pela colesterol esterase a colesterol livre e acidos
graxos. O produto do colesterol livre oxidado possui coloracdo vermelha e tem absortividade
méaxima em 500nm no espectrofotémetro.

A intensidade da cor vermelha formada na reagdo final é diretamente proporcional a

concentragéo do colesterol na amostra.

3.3.5.1.2. Determinacao de triglicérides

As amostras de sangue foram colhidas em jejum apés a eutanasia dos animais e foram
utilizados os soros para anélise. Para determinacdo de triglicérides foi utilizado o kit Labtest
triglicérides Liquiform.

Os triglicérides foram quantificados pelo método enzimatico de Trinder. Neste
método, a lipoproteina lipase promove a hidrdlise dos triglicérides liberando glicerol, que
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oxidado forma produtos livres coloridos e tem absortividade méxima em 500 nm no
espectrofotometro.
A intensidade da cor vermelha formada é diretamente proporcional a concentragdo

dos triglicerideos na amostra.

3.3.5.1.3. Determinacéo do peso dos animais

Semanalmente os animais foram pesados pela manhd, a fim de acompanhar a

variacdo média de peso dos mesmos durante a execucao do experimento.

3.3.5.1.4. Determinacdo do consumo de agua e racao dos animais

Diariamente pela manha, foi medido o volume de &gua consumido nos bebedouros
de cada grupo de animais. A sobra da racdo foi pesada e subtraida do peso inicial do dia
anterior, a fim de acompanhar o consumo médio de agua e racdo dos mesmos durante a

execuc¢do do experimento.

3.3.5.2. Determinacdo do teste de tolerancia a glicose em ratos Wistar normoglicémicos
do 6leo da polpa de A. aculeata

Dezoito ratos da variedade Wistar foram randomicamente divididos em trés grupos de
seis animais:
a) Grupo Controle — receberam so veiculo (solucgdo salina 0,9% e tween 1%);
b) Grupo tratado com OPAA 3 mg/Kg (diluido em solucéo salina 0,9% e tween 1%);
c) Grupo tratado com Cloridrato de Metformina 300 mg/Kg (diluido em solucéo salina 0,9%
e tween 1%).

O tratamento por administracdo oral pela técnica de gavagem foi realizado diariamente
durante 5 dias.

No 5° dia, os animais foram submetidos ao jejum de 6 h antes das avaliagdes e
acondicionados em gaiolas metabdlicas, no entanto, nesse periodo receberam agua ad libitum.
Apbs o jejum de 6 h, cada animal recebeu uma dose de glicose via oral, 2 g de peso corporal /
Kg (diluidos em solucéo salina 0,9% e tween 1%). Apds 30 min dessa dose de glicose foi
administrado por via oral, aos grupos: solugéo salina ao grupo controle, OPAA 3 mg/Kg ao
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grupo tratado e 300 mg/Kg de cloridrato de metformina ao grupo controle positivo
denominado.

Apods 60 minutos da administracdo de glicose todos os animais foram imobilizados e
amostras de sangue foram coletadas por venipunc¢édo caudal e niveis séricos de glicose foram

medidos utilizando-se glicosimetro e fitas para glicemia (GROSS et al., 1994).

3.4. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + Desvio Padrdo da Média (DPM). A
comparagao entre os grupos foi realizada por ANOVA seguida do testa a posteriori de post
hoc de Tukey (GraphPad Prism 5.0 Software, San Diego, CA, U.S.A.). As diferencas foram

consideradas significativas quando p < 0,05.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Estudos fitoquimicos: Extragdo, Anélise quimica e Caracterizacdo dos 6leos

4.1.1.Extracgdo dos 6leos de A. aculeata

A extracdo por solvente tanto do 6leo da polpa de Macauba quanto do 6leo da
améndoa se deram de maneira eficiente com rendimento satisfatorio e baixo indice de acidez,
de modo que se obteve um material de qualidade e estavel para ser transesterificado e
caracterizado. O rendimento foi calculado em funcdo da diferenca de massa medida, em
gramas, da polpa de Macalba escarificada e seca antes e ap0s 0 processo de extracdo. J& o
rendimento da améndoa foi calculado em funcéo da diferenca da massa medida, em gramas,

sem endocarpo (sem secagem) antes e ap0s extracao (Tabela 5).

Tabela 5 — Rendimento, indice de acidez e rendimento de transesterificado de 6leos obtidos

de A. aculeata (macauba).

) Rendimento Indice de acidez®
Oleo Testado 0
(%) Oleo Monoéster
b
Polpa Seca 38 5,48 1,10
C
Polpa Seca 10 0,48 0,65
~ b
Améndoa Seca 58 1,46 0,61
N C
Améndoa Seca 48 0,97 0,23

a= mg KOH/g Oleo; b= 12 Coleta; c= 22 Coleta

Sabe-se que 0s Gleos presentes nestas oleoginosas podem sofrer inlmeros processos
de degradacdo durante seu processamento e armazenamento, devido a presenca de
insaturacGes em sua cadeia de acidos graxos presentes, sendo mais susceptiveis a reacdes de
decomposicgédo, pois estas insaturagOes, servem de substratos para reacdes de oxidagéo.
Segundo Oetterer (2006), dentre os sitios reativos da molécula lipidica estdo as duplas

ligaches presentes nas cadeias hidrocarbonadas dos acidos graxos. Essas ligacdes séo
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suscetiveis as reacdes de oxidacdo, sendo uma das mais frequentes entre lipideos insaturados,
que sdo provocadas, na maioria das vezes, pelo oxigénio atmosférico e, com menos
frequéncia, por perdxidos, metais e outros agentes oxidantes. De posse desses conhecimentos
prévios, algumas precaucdes foram tomadas quanto a preservacdo dos bioativos (acidos
graxos insaturados) presentes nos 6leos extraidos da polpa do fruto da macauba, e que foram
utilizados neste estudo, como a conservacdo dos Oleos a uma temperatura de -4°C e
acondicionamento em frascos de vidro. Além disto, a extracdo do material foi realizada logo
em seguida a coleta, de forma a assegurar a qualidade final do produto obtido, confirmada
pelo baixo indice de acidez do 6leo apresentado (tabela 5). Tais procedimentos sustentam a
qualidade do material utilizado nos ensaios quimicos e bioldgicos e asseguram

reprodutibilidade dos resultados obtidos neste estudo.

4.1.2. Transesterificacdo do 6leo extraido da polpa e da améndoa de A. aculeata

A transesterificacdo € uma reacdo que converte um éster em outro, com cadeia O-
alquilica diferente (RODRIGUES, 2007). Nesse caso, usamos metanol como agente de
transesterificacdo, conforme equagdo da Figura 9. Determinamos o indice de acidez do
produto, que, segundo demonstrado na tabela 5, os valores tanto da polpa como da améndoa
ficaram dento do padrdo RANP 07/08, para as amostras referentes a segunda coleta.

0
R—C—0—CH, o CHOH
|| | caraL ||
R— %—O—CH + 3CHsOH 3JR—C—O—CH, + CHOH
|| | |
R—C—0O— CH2 CHQDH
OLEO VEGETAL METANOL ESTER METILICO GLICERINA

Figura 9 — Reacdo de transesterificacdo dos dleos vegetais, onde R representa as cadeias carbdnicas

dos &cidos graxos.
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4.1.3. Anélise quimica do 6leo extraido e transesterificado: determinacéo do indice de
acidez

O indice de acidez ¢ um indicativo da quantidade de acidos graxos livres e da
qualidade final das amostras empregadas nesse estudo e corresponde a uma das caracteristicas
fisico-quimicas mais significativas para escolha do método catalitico a ser utilizado para a
etapa de transesterificacdo, uma vez que Oleos de elevados valores em acidez produzem
estruturas saponificadas em reacdes de transesterificacdo por catalise basica diminuindo os
rendimentos reacionais para analise. Tanto a acidez quanto a rancificacdo de um 6leo pode ser
provocada pela presenca de teores de agua, enzimas ou outras substancias catalisadoras
envolvidas no processo de degradacdo, entdo é de extrema importancia esta determinacédo para
avaliar a qualidade do 6leo extraido, de modo a se obter altos rendimentos na quantificacdo de
acidos graxos (RODRIGUES, 2007).

Foi determinado o indice de acidez do material extraido por solvente, tanto do éleo da
polpa quanto da améndoa de macauba. Esse dado permitiu avaliar a qualidade do material, de
modo a se obter um bom rendimento do produto transesterificado (dados estes apresentados
na Tabela 5, expressos em mg KOH/g 6leo, na coluna 6leo). Os resultados demonstram que 0
material obtido da extracdo referente a 22 coleta, apesar de apresentar um rendimento menor
em relacdo ao material da 12 coleta, apresentou um indice de acidez menor, sendo mais viavel
para 0 processo de transesterificacdo, isto pode ter ocorrido tendo em vista que a extracdo da
22 coleta se deu logo em seguida ao processo de coleta, enquanto que o outro material ficou

armazenado por 3 meses antes de ser extraido.

4.1.4. Composicdo quimica dos Oleos e Analise de FT-IR

4.1.4.1. Analise de FT-IR

A espectrofotometria de infravermelho tem sido utilizada para identificar grupos
funcionais e suas bandas correspondentes as vibragGes angulares e axiais nas amostras de 6leo
e biodiesel.

A posicdo do grupo carbonila no infravermelho é sensivel aos efeitos dos
substituintes e & estrutura da molécula. Os ésteres tém duas bandas de absor¢do intensa na
regido da carbonila (v C=0) em torno de 1750-1730 cm™ e de C-O (deformacdo axial

antisimétrico e alongamento axial assimétrico) em torno de 1300 — 1000 cm™.
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As vibragBes angulares de CH3;, CH, e CH aparecem a 2980-2950, 2950-2850 e
3050-3000 cm™, respectivamente, considerando as vibragdes axiais (pCHy) destes grupos que
aparecem & 1475-1350, 1350-1150 e 722 cm™, respectivamente.

Nas analises de FT-IR, os espectros de infravermelho tanto do 6leo de macaiba
(polpa e améndoa - 22 coleta) e do seu transesterificado foram muito semelhantes, mas
podemos destacar algumas diferencas importantes com o propoésito de identifcacdo (Figuras
10 e 11). O espectro dos monoésteres metilicos (tanto do material do 6leo da polpa como da
améndoa da macauba) apresentou duas bandas de absorcao intensas na regido da carbonila (v
C=0) em torno de 1750-1730 cm™ e de C-O em torno de 1300 — 1000 cm™. Além disso,
houve um deslocamento dos picos de absor¢do da amostra do dleo (tanto da polpa quanto da
améndoa), que foram de 1745, 1376, 1157, 1096 e 720cm™ para 1742, 1362, 1243 e 722cm™,
do material transesterificado. Nos espectros de FT-IR, os deslocamentos de picos e 0
desaparecimento dos picos de 1460, 1096 e 964 cm™ do espectro do 6leo e o aparecimento
das bandas de 1435 e 1195 cm™ no transesterificado, indicam a conversdo do 6leo em
monoésteres metilicos (TARIQ et al, 2011).

Oleo da polpa de macauiba e transesterificado
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Figura 10. Espectro de infravermelho do 6leo bruto da polpa de A. aculeata - 22 coleta

(-OBP) e do material transesterificado (-OTP).
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Oleo da améndoa de macauba e transesterificado
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Figura 11. Espectro de infravermelho do dleo bruto da améndoa de A. aculeata - 22 coleta

(-OBA) e do material transesterificado (-OTA).

4.1.4.2. Andlise de CG/EM

Nas andlises quantitativas dos ésteres metilicos optou-se pelo método de
cromatografia gasosa, onde compara-se 0s picos (nos cromatogramas) dos produtos obtidos
com os dos padrdes dos respectivos acidos graxos. Os dados de percentual de area obtido do
pico, do material extraido da polpa de A. aculeata da 12 coleta e 22 coleta estdo representados
na Tabela 6, cujas analises foram feitas em duplicata.

Os resultados demonstraram que ndo houve modificacdo significativa na composigéo
dos &cidos graxos majoritarios em ambas as coletas do material da polpa (sombreado na
tabela), podendo-se destacar a alta concentracdo dos &cidos graxos de cadeia saturada,
palmitico (C16) em torno de 30%, e do acido graxo insaturado, oléico (C18:1) em torno de
62%.

Ja com relagdo aos constituintes de menor concentragdo, pode-se destacar o acido
graxo linoléico no qual se obteve um grande aumento na concentracdo na 22 coleta (em

negrito na tabela). Além disso, na 12 coleta ndo foi observada a presenca dos &cidos graxos
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caprilico e caprico, mas sim do &cido graxo araquidico que ndo havia sido identificado na 12
coleta.

Tabela 6 — Composicdo dos acidos graxos da polpa de A. aculeata (macauba), obtida na
13coleta e na 28coleta, por CG/EM.

%Area do pico (CG) +/- erro padrio

Acido Graxo (metil éster)

Polpa (1%coleta) Polpa (2%coleta)

Caprilico (C8:0) 0,096 £ 0,062 -

Céaprico (C10:0) 0,103 + 0,069 -
Laurico (C12:0) 0,567 £ 0,377 0,184 + 0,019
Miristico (C14:0) 0,335 + 0,827 0,243 + 0,086
Palmitoléico (C16:1) 2,796 + 0,183 2,016 + 0,203
Palmitico (C16:0) 30,788 + 1,878 28,626 + 4,352
Linoléico (C18:2) 0,472 £ 0,088 2,605 + 0,341
Oléico (C18:1) 61,736 + 2,190 61,092 £ 2,731
Estearico (C18:0) 2,312 + 0,210 2,978 + 0,631
Araquidico (C20) - 1,087 £ 0,194

Os cromatogramas do Oleo da polpa, para obtencdo dos valores da tabela, estdo
representados a seguir nas Figuras 12 e 13.

C16
C18:1

Figura 12 — Cromatograma obtido por CG/EM do 6leo da polpa de A. aculeata (macalba), 12 coleta.
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Figura 13 — Cromatograma obtido por CG/EM do dleo da polpa de A. aculeata (macatba), 22 coleta.

A mesma analise foi realizada para o 6leo da améndoa de A. aculeata (macauba) e 0s

dados estdo representados na Tabela 7.

Tabela 7 — Composi¢do dos acidos graxos da améndoa de A. aculeata (macauba), obtida na

12 coleta e na 22 coleta, por CG/EM.

%Area do pico (CG) +/- erro padréo

Acido Graxo (metil éster)

Améndoa (1%coleta) Améndoa (2%coleta)

Caprilico (C8:0) 1,463 £ 0,058 1,864 £0,117
Céaprico (C10:0) 1,974 £ 0,016 2,766 £ 0,107
Laurico (C12:0) 65,646 + 0,413 33,562 = 1,985
Miristico (C14:0) 10,876 + 0,132 9,958 £ 0,323
Palmitico (C16:0) 4,498 + 0,165 8,058 + 0,181
Linoléico (C18:2) 1,833 +£0,225 2,965 £ 0,102

Oléico (C18:1) 10,862 + 0,006 33,210 £ 1,879
Esteérico (C18:0) 2,424 + 0,138 4,962 + 0,228

Os resultados demonstraram que em relacdo as duas coletas, o Oleo obtido da
améndoa, apresentou grande diferenca na concentracdo dos &cidos graxos majoritarios
(sombreado na tabela), como o &acido graxo saturado laurico (C12), que ocorre em maior
concentracdo tanto na 12 coleta como na 22 coleta. Porém, observa-se um grande decréscimo

da concentracdo desse 0leo nas amostras da 23coleta em cerca de 50% (de 65% para 33%).
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Em relagdo aos &cidos graxos saturados, palmitico (C16) e estearico (C18), houve um
aumento de 50% nas concentragdes dos mesmos, de 4% na 12 coleta vai para 8% na 22 coleta
e de 2,5% na 12 coleta para 5%, respectivamente. O mesmo pode-se observar com o acido
graxo insaturado oléico (C18:1), cuja concetracdo que € de 11% na 12 coleta vai para 33% na
22 coleta (aumento de trés vezes). Isto pode ter se dado pela diferenga entre as coletas ou pelo
fato de que o material referente a 22 coleta foi extraido por Soxhlet.

Os cromatogramas de analise da améndoa, para obtencdo dos valores da tabela,
seguem respectivamente:
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Figura 14 — Cromatograma obtido por CG/EM do 6leo da améndoa de A. aculeata (macalba),

1%coleta.
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Figura 15 — Cromatograma obtido por CG/EM do 6leo da améndoa de A. aculeata (macauba),

28coleta.
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4.1.4.3. Anélise CG/DIC

Esta analise so foi realizada com a amostra do 0leo da polpa de A. aculeata, referente
a 22 coleta, tendo em vista que, para o estudo biologico, 0 mesmo apresentou melhor resposta
para o efeito antidiabético.

Essa andlise foi necessaria para completa atruibuicdo dos dados obtidos na analise
de CG/EM, ja que a coluna utilizada nesta analise apresenta uma fase estacionaria e tamanho
maior que permite uma melhor resolucdo. Os dados de percentual de area obtido dos picos
correspondentes ao material extraido da polpa de A. aculeata estdo representados na Tabela 8,
sendo efetuada somente uma analise, j& que se confirmaram os valores e respectivas cadeias
de &cidos graxos obtidos no CG/EM, com excec¢do dos picos principais ndo sobrepostos assim
como a presenca do &cido graxo insaturado, linolénico (C18:3) que nao havia sido
identificado na analise anterior. Os &cidos graxos majoritarios estdo destacados na tabela em

sombreado.

Tabela 8 — Composicdo dos &cidos graxos da polpa de A. aculeata (macauba), obtida na
2%oleta, por CG/DIC.

%Area do pico (CG/DIC)

Acido Graxo (metil éster)
Polpa (22coleta)

Ladrico (C12:0) 0,250
Miristico (C14:0) 0,070
Palmitoléico (C16:1) 2,031
Palmitico (C16:0) 20,587
Estearico (C18:0) 2,614
Oléico (C18:1) 71,305
Linoléico (C18:2) 2,050
Linolénico (C18:3) 0,311

Araquidico (C20) 0,154
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Os resultados demonstraram nesta analise cromatogréafica a presenga de acido graxo
insaturado linolénico (C18:3) e o deslocamento do pico do &cido graxo saturado, estearico
(C18), e a ndo sobreposicédo do pico de acido graxo insaturado, oléico (C18:1), como mostra 0

cromatograma na Figura 16.
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Figura 16 — Cromatograma obtido por CG/DIC do 6leo da polpa de A. aculeata (macalba), 22 coleta.

Os dados foram confirmados pela anélise do padrdo de ésteres metilicos de acidos
graxos (SUPELCO®) que foi realizada no mesmo dia e seguindo os mesmos parametros da
amostra. Verificou-se que os resultados da analise de CG/DIC sdo semelhantes aos obtidos
pelo CG/EM, em termos de componentes identificados e suas concentracdes no 6leo da polpa

de macauba (22 coleta).

Segundo Hiane et al. (2005) o 6leo da polpa de macaiba apresenta teores de &cido
oléico superiores ao do azeite de oliva. Tais teores sdo da ordem de 62,2% a 65,9% do total de
acidos graxos. Esse relato sdo corroborados pelos resultados de caracterizacdo quimica
encontrados na presente pesquisa, onde a predominancia desse acido graxo monoinsaturado é
identificado pelos estudos de CG/EM e CG/DIC (Tabela 6 e 8).

De uma forma geral, em se tratando da composicdo em acidos graxos, Hiane et al.
(2005) verificaram diferencas nos 6leos da polpa e da améndoa de A. aculeata. Relata-se que
a quantidade de &cidos graxos saturados do 6leo da polpa é menor (25,52%) que a do 6leo da
améndoa (46,69%).
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Nos experimentos de extracdo de ambos os 6leos pode-se observar diferengas quanto a
rentabilidade (Tabela 5), a composi¢do e quantidade de acidos graxos saturados dos 6leos
referenciados neste estudo (Tabelas 6 e 7).

Segundo Reis et al. (2009), os acidos graxos insaturados encontram-se principalmente
nos 6leos vegetais, especialmente nos éleos de amendoim, soja, milho, algoddo, girassol e
linhaca. Alem disso, afirmam que a quantidade de 6leo presente no mesocarpo de A. aculeata
ultrapassa a de muitas oleaginosas, tais como pinhdo manso, soja, amendoim, e girassol. Estes
relatos corroboram o estudo de caracterizacdo realizado e confirma a grande concentracdo de

acido graxo insaturado (acido oléico) presente no OPAA (Tabelas 6 € 8).

4.2. Estudos farmacoldgicos/Ensaios bioldgicos

4.2.1. Ensaio de citotoxicidade em cultura celular

A Figura 17 demonstra, pelo ensaio de citotoxicidade in vitro com células LLC-PKj,
gue o OPAA ndo diminui a viabilidade das células epiteliais renais mesmo na concentracao de
500 pg/mL (maior concentragcdo testada) e no maior tempo de incubacdo (18 h) em
comparagdo com o controle. Logo, nenhuma citotoxicidade significativa foi observada, o que

sugere seguranca para 0s ensaios in vivo.
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Figura 17. Viabilidade das células LLC-PK; em cultura (em nimero de células mortas) medida pela
exclusdo do iodeto de propidio ap6s incubagdo de 3, 6 e 18 h com diferentes concentragdes de OPAA
5, 50, 250 e 500 pg/mL. Cada barra representa a média com n = 2 e as linhas verticais mostram o DP
(* p<0,05).

Ha uma boa correlacéo entre citotoxicdade e nimero de células mortas marcadas com
iodeto de propidio, ja que agentes toxicos podem alterar a superficie celular ou a membrana

lisossomal que tornam o processo de viabilidade irreversivel, resultando na morte celular e/ou
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na inibigdo do crescimento celular (ROESLER, 2010). O OPAA né&o diminui a viabilidade
celular comparado ao controle (sem o agente toxicoldgico), mesmo na maior concentragao de
500 pg/mL e no maior tempo de incubacédo. Portanto, os resultados ndo evidenciam nenhuma

toxicidade para o 6leo da polpa de macauba nas células LLC-PKj.

4.2.2. Testes de toxicidade em leveduras (Cepa W303 — Saccharomyces cereviseae)

Segundo Evans (1998), a membrana de leveduras geralmente ndo apresenta acidos
graxos poliinsaturados, sendo a bicamada de fosfolipideos composta de é&cido graxo
monoinsaturado (acido graxo palmitoleico). No entanto, acidos graxos poliinsaturados (tal
como o &cido linoleico) no meio sdo incorporados na membrana de levedura. A peroxidagao
lipidica pode ser iniciada com qualquer acido graxo insaturado, incluindo os monoinsaturados
oleico e palmitoleico, resultando em produtos que sdo semelhantes as que ocorrem na
presenca de acidos graxos poliinsaturados. Por essas razdes, foi necessario determinar o efeito
de um intermediario da peroxidagdo lipidica, como o LoaOOH (&cido linoleico
hidroperdxido), presente na composi¢cdo do OPAA, em S. cerevisiae, uma vez que estao
expostos a levedura em seu ambiente natural. O acido graxo linoleico radicalar apresenta
toxicidade frente a biomembrana de leveduras sendo capaz de danifica-la, mesmo em
pequenas concentragdes (0,2 mM).

A fim de se determinar a cinética de perda da viabilidade celular, a cepa de
Saccharomyces cereviseae foi tratada com diferentes concentracdes do OPAA (possivel
agente toxicoldgico) na sua presenca e auséncia (controle). No experimento de toxicidade em
Leveduras (Figura 18), pode-se observar que ndao houve nenhuma alteracéo significativa no
crescimento celular da cepa na presenca do possivel agente toxicologico OPAA em todas as
concentragdes testadas (5 pg/mL, 50 pg/mL e 500 pg/mL), em comparagdo com o controle
(cepa sem agente toxicoldgico) durante as 27 horas de incubacdo, de modo que o 0leo testado
da polpa de macaiba, mesmo em pequenas concentracdes ndo se mostrou toxico para a

levedura.
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Figura 18 - Grafico de Absorbancia (ABS) x Tempo, referente ao crescimento de S. cereviseae frente
as diferentes concentragdes de OPAA em relacdo ao controle e veiculo em diferentes tempos de
incubacéo (3, 6, 22, 24 e 27 h).

4.2.3. Teste de Toxicidade aguda (dose Unica) do 6leo da polpa de A. aculeata por via

oral in vivo

Nenhuma morte ou sinais de toxicidade foram registrados nos animais experimentais
durante as 24 h que se seguiram a administracdo oral do OPAA (na concentracdo de 3 g/Kg
em dose anica). Durante 0S 14
dias de observacdo. Também foi observado que ndo houve nenhuma alteracdo no consumo
diario de &gua e racdo do grupo tratado em relacdo ao controle, assim como no peso corporeo.

Na avaliacdo macroscépica dos 6rgdos figado e rim dos animais tratados ndo foram
observadas alteracOes relevantes relativas ao peso absoluto e relativo, cor e textura, quando
comparados ao grupo controle.

Por meio do experimento de toxicidade aguda in vivo, pode-se sugerir a seguranca
para a administracdo oral de OPAA na dose Unica de 3 g/Kg, tendo em vista que mesmo apds
24 h de sua administracdo ndo houve qualquer mortalidade entre os ratos deste grupo, como
sinais clinicos de toxicidade, ou alteragdes grosseiras perceptiveis atribuiveis a toxicidade
hepética ou qualquer dano de outros 6rgaos.

Os resultados dos testes de citotoxicidade in vitro e toxicidade aguda in vivo sugerem
que 0 OPAA ¢ seguro para ser testado em modelos de atividade, uma vez que ndo demonstrou

nenhuma toxicidade em ratos e nas células epiteliais renais nessas condicdes testadas.
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4.2.4. Modelo de inducéo de Diabetes Mellitus do Tipo 1 por estreptozotocina em ratos

Os resultados descritos na Figura 19 demonstram que o tratamento diario por via oral
de OPAA na dose de 3 mg/Kg induziu significativamente a reducdo dos niveis de glicose
plasmética em ratos, em apenas 7 dias de tratamento (21 dias apds inducdo com
estreptozotocina) quando comparados com grupo controle (diabético induzido tratado com
veiculo). A mesma figura também demonstra que o tratamento diario por via oral com OPAA
na dose de 30 mg/kg ndo foi capaz de reduzir os niveis plasmaticos de glicose, ficando
proximos a niveis plasméticos do grupo CONTROLE.

O tratamento continuo de ratos diabéticos com OPAA na dose de 3 mg/kg reduziu a
glicose plasmatica ao nivel do grupo NAIVE, dentro de uma semana e esse decréscimo se deu

continuamente durante os 24 dias de tratamento.

-+ NAIVE
-o- Diabético induzido tratado com veiculo
goo- W Diabético induzido tratado com OPAA (3 mg/Kg)
m 1 - Diabético induzido tratado com OPAA (30 mg/Kg)
© |
g 600 —
g |
T
T > 400
o £ 1
8 - i % *k Sk
S 200 -
o 4
O T T T T 1
0 14 21 28 32 38
Dias

Figura 19. Efeitos do tratamento oral com OPAA sobre o aumento dos niveis de glicose no diabetes
Mellitus do Tipo 1 induzido por estreptozotocina nos diferentes grupos de ratos, nas doses de 3 mg/kg,
e 30 mg/kg, comparados aos grupos diabético tratado com veiculo (CONTROLE) durante 24 dias e
ndo-diabético ndo-tratado (NAIVE). Os dados foram representados pela média e as linhas verticais
demonstram o = DP (* p <0,05 e ** p <0,005).

Naturalmente os 6leos, cuja cadeia de acidos graxos € monoinsaturada (&cido oleico)
geralmente apresentam atividade antioxidante, que é relevante no tratamento do diabetes, pois
as complicacgdes do diabetes estdo relacionadas em parte a danos oriundos de radicais livres e
essa oxidacgdo é catalisada por metais de transicdo (REAVEN, 1995).

A hiperglicemia pode levar ao estresse oxidativo e a modificacGes lipidicas e protéicas

(HUNT et al., 1990). Assim, dietas ricas em acidos graxos monoinsaturados pode inibir a
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glicosilagdo de proteinas e reduzir os produtos finais de glicosilagdo avangados (PGA), que
séo radicais livres (REAVEN, 1995). Esses efeitos sobre a hiperglicemia podem ser a chave
para o controle do nivel de glicose, tendo efeitos benéficos contra a diabetes. Tais
caracteristicas dos Oéleos tém atraido nosso interesse para explorar as atividades
hipoglicemiante e antidiabética da OPAA, tendo em vista que a polpa desse fruto é rica em
acido oléico.

Os ensaios de citotoxicidade in vitro e toxicidade aguda in vivo demonstraram a
seguranca de uso do 6leo da polpa da macauba , ensaios esses nunca antes realizados e dados
toxicologicos inéditos para este 6leo.

Em relacdo aos resultados obtidos no modelo de inducdo do diabetes do Tipo 1 com
estreptozotocina, o tratamento oral dos animais com o Oleo da polpa de A. aculeata,
demonstrou que esse Gleo apresenta compostos bioativos, confirmados pelos estudos de
caracterizagdo quimica, com importante influéncia no controle de diabetes. Os resultados
obtidos pelo tratamento realizado com os animais, por meio da administracdo de duas
diferentes doses do 6leo extraido por solvente da polpa de macauba, demonstraram que a dose
de 3 mg/Kg, é eficiente na reducdo dos niveis plasmaticos de glicose de ratos diabéticos. Ja a
dose de 30 mg/Kg ndo demonstrou o0 mesmo efeito. Baseado em estudo prévio de Berry e
Pérez (1997) pode-se sugerir que o mecanismo de reducdo relaciona-se aos efeitos
antioxidantes e hipoglicémicos dos acidos graxos monoinsaturados (acido oléico).

Os dados do presente estudo confirmam as atividades antidiabética e hipoglicemiante
do OPAA (Figura 19) no modelo sugerido de inducdo de diabetes, demonstrando uma

atividade s0 antes verificada para extratos de outra parte da planta, a raiz.

4.2.4.1. Determinacao de colesterol total sérico

Os exames laboratoriais para dosagem de colesterol sérico foram realizados no
38° dia, apos eutanasia dos animais e constatou-se reducdo significativa do colesterol nos
animais diabéticos induzidos e tratados com OPAA na dose de 30 mg/Kg, em relagdo ao
grupo diabético induzido e tratado com veiculo (CONTROLE) (Figura 20).
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Figura 20. Niveis plasmaticos de colesterol total em ratos Wistar no 38° dia do experimento, nos
grupos de ratos Naive, Diabético induzido tratado com veiculo (CONTROLE), Diabético tratado com
OPAA nas doses de 3 mg/Kg e 30 mg/Kg. As barras representam as médias + DP da concentragdo de
colesterol total (* p <0,05).

O mesmo nao foi observado em relagdo ao grupo de animais diabéticos induzidos e
tratados com OPAA na dose de 3 mg/Kg, o que sugere um efeito hipocolesterémico dose
dependente do 6leo. Isto pode ser explicado pelo fato do &cido graxo monoinsaturado,
presente em maior concentracédo, ter como funcdo o aumento da quantidade de receptores de
LDL, e por sua acdo antioxidante, que evita a oxidacdo da lipoproteina LDL, o que resulta na
reducdo do colesterol (HARGROVE, 2001).

Estudos realizados anteriormente em nosso grupo de pesquisa (RAMIRO, 2010)
demonstraram que o OPAA possui compostos bioativos (provavelmente oriundos dos acidos
graxos poliinsaturados como o linoléico e linolénico e o &cido graxo monoinsaturado oléico)
capazes de impedir o desenvolvimento de alteracdes nos niveis séricos de colesterol total de
ratos, mesmo quando estes foram expostos ao fator de risco (dieta rica em frutose e gordura
animal), com quadro de dislipidemia bem estabelecida.

Contudo, no diabetes do tipo 1 ndo seria esperado, pelo tempo de inducgéo e pela dieta
normal (racdo) consumida pelos animais, que houvesse um aumento dos niveis de colesterol
ou triglicérides. Tal fato foi confirmado pelos niveis normais dos individuos no grupo de ratos
diabéticos tratados com veiculo (CONTROLE).

Porém, sabe-se que na alimentacdo normal, a substituicdo de acidos graxos saturados
por &cidos graxos monoinsaturados diminui os niveis séricos de colesterol total, de LDL
colesterol e de triglicerideos tanto quanto com o uso de acidos graxos poliinsaturados

(CIPRIANO, 2006), de modo que os niveis de colesterol total no soro diminuidos pelo
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tratamento oral com 6leo da polpa de macauba na concentracdo mais alta (30 mg/Kg) eram
esperados.

No estudo conduzido por Moundras et al. (1993) o nivel de colesterol plasmatico
encontrado em ratos normais foi de 64,1 mg/dL. Na pesquisa de Viejo et al. (2003) o
parametro de normalidade de colesterol total definido para ratos foi de 67,2 mg/dL. Tais
valores se aproximam aos valores apresentados no presente trabalho para os grupos de ratos
ndo-diabéticos, ndo-tratados (Naive) e os diabéticos induzidos tratados com OPAA 3 mg/Kg.
No estudo conduzido por Nagaraju & Lokesh (2007) foi avaliada a influéncia de dietas ricas
em acidos graxos saturados e insaturados nos niveis sericos de colesterol total em ratos Wistar
machos recém-desmamados. Os diferentes grupos de animais foram alimentados durante 60
dias com dieta padréo, dieta com mistura simples de éleo de coco + 6leo de amendoim; dieta
com mistura simples de 6leo de coco + azeite de oliva; dieta com 6leo de coco + dleo de
amendoim interesterificados e por fim dieta com 6leo de coco + azeite de oliva
interesterificados. Os niveis séricos de colesterol apresentaram-se reduzidos em 6% e 13%
nos animais que receberam dietas com misturas simples de dleo de coco + 6leo amendoim e
dietas contendo misturas simples de 6leo de coco + azeite de oliva, respectivamente. Quando
comparados ao grupo controle, que recebeu dieta contendo somente dleo de coco; os animais
alimentados com 6leo de coco + 6leo de amendoim interesterificados e o grupo alimentado
com o6leo de coco + azeite de oliva interesterificados apresentaram diminuicdo de 21% e 32%
dos niveis de colesterol total respectivamente. Esse estudo demonstrou que blendas de 6leos
possuem um efeito hipocolesterolémico em ratos, sendo um efeito maior observado nas
blendas que continham azeite de oliva.

Nesse presente trabalho, os grupos que foram tratados durante 24 dias na maior dose
de OPAA (30 mg/Kg) apresentaram reducdo do colesterol sérico na mesma proporcéo que no
estudo de Nagaraju & Lokesh (£25%) e em conformidade aos resultados obtidos por Ramiro
(2010). Tal efeito pode ser atribuido & presenga do acido graxo oléico nas amostras de A.
aculeata utilizadas nesse estudo.

Tem-se desta maneira dois efeitos do OPAA observados, ou seja, na dose de 3 mg/Kg
um efeito hipoglicemiante e antidiabético e na dose de 30 mg/Kg um efeito hipocolesterémico

dose dependente.
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4.2.4.2. Determinacdo de triglicérides

Em relacdo a avaliacdo laboratorial dos triglicerideos plasmaticos ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os grupos Naive, diabético induzido tratado com veiculo
(CONTROLE) e os diabeticos induzidos tratados com 3 mg/Kg e 30 mg/Kg (figura 21).
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Figura 21. Niveis plasmaticos de triglicerideos em ratos Wistar no 38° dia do experimento, nos grupos
de ratos Naive, Diabético induzido tratado com veiculo (CONTROLE), Diabético tratado com OPAA
nas doses de 3 mg/Kg e 30 mg/Kg. As barras representam as médias + DP da concentragcdo de

colesterol total .

As concentracdes plasmaticas de triglicerideos do grupo Naive encontradas nesse
estudo, foram um pouco abaixo da média dos pardmetros de normalidade encontrados na
literatura. Sousa et al. (2002) observaram niveis de triglicerideo da ordem de 84,9 mg/dL no
grupo controle, enquanto que Curti (2003) observou valores de 70,38 mg/dL de triglicerideos
para ratos normais. Nesse estudo observamos que, tanto no grupo Naive, quanto nos grupos
diabéticos controle e grupos diabéticos tratados com OPAA 3 e 30 mg/Kg, os resultados ndo

evidenciaram nenhuma alteracdo significativa nos niveis de triglicérides (Figura 21).

4.2.4.3. Determinacéo do peso dos animais

Segundo Mahan et al. (2002), o peso corporal total é determinado pela soma dos
0ssos, musculos, 6rgdos, fluidos corporeos e os tecidos adiposos, onde a principal alteracéo
no peso corporeo € ocasionada pela variacdo do tamanho do depdsito de gordura corporal,

normalmente ocasionado pela ingestao alimentar.
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Né&o foram detectadas nenhuma diferenga significativa quanto ao peso corpéreo entre
0s grupos normoglicémicos, controle diabético com veiculo, diabéticos tratados com 3 mg/Kg
e 30 mg/Kg (tabela 9).

Tabela 9 — Peso corporal (g) de ratos NAIVE (ndo diabético, ndo induzido), diabético
induzido tratado com veiculo (CONTROLE), diabético induzido tratado com OPAA na dose
de 3 mg/Kg (OPAA 3 mg/Kg) e diabético induzido tratado com OPAA na dose de 30 mg/Kg
(OPAA 30 mg/Kg) durante os 38 dias do experimento.

DIAS
GRUPOS
1 14 21 28 32 38
NAIVE 162,4 + 5,18 226,0 + 269,4+754  2850+11 301,0 + 302,0 +
29,69 11,96 11,89
CONTROLE 176,4+7,89 2176+275 202,0+31,7 234,6 + 233,0 + 2442 +
46,62 50,95 49,54
OPAA
157,2+2,86 191,2+13,5 206,4 + 2220+ 226,8 + 251,6 21,5
3 mg/Kg 16,88 19,64 25,87
OPAA
155,2 + 195,0 + 214,0 +31,1 235,6 + 2298 + 2420 +
30 mg/Kg 15,86 13,92 23,06 36,34 33,75

Dados representados pela Média + Desvio padrdo de seis animais por tratamento, avaliados em funcéo de p<
0,05.

4.2.4.4. Determinacao do consumo de agua e racdo dos animais

Em relagdo ao consumo diario de ragdo ndo foi observada nenhuma diferenca
estatistica significativa. Porém, em relagdo ao consumo de 4gua pode-se observar que o grupo
diabético induzido e tratado com OPAA na dose de 3 mg/Kg apresentou 0 mesmo consumo
que o grupo de ratos Naive, durante o tratamento, sugerindo desta forma uma normalizagéo
dos sinais clinicos, do diabetes do Tipo 1, de polidipsia. O mesmo ndo foi observado quanto
ao consumo de agua para o grupo de ratos diabéticos induzidos e tratados com 6leo de polpa
de macauba 30 mg/Kg (Tabela 10).
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Tabela 10 — Consumo diério de liquido (mL) e de racdo de ratos NAIVE (ndo-diabético, ndo-
induzido), diabético induzido tratado com veiculo (CONTROLE), diabético induzido tratado
com OPAA na dose de 3 mg/Kg (OPAA 3 mg/Kg) e diabético induzido tratado com OPAA
na dose de 30 mg/Kg (OPAA 30 mg/Kg) durante os 38 dias do experimento.

GRUPOS
PARAMETROS OPAA OPAA
NAIVE CONTROLE 3 mg/Kg 30 mg/Kg
Consumo de Agua (mL) 56,89 +7,21 83,11 + 4,67 54,36 + 8,14 84,90 £ 5,01
Consumo de Racéo (g) 28,25 + 5,68 32,00 + 8,48 29,50 + 7,42 29,25+ 2,50

Dados representados pela Média + Desvio padrdo de seis animais por tratamento, avaliados em funcéo de p<
0,05.

4.2.5. Determinacdo do teste de tolerancia a glicose em ratos Wistar normoglicémicos do
6leo da polpa de A. aculeata

Entre os principais efeitos dos acidos graxos monoinsaturados, pertencentes a série
omega-9 (2-9), cujo precursor é o acido oléico, incluem-se diminuicdo do colesterol total e do
LDL - colesterol, antitrombotico, inibicdo da agregacdo plaquetéaria. Além disso possui acdes
antioxidantes e protetoras, melhora a resisténcia a insulina e consequentemente diminui o
nivel de glicose plasmatica do diabético (CUKIER, 2005).

O mecanismo de melhora a resisténcia a insulina foi confirmado neste estudo pelo
teste de tolerancia a glicose, onde os ratos normoglicémicos tratados com OPAA 3 mg/Kg
apos sobrecarga de glicose também apresentam uma reducéo dos niveis de glicose plasmatica
(levando a um efeito hipoglicémico) (Figura 22). O efeito hipoglicemiante detectado pode ser
comparado ao grupo tratado com cloridrato de metformina 300 mg/Kg (que atua por aumentar
a sensibilidade do figado, mdsculo, gordura, e outros tecidos na captacdo de insulina e
consequentes efeitos que reduzem os niveis de agucar no sangue), corroborando dessa forma,
0 mecanismo independente de insulina ou uma maior utilizacdo de glicose pelos tecidos
periféricos, que podem ser estudados em nivel celular para uma melhor avaliagdo do

mecanismo de acao.
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Figura 22. Efeito do OPAA no teste de tolerancia a glicose no 5° dia de experimento em diferentes
grupos de ratos normoglicémicos tratados por administracéo oral do veiculo (CONTROLE); OPAA na
dose de 3 mg/Kg e cloridrato de metformina 300 mg/Kg. Cada barra representa a média e as linhas

verticais demonstram o + DP (* p <0,05).

No modelo de inducdo de diabetes do tipo 1 em ratos, quando os animais foram
tratados com a administracdo oral de OPAA na dose de 3 mg/kg a mesma resposta
hipoglicémica foi observada de maneira significativa e continuamente por 24 dias, em
comparacao com o controle (veiculo) (Figura 19). As conclusbes das duas experiéncias aqui
descritas sdo inéditas em relacdo a eficacia do OPAA em um modelo de diabetes e na
elucidacdo de mecanismos de acdo com uma dose baixa e, consequentemente, baixa
toxicidade.

A presenca de carotendides e tocoferdis na polpa da macauba, também podem explicar
e sustentar os efeitos hipoglicemiantes e hipocolesterolémico evidenciados nos niveis
plasmaticos de glicose e colesterol total dos animais utilizados nesse estudo.

Em uma pesquisa conduzida por Coimbra et al. (2011), foi identificada a presenca de
carotendides na polpa da macauba com predominancia do p—caroteno e de tocoferdis com
predominancia do a-tocoferol. Segundo Peckenpaugh (1997), as principais fontes de
antioxidantes sdo as vitaminas C, D, E e f—betacaroteno (precursor da vitamina A). Acredita—
se que estas vitaminas auxiliem na prevencdo dos danos ocasionados pelo oxigénio radicalar
aos vasos sanguineos, reduzindo o processo de formacdo de placas nas paredes arteriais e
também auxiliando na reducdo dos danos ocasionados no diabetes seja por inibir 0 processo
de glicacdo de proteinas ou por inibir as catélises induzidas por metais de transicdo, devido a

acao antioxidante.
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O teste de tolerancia a glicose sugere que os ratos normoglicémicos tratados com
OPAA na dose de 3 mg/Kg, quando comparado ao nivel de glicose plasmatica do jejum do
grupo diabético induzido com estreptozotocina, demonstraram 0 mesmo efeito significativo
na reducdo da glicose plasmatica do jejum, de modo a se constatar, por esse experimento, a
habilidade do OPAA de tolerar uma carga externa de glicose e insulina (BEST and TAYLOR,
1959).

Segundo Bergouignan (2009), o mecanismo protetor do &acido graxo oléico esta
relacionado bioquimicamente no diabetes a reducédo da incorporacdo do excesso de palmitato
a diacilglicerol e ceramidas, sendo entdo o diacilglicerol totalmente convertido a
triacilglicerol e o palmitato, direcionado a f3-oxidacdo total. Com suplementacdo de oleato
tem-se, portanto uma diminuicdo de diacilglicerol, ceramidas e acilcarnitinas radicalares
(oriundas da B-oxidacdo incompleta do palmitato), uma reducdo da resisténcia a insulina e um
consequente aumento de sua sensibilidade, além de reduzir a citotoxicidade celular (do
processo de apoptose). Esses estudos embasam o mecanismo de resposta obtido nesse
trabalho, demonstrado pelos efeitos antidiabético e hipoglicemiante nos diferentes modelos
apresentados, na dose de 3 mg/Kg do OPAA, além do efeito hipocolesterémico dose

dependente de 30 mg/Kg desse mesmo 6leo.
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5 - CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que o 6leo da polpa de A. aculeata:

o Apresenta seguranca, demonstrado pelos ensaios de toxicidade aguda (in vivo) e
também n&o apresenta citotoxicidade em células epiteliais renais LLC-PKj (in vitro).

o Possui compostos bioativos (como acido graxo oleico, B-carotendides e a-tocoferdis)
capazes de produzir um efeito hipoglicemiante e antidiabético e duradouro durante o
tratamento do diabetes induzido por estreptozotocina, na administragdo oral de 3 mg/kg, além
de reduzir os sinais clinicos de polidipsia.

o Possui atividade hipoglicemiante e antidiabética comprovada de maneira inédita neste
estudo e que pode estar relacionada a presenca de alta concentracdo de acidos graxos
monoinsaturados (acido oleico) evidenciada nos estudos de caracterizacgéo.

o Os testes de tolerancia a glicose sugerem que a atividade hipoglicemiante pode estar
relacionada a um mecanismo independente de insulina, podendo agir em nivel de tecidos
periféricos (por um aumento da sensibilidade na captagdo de glicose).

o Na dose de 30 mg/kg observa-se um efeito hipocolesterémico no controle dos niveis
séricos de colesterol total. Porém, o mesmo efeito ndo foi observado no controle dos niveis
séricos de triglicérides de ratos, j& que estes niveis também ndo se apresentaram alterados.

o E um alimento funcional util, sendo recomendada a sua ingestdo. Além disso, poderia

ser utilizado em formulacdes farmacéuticas como xaropes e suspensoes.

5.1  Consideracdes finais

O Cerrado brasileiro tem sofrido um acelerado processo de ocupagdo agricola e uma
exploracdo extrativista predatéria. Diante desse cendrio, a Unica forma racional de garantir sua
preservacdo é demonstrar o potencial de uso e a importancia socioeconémica das espécies
nativas. Além disso comprovou-se pelo trabalho de pesquisa desenvolvido, alternativas para o
melhor aproveitamento do fruto da Macalba, nativo da regido, seja nos setores industriais
alimenticios e farmacéuticos. Avaliamos dessa forma a viabilidade de sua utilizagdo como
produto farmacéutico por via oral, segura, no controle do diabetes do Tipo 1 com efeito
hipoglicemiante e antidiabético, aléem de agir no controle de niveis séricos de colesterol total
dose dependente, assim como tambem foi comprovado por estudos de Ramiro (2010) o seu

efeito no controle do diabetes do Tipo 2 e no quadro de dislipidemia.
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ABSTRACT - Plants from Acronomia genus are recognized in Brazilian food and traditional
medicine to treat the cardiovascular and inflammatory diseases. No scientific data have been
published supporting Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. (Palmaceae), popularly known as
“bocaiuva”, antidiabetic effect. In the present study, the fruit’s pulp A. aculeata palm oil
(PAAPO) were evaluated for antidiabetic models in rat such as streptozotocin-induced
diabetes and fructose-induced diabetes in rats and toxicological analysis were investigated by
in vivo and in vitro. The oral administration of PAAPO (3, 30 and 300 mg/kg), significantly
decreased the high glucose levels induced by fructose-diet in rats. Additionally, the oral
persistent treatment with PAAPO (3 mg/kg) for 24 days reduced the high plasmatic glucose
induced by streptozotocin in rats. In normoglycemic animals, the oral administration of
PAAPO (3 mg/kg), significantly decreased the glucose levels. No signs of toxicity were
verified in acute toxicity in rats with dose of 3 g/kg or in LLC- PK; cells citotoxicity assay in
the range of 5 pg/mL, 50 pg/mL, 250 pg/mL and 500 pg/mL of PAAPO. The results suggest
that PAAPO possess anti-diabetic and hypoglycemic effects without toxicity. Considering that
drugs currently available for the treatment of diabetes showed undesirable side effects, the
present results may have clinical relevance and open new possibilities for the development of
new hypoglycemiant drugs.

1. Introduction

Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd (Palmaceae), popularly known as “bocaiuva,
chiclete-de-baiano, baboso coconut, catarro coconut, espinho coconut, macacauba, macaiba,
macaibeira, macajuba, macatiba, macauva, mucaia, mucaja and mucajaba” (Teixeira, 1996), is
widely distributed in Mato Grosso do Sul State, Brazil (Lorenzi, 2006). Plants from
Acronomia genus are recognized in Brazilian food and traditional medicine to treat the
cardiovascular and inflammatory diseases. The pulp and the kernel of this fruit are consumed
in natura by the local population or in prepared cuisine, such as ice cream, cakes, peanut
candy, coconut sweets, and can enrich the diet as an additional source of essential nutrients
(Almeida, 1998). Different species of this genus also are found in this state, in southeastern
Brazil and Central America (Hiane et al., 2005; Ramos et al., 2008).

About the nutritional potential, A. aculeata pulp are chemical constituted by minerals,
such as, cooper, zinc and potassium and also rich in B-carotene, a precursor of Vitamin A
(Ramos et al., 2008). In other studies show that the oil of fresh pulp, pulp flour and kernels
were rich in fatty acids, with predominance of oleic acid (monounsaturated fatty acids) in
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levels similar to those found in the fruit of other palm trees (Hiane et al., 2005). These
monounsaturated fatty acids have antioxidant properties against cellular damage that inhibit
induced catalysis by transition metals (Berry, 1997) and furthermore inhibit proteins’s
glycosylation (mainly lysine-proteases) (Reaven, 1997), which represent the major
complications of diabetes. Its antioxidant properties also improve insulin resistance, and
consequent reduction of glucose (Bergouignan, 2009). Also found n-3 family of fatty acids,
the linoleic acid, with values higher when compared to the values other oilseeds (corn, olive,
sunflower) (Hiane et al., 2005). Previous reports showed that fruits of A. aculeata may be a
very good source of provitamin A carotenoids in that rats with vitamin A deficiency (Ramos
et al., 2007).

The roots of A. aculeata have been used for a long time by indigenous people in states
of Yucatan and Tamaulipas in Mexico for treatment of diabetes (Sosnowska and Balslev,
2008). In this context, hypoglycemic compounds were isolated and tested pharmacologically
in vivo to confirm this activity, and showed a significant blood sugar lowering effect, in a
dose-dependent manner, on normal and alloxan-diabetic mice (Perez et al., 1997).

The present work aimed to evaluate the anti-diabetic action of fruit’s pulp A. aculeata
palm oil (PAAPO) in experimental models of diabetes Type 1 (streptozotocin-induced) and
Type 2 (fructose-induced) as well the toxicological analysis.

2. Materials and methods
2.1. Materials
2.1.1. Chemicals

Hexane P.A. (Dinamic); Rotaevaporator (Marconi MA-120); Streptozotocin (Sigma-Aldrich);
50 mM sodium citrate (enzyme grade; Fisher) buffer, pH 4.5: prepared just before use; 10%
(w/v) sucrose (Sigma): prepared just before use; Rodent cages; 3 ml syringes; One Touch
Basic blood glucose monitoring system (Lifescan); Metformin hydrochloride (Medley);
EDTA - Ethylenediamine tetraacetic acid 5% (Laborclin); Ketamin (Cristalia); Xilazin
(Assedavan); Fructose (Kosher); Animal fat - Pork (Sadia); Standard rodent chow diet
(Purina); Triglycerides and total cholesterol colorimetric assay kits (Labtest); LLC-PK; cells
(renal epithelial cells derived from proximal tubules) obtained from the American Type
Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA), Dubelcco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) (Gibco, Grand Island — NY, USA); Phosphate Buffered Saline (PBS); Propidium
iodide (Calbiochem, San Diego, CA); Filtro HEPA (JetBiofil®);

2.1.2. Plant material

Fruits of A. aculeata (Jacg.) Lodd. were collected from the Dourados-Panambizinho,
region of Alto Café (Dourados, MS), voucher specimen (excicata) deposited (no. 2169) in the
herbarium of the Federal University of Grande Dourados in March 2010 and February of
2011.

2.1.3. Animals
The experiments were conducted using male Wistar rats (150—300 g), housed under

12 h light-dark cycle, controlled humidity (60—80%), and temperature (22° + 1°C)
conditions. Food and water were freely available to the rats. The animals were acclimatized to
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the experimentation room for at least 2 h before testing and were used only once throughout
the experiments. The studies reported in this manuscript were carried out in accordance with
the current guidelines for the care of laboratory animals and following the guidelines set by
the U.S. National Institute of Health and was approved by the ethics committee for research
on laboratory-animal use of the institution (Nbr 010/2011). The number of animals was the
minimum necessary to show consistent effects of the drug treatments.

The effect of PAAPO was studied on the blood glucose level of normal rats; separate
experiments were performed to study this effect on the blood glucose level of streptozotocin-
induced diabetic rats and fructose-induced diabetic rats.

2.2. Methods
2.2.1. Extraction

Fresh mesocarps of A. aculeata, previously washed and cut into small pieces, were
placed in different trays and dried in an oven with ventilation, a temperature of 50 ° C for 2 h.
After this procedure, the material (500 g) was extracted by solvent Hexane (1 I) for 7 days, in
the dark. After this period, the mixture hexane solution obtained was filtered and concentrated
at 50° C in rotaevaporator. It was extracted from mesocarps according to Oetterer, 2006.

2.2.2. Cell culture and treatment

LLC-PK; cells (renal epithelial) were maintained in DMEM medium without
supplemented fetal bovine serum at 37 °C in a humidified 95% air/5% CO incubator for 48 h.
For assays, the cells were plated at a density of 2 x 10* cells/well in 24-well plates and
exposed to various concentrations of the PAAPO that was dissolved in the culture medium
and sterilized by filtration. The cells were incubated for with O pg/mL, 5 pg/mL, 50 pg/mL,
250 pg/mL e 500 pg/mL of the test material for 3, 6 and 18 h. Controls were not treated with
PAAPQ, received the vehicle only (Mekonnen et al., 2005).

2.2.2.1. Determination of cell viability

Cell viability was measured by quantitative colorimetric assay with propidium iodide.
Briefly, after treatment, one hour before the end of incubation period 1 pL of propidium
iodide solution (final concentration, | mg/mL) was added and cells were incubated at 37 °C
for 1 h. The dead cells, stained by propidium iodide, were counted by using fluorescence
microscopy (Moore et al., 1998).

2.2.3. Acute Oral Toxicity assay in vivo

Initially, 12 rats were randomly divided into two groups of six animals that were
control group that was given orally only vehicle and PAAPO 3 g/kg group. Toxic symptoms
and number of rats which died in each group after 48 h observation were recorded. This assay
was performed in according to the method described in OECD Guidelines for the Testing of
Chemicals (OECD 423, 2001).
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2.2.4. Fructose-induced diabetes in rats and glucose measurements

After one week of acclimatization the animals were divided into two batches. One
batch was provided with a control diet containing starch as the source of carbohydrate and the
other was fed with a fructose-enriched diet for six months. The composition of the diets is the
enriched of a commercial diet with fructose (60 %) and animal fat (7 %) (Dai e McNeill,
1995). During this period, biochemical tests were performed periodically verified by testing
the blood glucose level from a tail vein sample using a One Touch Basic blood glucose
monitoring system (after fast all rats for 6 h), to check changes.

At the beginning of the seventh month, after the animals have presented a framework
installed dyslipidemia, rats in each set were subdivided randomly into five groups. The
following experimental groups, consisting of six rats each, were maintained as follows: Group
1. Naive - received the control diet without fructose, Group 2. Control - Fructose-fed animals
received the fructose-enriched, Group 3. Fructose-fed animals received the fructose diet and
PAAPO (3 mg/kg), Group 4. Fructose-fed animals received the fructose diet and PAAPO (30
mg/kg), and Group 5. Fructose-fed animals received the fructose diet and PAAPO (300
mg/kg)

After five consecutive days of treatment, different groups of rats were fasted at least 6
h prior to the test, but with given water ad libitum. All rats also received an intraperitoneal
anesthesia with ketamine and xilasin and blood samples were collected from the rat tail vein
serum glucose levels were measured by the glucose oxidase method (Trinder, 1969) using
commercial kit (Labtest).

2.2.5. Streptozotocin-induced Type 1 Diabetes Mellitus in Rats

Diabetes was induced by a single intraperitoneal injection of 65 mg/kg streptozotocin
(STZ), diluted in 0.1M sodium-citrate buffer (pH 4.5). Control rats received an equivalent
amount of the buffer. STZ-treated rats received 10% of glucose instead of water for 24 h after
diabetes induction in order to reduce death due to hypoglycemic shock in the STZ group. The
samples of blood were taken 24 h after STZ or vehicle injection from the tail vein. Glucose
levels were measured by the glucose oxidase method (Trinder, 1969) using commercial kit
(Labtest). Only animals with fasting glycemia over 250 mg/dl were considered diabetic.

After 14 days of adaptation and complete diabetic state, verified by testing the blood
glucose level from a tail vein sample by the glucose oxidase method (Trinder, 1969) using
commercial kit (Labtest) to check hyperglycemia (after fast all rats for 6 h), the animals with a
blood sugar of 250 mg/dL or more were included in the diabetic groups. Groups of rats in
each set were subdivided randomly into three groups. The following experimental groups,
consisting of six rats each, were maintained as follows: Group 1. Naive - (hon-diabetic, not
induced), Group 2. Control - Induced diabetic control treated with vehicle, Group 3. Induced
diabetic treated with PAAPO (3 mg/kg).

Fasting plasma glucose was determined at days 21, 28, 32 and 38 after induction of
state diabetic with streptozotocin, and the continuous oral treatment of the groups induced
diabetic, with PAAPO and vehicle. The experiment was conducted in accordance to WU et
Huan, 2008. Daily per cage food and water consumption were recorded at 8:00 h. Animal
body weights of each group were measured weekly (Soares et al., 2000).

2.2.6. Oral glucose tolerance test in normoglycemic rats

This experiment aims to evaluate the hypoglycemic potential of the PAAPO in normal
rats as described by Al-Awadi et al (1985). Initially, 18 rats were randomly divided into three
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groups of six animals that were control group that received only vehicle, PAAPO 3 mg/kg
group and metformin 300 mg/kg. Respective treatment were made daily for five days.

On the 5™ day, different groups of rats were fasted for 6 h prior to the test, but with
given water ad libitum. Each rat was given an oral glucose load, 2 g/kg body weight
according to Al-Awadi et al (1985) and after 30 min were administrated in the different
groups: vehicle, PAAPO and metformin. 60 minutes after the glucose load all rats were
immobilized and blood samples were collected from the rat tail vein and. Serum glucose
levels were measured by the glucose oxidase method (Trinder, 1969) using commercial Kit
(Labtest).

2.2.7. Statistical analysis

Results are presented as mean + SD values. The data were subjected to one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey test to determine whether means were
significantly different from the control. Difference was considered statistically significant if P
< 0.05.

3. Results
3.1. Cell culture and treatment

There was no significant decrease in the number of viable renal epithelial cells line
after incubating the cells with the highest concentration (500 pg/mL) of PAAPO and 18 h

compared with control (figure 1). This result indicates that PAAPO have no citotoxicity in
renal epithelial cells, being safe to be tested in vivo.
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Figure 1. Viability of cultured cells LLC-PK; (in number of cell death) as measured by propidium
iodide exclusion after incubation for 3, 6 and 18 h with different concentrations of PAAPO 5, 50, 250
and 500 pg/mL. Each bar represents the mean with n = 2 and the vertical lines show the S.E.M.
Asterisks denote the significance levels in comparison with the control group (one-way ANOVA
followed by Tukey test). (*P < 0.05).
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3.2. Acute Oral Toxicity assay in vivo

No toxic symptoms and mortalities were reported following oral administration of the
PAAPOQ to rats in dose up to 3 g/kg until 48 h post-administration. This result indicates that
PAAPO have high safety in rats.

3.3. Diet rich in Fructose-induced Type 2 Diabetes

As shown in figure 2, oral administration of PAAPO 3, 30 and 300 mg/kg to
hyperglycemic rats for 5 days caused significant decreases the level of plasma glucose,
compared to the hyperglycemic control group.
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Figure 2. Effects of oral treatment with PAAPO on the increase of glucose levels in high fructose-diet
Type 2 diabetes in rats. Different groups of hyperglycemic rats were treated with oral administration
PAAPO 3, 30 and 300 mg/kg and vehicle (CONTROL) every day (once a day) for 5 days. In the day
of experiment, the animals were treated with PAAPO or vehicle and after 60 minutes, samples of
blood were collected and the glucose content was analyzed. The group rats NAIVE represents the
control diet without fructose. Each bar represents the mean of six animals and the vertical lines show
the S.D. Asterisks denote the significance levels in comparison with the control group (one-way
ANOVA followed by Tukey test). (*P < 0.05).

As demonstrated in this experiment the same level of hypoglycemic activity of
PAAPO at all doses tested, and with the lower dose of 3 mg/Kg the effect was even more
effective, it was decided in the streptozotocin-induced Type 1 Diabetes Mellitus assay only to
test the lowest dose of the oil in order to reduce toxicity.

3.4. Streptozotocin-induced Type 1 Diabetes Mellitus in Rats

The blood glucose levels of the animals were monitored and the results are shown in
Fig. 3. The administration of PAAPO at a dose of 3 mg/Kg/day/animal resulted in rapid
decrease of blood glucose levels within 7 days of treatment (21 days after STZ injection)
compared with untreated diabetic control rats (vehicle). The continual treatment of diabetic
rats with PAAPO reduced the blood glucose to the NAIVE level within one week and
continually decreased for the next 24 days.
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Figure 3. Effects of oral treatment with PAAPO on the increase of glucose levels in streptozotocin-
induced Type 1 Diabetes Mellitus in rats. Different groups of hyperglycemic rats were treated with
oral administration PAAPO 3 mg/kg and vehicle (CONTROL) every day (once a day) for 24 days. In
the day of experiment, the animals were treated with PAAPO or vehicle and after 60 minutes, samples
of blood were collected and the glucose content was analyzed. The group rats NAIVE represents the
non-diabetic, not induced. Data were represented as mean of six animals and the vertical lines show
the S.D. Asterisks denote the significance levels in comparison with the control group (one-way
ANOVA followed by Tukey test). (*P < 0.05 and **P < 0.005).

Food and water intake were recorded, the induced diabetic group treated with PAAPO
3 mg/Kkg rats took an average of 29.5 £ 7.42 g of food and 54.36 + 8.14 mL water per day per
rat. The group normoglycemic rats (naive) consumed an average of 28.25 + 5.68 g of food
and 56.89 £ 7.21 mL of water. There was no significant difference about the average food and
water consumption between the PAAPO treated rats and the group normoglycemic rats
(naive) during the treatment. However, the untreated diabetic control (vehicle) rats showed a
little higher level of the average food (32 * 8.48 g) consumption and a significant higher level
of the average water (83.11 + 4.67 mL) consumption than the rats of the test groups.

Animal body weights of each group were monitored weekly throughout the study and
the results showed the rats gained an average rate of about 20 g/week, which is no significant
differences between groups normoglycemic (Naive), untreated diabetic control (vehicle) and
diabetics treated with PAAPO 3 mg/kg.

3.5. Oral glucose tolerance test in normoglycemic rats

The oral glucose tolerance test in normoglycemic rats was significantly altered with
PAAPO 3 mg/Kg dose, an effect comparable to that of metformin (fig. 4). The metformin acts
by increasing the sensitivity of liver, muscle, fat, and other tissues to the uptake and effects of
insulin, these actions lower the level of sugar in the blood. The PAAPO at 3 mg/Kg dose
showed the largest effect on the fasting blood glucose level in STZ-induced Type 1 diabetes
and on the ability to tolerate an external glucose load and insulin demonstrated by this test
(Best and Taylor, 1959).



66

15014

1004

a
o
1

Blood Glucose
(mg/dL)

Figure 4. Effect of PAAPO on glucose tolerance in normal rats. Different groups of normoglicemic
rats were treated with oral administration of vehicle, PAAPO 3 mg/kg and metformin every day (once
a day) for 5 days. In the day of experiment, blood samples were collected from the tail vein after 60
minutes the glucose load and 30 minutes after the administration of vehicle, PAAPO or metformin.
Each bar represents the mean of six animals and the vertical lines show the S.D. Asterisks denote the
significance levels in comparison with the control group (one-way ANOVA followed by Tukey test).
(*P < 0.05).

4. Discussion

Naturally monounsaturated fatty acids (oleic acid) usually exhibit antioxidant
activities and the idea that they possess antioxidant against metal-induced catalysis is relevant
of diabetes because many complications of diabetes are related in part to free radical damage
and the oxidation is catalysed through transition metals. Hyperglycemia can lead to oxidative
stress and protein and lipid modifications as investigated by Hunt et al., 1990. Thus,
monounsaturated fatty acids-enriched diets might inhibit protein glycosylation and decrease
advanced glycosilation end products (AGE), that are free radicals (Reaven, 1995). These
effects on hyperglycemia may be the key for the glucose level control and has beneficial
effects against diabetes. These findings have attracted our interest to explore this
hypoglycemic and antidiabetic activity of PAAPQO, that is rich in oleic acid, besides evaluate
its in vitro cytotoxicity and in vivo toxicity, to check safety.

In citotoxicity experiment, as showed at figure 1, PAAPO did not decrease renal
epithelial cell viability up to 500 pg/mL and 18 h of incubation compared with control,
demonstrated by the number of death cells stained with propidium iodide. Thus, no significant
general citotoxicity was observed. Due to the low solubility of these fruit oil, it was not
possible to increase the concentration in order to obtain an 1Csp value. In toxicity experiment
in vivo showed that orally administrated of PAAPO 3 g/Kg until 48 post-administration did
not produce any death, clinical signs, or gross alterations attributable to hepatic toxicity or
other organ damage if compared to a control group that received saline solution. In addition,
the in vitro and in vivo methods was able to demonstrate that the PAAPO could be safe to be
tested in the diabetes activity models since it showed no toxicity in rats and renal epithelial
cells.

The mechanism of decrease the blood glucose levels seem in diabetic rats given orally
PAAPO 3 mg/Kg in both models of diabetes, reported in this study, may include the
previously reported antioxidant and hypoglycemic effects of monounsaturated fatty acids
(oleic acid) (Berry, 1997 and Pérez et al., 1997). In the present studies the PAAPO has been
studied as an antidiabetic model. The results, described in Figure 2, demonstrate the



67

hypoglycemic activity of the oil at all concentrations tested in the model of Type 2 diabetes,
may be useful in controlling the blood glucose level in mild diabetes. Thus, confirming the
mechanism independent of insulin or due an increased utilization of glucose by peripheral
tissues. In the diabetes-induced Type 1 rats model, when rats were treated with oral
administration of PAAPO at a dose of 3 mg/Kg also exhibited a hypoglycemic response
(figure 3). It is remarkable that significant blood glucose decrease continually for 24 days
with a relatively low dose of PAAPO (3 mg/Kg), as compared to the untreated control
(vehicle). The findings of the two experiments described here are over with regard to the
efficacy in a model of diabetes of PAAPOM extract and in elucidating mechanisms of action
with a low dose and consequently low toxicity.

In relation to water and food consumption were not detected any difference between
groups in daily food intake, but in relation to water consumption can be observed that the
induced diabetic group treated with PAAPO (3 mg/Kg) showed the same consumer that the
groups normoglycemic (Naive), also suggesting a normalization of clinical signs of Type 1
diabetes polydipsia.

As show at the oral glucose tolerance test in normoglycemic rats, figure 4, the results
demonstrate that PAAPO (3 mg/Kg) reduce the blood sugar levels of the nondiabetic animals
(leading to hypoglycemia) and similarly gave indication of leading to hypoglycemia in the
diabetic model at the dosage tested (Clouatre et al., 2011). The hypoglycemic effect detected
may be similar to Metformin and possibly due to a mechanism independent of insulin or an
increased utilization of glucose by peripheral tissues, that may be studied at the cellular level
for better evaluation of the mechanism of action.

In conclusion, the pulp Acrocomia aculeate palm oil have high safety in rats (in vivo)
and LLC-PK; renal epithelial cells (in vitro). The present work has demonstrated that oral
administration of PAAPO produced a stable and long-lasting (24 days) control of glycemic
status in STZ-induced diabetic rats with the dose of 3 mg/kg and reduce clinical signs of
polydipsia. It was also effective in reducing the hyperglycemia in the model of Type 2
diabetes (induced by fructose-enriched diet) at the same dose. This hypoglycemic and
antidiabetic activity may be related to the presence of high concentration of monounsaturated
fatty acid (oleic acid) by a mechanism independent of insulin and may be acting at peripheral
tissues, confirmed by glucose tolerance test. Therefore, this study recommends that intake of
pulp Acrocomia aculeate palm oil as a functional food may be useful for diabetic patients.
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