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RESUMO

Os oleos de origem animal vém sendo material de estudo quanto a utilidade destes na
area farmacologica e nutricional, analisando as possiveis acdes, efeitos e beneficios quanto a seu
uso. Estes 6leos sdo compostos por acidos graxos e glicerol, sendo alguns destes chamados de
essenciais, aqueles ndo produzidos pelo organismo, mas que devem ser ingeridos para que este
mantenha seu bom funcionamento. Alguns destes, os chamados dmega 3 e dmega 6, possuem
diversas a¢des no corpo, e sdo objeto de estudos de nutricionistas e profissionais da satde devido
as importantes funcdes por eles exercidas. Estes acidos graxos podem ser encontrados por
exemplo, em peixes, aves, e até répteis. Destes reptéis, os jacarés sdo abundantes na Regido
Amazonica, que se alimentam de outros peixes e moluscos e despertam interesse comercial
devido a sua carne, couro e também, sua gordura. Estudos realizados com 6leos de espécies
animais indicam que estes podem ter acdo antibacteriana, antifungica, antioxidante e anti-
inflamatoria, dando a eles relevancia na area da saude e também na area nutricional. Diante disso,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de 6leo de jacaré-acu (Melanosuchus niger)
quanto as acBes mencionadas anteriormente, além de caracterizar o 6leo no que diz respeito ao
indice de acidez e de perdxidos durante 90 dias, em 3 ambientes diferentes (geladeira a 8°C,
ambiente a 25°C, e estufa a 45°C), bem como analisar via RMN e HPLC-APCI-MS a sua
composicao lipidica. Os testes de atividade antifungica e antibacteriana foram feitos utilizando
método de disco difusdo em meio de cultura, utilizando respectivamente, cepa de Candida
albicans e Staphyloccocus aureus. O teste de acdo antioxidante foi realizado primeiro com teste
de citotoxicidade pelo método Alamar Blue e acdo de inibicdo de producdo de ROS em
fibroblastos MRC-5. O teste de acdo anti-inflamatdria foi realizado com teste de citotoxicidade
pelo método MTT e acgdo de inibicdo de producdo de NO em macréfagos. Os indices de acidez
observados foram de valores de 6,4 mg KOH/g, considerados altos em comparacdo com
resultados obtidos em outras pesquisas, e o0 de peroxidos também se apresentaram altos, 24,42
mEQ/Kg no primeiro dia de teste, indicativo de degradacdo do 6leo durante o transporte. O perfil
lipidico observado nos testes indicou que o éleo era composto principalmente por &cido linoleico,
linolénico, oleico, palmitico e estearico, em diferentes combinacBes formando 16 tipos de
triacilglicerdis e seus isémeros. O 6leo ndo apresentou acdo antioxidante, antifingica, nem
antibacteriana, porém a cepa para teste antibacteriano apresentou resisténcia frente a alguns
antibidticos entdo suspeita-se que esta resisténcia possa ter influenciado no resultado obtido.
Apesar do 6leo ndo ter apresentado acdo anti-inflamatdria no teste realizado, outros autores
apontam que o 6leo de Melanosuchus niger possui de fato acdo anti-inflamatéria, porém por
outra via de inflamacdo. Desta forma, os resultados obtidos neste teste, ao serem comparados
com outros resultados de outras pesquisas, podem indicar que o 6leo de jacaré-acu interfira com
a acdo da COX-2, dai seu potencial anti-inflamatorio. Novos testes devem ser realizados, no que
diz respeito ao potencial anti-inflamat6rio, em modelos in vivo para melhor elucidacdo do
mecanismo de acao deste material, o que pode abrir portas para criagdo de novos produtos.

Palavras-chave: jacaré-acu, lipideos, anti-inflamatério, RMN, HPLC-APCI-MS.



ABSTRACT

The oils of animal origin have been a study material regarding their usefulness in the
pharmacological and nutritional area, analyzing the possible actions, effects and benefits
regarding their use. These oils are composed of fatty acids and glycerol, some of which are called
essential, those not produced by the body, but which must be ingested to maintain its proper
functioning. Some of these, the so-called omega 3 and omega 6, have various actions in the body,
and are the subject of studies by nutritionists and health professionals because of their important
functions. These fatty acids can be found for example in fish, birds, and even reptiles. Of these
reptiles, alligators are abundant in the Amazon Region, which feed on other fish and shellfish
and arouse commercial interest due to their meat, leather and also their fat. Studies conducted
with oils of animal species indicate that they may have antibacterial, antifungal, antioxidant and
anti-inflammatory action, giving them relevance in health and also in the nutritional area.
Therefore, the objective of this work was to evaluate the potential of alligator oil (Melanosuchus
niger) in relation to the actions mentioned above, and to characterize the oil with regard to acidity
and peroxide index during 90 days in 3 different environments (refrigerator at 8°C, room
temperature at 25°C, and oven at 45°C), as well as to analyze through lipid NMR and HPLC-
APCI-MS. Antifungal and antibacterial activity tests were performed using disc diffusion method
in culture medium using Candida albicans strain and Staphyloccocus aureus, respectively. The
antioxidant action test was performed first with Alamar Blue cytotoxicity test and ROS inhibition
action on MRC-5 fibroblasts. The anti-inflammatory action test was performed with MTT
cytotoxicity test and inhibition of NO production in macrophages. The acidity rates observed
were 6.4 mg KOH / g, considered high compared to results obtained in other studies, and the
peroxides were also high, 24.42 mEq / kg on the first day of the test, indicative. oil degradation
during transport. The lipid profile observed in the tests indicated that the oil was composed
mainly of linoleic, linolenic, oleic, palmitic and stearic acid, in different combinations forming
16 types of triacylglycerols and their isomers. The oil showed no antioxidant, antifungal or
antibacterial action, but the strain for antibacterial test showed resistance to some antibiotics so
it is suspected that this resistance may have influenced the result. Although the oil did not show
anti-inflammatory action in the test performed, other authors point out that Melanosuchus niger
oil does have anti-inflammatory action, but by other means of inflammation. Thus, the results
obtained in this test, when compared with other research results, may indicate that alligator oil
interferes with the action of COX-2, hence its anti-inflammatory potential. New tests should be
performed, regarding the anti-inflammatory potential, in in vivo models to better elucidate the
mechanism of action of this material, which may open doors for the creation of new products.

Keywords: black caiman, lipids, antiinflammatory, NMR, HPLC-APCI-MS.
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1. INTRODUCAO

Os 6leos de origem animal tém sido utilizados como fonte de nutrientes para beneficios
clinicos e isso pode incluir 6leos de origem Amazonica. Nesse contexto o aproveitamento de
matérias-primas como fontes lipidicas na elaboracdo de nutracéuticos e de produtos
farmacéuticos pode ser uma alternativa econdmica para agregar valor as matérias-primas
regionais.

Oleos e gorduras sdo substancias hidrofobicas compostas por &cidos graxos. Estes
acidos graxos sdo um grupo de 4&cidos carboxilicos com uma longa cadeia carbdnica,
apresentando ou ndo insaturagdes, sem ramificacdes, diferenciados pela presenca de insaturagdes
e pelo tamanho da cadeia que os compdem (MARTIN et.al., 2006). Na alimentacdo, os 6leos e
as gorduras agem como fornecedores de energia, veiculos para vitaminas lipossollveis, e sdo
fontes de acios graxos essenciais, como émega 3 e 6mega 6 (CASTRO et.al., 2004). Estes acidos
graxos essenciais sdo substancias que podem ser utilizadas em suplementos, fazendo parte dos
chamados nutracéuticos, termo utilizado para indicar alimentos ou parte deles, que apresentam
beneficios a salde e seguranca, além das func¢des nutricionais, excedendo niveis que podem ser
encontrados em alimentos normais (PALTHUR et.al., 2010).

Os é&cidos graxos émega 3 e 6mega 6 sdo muito discutidos pela sua utilizacdo pelo
organismo. Sdo apontados como combatentes de doencas cardiovasculares e neurologicas,
fortalecendo o sistema imune, auxiliando nas acdes de plaquetas, entre outros (VAZ et.al., 2014).
Estes &cidos graxos apresentam funcgdes distintas, e seus efeitos fisiologicos sdo opostos, se
fazendo necesséario o devido equilibrio entre eles no organismo, equilibrio este devendo ser nas
proporcdes de 5:1 para dmega 6/6mega 3. (MORAES & COLLA, 2006; SIMOPOULOS, 2008).
Nos pescados, estes acidos graxos essenciais apresentam variacdes dependentes de época e

alimentacdo. Ainda assim, os peixes sdo considerados fonte de 6mega 3, tendo entdo valioso
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carater nutricional, por isso seu 6leo é geralmente utilizado na producdo de suplementos
alimentares e nutracéuticos (VITOR et.al., 2016).

Na regido Amazonica, além dos pescados que tradicionalmente tem teor lipidico de
interesse industrial, a gordura e o 6leo dos crocodilianos vem sendo objeto de estudos, devido ao
aumento no mercado de produtos de origem animal e vegetal, com foco nas aplicagdes
nutricionais e farmacéuticas destes (BUTHELEZI, 2012). Estudos realizados com o jacaré-acu e
0 jacaretinga apontam para a presenca de acidos graxos essenciais na gordura destes animais,
principalmente do jacaré-acu, que apresenta niveis significantes de dmega 3, o que torna sua
gordura valiosa, de carater funcional (KLUCZKOVSKI et al., 2016).

Outras pesquisas apontam para diversos usos de 6leos e gorduras animais, havendo
casos em que Oleos de outros répteis, como cobras, tenham apresentado acdo antibacteriana.
Além disso, outras espécies animais como por exemplo emus e peixes apresentam acdo anti-
inflamatdria em sua gordura (FALODUN et. al., 2008; SCHMEDA-HIRSCHMANN et. al.,
2014). Estes efeitos sdo de grande importancia na atualidade visto que sdo necessarias
substancias alternativas no tratamento de doencas e no combate a infec¢des.

Tendo isto em mente, as espécies crocodilianas da regido AmazoOnica apresentam
potencial para disponibilizar 6leo que possa ser utilizado em novos produtos. Este trabalho tem
como finalidade analisar as potenciais acdes do 6leo de crocodilianos da Amazdnia, com foco no
jacaré-acu (Melanosuchus niger), para possivel utilizacdo em formulagcdes nutracéuticas, como

suplementos, e farmacéuticas, de modo a inserir este produto no mercado.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Oleos

Oleos e gorduras fazem parte do grupo dos lipideos, substancias quimicas que tem como
caracteristica marcante a sua insolubilidade em agua, sendo entdo classificados como
hidrofobicos. Lipideos sdo os acidos graxos (principais componentes dos 6leos e gorduras,
assim como o glicerol) e seus derivados, ceras, carotenoides, e esterdis, por exemplo,
apresentando cadeias organicas longas, com elevado numero de carbonos e hidrogénios,
podendo ainda apresentar heteroatomos, ou grupamentos funcionais, como acidos carboxilicos
e fenois. Desde os egipcios da antiguidade até o século XIX, 6leos e gorduras eram grandes
fontes de combustivel para iluminacao, lubrificantes de equipamentos mecanicos, fabricacdo
de tinturas e sabdes. (FAHY et. al., 2005; MELLO & SUAREZ, 2012)

Segundo a legislacao brasileira (BRASIL, 2005) os 6leos e as gorduras sao classificados
ndo pela fonte, mas pelo seu ponto de fusdo na temperatura de 25°C. Pelo ponto de fusdo, 6leos
sdo substancias que se apresentam em estado liquido a temperatura de 25°C, e gorduras estdo
em estado s6lido ou pastoso nestas mesmas condi¢des. Um fator chave na determinacgédo de um
lipideo como sendo gordura ou 6leo esta na presenca de insaturagdes ao longo de sua cadeia.
Quanto mais insaturado for um lipideo, maiores chances dele se apresentar como um 6leo, pois
a instauracdo traz o ponto de fusdo para baixo. Desta forma, um lipideo que apresenta apenas
acidos graxos saturados terd alto ponto de fusdo, logo sera apresentado em estado sélido a
temperatura ambiente. (PUPA, 2004).

Os é&cidos graxos que compdem o0s Gleos e as gorduras sdo um grupo de acidos
carboxilicos que apresentam uma longa cadeia carb6nica, podendo ser insaturada ou nao. Estas
substancias geralmente se apresentam com um numero par de carbonos, sem presenca de
ramificagdes; dessa forma, os &cidos graxos sdo diferenciados uns dos outros pelo tamanho da

cadeia e pelas insaturacbes (MARTIN et.al., 2006).
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As insaturacdes mencionadas se referem a presenca de ligacGes duplas ao longo da
cadeia do acido graxo. Desta forma, os acidos graxos séo classificados de acordo com a
quantidade de insaturacdes presentes na cadeia. Acidos graxos monoinsaturados, como o &cido
oleico (16:1), apresentam apenas uma insaturacdo na sua cadeia carbonica. Os di-insaturados
apresentam duas insatura¢fes, como no caso do acido linoleico (18:2), e os poli-insaturados
apresentam trés ou mais insaturacdes, como o acido linolénico (18:3) e o acido araquiddnico
(20:4) (Figura 1). No caso dos saturados, estes sdo acidos graxos que possuem apenas ligacoes
simples, tendo como alguns dos principaiso acido butirico (4), laurico (12), palmitico (16) e
estedrico (18). Estes acidos saturados se apresentam geralmente seguindo a formula CnH2n0?2
(PUPA, 2004).

HyC COOH
Acide linolenico
18:3 n-3 V=A==V
HyC CO0H
Acido linoléico M
18:3 -6 W\_/\_/W\/\
HyC COOH
Acido cléico

Figura 1- Estrutura dos &cidos graxos linolénico, linoléico e oléico.
Fonte: GAROFOLO & PETRILLI, 2006

Os é&cidos graxos presentes em Oleos e gorduras estdo geralmente combinados com
glicerol, para formacdo de monoglicerideos, diglicerideos e triglicerideos, estes sendo 0s
compostos predominantes destas substancias. Apesar disso, estes ndo sdo 0s Unicos
componentes presentes nos 6leos e gorduras, visto que impurezas vindas da fonte de origem do
Oleo podem estar presentes. Entre estas impurezas, é possivel que sejam encontradas outras
substancias lipidicas, como os esterois, mas também é possivel que se encontrem substancias
ndo lipidicas, como isoflavonas e até mesmo compostos metalicos, tendo como exemplo a

clorofila. (FERRARI et.al., 1996; SUAREZ et.al., 2007).
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2.2 Oleos em alimentos

Oleos e gorduras tém um papel fundamental na alimentagdo humana. Além de
fornecerem calorias, agem como veiculo para as vitaminas lipossolaveis, como A, D, E e K.
Também séo fontes de &cidos graxos essenciais como o linoleico, linolénico e araquiddnico,
acidos que ndo sdo produzidos pelo organismo e devem ser adquiridos pela alimentacdo
(CASTRO et.al., 2004; COSTA et. al., 2013)

Uma boa parte da discusséao dos 6leos e gorduras em relacdo a satde envolvem os efeitos
ruins destes no organismo, onde na realidade a discussdo é sobre os efeitos noscivos que o
excesso deles pode causar. Lipideos sdo importante fonte de energia para o bom funcionamento
do corpo, sendo também responsaveis por suporte estrutural para o organismo, e providenciam
ao corpo substancias necessarias para regulacdo de determinados processos biolégicos. Eles sdo
grande fonte de energia para o corpo, servindo como um reservatorio para casos em que 0 corpo
precise de energia a mais para realizacdo de alguma atividade. Isso se da pelo fato de que gorduras
fornecem 9 calorias por grama, maior quantidade que proteinas ou carboidratos, que fornecem
apenas quatro. Mas o tecido adiposo ainda possui outras fungdes, como sendo um isolante
térmico, ajudando a manter a temperatura do corpo em ambientes mais frios, e também como um
colchdo, absorvendo impactos contra o corpo, assim protegendo os érgdos. (AKOH & MIN,
2002; BOTHAM & MAYES, 2012).

De acordo com a composi¢do destes &cidos, seus efeitos no organismo se diferenciam.
Estudos apontam uma relagdo entre alto consumo de acidos graxos saturados e aumento nos
niveis de colesterol. Apesar disso, 0 consumo de acidos graxos insaturados tem sido
recomendado com intuito de melhorar o perfil lipidico do corpo, visto que estudos apontam que
dietas ricas em acidos graxos poli-insaturados ndo estdo livres de alguns efeitos negativos, onde

se apresentam que estes acidos graxos possuem capacidade de aumentar os niveis de oxidacao
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do LDL-colesterol, e reduzir os niveis da fracdo HDL-colesterol (ALMARIO et.al., 2001;

SALES et.al., 2005)

2.3 Acidos graxos

Acidos graxos proporcionam muito beneficios a satide, isso é um fato que se observa ao
ver que existem muitos suplementos com 6leo de peixe, rico em &cidos graxos poli-insaturados.
O papel destes &cidos na alimentacdo humana é um grande foco de estudos e investigagdes.
Existem estudos que apontam reducdo de pressdo arterial, aumento da eficacia de anti-
hipertensivos e reducdo dos riscos de doencas cardiovasculares, se for adotado uma dieta com
suplementacdo de dmega 3, atividades fisicas e reducdo de consumo de sédio. Os responsaveis
por este efeito anti-hipertensivo sdo os &cidos graxos poli-insaturados: &cido eicosapentaendico
(EPA; 20:5 n-3) e &cido docosahexaendico (DHA, 22:6 n-3). Quanto a sua acdo, 0 DHA se
apresenta como maior responsavel pelos efeitos de reducéo de lipideos e lipoproteinas, bem como
reducdo da pressdo sanguinea e controle da glicemia, quando comparado ao EPA. Em conjuntos,
ambos atuam no metabolismo dos triglicerideos, pressdo arterial, excitabilidade cardiaca,
processos inflamatorios, nas fungdes plaquetérias e endoteliais, e na (LIMA, 2004; PIOVESAN,
2009; SOARES et.al., 2016).

Com relacdo ao beneficio do dmega 3 para 0s casos de cancer, a literatura apresenta que
0 mecanismo de acdo acontece na carcinogénese, onde inicia-se uma supressdo da biossintese
dos eicosanoides derivados do &cido araquidbnico, resultando nas alteracGes da resposta
imunologica as células tumorais e modulacdo da inflamacao; impacto na proliferacéo celular, na
apoptose, na disseminacdo de metastases e na angiogénese. Influencia também na atividade do
fator de transcri¢do nuclear, na expressao génica e nas vias de transducéo de sinais, levando a
mudanga no metabolismo celular, crescimento e diferenciacdo das células e alteracdo no
metabolismo do estrogénio. Geram menor estimulo ao crescimento das células hormonio

dependente, aumento ou diminui¢do da producdo de radicais livres. Evidéncias sugerem que
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esses lipideos alterem as fungdes celulares modulando a estrutura e funcéo de dominios lipidicos
especificos dentro da membrana plasmatica (CARMO & CORREIA, 2009).

Ao se agrupar os diversos estudos relacionados a 6mega 3, sdo apontadas as seguintes
funcBes: combate e prevencdo de doencas cardiovasculares e neurolégicas, ajuda na prevencéo e
tratamento de alguns céanceres, contribui com desenvolvimento infantil, fortalece resposta
imunoldgica, auxilia na coagulacdo sanguinea, colabora com o tratamento da diabetes, age no
controle do colesterol, entre outros (VAZ et.al., 2014).

Em relacdo aos acidos graxos dmega 6, os que se destacam sdo o linoléico (C18:2 —
dezoito carbonos e 2 insaturacdes) e o araquidonico (C20:4 — 20 carbonos e 4 insaturacdes). O
acido linoleico é encontrado por exemplo, no 6leo de girassol, e no corpo humano, é transformado
em &cido araquidonico, aléem de outros acidos graxos poli-insaturados. Estes acidos obtidos pela
transformacéo de acido linoleico exercem uma série de funcdes no organismo, participando da
estrutura de membranas celulares, na acdo antiagregadora de plaguetas, na permeabilidade dos
vasos sanguineos, exercendo influéncia sobre a viscosidade do sangue e em funcgdes plaquetarias.
Um ponto importante se d& no devido equilibrio que deve ser mantido entre os niveis de dmega
3 e 6mega 6. De acordo com alguns nutricionistas, as propor¢des de dmega 6 devem ser de 5:1
em relacdo ao 6mega 3. Com 0s avancos na agricultura moderna, a dieta da populacdo vem
apresentando niveis elevados de 6mega 6, e niveis baixos de dmega 3, 0 que leva a uma proporcao
de 20:1 de 6mega 6/ dmega 3, bem fora do ideal (MORAES & COLLA, 2006).

Produtos derivados dos acidos graxos poli-insaturados émega 6 (protaglandinas PGE2
ou leucotrienos LTB4), pela sintese de acido araquidénico, sdo mediadores de grande acdo na
trombose e nos processos inflamatorios, bem mais do que os mediadores obtidos por meio de
O0mega 3 (prostaglandinas PGE3 e leucotrienos LTB5), pela sintese do acido eicosapentaendico
(Figura 2). Logo, uma alimentacéo desbalanceada com excesso de 6mega 6 tem carater altamente

pro-trombotico e pro-inflamatério. Nesses casos, a dieta contribui para doengas como
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aterosclerose, obesidade e diabetes. O consumo de niveis aceitaveis de 6mega 3 tem sido
associado a baixa incidéncia dessas doencas, fato observado em populac6es da Islandia e do

Alasca (SIMOPOULOS, 2016).
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Figura 2- Uso de 6mega 3 (acido eicosapentaenoico) e 6mega 6 (acido araquiddnico) no organismo.
Fonte: SIMOPOULOS, 2016

Os &cidos graxos 6mega 3 e 6mega 6 ndo sdo conversiveis entre si, e apresentam funcées
e metabolismos distintos, geralmente com efeitos fisioldgicos opostos, por isso o equilibrio entre
eles numa dieta corretamente balanceada ¢é essencial. Ao ingerir dmega 3 de peixes ou de 6leos
de peixes, 0 dmega 3 substitui os acidos 6mega 6 nas membranas celulares, principalmente em
plaquetas, neutrofilos, mondcitos e em células do figado. Os elevados niveis de dmega 6 na
alimentacdo da populacdo ocidental levam a um aumento dos metabdlicos obtidos do &cido
araquidénico (SIMOPOULOS, 2008).

Desta forma, protaglandinas, leucotrienos e lipoxinas sdo formados em grandes
guantidades, e as formas obtidas através de dmega 6 sao biologicamente mais ativas em menores
quantidades. Assim, niveis elevados de 6mega 6 levam a maiores chances de formacdo de
trombos e ateromas, proliferacdo celular, e contribuem para desordens de carater inflamatério e
alérgico. Neste panorama, se observa entdo que excesso de 6mega 6 pode levar a um estado
fisiolégico pro-inflamatdrio, pro-agregatorio, pro-trombotico, e a maior viscosidade sanguinea,

vaso espasmo e vaso constricdo. Em comparacao, excesso de dmega 3 leva a baixa agregagédo
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plaquetaria, vasodilatacdo e baixa viscosidade sanguinea. 1sso ocorre pois 0s derivados de dmega
3 e dmega 6 competem pelos mesmo sitios de ligacdo, e o excesso de qualquer um deles pode
levar a problemas de saude opostos, mas ndo menos graves (SIMOPOULOS, 2008;

SIMOPOULOS,2011).

2.4 Oleos em pescados

Os perfis de &cidos graxos de 6leos de pescado apresentam variagdes devido a época em
que o pescado foi capturado, bem como a alimentagdo deste durante sua vida. Estes 6leos sdo
considerados valiosos numa visdo nutricional, visto que eles sdo uma das grandes fontes de
acidos graxos poli-insaturados dmega 3. Porém, em muitos casos, as impurezas presentes nestes
6leos fazem com que processos de refinamento sejam necessarios para que se tenha maior
aproveitamento das caracteristicas nutricionais destes produtos (VITOR et.al., 2016).

Peixes de agua doce costumam apresentar maior concentracdo de acidos graxos poli-
insaturados com cadeias de 18 carbonos, mas apresentam niveis mais baixos de 6mega 3 se
comparados a peixes marinhos. Porém, Martins et.al., 2017, aponta para a capacidade que peixes
de &gua doce tem para converter acidos graxos de cadeias menores em acidos grxos do tipo
O0mega 3. Essa capacidade permite que alimentos com menores valores nutricionais sejam
convertidos em alimentos com maiores valores nutricionais. Quanto a presenca de gorduras e
6leos, os peixes podem ser classificados em: peixes gordos (>8%), peixes meio-gordos (4-8%),
peixes magros (2-4%) e peixes muito magros (<2%). Estudos feitos com pirarucu (Arapaima
gigas) indicam que este peixe amazonico pode ser considerado um peixe meio-gordo, onde a
divisdo de &cidos graxos se da da seguinte forma: acidos graxos monoinsaturados > acidos graxos
saturados > acidos graxos poli-insaturados, com predominancia de acidos graxos 18:1, 16:0 e
18:0. Apesar disso, como mencionado, ele ainda apresenta niveis relativamente elevados de
O0mega 3 se comparado aos &cidos 6mega 6. Isso se da provavelmente pela capacidade destes

peixes de converter cadeias.
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Os modelos atuais de cultura de peixes acabam produzindo peixes com niveis menores
de dmega 3 se comparados aos peixes que vivem naturalmente em rios, lagos e oceanos. 1sso
ocorre, pois a dieta do peixe influencia fortemente os niveis de &cidos graxos destes animais,
onde eles se alimentam basicamente de grdos quando criados em cativeiro, visto que o foco
geralmente é nos custos, e ndo nos valores nutricionais. O conhecimento da composicdo lipidica
dos peixes é essencial para o comércio, principalmente numa visdo nutricional. As variacdes
sazionais também influenciam ndo s6 na composicéo lipidica dos peixes, mas também no sabor
e na estabilidade, sendo estes parametros relacionados a oxidacdo das gorduras do animal.
Estudos realizados com o mapara (Hypophthalmus sp.) indicam estas variacfes, onde as
concentragdes de acidos graxos 18:0, 16:1, 18:1 e 20:5 sdo as predominantes na musculatura do
peixe em periodos de cheia, e em periodos de seca, a predominancia passava para 14:0, 17:0 e
18:2. As concentracdes de acidos graxos também dependem da parte do peixe, onde em peixes
como o atum, existe grande concentracdo de 6mega 3 nas areas ao redor dos olhos destas espécies
(INHAMUNS & FRANCO, 2001). A tabela 1 apresenta composicao de 6leos de alguns pescados
utilizados industrialmente.

O oleo de pescado vem sendo usado desde 0s anos 1960, onde deste periodo até os anos
1990 foi utilizado na sua forma hidrogenada para producdo de margarinas, com uma pequena
porcdo sendo utilizada em couro e em tinturas. Durante a década de 1980, o crescimento na
producdo de salmao fez com que o 6leo de peixe se tornasse a opgdo de escolha como fonte de

lipideos, ocupando uma parcela de 20% da producdo (SHEPHERD & JACKSON, 2013).



Tabela 1- Composicéo de 6leos de origem animal com finalidade nutracéutica ou industrial (%).
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Autores
Tambaqui (Colossoma Igfirgi(?cﬁ(r)omilso . _Salmﬁo do
Acido Graxo macropomu_m) de Alto niloticus) Atlantlco(SaImf) salar)
Alegre, Roraima (FILHO (SULOMA et.al., das Ilhas Féroe
etal., 2013) 2008) (LOVKVIST,2014)

(C 14:0) Acido Miristico 1,05+0,03% 0,72+0,14% 3,23+0,01%

(C14:1) Acido Miristoleico 0,450,01% - 0,09%

(C 16:0) Acido Palmitico 20,48+0,01% 23,92+0,40% 10,30+0,07%

(C16:1) Acido Palmitoleico 2,94+0,21 2,21+0,45% 3,59+0,02%

(C17:0) Acido Margarico 0,36+0,03% 0,92+0,06% 0,16+0,01%

(C 18:0) Acido Esteérico 9,60+0,17% 9,23+0,55% 2,3240,02%
(C18:1) (9) Acido Oleico 26,84+0,48% 6,46+0,53% 31,50+0,42%

(C 18:2) (@ 6) Acido Linoleico 10,81%0,54% 1,43+0,09% 9,24%0,17%
(C18:3) (w3) Acido Linolénico 1,82+0,06% 0,56+0,08% 3,84+0,03%

(C 20:0) Acido Araquidico 0,150,01% - 0,26%
(C20:1) (@9) Acido Gadoleico 0,90+0,02% - 6,88+0,09%

(C 20:2) Acido Eicosadienoico - 0,19+0,02% 0,90+0,02%
(C20:3) (@ 6) Acido Eicosatrienoico 0,31+0,01% 0,50+0,02% 0,15%
(C20:4) (w6) Acido Araquiddnico - 9,36+0,47% 0,35+0,14%

(C 22:0) Acido Behénico - 0,33+0,03% 0,12%

(C22:1) Acido Euricico 0,25%0,02% - 7,36x0,03%
(C22:5) (w3) Acido Docosapentaenoico - 5,06+0,43% 1,60+0,04%
(C22:6) (w3) Acido Docosahexaenoico - 16,27+0,30% 6,09+0,05%

Até 2010, estima-se que cerca de 71% do 6leo de peixe havia sido usado em aquacultura,
e 24% foi utilizado para consumo humano, ap06s processos de refinamento do 6leo. Este aumento
se deu pelos niveis elevados de &cidos graxos necessarios para uma dieta balanceada, sendo
oferecidos a populacéo na forma de capsulas de suplemento, alimentos funcionais e nutracéuticos
(Figura 3). O mercado entdo cresceu, onde em 2008 cerca de 123 mil toneladas de éleo bruto

davam origem a 66 mil toneladas de 6leo refinado, e em 2010, ja se estimava cerca de 200 mil
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toneladas de 6leo bruto, com valor de mercado de cerca de 25% a mais que o valor ofertado para

aquacultura (SHEPHERD & JACKSON, 2013).

Figura 3- Cépsulas de dleo de peixe, utilizadas como suplementos.
Fonte: Retirado de: <https://www.blogdefarmacia.com/el-aceite-de-pescado-para-cuidar-la-piel/>. Acesso em: 01 de
agosto de 2018

2.5 Jacarés

Crocodilianos sdo animais que se posicionam no topo da cadeia alimentar, exercendo
funcdo de controladores da populacdo de outras espécies de animais, como as piranhas, na Regiao
Amazonica. Ndo apenas isso, sao animais de importancia econdmica, devido a utilizacdo de sua
pele para fabricacdo de carteiras e bolsas, por exemplo, além de sua carne e outros produtos.
Devido a este potencial econdmico, sdo animais que sofrem as consequéncias ndo s6 da caca
ilegal e indiscriminada, como também tem problemas de habitat, devido a destruicdo destes, ao
ponto de todas as espécies mundias estavam, nos anos 90, correndo risco de extin¢do. Programas
de incentivo a conservacao e criacdo em cativeiro destes animais ja foram criados, mas enfrentam
problemas pois, salvas excec¢des, ndo existem muitas informacdes precisas quanto a biologia
basica de muitas espécies, visto que uma boa parte das pesquisas se concentram no aligator
americano (Alligator mississippiensis) e no crocodilo do Nilo (Crocodylus niloticus). No Brasil,
sdo encontradas seis espécies de crocodilianos, e mesmo havendo programas de incentivo a
conservacdo destes animais, ainda sdo necessarias mais informacdes a cerca da ecologia e

fisiologia destas espécies. Sendo heterotérmicos, as condigdes ambientais influenciam muito na
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sobrevivéncia dos jacarés, o que implica ainda mais atencdo necessaria para preservacao destes
animais (GOMES et.al., 2014).

A criacdo de jacaré em cativeiro visa ndo apenas a preservacdo das espécies, mas
também fazer uso integral do animal, desde sua urina, que é utilizada como fixador na industria
de perfumes, até sua carne para consumo e sua pele para fabricacdo de produtos como bolsa,
sapatos e acessorios. No Brasil, sdo abatidos cerca de 10 mil jacarés por ano, 0 que nao é nem
préximo do lider mundial, a Col6bia, onde se abatem cerca de 600 mil jacarés por meios legais,
e mais de um milho de abates clandestinos. Na Africa e Austrélia, juntas, se abatem cerca de 60
mil crocodilos legalmente. A pele destes crocodilianos é formada por uma complexa rede de
placas interligadas de varias formas e tamanhos, levando cerca de 20 dias para o preparo desta
para a tintura e uso na producdo de bens comerciais. A carne é um alimento exotico de carater
nobre, contribuindo na dieta, apresentando proteinas, acidos graxos essenciais, e vitaminas, com
niveis reduzidos de lipideos totais e niveis mais elevados de acidos graxos poli-insaturados se

comparados a animais domésticos (SOUZA et.al., 2014).

2.5.1 Jacaré-acgu

O jacaré-acu (Melanosuchus niger) é um crocodiliano pertencente a ordem Crocodylia,
familia Alligatoridae, também chamado de Caiman negro, black caiman e lagarto negro. Seu
nome significa “crocodilo negro” e ¢ derivado de “melas” (do grego, “negro”) e “soukhos”
(“crocodilo”). Niger” vem do latim, e também referencia a cor escura da espécie (Figura 4). E
uma espécie que se alimenta de véarios animais, de capivaras e cachorros, até gado. Relatos
afirmam que os crocodilianos ndo fazem mais que 50 refeicdes completas no ano, devido a sua
estratégia de conservacdo de energia. Estes animais basicamente esperam parados por suas
presas, ao invés de cacar, 0 que reduz muito os gastos de energia. Estes animais possuem
estdmago extremamente acido, a ponto de digerir totalmente carne e 0ssos ingeridos (SOUZA

et.al., 2014).
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Figura 4- Jacaré-acu.
Fonte: Retirado de: <https://www1.folha.uol.com.br/folhinha/2016/01/1733679-jacare-gigante-de-4-metros-chega-de-
aviao-ao-zoologico-de-sao-paulo.shtml>. Acesso em: 22 de junho de 2019.

O jacaré-acu se encontra distribuido pela bacia Amazonica, com mais de 70% estando
em territorio brasileiro, por toda a regido Norte e em Goias e no Mato Grosso. As demais regides
se distribuem pela Colémbia, Equador, Bolivia, Guiana Francesa, Guiana e Peru. Esta espécie
pode ser encontrada em corpos de rios de aguas brancas, ricas em sedimentos, e também em rios
de &guas pretas, com menos nutrientes e pH mais acido. Por toda sua area de distribuicédo, o
jacaré-acu ocupa grandes rios, lagoas, varzeas e areas sazonais inundaveis. Os machos da espécie
ultrapassam os 5 metros de comprimento e as fémeas chegam a até 3 metros (COUTINHO et al.,

2006; THORBJARNARSON, 2010; MARIONI et.al., 2013).

2.5.2 Oleo de jacaré

A gordura e o 6leo de algumas espécies de crocodilianos vém sendo estudadas ao longo
dos anos, visto que atualmente existe um mercado grande para novos produtos de origem animal
e vegetal, com aplicacBes nutricionais e farmacéuticas. Sabe-se que alguns grupos da Africa e
China usam o 6leo de crocodilos do rio Nilo na medicina tradicional, havendo documentacéo de
efeitos anti-inflamatorios e antimicrobiano destes 6leos (BUTHELEZI, 2012).

Na analise de acidos graxos da carne in natura de jacaré-do-papo-amarelo (Caiman
latirostris), se constatou maior presenga do acido graxo monoinsaturado oleico 18:1, seguido de
acido linoleico 18:2, um acido 6mega 6, e por ultimo, &cido graxo saturado palmitico 16:0. Nesta
espécie de jacaré, os acidos graxos saturados equivalem a 28,5% do total de acidos graxos, 0s

monoinsaturados correspondem a 42,5%, e os poli-insaturados, 29%. E importante ressaltar a
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elevada concentracdo de &cido linoleico, com 27,4% do total, e de acidos da série 6mega 3
correspondendo a 1,55% do total, o que indica que este 6leo tem potencial como fonte de acidos
graxos essenciais (AZEVEDO et.al., 2009).

O crocodilo do Nilo (Crocodylus niloticus) apresentou diferencas na composicéo de
acidos graxos da gordura intramuscular e da gordura do tecido adiposo, onde a muscular
apresenta menores niveis de acido oleico 18:1 (cerca de 27,3+2,1% na muscular e 34,2+0,3% no
tecido adiposo) mas apresenta maiores niveis de poli-insaturado 20:4 (cerca de 4,2+1,1% na
muscular e 0,8+0,1% no tecido adiposo). Crocodilos de cativeiro apresentaram altos niveis de
acido palmitico 16:0 (25,4 3,0%), oleico 18:1 (43,1+2,1%) e linoleico 18:2 (9,1+6,9%),
justificado pela dieta destes animais sendo composta em 80% de carne de galinha, ricas nestes
acidos graxos. Quanto as diferencas entre os perfis lipidicos de crocodilos de cativeiro e
selvagens, os de cativeiro apresentavam niveis mais elevados de acidos graxos monoinsaturados
(40.7+ 0.3% vs 37.3+2.6%) e de &cidos poli-insaturados totais (32.4+0.4% vs 27.3£1.9%), tendo
também como causa a dieta rica em carne de galinha. Em contrapartida, niveis de acidos graxos
Omega 3 eram maiores em animais selvagens do que em animais de cativeiro (16.2+2.2% vs.
2.4+0.1%), devido a dieta natural de peixes (OSTHOFF et.al., 2010).

Os perfis lipidicos de jacaretinga (Caiman crocodilos) e de jacaré-acu (Melanosuchus
niger) foram feitos por Kluczkovski et al., 2016., onde ndo se observavam diferencas
significativas no contetdo de lipideos totais entre as duas espécies (0.02 g% em jacaretinga e 0.6
g% em jacaré-acu). Os acidos graxos detectados em jacaretinga foram: &cido palmitico 16:0
(0,12%), acido palmitoleico 16:1 (0,01%), acido estearico 18:0 (0,06%), acido oleico 18:1
(0,05%) e acido eicosatriendico 20:3 (0,04%). Em ambas as espécies, foram observadas maiores
concentracdes de acidos graxos saturados do que mono e poli-insaturados, onde o jacaré-agu
apresentava niveis maiores de &cido palmitico e estearico. Os niveis de acidos graxos 6mega 3

estavam abaixo dos limites de deteccdo do equipamento utilizado, mas foi constatada presenca
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de 0,03% de acido eicosapentaenoico em jacaré-acu. O O0mega 9 se fazia presente com
predominancia de acido oleico, mas sem diferenca significante entre as duas espécies. Ainda foi
constatado 0,88% de acido docosahexaenoico em tecido adiposo e 0,75% em gordura somatica
de jacare-acu, niveis significantes visto que este acido graxo € um dos essenciais, ndo sintetizados
pelo corpo humano, sendo entdo considerado uma substancia funcional, muito valorizada

atualmente.

2.6 Nutracéuticos

Ao se falar de nutracéuticos, € necessario se fazer uma distin¢do entre este termo e 0s
chamados “alimentos funcionais”. Alimentos funcionais possuem defini¢des diferentes em cada
pais, e no Brasil eles sdo definidos como “todo aquele alimento ou ingrediente que, além das
funcgdes nutricionais basicas, quando consumido na dieta usual, produz efeitos metabdlicos e/ou
fisiologicos benéficos a satde, devendo ser seguro para o consumo, sem supervisdo médica”, de
acordo com a portaria n°. 398 de 30 de abril de 1999, da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do
Ministério da Saude.

Pesquisas entdo foram feitas para que se obtivessem novas alternativas nutritivas para a
sociedade moderna, com foco na saude através de uma alimentacdo adequada ou por meio de
suplementos alimentares. Assim, muitos dos suplementos divulgados séo apresentados como
nutracéuticos, um termo criado nos anos 80, combinando as palavras nutri¢do e farmacéutico,
sendo entdo relacionados a alimentos e compostos que tem maior relagdo com a salde de um
individuo, como suplementos alimentares, nutrientes, produtos herbais ou alguns alimentos
processados com foco em saude. Desta forma, nutracéuticos sdo definidos como ““substancias
que podem ser um alimento ou parte de um alimento que proporcionam beneficios medicinais,
incluindo prevencdo ou tratamento de doengas”. Além desta, Palthur et.al., 2010, analisou
diversas defini¢des de nutracéuticos em 25 paises, ¢ definiu nutracéuticos como “alimento, ou

parte de um alimento para administrac@o oral com beneficios de salde e seguranca demonstrados
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para alem das funcOes basicas nutricionais da suplementacdo alimentar, apresentando-se em
matrizes ndo alimentares ou em formas alimentares ndo convencionais, em tal quantidade que
exceda aquela que pode ser obtida nos alimentos normais na frequéncia requerida para atingir
tais propriedades, é designado de nutracéutico” (MORAES & COLLA, 2006; ESPIN et.al., 2007;
REBELLO et.al., 2014).

A prevencdo e tratamento com nutracéuticos é considerado de grande utilidade em se
tratando da saude publica e como instrumento contra ocorréncia de agravantes nutricionais na
populacéo e doencas cronicas, pela longevidade e melhora na qualidade de vida por meio destas
substancias. Um outro ponto se faz com técnicas bioquimicas que apontam para o que é
necessario para o bom funcionamento do organismo a nivel molecular, 0 que entdo se torna
conhecimento para maior entendimento quanto a caréncia de micronutrientes e os efeitos que
estes causam sobre a satide (KRAMER et al., 2001; ANDLAUER & FURST, 2002).

Infelizmente, muitos paises ndo reconhecem oficialmente o termo nutracéuticos, o que
faz com que certas substancias sejam classificadas apenas como suplementos dietéticos, como é
0 caso dos Estados Unidos, e mesmo do Brasil. Por causa disso, existem diversos produtos
comercializados que apresentam, entre seus componentes, substancias com algum efeito
farmacoldgico, mas sdo vendidos como suplementos dietéticos livremente. No Brasil, a Anvisa
publicou a RDC n° 243 em 2018, que define suplemento alimentar como “produto para ingestao
oral, apresentado em formas farmacéuticas, destinado a suplementar a alimentacgéo de individuos
saudaveis com nutrientes, substancias bioativas, enzimas ou probidticos, isolados ou
combinados”. Além dela, foi publicada a Instrucdo Normativa n® 28 de 2018, que define as
substancias constituintes de suplementos alimentares, bem como seus limites, reunindo
substancias classificadas como vitaminas, minerais, probidticos, substancias bioativas,
complementos alimentares para gestantes, suplementos para atletas e nutrizes. Ja na Europa, a

legislagdo aponta que um produto de carater alimenticio ndo pode ser apresentado como um
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produto capaz de modificar ou restaurar fungdes fisiologicas do organismo, tampouco pode ser
apresentado como alternativa no tratamento ou controle de doencas. Neste panorama, e se
analisando a definicdo de um produto nutracéutico, a legislacao européia classificaria diversas
substancias como sendo medicamentos, ao invés de componentes ou produtos alimentares
(BRASIL, 2018 a; BRASIL, 2018 b; CASTELLINI et.al., 2002; GULATI & OTTAWAY, 2006).

Um desafio em relacdo aos produtos nutracéuticos se da pelo controle de qualidade
destes, visto que ndo ha uma orientacdo oficial quanto a como proceder com eles. As
Farmacopéias sdo as responsaveis por apresentar estes procedimentos, mas mesmo elas
enfrentam a dificuldade de se encontrarem incompletas, visto que a Farmacopéia Brasileira, por
exemplo, ndo descreve produtos como sendo nutracéuticos, e a Americana apresenta poucas
monografias nos capitulos relacionados a suplementos dietéticos. Diante disto, se observa que
existem diversos produtos apresentados como nutracéuticos no mercado, mas existem poucas
informacdes em relacdo aos testes de controle de qualidade destes produtos, bem como avaliacdo
de eficécia e seguranca destes (LIRA et.al., 2009).

Outro ponto complexo em relacéo a eles se da pela analise da composi¢do do produto
apresentado como nutracéutico, visto que estes se referenciam a diversas classes de componentes
e substancias, podendo ser representados apenas por uma substancia, ou por uma mistura de
diversos produtos obtidos de extratos vegetais, animais, ou outros meios de producdo. Analisar
um produto com apenas um Unico constituinte quimico é feito de forma direta e com maior
facilidade, porém um produto formado por mistura complexa de substancias exige uma série de
métodos analiticos, e os diferentes perfis de cada substancia podem apontar para diferentes
critérios quando se trata da qualidade. Mesmo que dois produtos apresentem uma mesma
substancia, o padréo para cada um sera diferente, o que torna ainda mais dificil a padronizacao

dos testes a serem feitos (KRUGER & MANN, 2003).
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Os nutracéuticos apresentam entdo diversas fungdes e propriedades, divididos em varias
categorias de substancias. Aminoacidos como N-acetilcisteina, carotenoides, acidos graxos,
flavonoides, sais minerais e vitaminas sdo sO algumas das substdncias que apresentam
propriedades que as enquadram como nutracéuticos, agindo como antioxidantes, antibacterianos
e antifungicos, na sintese de DNA, no controle de inflamagdo, entre diversos outros papéis

desempenhados pelos nutracéuticos (SOUYOUL, 2018).

2.7 Ressonancia Magnética Nuclear e Espectroscopia de Massas

A ressonancia magnética (RM) é uma propriedade fisica dos nucleos de &tomos onde
estes emitem ondas de radio sinal, quando submetidos a fortes campos magnéticos, excitados por
ondas de radio numa determinada frequéncia. Estes sinais liberados podem entdo ser captados
por uma antena e entdo transformados em picos, ou até mesmo em imagens. O ndcleo mais
simples conhecido € o do hidrogénio, que € constituido de apenas um préton, este possuindo spin,
uma propriedade que permite que este proton possa girar sob o seu préprio eixo, agindo
basicamente como 0 movimento de rotacao da Terra (PYKETT etal., 1982; VILLAFANA, 1988;

HAGE & IWASAKI, 2009).

O préton possui ndo apenas o spin, mas também o chamado momento magnético, o que
0 permite agir como um pequeno ima. Isso ocorre devido a dois motivos: a carga elétrica positiva
que um préton possui, € 0 movimento de girar sob o proprio eixo. Um objeto que apresente carga
elétrica e este movimento de rotagdo sera envolto por um campo magnético chamado de dipolo
magnético. Logo, um préton é um dipolo magnético (Figura 5). Dipolos magnéticos tanto
produzem campos magnéticos, como também reagem a campos magnéticos de qualquer outra
fonte. A ressonancia magnética nuclear (RMN) é entdo a reacdo do dipolo magnético de um
nacleo quando sujeito a um campo magnético, onde o0s nucleos com spin absorvem ondas de

radio, se excitam e emitem sinais captados por equipamentos, sendo muitas vezes feita com foco



32

nos atomos de hidrogénio 1H e carbono 13C, buscando identificar as estruturas de compostos e
onde e como estes atomos estdo posicionados (PYKETT et al., 1982; SMITH & RANALLO,

1989; ASSHEUER & SAGER, 1997; HAGE & IWASAKI, 2009).

1) 2)

5)

Figura 5-Spin do atomo de hidrogénio. (1) O atomo visto como uma esfera, (2) que entdo apresenta spin. (3) Sendo uma
particula de carga positiva, (4) é gerado um campo eletromagnético, a tornando um dipolo magnético, (5) como se fosse
um ima.

Fonte: Retirado de <http://rle.dainf.ct.utfpr.edu.br/hipermidia/index.php/ressonancia-magnetica/principios-fisicos-
resso/spin-e-0-momento-magnetico>. Acesso em: 09 de julho de 2019.

Ressonancia magnética nuclear de alta resolucdo é um método amplamente utilizado em
analises de lipideos, ao permitir elucidacdo estrutural, analises quali e quantitativa de diversas
moléculas, mesmo quando se analisam estruturas mais complexas. A RMN se apresenta como
uma alternativa com certas vantagens se comparada a outros métodos de analises, como
cromatografia gasosa ou liquida de alta eficiéncia, por ser um método ndo-destrutivo e nao
precisar de padrdes especificos para quantificar uma determinada substancia. Um ponto negativo
se da pela sensibilidade, considerada apenas entre baixa e moderada, além de uma certa limitacao
em analises estruturais de lipideos pois os sinais acabam se sobrepondo quando feitas analises de
hidrogénio. Mesmo assim, 0s avan¢os no campo, com melhor processamento de dados com o
passar do tempo fazem com que a espectroscopia por RMN esteja se tornando cada vez mais

popular no estudo dos lipideos (ALEXANDRI et. al., 2017).

A RMN feita em hidrogénios oferece vérias informacdes Uteis sobre os diferentes tipos
de protons presentes em lipideos numa amostra de alimento. Ela se mostra eficiente ndo apenas

em andlises de lipideos ndo-degradados, como também em estudos de degradacdo destes, sendo
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entdo utilizada para checar a evolucdo da degradacdo destes lipideos quando expostos a
condicdes degradativas. Assim, a RMN é um método eficiente para 0 acompanhamento de
determinados processos de degradacao de alimentos, oferecendo mais informag6es em relacdo a

estes, tanto de forma qualitativa, como quantitativa (MARTINEZ-YUSTA et. al., 2014).

A espectroscopia de massas (MS) evoluiu durante os Ultimos anos, com suas aplicacfes
invadindo varioas pontos dos estudos da vida e da salde. Este processo se da pela formacéo de
ions em fase gasosa (sejam eles cations ou anions) que podem ser isolados elétrica ou
magneticamente, baseados numa medida de massa-por-carga (m/z). Num espectro de MS, se
observa entdo os valores de m/z no eixo X e a contagem iénica no eixo Y. Uma andlise realizada
em MS pode apresentar informacdes relevantes a cerca do analito, como estrutura e composi¢ao

(ANEED et al., 2009).

Ao se observar a sensibilidade da MS, comecaram entdo estudos se utilizando a MS em
conjunto com técnicas de cromatografia. A cromatografia liquida (LC) utilizada com MS é muito
utilizada em andlises direcionadas e ndo-direcionadas de substancias. Em casos de analises ndo-
direcionadas, o teste de LC-MS é realizado com colunas cromatogréaficas de fase-reversa antes
de passar pelo espectrémetro de massas. O didmetro destas colunas é um fator a ser considerado,
pois colunas mais finas apresentam maior sensibilidade, mas em troca perdem um pouco da
robustez e da resolucdo do espectro cromatografico (PLUMB et al., 2002; TOLSTIKOV et al.,

2003; PLUMB et al., 2006; LAI et al., 2009).

Uma vantagem do uso da cromatografia liquida no lugar de cromatografia gasosa (GC)
acoplada ao espectrometro de massas se da pelo maior numero de metabdlitos que podem ser
analisados sem necessidade de derivatizacdo, o que geral um perfil mais global, com as
substancias mais intactas. Além disso, a LC-MS é mais sensivel que a RMN, mas ndo sem

limitacOes, visto que ndo existe no momento uma coluna que separe perfeitamente todos 0s
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metabolitos de uma substancia analisada. 1sso ocorre, pois, 0 metabolito pode néo ser retido na
coluna ou possuir ligacdo forte demais para que seja feita devida separacdo. Uma outra limitacéo
se da na identificacdo destes metabdlitos, pois diferente da GC-MS, a LC-MS ndo apresenta ainda
grandes bases de dados que podem ser consultados para devida identificacdo, ndo tendo chegado

neste nivel de consisténcia (VIANT & SOMMER, 2012).

Em lipideos, uma anélise de LC-MS se inicia com a extracdo dos lipideos seguida de
separacdo por LC, realizada de acordo com a espécie lipidica ou com a classe lipidica. Assim
que a amostra for devidamente separada por cromatografia, as moléculas sdo ionizadas e
passadas por um analisador de massas, onde sao detectadas. Isto ocorre de forma nao-especifica
(com um espectro completo do analito), ou direcionada (baseado no perfil idnico da substancia
procurada). As informacdes obtidas entdo sdo analisadas com foco na identificacdo e semi-
quantificacdo dos ions detectados, tendo como resultado um gréafico de picos contendo o valor
de m/z, o tempo de retencdo de cada substancia detectada e a intensidade do pico. Analises
realizadas com lipideos por este método geralmente cobrem as espécies de fosfatidilcolinas,
fosfolipideos, di e triacilglicerois, e ceramidas. Apesar disso, isbmeros sao dificeis de distinguir
por este método, entdo ao apresentar resultados, eles sdo mostrados apenas como um isémero

(IGLESIAS et. al., 2009; CAJKA & FIEHN, 2014).

2.8 Acdo antibacteriana e antifungica de 0leos

Novos compostos que possam apresentar atividade antibacteriana e antifingica proxima
a encontrada nos produtos atuais, mas com menor toxicidade e com maior eficiéncia frente as
resisténcias de fungos e bactérias patogénicos. Existem diferentes métodos utilizados para se
avaliar a atividade antibacteriana e antifungica dos 0leos e extratos, como difusdo em agar por

poco, disco-difusdo, entre outros (BONA et al.,2014).
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Destes estudos, se obtém novas informacfes a cerca de possiveis novos compostos a
serem utilizados, como por exemplo os 6leos de origem animal. O estudo realizado por Silva
et. al., 2011, utilizou dleos de plantas e animais frente a Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Salmonella, Shigella, Pseudomonas aeruginosa, e Candida albicans. Foi constatado que
0 Oleo de sapo-boi apresenta atividade tanto antibacteriana quanto antifingica em relacédo a
todas as cepas utilizadas. Nao apenas ele, mas 6leo de peixe também apresentou atividades
antibacterianas, porém néo antifungica. Mesmo assim, a concentracdo minima de inibicdo do
o6leo de sapo-boi € bem menor que a observada no 6leo de peixe, onde para inibicdo de S. aureus
€ necessario apenas 4,4 mg/ml de 6leo de sapo-boi, enquanto a de 6leo de peixe € de 35 mg/ml.

Dentre os 6leos animais que foram estudados para analisar possivel atividade bioldgica,
Falodun et.al., 2008, analisou o 6leo de jiboia (Boa constrictor) quanto a seu potencial
antibacteriano e antiflngico, pelo método de difusdo em agar, frente a Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Streptococcus ssp, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter
aerogenes e Candida albicans. De acordo com os autores, 0 6leo deste reptil apresenta atividade
em bactérias Gram-positivas, visto que foi observado presenca de halo de inibicdo em placas
de S. aureus, B. subtilis e Streptococcus. Infelizmente, ndo foi observado atividade antifingica
ou antibacteriana quanto as outras especies estudadas. Porém, o estudo também analisou a
concentracdo minima inibitoria para as espécies que se apresentaram sensiveis ao 6leo, onde S.
aureus e Streptococcus sdo sensiveis a diluicdes de até 1/16, e B. subtilis é sensivel a diluicGes
de até 1/8. Um outro ponto analisado foi um comparativo entre antibidticos comerciais e o 6leo
de jiboia, em que o de origem animal apresentou potencial semelhante a amoxicilina, com

ambos apresentando halos de inibicdo de cerca de 15mm nas trés espécies sensiveis.



36

2.9 Propriedades antioxidantes dos 6leos

Uma substdncia com propriedade antioxidante é basicamente aquela que em
concentragfes ndo tao elevadas, pode desacelerar ou até prevenir o processo de oxidagdo de um
substrato. Para que uma substéancia seja considerada um bom antioxidante, ela precisa atender a
alguns critérios, como capacidade quelante de metais relacionados ao processo oxidativo,
apresentar doadores de elétrons ou de hidrogénio a radicais livres e acesso ao local de ag&o para
que ocorra a atividade antioxidante (Figura 6). Estes compostos agem em Vérias etapas do
processo de oxidacdo, onde els podem reduzir os niveis de oxigénio livre, o que evitaria o inicio
do processo de oxidacédo, além de agir quelando ions metélicos presentes e podendo decompor
alguns produtos, os tornando compostos que n&o sao radicais livres. Dentre 0s compostos naturais
considerados antioxidantes, podemos encontrar algumas vitaminas, carotendides e compostos

fendlicos (SUCUPIRA et.al., 2012).

Elétron doado

Antioxidante Radical Livre

Figura 6-Acéo de antioxidante sobre radical livre.
Fonte: Retirado de: <https://radicaislivres97.wordpress.com/2013/05/26/introducao-aos-antioxidantes/>. Acesso em: 10
de agosto de 2018

Carotendides sdo uma familia de substancias que agem como pigmentos naturais de
plantas, como o -caroteno, um precursor da vitamina A. Eles sdo espécies reativas a oxigénio,
0 que faz com gque possam proteger a pele de processos oxidativos. Nas plantas, eles agem junto
com a clorofila no processo de fotossintese, 0 que 0s torna essenciais em processos fisiol6gicos
destas. A acdo dos carotenoides se da pela captura de radicais de oxigénio singlete e de radicais
peroxila, sendo considerados 6timos inativadores destes radicais. Para agir contra oS oxigénios

singletes, os carotenoides fazem um processo de transferéncia de energia, que vai dos oxigénios
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para eles. Quanto aos radicais peroxila, eles o sequestram através de interagdes quimicas. Devido
ao seu carater lipofilico, eles também agem como antioxidantes frente a lipoproteinas LDL e
HDL (RODRIGUEZ-AMAYA & KIMURA, 2004; PODSEDEK, 2007).

O acido ascorbico, ou vitamina C, é um 6timo sequestrador de radicais livres, sendo
considerado um dos melhores antioxidantes naturais, devido a sua alta capacidade sequestrante
e baixa toxicidade. Dentre os radicais que sequestra, temos anions superoxidos, peroxido de
hidrogénio e oxigénio singlete. Também age impedindo reacdes de anitrosacdo demoléculas, ao
agir sobre o nitrogénio quando se encontra em solucdes aquosas. No organismo, age protegendo
os tecidos, as membranas celulares e 0 DNA de possiveis danos oxidativos (WEBER et.al., 1996;
WU et.al., 2017).

A vitamina E faz parte do grupo de vitaminas lipossollveis, onde a forma mais
abundante e biologicamente ativa é o a-tocoferol, sendo utilizada em alguns processos do
metabolismo humano. A vitamina E age protegendo danos a pele por radiacdes UVB ao impedir
a formacao de espécies reativas de oxigénio, assim como agindo como sequestrante de radicais
livres. Dessa forma, a vitamina E pode auxiliar estabilizando a superficie e a membrana das
células e reduzindo o nimero de células apoptoticas (MAALOUF et.al., 2002; JIANG, 2014).

Os compostos fendlicos sdo um grupo de substancias de origem natural, sendo obtidos
através da alimentacdo. Sdo formados por pelo menos um anel aromatico unido a uma ou mais
hidroxilas (Figura 7). Seu papel como agentes antioxidantes € grande, ao combaterem radicais
livres doando um atomo de hidrogénio proveniente de uma de suas hidroxilas e quelando metais
como Fe?+ e Cu+. Além disso, os compostos fendlicos interrompem a cadeia de propagacéo de
radicais livres em reagdes de oxidacgéo lipidica e tem capacidade de reparar danos causados por
oxidacdo em moléculas. Os metabdlitos obtidos apds acdo destes compostos sdo considerados
estaveis devido ao anel aromatico neles presente (SOARES, 2002; KARAKAYA, 2004;

KYNGMI & EBELER, 2008).
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Figura 7-Exemplo de composto fendlico.
Fonte: Retirado de: <https://www.infoescola.com/quimica/fenois/>. Acesso em: 01 de dezembro de
2018.

2.10 Propriedades anti-inflamatorias dos 6leos

Inflamacdo é uma palavra derivada de “estar inflamado”. Inflamar, por sua vez, significa
“colocar fogo”, apontando para a cor avermelhada e dor presentes nesse processo. NO Nnosso
organismo, a resposta inflamatdria se apresenta como um complexo mecanismo para defesa
contra infecgdes, além de tentativa de reparacdo de danos teciduais, ou mesmo até perda de
funcdo, buscando o equilibrio homeostatico (TROWBRIDGE & EMLING, 1997; LAWRENCE
etal., 2002; RIOS et al., 2009).

Estas reacOes inflamatoérias se caracterizam por um aumento de fluxo sanguineo e
permeabilidade vascular, ocorrendo entdo concentracdo de células e dilatacdo dos vasos
sanguineos, revelando os cinco sinais da presenca de inflamacdo: rubor (hiperemia), tumor
(edema), calor (aumento da temperatura local), dor e por ultimo, perda de funcdo (ROCK &
KONO, 2008).

Sdo vérias as células que migram para os tecidos em casos de inflamagGes, como
neutrofilos, os macrofagos, eosinéfilos, dentre outras. Estas células sdo responsaveis pela
producdo de mediadores do processo inflamatorio, como Oxido nitrico (NO), serotonina,
histamina, fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucinas (ILs), eicosanoides (produtos do
processamento do acido araquidénico —AA) como as prostaglandinas (PGs) e leucotrienos (LTS),

fator de ativacdo plaquetaria (PAF), ciclooxigenases (COX-1 e COX-2), quimiocinas e Varias
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proteases. A oOxido nitrico sintase (NOS) induz a liberacdo de déxido nitrico (NO) devido a
infiltracdo celular. Essa NOS é uma mediadora e reguladora presente em casos de diabetes, artrite
reumatoide e esclerose multipla (KASSUYA & PIUBELLLI, 2013; DZOYEM & ELOFF 2015).

Vérios sdo o0s estudos que apontam para atividade anti-inflamatéria de produtos de
origem animal utilizando o método de edema em ratos. Pesquisas utilizando 6leo e gorduras de
emu (Dromaius novaehollandiae) e de jibdia com 12-O-tetradecanoilforbol acetato (TPA) como
agente inflamatorio encontraram inibicdo de 70% e de 65% de edema, respectivamente. Além
disso, testes com 6leo de teit (Tupinambis merianae) tendo como agentes inflamatorios TPA,
AA e fenois apontaram os acidos graxos como possuidores de atividade anti-inflamatéria por
interferirem com a via de inflamacdo do AA e seus metabdlitos (YOGANATHAN et. al., 2003;
FALODUN et. al., 2008; FERREIRA et al.,2010).

Acido oleico é apontado como sendo capaz de modular respostas inflamatorias e imunes
em danos na pele, sugerindo que &cidos graxos monoinsaturados 6mega 9 podem ser Uteis no
tratamento de ferimentos cutaneos, principalmente quando se tratam de casos de queimaduras.
Além disso, acidos graxos geram uma substituicdo parcial na membrana plasmatica do AA, o
que desencadeia uma queda nos niveis de AA e, consequentemente, reducdo na resposta
inflamatdria, visto que ocorre reducdo nos niveis de eicosanoides oriundos do processamento do
AA. O &cido linoleico também é apontado como inibidor de enzimas COX-1 e COX-2, levando
a niveis mais baixos de IL-1 e IL-6 (RINGBOM et. al., 2001; HENRY et. al., 2002; CALDER,

2005; ZHAO et. al., 2005; CARDOSO et. al., 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e  Auvaliar o potencial quimico e tecnoldgico do 6leo de jacaré para uso na produgéo

de nutracéuticos.
3.2 Objetivos Especificos
. Caracterizar o 6leo de jacaré por indice de acidez e peroxidos por 90 dias;
o Determinar perfil lipidico do 6leo de jacaré por RMN e HPLC-APCI-MS;

. Avaliar potencial propriedade antifungica, antibacteriana, antioxidante e

antiinflamatdria do 6leo de jacaré.



41

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencéo da matéria-prima

A amostra de 0leo de jacaré foi obtida de produto adquirido comercialmente em rede de

varejo, proveniente de area de manejo, em embalagem original de 1kg.

4.2 Caracterizacao de 6leo de jacaré

O ¢leo de jacaré foi caracterizado por testes de indice de acidez e indice de peroxidos,
de acordo com as metodologias da AOAC (2016). Os testes foram realizados durante um periodo
de 90 dias, no qual amostras do 6leo foram armazenadas em 3 ambientes diferentes: geladeira
(8°C), temperatura ambiente (25°C) e estufa (45°C). As leituras foram realizadas nos dias 1, 30,

60 e 90, em cada amostra.

4.2.1 indice de acidez

Foram pesados cerca de 2 g do 6leo em frasco Erlenmeyer de 125 mL. Foram
adicionados 25 mL de solucdo de éter-alcool (2:1) v/v neutra, seguido de duas gotas de
fenolftaleina, como indicador. A titulacdo foi realizada com solucdo de hidréxido de sodio 0,1
M previamente padronizada até o aparecimento da coloracdo rosea, devendo persistir por 30

segundos. Este teste foi feito em triplicata. O célculo foi realizado conforme Equagdo 1.

Equagcéo 1- Indice de acidez

< . . Vxfx5,61
Indice de acidez = fT , onde:

v = n° de mL de solucdo de hidréxido de sodio 0,1 M gasto na titulagéo
f = fator da solugéo de hidroxido de sodio

P = n° de g da amostra (AOAC, 2016).
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4.2.2 Indice de peroxidos

Foram pesados cerca de 5 g de 6leo de jacaré em um frasco Erlenmeyer de 250 mL, no
qual foram adicionados 30 mL de solucéo &cido acético-cloroformio 3:2 v/v, sendo em seguida
agitados até dissolucdo da amostra. Em seguida, se adicionam 0,5 mL de solugdo saturada de
iodeto de potéssio e se deixa em repouso ao abrigo da luz por 1 minuto. Foram entdo
acrescentados 30mL de &gua e foi realizada titulacdo com solugéo de tiossulfato de sodio 0,01N
previamente padronizada, com agitacdo constante. A titulagdo continuou até o quase
desaparecimento da coloracdo amarela, quando foram adicionados 0,5 mL de solugdo de amido
indicadora e a titulagcdo continuou até completo desaparecimento da cor azul. Um branco foi
preparado nas mesmas condicOes. Este teste foi feito em triplicata. O calculo foi realizado de

acordo com a Equagdo 2.

Equagdo 2- Indice de peroxidos

(A—B) x N x f x 1000
2 ,onde:

indice de peréxidos =

A =n°de mL da solu¢do de tiossulfato de sodio gasto na titulacdo da amostra
B =n°de mL da solucgdo de tiossulfato de sddio gasto na titulacdo do branco
N = normalidade da soluc¢do de tiossulfato de sddio

P =n°de g da amostra (AOAC, 2016).

4.3 Perfil lipidico do 6leo

O perfil lipidico do 6leo foi realizado utilizando RMN e HPLC-APCI-MS, com o intuito
de ndo apenas analisar os acidos graxos que o compBem, como também determinar 0s

triacilglicerdis (TAGS) nele encontrados.
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4.3.1 Analise em RMN

As andlises foram realizadas utilizando uma aliquota de 30 mg de 6leo solubilizada em
600 pL de CDCls para analise por RMN de 'H. As andlises qualitativas e quantitativas foram
realizadas em quintuplicata empregando RMN AVANCE 111 11,74 T, BBO SMARTPROBE®
{ZG: P19.975 ps, PLW9 7.183.10° W, D1 3.63 s [7xT1 do glicerol (Ho, § 4.27, dd)], e quinina
(H-2’, & 8.66, d) como padréo de referéncia externa (6.0 mM) para o célculo via ERETIC}. As
linhas de base e fases do espectro de RMN de *H das amostras foram automaticamente corrigidas
utilizando o TOPSPIN 4.1. As atribui¢fes foram confirmadas comparando-as com os valores de
RMN de 'H com os existentes na literatura. Os teores dos residuos de acido graxos obtidos via

ERETIC foram comparados com 0 método descrito na literatura (BARISON et. al., 2010).

4.3.2 Anélise de TAGs por HPLC-APCI-MS

As analises foram realizadas seguindo a metodologia de Fanali et. al., 2011, com
modifica¢des. Foi utilizado um equipamento HPLC, com bomba Accela 600, detector Surveyor,
todos da Thermo Scientific acoplado a um espectrébmetro de massa TSQ Quantum Access, da
Thermo Scientific. Foi utilizada uma coluna C18 (150 mm x 5,0 mm x 2.7 um). O fluxo da fase
movel foi de ImL/min, utilizando acetonitrila (A) e isopropanol (B) de acordo com o seguinte
gradiente linear: 0 min, 0% B; 40 min, 70% B; 50 min, 70% B; e 56min, 0%B. O volume de
inje¢do foi de 2 pL, com as analises ocorrendo a temperatura ambiente.

Os parametros utilizados para o APCI-MS foram: APCI modo positivo; alcance de
massa espectral de 250-1200 m/z; intervalo de 0.5 s; velocidade de escaneamento 2143 amu/s;
fluxo do gas de nebulizacdo (N2), 4.0 mL/min; temperatura do APCI, 400 °C; heat block, 230
°C; temperatura da linha de desolvatizacdo (DL), 250 °C; voltagem da DL, -34 V; voltagem da
sonda, +4.5 kV; voltagem Qarray, 1.0 V; voltagem do detector de fluorescéncia, 90 V; e ganho

de deteccdo, 1.05 kV.
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4.4 Analise de potencial antifungico do 6leo

Para o potencial antifangico do o6leo, foi utilizada cepa CFAM-1186, de Candida
albicans, cedido pela FIOCRUZ, pelo método de disco difusdo em meio solido. As cepas,
mantidas em &gar Sabouraud dextrose (ASD) a uma temperatura de 4 °C, foram repicadas em
nova placa de ASD e incubadas a 35 °C. Foi preparada suspensdo de cultura, diluida em solugéo
salina 0,85% de acordo com turbidez da escala de 0,5 de McFarland, que foi entéo inoculada na
superficie de placas com meio de cultura ASD, utilizando um suabe. 20ul do 6leo de jacaré foram
entdo aplicados em discos de papel filtro (n° 103) medindo 6 mm de diametro, nas seguintes
concentragdes: 100%, 50% e 25%, com dilui¢des realizadas com dimetilsulfoxido (DMSO), e
50% com diluicéo realizada com cloroférmio. Para os controles, foram utilizados os reagentes
utilizados para diluicéo, e disco de antibiotico com cetoconazol. As placas foram incubadas a
35°C por 48 horas, e apds término do periodo de incubacdo, foi observado presenca ou auséncia
de halo de inibicdo do crescimento flngico, sendo estes medidos em milimetros (SILVA et.al,

2016).

4.5 Analise de potencial antibacteriano do éleo

Para o potencial antibacteriano do O6leo, foi utilizada cepa CBAM-0324, de
Staphyloccocus aureus, cedido pela FIOCRUZ, pelo método de disco difusdo em meio sélido.
As cepas foram repicadas em placas de agar sangue e incubadas a 35 °C. Foi preparada suspensao
de cultura, diluida em solugdo salina 0,85% de acordo com turbidez da escala de 0,5 de
McFarland, que foi entdo, com uso de um suabe, inoculada na superficie de placas com meio de
cultura 4gar Muller Hinton. 20ul do 6leo de jacaré foram entdo aplicados em discos de papel
filtro (n° 103) medindo 6 mm de didmetro, nas seguintes concentragdes: 100%, 50% e 25%, com
diluicbes realizadas com dimetilsulfoxido (DMSQO), e 50% com diluicdo realizada com

cloroférmio. Para os controles, foram utilizados os reagentes utilizados para dilui¢do, e disco de
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antibidtico com vancomicina. As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas, e ap0s término do
periodo de incubacdo, foi observado presenca ou auséncia de halo de inibi¢do do crescimento

bacteriano, sendo estes medidos em milimetros (BONA et.al., 2014).

4.6 Analise de potencial antioxidante do 6leo

4.6.1 Cultivo celular

Foi utilizada linhagem celular de fibroblasto (MRC-5), pelo método de Wee et. al., 200,
com modificacBes, onde estas células foram mantidas em garrafas de polipropileno, com meio
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SBF, Gibco by Life Technologies) e 50 pg/mL de penicilina/estreptomicina (Gibco by Life
Technologies), em estufa umidificada a 37° C e 5% de CO2. O crescimento celular foi
acompanhado diariamente, com auxilio de microscépio 6tico invertido e a troca do meio de
cultivo foi realizada sempre que o limite de confluéncia das células tinha atingido ao volume
esperado, ou na necessidade de reposicdo de nutrientes. Para a manutencdo da linhagem celular
foi utilizada uma solucéo de tripsina EDTA a 0,25% (Gibco by Life Technologies) para destacar

as células das garrafas de cultura.

4.6.2 Avaliacéo da citotoxicidade

A avaliacdo da atividade citotoxica do dleo de jacaré foi realizada em linhagens de
fibroblastos (MRC-5). Esse teste foi feito por meio do ensaio Alamar Blue®, segundo
metodologia descrita por Ahmed et. al., 1994. As células foram semeadas na concentragdo de 0,5
x 104 células/poco em microplacas de 96 pogos. As células foram tratadas com o 6leo de jacaré
nas concentracdes de 100ug/mL, 50ug/mL, 25ug/mL, 12,5ug/mL, 6,25ug/mL (triplicata). Apds
24 horas de tratamento, 10uL da solucao de Alamar Blue® 0,4% foi adicionada em cada poco
das placas, e apds 3 horas de incubacéo foi feita a leitura da absorbancia em leitor de microplacas

Elisa na faixa de 540 nm excitacdo e 585 nm de emissdo (DTX800 Beckman e Coulter). Os
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valores obtidos foram entdo calculados e organizados em grafico, onde valores acima de 50%

indicam ndo haver citotoxicidade consideravel.

4.6.3 Avaliacéo de atividade antioxidante

A avaliagdo da atividade antioxidante celular foi realizada utilizando a metodologia
descrita por Wolfe & Liu, 2007, na qual baseia-se na detec¢do da producdo de espécies reativas
a oxigénio (ROS) intracelular utilizando o composto fluorescente: 2'7'-dicloro-fluoresceina-
diacetato (DCFH-DA). Nesta técnica, foram utilizadas células da linhagem MRC-5, que foram
semeadas na concentracdo de 6 x 104 células/poco, em microplacas de 96 pogos, onde foi
adicionado 100uL de meio de crescimento nos pogos das placas e incubados por 24 horas. Apos
esse periodo, o meio de cultura foi removido e os pogos foram lavados com PBS. Em seguida,
foi preparada uma solugdo a 25uM de DCFH-DA dissolvida em tampao Hank’s e o 6leo de jacaré
foi adicionado juntamente com essa solugdo nas concentragdes de 100pg/mL, 50upg/mL,
25ug/mL, 12,5ug/mL, 6,25ug/mL. Foram adicionados 100uL dessa diluigdo aos pogos da placa
e foram incubados durante 60 minutos a 37°C e 5% de CO2. Posteriormente, 0s pocos foram
lavados novamente com PBS, e logo em seguida foi preparada uma solucdo de 2,2°-azobis
amidinopropano (AAPH) a 600uM dissolvida em tampao Hank’s, 100pL dessa solucgdo foi
adicionada aos pogos e em seguida foi realizada a leitura da placa com a fluorescéncia em leitor
de microplacas Elisa (DTX800 Beckman e Coulter) mensurada imediatamente no comprimento
de onda de excitacdo 485nm e de emissdo 520nm durante 60 minutos em intervalos de 5 minutos.
Os controles com e sem DCFH-DA foram preparados e submetidos a processos analogos.

Quercetina foi utilizada como controle positivo da atividade antioxidante.
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4.7 Analise de potencial anti-inflamatorio do 6leo

4.7.1 Avaliacéo da citotoxicidade

Foi realizado ensaio colorimétrico de Brometo tiazolil azul de tetrazélio (MTT) segundo
a metodologia de Mosmann (1983), que se baseia na reducdo enzimatica de MTT formando
cristais de formazan por a¢do da mitocdndria e enzimas desidrogenases celulares. Células de
macrofagos murino J774A.1 foram plaqueadas na concentragdo de 1x10° células/pogos em placas
de 96 pocos e deixadas em incubadora de CO2 a 37°C por 24 h, e ap0s esse periodo as células
foram expostas as concentracGes de 10, 20 e 50 ug/mL do bleo de jacaré por 24 h. Entdo, 0 meio
de cultura foi removido ¢ as células foram lavadas com 100 pL de PBS 0,1 M com pH 7.4, em
seguida adicionado 100 uL. de MTT (1:1 mg/mL) diluido em meio de cultura RPMI 1640 e
incubado por 3 h a 37°C. As células foram entdo ressuspendidas com DMSO:isopropanol (1:1)
em cada poco e as placas foram levemente agitadas em agitador orbital por 15 minutos a
temperatura ambiente para solubilizag&o dos cristais de formazan formados da reagcdo de MTT
com enzimas mitocondriais em células viaveis.

A densidade 6Optica dos pocos foi medida em leitor de microplaca (DTX 800, Beckman
Colter) em 570 nm e os valores de absorbancia das células tratadas com o 6leo de jacaré foram
comparados com os valores de absorbancia obtidos a partir das células controle sem tratamento.
Como controle positivo foi utilizado indometacina e células sem lipopolissacarideo (LPS) como

controle negativo do experimento.

4.7.2 Inibicdo da ativacédo de macrofagos

Células de macréfago murino J774A.1 foram plaqueadas na concentragdo de 1x10°
células/pogo em placa de 96 pogos. Apds o tempo de incubacdo de 24 h das células a 37°C em
atmosfera de 5% de CO2, o meio foi retirado e adicionado meio RPMI suplementado com 1%

de SBF com volume final de 100 pL/pogo, sendo em seguida estimuladas com 1 pg/mL de LPS
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extraido de Escherichia coli e tratadas com os 6leo de jacaré nas concentragdes de 10, 20 e 50
pg/mL. Como controle positivo foi utilizado meio RPMI 1640 enriquecido com LPS e como
controle negativo meio RPMI 1640 sem LPS. As células foram incubadas por 24 h a 37°C, 5%
de CO2, e o sobrenadante celular foi coletado para a analise de 6xido nitrico NO* (GREEN et

al., 1982).

4.7.3 Quantificacao de nitrito

O oxido nitrico (NO-) produzido foi mensurado pela concentracdo de seus produtos de
degradacéo, os nitritos, utilizando reagente de Griess. O nitrito reage com sulfanilamida em
meio acido, formando sal de diazdnio, que reage com naftil-1-etilenodiamina, dando origem a
um composto azo estavel de coloracgao parpura, que é quantificado por espectrofotometria a
550 nm (GREEN et al., 1982).

Para a determinagdo da produgao de 6xido nitrico, 50 pL. do sobrenadante celular foi
submetido a reacdo com 50 uL do reagente de Griess (sulfanilamida + naftil), preparados
utilizando solugdes estoque de naftil-1-etilenodiamina 0,1% dissolvido em &gua destilada e de
sulfanilamida a 1% dissolvida em &cido fosférico H3PO4 a 5%, na proporcéao 1:1. Apds o
periodo de incubacdo por 15 minutos as amostras foram lidas em leitor de microplaca (DTX
800, Beckman Colter) a 560 nm. O calculo das concentragdes de nitrito foi realizado com base
em curva padrdo utilizando diferentes concentragdes de nitrato de sddio NaNO3 15 uM até

1000 pM.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao do 6leo de jacaré

O ¢leo de jacaré foi analisado nos dias 1, 30, 60 e 90 quanto ao seu indice de acidez e
de peroxidos. Durante este tempo, foi possivel notar alteracdo visual na cor do Oleo,

principalmente na amostra em estufa (Figura 8).

Dia 90 - Estufa Dia 90 - Ambiente Dia 90 - Geladeira

Figura 8- Oleo de jacaré no inicio dos testes, e apos 90 dias, em ambientes diferentes.

Das trés amostras, a em estufa apresentava forte odor de rancificacdo ja apos os
primeiros 30 dias, se tornando bem mais intenso ao fim dos 90 dias de experimento. Este € um
processo normal e comumente ocorre em 6leos e gorduras, visto que este odor vem da degradacao
acidos graxos presentes neles, causada pela acdo da temperatura e do tempo (DIAS & ALVES,
2013).

Aos 60 dias, 0 6leo em temperatura ambiente também apresentava um odor mais intenso
de rango, sendo apenas o 6leo armazenado em geladeira aquele que praticamente ndo apresentou
nenhum odor forte de degradacdo, mesmo apds o fim do experimento.

Este perfil de odor mais intenso foi também observado por Serfert et. al., 2010, em que
foram realizadas analises sensoriais de odor utilizando 6leo de peixe. Os selecionados para
realizagdo de andlise sensorial deste 6leo caracterizaram o odor como “de peixe” e metélico, € o

estudo foi realizado com 6leo armazenado a 20°C, -18°C e 40°C. Ao final das andlises, foi



50

constatado um aumento nos odores de peixe e no metalico, conforme o0 aumento da temperatura,

onde os 0leos armazenados a 40°C apresentavam maior intensidade destes odores.

5.1.1 indice de acidez

O indice de acidez é um indicativo de processo de decomposicdo e aponta para a
presenca e quantidade de acidos graxos livres presentes no dleo. Os valores de indice de acidez

obtidos nas amostras foram organizados na tabela (Tabela 2) e gréafico abaixo (Gréfico 1).

Tabela 2- Valores dos indices de acidez (em mg KOH/g) obtidos nas amostras em ambientes diferentes, durante 90 dias.

ACIDEZ GELADEIRA ACIDEZ AMBIENTE ACIDEZ ESTUFA

(8°C) (25°C) (45°C)
DIAS Média DP Média DP Média DP
1 3,70 0,16 3,70 0,16 3,70 0,16
30 3,41 0,15 3,97 0,16 5,18 0,15
60 3,90 0,15 4,77 0,15 5,54 0,02
90 4,05 0,16 513 0,15 5,89 0,15
Acidez
7,00
6,00
20 5,00
T
S 400 | —e
w0 y
€ 3,00
2,00
1,00
0 20 40 60 80 100
Dias
—@— Geladeira —@— Ambiente Estufa

Gréfico 1- Indices de acidez em mg KOH/g das amostras de 6leo em 3 ambientes diferentes, durante 90 dias.
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O indice de acidez observado foi inicialmente de 3,70 mg KOH/g, valor maior do que
os encontrados por Kluczkovski, 2017, que chegaram a apenas 2,39 mg KOH/g. Ao comparar
com Oleos de pescados, Barreto et. al., 2007, encontrou indices de acidez de 1,57 mg KOH/g em
6leo de tambaqui (Colossoma macropomum). Nao ha legislacéo brasileira para 6leos e gorduras
animais no que diz respeito a controle de qualidade, mas se comparado a valores apontados pela
RDC N° 270, de 2005, o indice de acidez ndo poderia ser maior que 4,0 mg KOH/g. Diante disso,
0 6leo de jacaré ainda se encontrava dentro do limite apontado pela legislacao ao inicio dos testes.

Os valores obtidos indicam que o dleo analisado pode ter sofrido acdo do calor e luz
durante o transporte, pois o indice de acidez é um dos dados utilizados para determinar o estado
de conservacdo de um o6leo, seja ele de origem vegetal ou animal. O 6leo entra em processo de
decomposicdo por hidrolise, oxidacdo ou até mesmo fermentacéo, alterando a concentracao de
ions de hidrogénios nele presentes. Exposicdo ao calor e a luz aceleram este processo, sendo isto
observado nos valores obtidos dos 6leos analisados, onde os valores mais altos de acidez foram
encontrados na amostra armazenada em estufa, exposta a temperaturas de cerca de 45°C. A
decomposicdo do 6leo entdo quebra as ligacBes entre o glicerol e os acidos graxos, formando

entdo acidos graxos livres que sdo detectados pelo teste (LUTZ, 2008).

5.1.2 Indice de perdxidos

O indice de perdxidos esta relacionado ao grau de oxidacdo de um 6leo, detectando o
nivel de rancidez do 6leo analisado. Os valores de indice de peroxidos obtidos nas amostras

foram organizados na tabela (Tabela 3) e grafico abaixo (Gréafico 2).
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Tabela 3- Valores dos indices de perdxidos (em mEq /Kg) obtidos nas amostras em ambientes diferentes, durante 90 dias.

PEROXIDOS PEROXIDOS PEROXIDOS ESTUFA
GELADEIRA (8°C) AMBIENTE (25°C) (45°C)

DIAS Média DP Média DP Média DP
1 24,42 0,46 24,42 0,46 24,42 0,46
30 21,67 0,40 50,51 0,25 76,66 0,31
60 29,39 0,33 135,87 0,38 96,49 0,22
90 30,49 0,32 105,42 0,27 77,80 0,79

Perdxidos
148,00
128,00 /\
108,00
oo
X 88,00
(o
"'EJ 68,00
48,00
28,00 g - ®
8,00
0 20 40 60 80 100
Dias
—@— Geladeira —@=— Ambiente Estufa

Grafico 2- Indices de peroxidos em mEqg/Kg das amostras de 6leo em 3 ambientes diferentes,
durante 90 dias.

Considerando o valor maximo da legislacdo brasileira (BRASIL, 2005) de 15 mEq/Kg,
os indices de perdxidos observados foram elevados, apontando para degradacdo da amostra,
provavelmente em funcdo de ma condicdo e transporte da matéria-prima. Mesmo na analise do
dia 1, os indices observados ja foram muito mais altos do que os indices encontrados por
Kluczkovski, 2017, onde os indices de 6leo de jacaré foram de cerca de 6,21 mEqg/Kg, quase 3

vezes menor que o indice obtido nos testes realizados. Barreto et. al., 2007, e Souza et. al., 2007,
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encontraram indices de peroxido de 0,0 em amostras de tambaqui e aracu-cabeca-gorda,

respectivamente, o que aponta para 6leo bem conservado e fresco.

Outro ponto observado foi a queda nos niveis de peréxido do dia 60 ao 90. Os niveis do
ambiente foram mais elevados do que os da estufa provavelmente pois os peroxidos da amostra
em estufa ja haviam degradado e dado origem a outros compostos, enquanto a amostra em
temperatura ambiente, embora ja tivesse formado perdxidos, estes ainda ndo tinham comecado a

degradar e dar origem ao odor de rancidez (BELLAVER & ZANOTTO, 2004).

A acdo da temperatura da estufa acelerou o processo de oxidacdo, logo os peroxidos
formados ndo levavam tanto tempo para degradar. Isso foi constatado pelo forte odor de rancidez
observado na amostra em estufa, odor que levou muito tempo para ser observado com a mesma
intensidade na amostra em temperatura ambiente. A queda inicial nos niveis de peroxido da
amostra em geladeira se deu, pois, 0s peréxidos analisados inicialmente ja haviam degradado,
mas devido as baixas temperaturas, o processo de oxidacdo ocorreu hum ritmo mais lento, o que
resultou em niveis bem mais baixos que 0s outros dois, assim como odores muito leves do
processo de rancificacao.

O indice de perdxidos € uma maneira simples de se detectar rancidez e degradacdo em
Oleos e gorduras. A oxidacdo € influenciada por diversos fatores como temperatura, luz e
enzimas, formando radicais livres. Estes radicais livres entram em contato com oxigénio
molecular, formando entéo perdxidos, que reagem com outras moléculas também oxidaveis. Sdo
formados entdo hidroperdxidos, e outros radicais livres. Estes hidroperoxidos dao origem a dois
radicais livres, que atacam outras moléculas e vao formando mais radicais livres, numa reagao
em cadeia. As moléculas que se formam se rompem e ddo origem a outros produtos, como
aldeidos, cetonas e ésteres, produtos estes volateis, sendo responsaveis pelos fortes odores de

rancificacdo. Estes odores séo indicativo de que a oxidacao esta na tltima etapa (BELLAVER &
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ZANOTTO, 2004; DIAS & ALVES, 2013). Sendo os peroxidos compostos que se degradam
com mais facilidade, ndo é incomum ver quedas em niveis de peroxido apos certo tempo, assim
como 0s observados nas amostras, pois estes ja se tornaram outros compostos. Isso implica que
baixos niveis de peroxido ndo necessariamente indicam boa estabilidade, pois os peroxidos

podem ja terem volatilizado ao se degradarem em composto de odores de ranco.

5.2 Perfil lipidico do éleo

O perfil lipidico do 6leo foi obtido por utilizacdo conjunta de HPLC-APCI-MS e RMN,
comparando os achados com o perfil encontrado por Schmeda-Hirschmann et. al., 2014.
Utilizando o HPLC-MS, foi possivel tracar um perfil de triacilglicerois (TAGs) presente no dleo
de jacaré, conforme Figura 9 e Tabela 4. A escolha de se usar HPLC-MS no lugar de GC-MS foi
pelo fato de ndo se fazer esterificagdo em analitos de HPLC-MS, pois a esterificacéo iria quebrar
as ligacOes de acidos graxos e glicerol, o que tornaria possivel apenas a identificacdo dos acidos
graxos que compdem o 6leo por GC, ndo a identificacdo das moléculas inteiras de TAGs ali

presentes.
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Figura 9- Cromatograma de HPLC-APCI-MS de TAGs presentes em 6leo de jacaré.
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Tabela 4- TAGs identificados em 6leo de jacaré.

N° TAGS M+H DG+ M DG+ M DG+ M

1 LnLnLn 874 LnLn 595

2 LLnLn 876 LLn 597 LnLn 595
OLnLn 878 OLn 599 LnLn 595
3 LLLn 878 LLn 597 LL 599
4 PLnLn 852 PLn 573 LnLn 595

5 OLLn 880 OLn 599 oL 601 LLn 597
LLL 880 LL 599
6 PLLn 854 PLn 573 PL 575 LLn 597

SLnLn 880 SLn 601 LnLn 595

7 OPLn 856 OLn 599 OP 577 PLn 573
PLL 856 LL 599 PL 575

OOLn 882 00 603 OLn 599

SLLn 882 SLn 601 SL 603 LLn 597
8 OPL 858 OoP ST oL 601 PL 975

PSLn 858 PS 579 PLn 573 SLn 601
9 SSLn 886 SS 607 SLn 601

N°: numeracdo de posi¢do no cromatograma; TAGs: triacilgliceréis (L= acido linoleico, Ln= &cido
linolénico, O= &cido oleico, P= cido palmitico, S= acido estearico) M+H: massa pseudomolecular do TAG,;
DG+: ions de fragmento de diacilglicerol; M: massa do ion de diacilglicerol fragmentado.

Foram observados 16 tipos de TAGs no 6leo de jacaré, conforme sensibilidade do
equipamento. Os TAGs observados sdo compostos por acido linoleico (L), acido linolénico (Ln),
acido oleico (O), acido palmitico (P) e acido esteérico (S) em diferentes combinagdes, com o
pico de DAGs relacionado a diacilglicerois que, devido as massas muito proximas, ndo puderam

ser devidamente identificados. Como mostrado na tabela anterior, existem TAGS que néo
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puderam ser devidamente separadas em picos especificos. De acordo com Lisa & Holcapek,
2008, e Fanali et. al., 2011, isto ocorre pois ha coeluicdes entre eles, principalmente se for
analisado o fato de que alguns TAGs apresentam 0 mesmo valor de m/z e podem perder uma
porcdo semelhante de sua estrutura, tornando extremamente dificil que seja feita perfeita
separacao entre um e outro, como nos casos de OPLn e PLL quando estes perdem a porgéo P,
ficando com o mesmo m/z tanto antes da perda, como depois. Além disso, ndo ha como
identificar exatamente qual isébmero de cada um dos TAGs é o predominante, pois estes
apresentam mesmo m/z e diferem apenas na posicdo em que cada &cido graxo se encontra ligado
ao glicerol. Tomando como exemplo o OLnLn, ndo podemos dizer se este € 0 que Se encontra
em maior quantidade, ou se seriam seus isdmeros LnOLn ou LnLnO, pois todos possuem o
mesmo m/z ndo havendo como dizer em que posicao estava cada acido graxo presente. Isso faz
com que, mesmo que a tabela apresente 16 TAGS, ao se levar em conta o0s isdmeros, temos na
verdade cerca de 62 TAGs diferentes. Acredita-se que esta foi a primeira vez em gue foi realizada
caracterizacdo da fracdo de TAGs de 6leo de M. niger.

As analises dos TAGs de um 6leo ajudam a elucidar o comportamento e as propriedades
fisicas e funcionais deste, pois a posicdo dos acidos graxos na molécula de glicerol é importante
no que diz respeito ao metabolismo e ao potencial nutricional de um 6leo. Isso se dé, pois, acidos
graxos ligados nas posicOes 1 e 3 sdo digeridos primeiro pela acdo das lipases, dando origem a
monoacilglicerdis com ligacdo na posicao 2 e acidos graxos livres. (HUNTER, 2001; FANALI
et. al., 2011).

Um fato observado se deu pela grande quantidade de TAGs possuindo acido linolénico
em sua composicao, o que levaria a crer que ha grande quantidade deste acido no 6leo de jacaré.
Porém, ao se analisar o 6leo em RMN, foi observado o contrario, conforme Figura 10 e Tabela

5.
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Figura 10-Espectro de 1H RMN do 6leo de jacaré. As siglas correspondem aos &cidos graxos linoléico (L), saturados
palmitico e esteérico (Sat), oléico (O), e linolénico (Ln). Os outros picos sdo referentes aos hidrogénios do glicerol, e das
cadeias carbonicas dos acidos graxos.

Tabela 5- Indices de 4cidos graxos observados no 6leo, em porcentagem. As siglas correspondem aos &cidos graxos
linolénico (Ln), linoléico (L), oléico (O), e saturados palmitico e estearico (SAT).

ERETIC BARISON
% &cido graxo Variancia (%) % &cido graxo Variancia (%)
LN 5,1 0,5 50 0,1
L 23,6 2,6 23,4 0,4
O 24,0 4,2 22,3 0,4
SAT 47,2 7,8 49,3 0,5

Analisando os resultados obtidos, foi observado maiores quantidades de acidos graxos
saturados, sendo que num espectro de RMN, ndo ha como diferenciar estes acidos graxos uns
dos outros. Mesmo que se tenham observados varios TAGs contendo acido linolénico, os
resultados da RMN indicam que o acido linolénico é o &cido em menor quantidade, o que sugere
prevaléncia dos TAGs que ndo contém &cido linolénico ou dos que contém menor concentragdo
dele. Quase metade dos acidos graxos presentes nas amostras foram acidos graxos saturados, e

devido aos altos niveis destes observados em duas das réplicas pesadas, o indice de variancia
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observados neles foi acima de 5% na quantificacdo por ERETIC, algo ndo observado pelo méetodo
de Barison, mas ainda assim, os valores obtidos nas % de cada acido graxo presente ainda foram
bem proximos entre si, indicativo de que os valores sdo confiaveis.

A quantificacdo por ERETIC é realizada atraves de um sinal gerado matematicamente.
Este sinal é inserido apds o espectro ser obtido, servindo como referéncia quantitativa, sendo que
a intensidade do sinal inserido varia de acordo com os sinais obtidos na amostra. A metodologia
de Barison se baseia no fato de todas as cadeias de acidos graxos que sdo esterificadas vém de
uma ligacdo com uma molécula em comum, o glicerol, e a quantificacdo € feita diretamente no
espectro da RMN pela relacdo entre as areas de sinais caracteristicos de cada &cido graxo e o
sinal do glicerol, sem o uso de equa¢des matematicas (BARISON et. al., 2010; WALKER et al.,
2011).

Apesar disso, os acidos graxos observados nos testes foram diferentes dos observados
na pesquisa de Schmeda-Hirschmann et. al., 2014, com 6leo da mesma espécie de jacaré. Eles
observaram outros acidos graxos além dos obtidos durante nossos testes. Isto pode se dar ao fato
de que ele realizou o teste por GC e por GC-MS, utilizando ainda padrdes conhecidos dos acidos
graxos avaliados por ele para comparacdo. Desta forma, eles observaram 12 &cidos graxos
diferentes em sua amostra, e 0s n0ssos resultados apontaram apenas 5.

Isto pode ter ocorrido por alguns possiveis motivos: as metodologias diferentes, onde
no caso de GC-MS existem bancos de dados e 0 uso de padrdes com resultados similares aos
observados em testes por este método; a sensibilidade do equipamento, o que poderia
impossibilitar a detecg@o de niveis menores de acidos graxos em baixas concentra¢des no 0leo;
e 0 proprio jacaré, visto que o animal estudado por Schmeda-Hirschmann et. al., 2014, era
oriundo da Amazonia Peruana, e o do nosso estudo, da Amazonia Brasileira. Sabe-se que a
alimentacéo influencia diretamente no perfil lipidico de um animal, entéo € possivel que os acidos

grxos observados no jacaré dos nossos testes sejam diferentes dos observados no estudo
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mencionado, pois as diferencas geogréaficas sdo indicativos de diferentes perfis alimentares,
devido as diferentes espécies de animais disponiveis para a alimentacdo dos jacarés
(INHAMUNS & FRANCO, 2001; VITOR et.al., 2016).

A espectroscopia por RMN pode também ser aplicada para se estudar a degradacao
oxidativa em 0Oleos de peixe. Isso é possivel pois esta técnica detecta os produtos primarios e
secundarios da oxidacdo em Oleos e lipideos, além de detectar os efeitos do processamento
industrial em lipideos. Para isso, podem ser realizados analises de mudancas relativas de
intensidade dos componentes principais do o6leo, principalmente os &cidos graxos poli-
insaturados. Um outro modo € analisando novos sinais no espectro, referentes aos componentes

gerados durante a oxidacdo (SACCHI et. al., 2008).

5.3 Potencial antifungico e antibacteriano do éleo

Os resultados dos testes de potencial antifingico e antibacteriano podem ser observados

nas figuras abaixo (Figura 11 e 12).

Figura 11-Testes antifungicos.
As fotos representam cada um dos testes realizados: 6leo sem dilui¢ao (A), 6leo a 50% diluido em DMSO (B), 6leo
a 25% diluido em DMSO (C), e 6leo a 50% diluido em cloroférmio (D).
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Figura 12-Testes antibacterianos.
As fotos representam os testes realizados: 6leo bruto (representado por B), e a 50% diluido em
cloroférmio (1), e 6leo a 50% e 25% diluidos em DMSO (2).

Em nenhum dos testes realizados foi possivel observar halo de inibicdo nos discos que
foram embebidos em 6leo de jacaré, indicativo de que o 6leo pode ndo possuir nenhuma acao
contra microorganismos. As dilui¢cbes foram realizadas pois o agar € um meio de cultura que se
utiliza de agua para o preparo. Levando em conta a viscosidade da amostra de estudo, houve a
preocupacao de o 6leo de jacaré ndo conseguir se difundir devidamente pelo agar, entdo a solucéo
encontrada foi diluir este 6leo tanto em DMSO como em cloroférmio e repetir o teste, para
garantir a devida difusdo pelo meio de cultura. Um ponto a ser levado em conta se da no fato de
que a cepa de Staphylococcus aureus apresentava resisténcia frente a alguns antibiéticos, como
oxacilina, sendo entdo necessaria a utilizacdo de vancomicina como controle. Esta resisténcia
pode ter influenciado o resultado do teste para acdo antibacteriana.

Oleos essenciais e gorduras animais vém sendo objeto de estudo no combate contra
fungos e bactérias, devido a resisténcia destes microorganismos frente aos antibiéticos
atualmente utilizados. Lima et. al., 2006, realizou testes com 0Oleos essenciais de 6 espécies
diferentes de plantas, encontrando em todas elas atividades antifingicas frente a cepas de
Candida. Oliveira, 2013, realizou testes se utilizando de 6leo de Spilotes pullatus, uma cobra de
grande distribuicdo pela América do Sul, onde ndo observou atividade frente a fungos ou

bactérias. Apesar disso, os testes realizados com este 6leo de cobra apontaram para um efeito
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potencializador da acdo de gentamicina contra espécies bacterianas, se observando entdo que este
6leo sozinho nédo apresenta agdo contra microorganismos, mas sendo clinicamente eficaz ao ser
utilizado junto a outro antibacteriano.

Apesar de ndo ter encontrado acdo antifingica, Falodun et. al., 2008, observou que o
0leo de Boa constrictor apresentou, por si sO, atividade antibacteriana frente a Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis e Streptococcus ssp, com halos de inibicdo de tamanho proximo aos
halos observados em discos de amoxicilina, utilizados como controle nos testes por ele
realizados. Além disso, seus resultados apontaram para maior susceptibilidade de bactérias Gram
positivas a ¢do de 6leos.

Acidos graxos como o propiénico, laurico, linoleico, oleico e estearico sdo conhecidos
por apresentarem acdes tanto antibacterianas como antifungicas. No caso da acdo antifungica,
acidos graxos sdo apontados como modificadores de condigdes locais, e na acdo antibacteriana,
afetam a sintese bacteriana enddgena de &cidos graxos, o que interfere, por exemplo, na sintese
da parede celular da bactéria. Mesmo assim, 0 exato mecanismo para essas a¢des ainda nédo foi
devidamente elucidado. Os 4cidos graxos insaturados sao apontados como possuidores de maior
acao contra estes microorganismos, principalmente em se tratando dos &cidos graxos de cadeias
longas. Logo, maiores concentracdes de acidos graxos insaturados apontam para maior eficacia

(NOBRE et al., 2002; ZHENG et al., 2005).
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5.4 Potencial antioxidante do 6leo

O oleo ndo apresentou efeito citotdxico, visto que todos os valores obtidos foram

acima de 80% de viabilidade celular (Gréfico 3).
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Grafico 3- % de células viaveis apds contato com 6leo de jacaré em diferentes concentragoes,
pelo método Alamar Blue.

Estes valores indicam que ndo houve morte celular em altos niveis devido ao 6leo, em
nenhuma das concentracdes analisadas. Mesmo o valor mais baixo, de cerca de 80%, indicou
morte de apenas 20% das células viaveis no teste. VValores elevados, acima de 50%, sdo indicativo
de que a substancia testada é entdo segura para utilizacdo. Testes de citotoxicidade sdo essenciais
na triagem de substancias para uso em novos produtos, avaliando a seguranca destas em
diferentes concentrac@es. O teste realizado indica que o 6leo de jacaré é seguro, ndo apresentando
carater citotoxico.

O metodo de Alamar Blue envolve a adicdo de um indicator fluorogénico oxi-redutor
em culturas de célula, onde a forma oxidada se apresenta com uma cor azul escura com pouca
fluorescéncia. Isso muda quando se entra em contato com células, havendo oxi-reducéo e fazendo
sua cor mudar para vermelho, com fluorescéncia. Assim, essa conversdo pode ser quantificada e

reflete a viabilidade celular. Este método € tido como vantajoso devido a alguns aspectos: ele é
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simples de se usar, visto que o indicador € adicionado diretamente na cultura de células; ele ndo
é toxico, nem para as células e nem para o pesquisador; ele é mais barato se comparado a outras
metodologias; e pode ser facilmente adaptado para testes em larga escala. (PAGE et. al., 1993;
AHMED et. al., 1994; FRIES & MITSUHASHI, 1995; NAKAYAMA et. al., 1997).

Quanto ao potencial do 6leo de jacaré como antioxidante, o teste indicou que nédo ha

este tipo de acdo, conforme grafico abaixo (Grafico 4).
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Gréfico 4- % de inibicdo de ROS utilizando diferentes concentragdes de dleo de jacaré. A
quercetina foi utilizada como controle, inibindo praticamente 100% dos ROS.

Neste teste, valores altos apontam para a inibicdo das ROS, indicando possivel atividade
antioxidante. Mesmo nas concentrac@es de 100ug/mL e 50ug/mL, ndo foi observada grande acéo
antioxidante, chegando apenas a 40% na concentracdo de 100ug/mL. Uma substancia é
considerada antioxidante quando esta apresenta valores acima de 50%, estando 0 mais préximo
possivel do controle, que foi a quercetina a 100ug/mL, com 100% de inibicdo, claro indicativo
de acdo antioxidante.

O uso de DCFH em testes se da pela ativacéo deste através da remocao do diacetato da
substancia. Quando o DCFH € exposto a peroxido de hidrogénio ou solugdes de peroxidase, 0
DCFH sofre oxidacdo e se torna DCF, que por sua vez, apresenta fluorescéncia que pode ser

medida por equipamentos. Desta forma, a fluorescéncia é proporcional a concentragdo de
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perdxidos de hidrogénio presentes. O AAPH ¢é um iniciador de radicais, servindo como fonte de
acao oxidativa. Radicais criados por ele podem endo reagir entre si ou com oxigénio, dando
origem a radicais peroxil, onde a inducdo criada pelo AAPH para formacéo de DCF em culturas
de célula ocorrem de acordo com a concentracdo utilizada (KESTON & BRANDT, 1965;
WOLFE & LIU, 2007).

Neste teste, 0 componente em estudo pode exercer a acdo antioxidante em dois
momentos: diretamente na membrana celular, quebrando a reacao de formacéo de peréxidos logo
na superficie da célula; ou ele pode ser absorvido pela célula, atravessando a parede celular e
reagindo diretamente com o interior desta célula. Mas o foco deste método se da por tentar se
utilizar de um ambiente mais proximo do organismo, ao fazer as reacGes acontecerem em
presenca de células, ndo apenas de maneira puramente quimica. Mesmo ndo sendo com 0leos
animais, Silveira, 2014, realizou testes com diferentes plantas frente a diferentes metodologias
de acdo antioxidante (DPPH, radicais hidroxil, radicais peroxil e radicais superoxidos) e
constatou diferentes taxas de atividade antioxidante em cada um dos testes, sugerindo que o fato
de uma espécie possuir acdo frente a um determinado radical ndo significa que o resultado sera
0 mesmo quando testado com outros radicais, pois 0 ambiente exerce grande influéncia nos
resultados observados.

O mesmo foi observado por Wolfe & Liu, 2007, ao se comparar valores de capacidade
antioxidante dos seus testes com valores obtidos por outros pesquisadores. Nos testes realizados
por eles, feitos em cultura de células para se aproximar mais do ambiente do organismo, eles
encontraram maior atividade antioxidante na quercetina, kaempferol e miricetina, analisando 14
tipos diferentes de compostos antioxidantes. Porem, Ou et. al., 2001, encontrou melhores valores
na quercetina, catequina e acido caféico utilizando a metodologia de capacidade de absorcéo dos
radicais oxigenados (ORAC), e acido galico e epicatequina foram 0s mais ativos no teste de

capacidade antioxidante trolox equivalente (TEAC) realizado por Kim & Lee, 2004. 1sso aponta
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para o fato de que metodologias diferentes, mesmo que buscando a mesma acao, apresentam
resultados diferentes, sendo muitas delas de carater apenas quimico, sem contar com o fator
biolégico do organismo.

Neste panorama, o 6leo de jacaré ndo apresentou atividade antioxidante satisfatoria nas
concentracgdes utilizadas, apesar de ainda ter apresentado nivel de 40%. Uma possivel explicacéo
para isso se daria pelos radicais livres terem inicialmente agido no 6leo antes de comecar a agir
nas células presentes na placa. Logo, onde havia maior concentracdo de 6leo, haviam mais

radicais do 6leo a serem ligados aos radicais peroxil presentes no teste.

5.5 Potencial antiinflamatério

Os resultados obtidos para citotoxicidade do controle e do 6leo foram organizados nos

graficos abaixo (Gréfico 5).
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Grafico 5- % de células viaveis ap6s tratamento com indometacina como controle positivo, em diferentes
concentracdes, e com o 6leo de jacaré, em diferentes concentragoes.

Observando os graficos, conclui-se que nem a indometacina nem o 6leo de jacaré sdo
toxicos para a célula, sendo eles entdo seguros para uso. Os indices observados mostram niveis
altos de viabilidade celular, sendo 0 menor para indometacina de 77%, e 0 menor para o 6leo de

88%. indices acima de 50% sdo considerados aceitaveis, e valores mais proximos de 100% s&o
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os ideais, pois valores como este indicam que as células sobrevivem quando expostas as
substancias ou amostras utilizadas nos testes, no caso sendo a indometacina e o 6leo de jacaré.

O MTT é um teste onde as células formam o formazan convertendo o MTT, passando
da cor amarelada do MTT para o roxo do formazan, podendo entdo ser medido num
espectrofotdbmetro. Como a conversdo depende da acdo das células, é seguro afirmar que a
quantidade de formazan medida é proporcional a quantidade de células viaveis presentes. A
morte celular impede esta conversdo, logo a baixa formacéao de cor ja € um indicativo inicial de
toxicidade. O mecanismo de conversao ndo foi totalmente elucidado, mas alguns acreditam que
0 NADH esta envolvido de alguma forma. Os cristais de formazan devem ser entdo solubilizados
antes que sejam feitas as leituras. Isso pode ser feito com o uso de algumas subsancias, como
DMSO, isopropanol acidificado e combinacBes de detergentes e solventes organicos. O sinal
gerado depende entdo de fatores como a concentracdo do MTT, o periodo de incubacdo, e a
concentracdo de células viaveis utilizadas no teste. Um ponto importante se da pelo fato de altas
concentracdes de MTT serem apontadas como tdxicas para as células, pois os cristais de
formazan oriundos da metabolizacdo do MTT podem causar rupturas na estrutura das células
(MOSMANN, 1983; DENIZOT & LANG, 1986; LU et. al., 2012).

No que diz respeito ao potencial anti-inflamatorio do 6leo, os resultados obtidos foram

organizados nos graficos abaixo (Gréfico 6).
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Gréfico 6- Concentragdes de NO quantificados apds leitura em espectrofotdmetro, com presenca de indometacina
em diferentes concentracdes, e 6leo de jacaré, em diferentes concentragdes. Quanto menores os indices de NO,
maior acdo antioxidante uma substancia tem.
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Os valores apontam que o 6leo de jacare ndo apresenta acdo anti-inflamatoria, visto que,
diferente da indometacina, o 6leo ndo foi capaz de reduzir os niveis de NO produzidos, mesmo
nas concentracfes mais altas. Porém, este resultado indica apenas que o 6leo de jacaré ndo age
sobre o NO durante o processo de inflamacdo, mas sabe-se que a inflamacéo ocorre pela acao de
varios mecanismos, ndo dependendo apenas de um para ocorrer.

O oxido nitrico é uma molécula envolvida em diferentes condicBes fisioldgicas e
patoldgicas no organismo, agindo no fluxo sanguineo, atividades neurais e resposta imune. Ele
ndo so € produto de acdo enzimatica como também é gerado em tecidos por reducdo de nitrito a
NO em condicdes de acidez oriundas de estados onde o organismo se apresenta como doente. A
ligacdo entre NO e tirosina, formando nitroirosina, é considerado um indicador de inflamag6es
in situ, sendo associado a patologias como aterosclerose e doencas genéticas (WOLIN, 2014;
PREDONZANI et. al., 2015).

Desta forma, o NO é reconhecido como essencial nos processos de inflamacéo e na
resposta imune. Quando ocorrem infeccdes, 0 NO apresenta atividades citotoxicas e/ou
citoprotetoras, como um pro-inflamatério, ou mesmo como anti-inflamatorio, sendo produzido
por macrdfagos e conferindo a eles atividade citotdxica ou citoestatica contra patdgenos e até
mesmo células tumorais. Assim, o NO age como regulador na atividade de células do sistema
imune, regulando propriedades dos macrofagos, mas também de mastocitos, células NK e células
dendriticas (MACMICKING et. al., 1997; SHU et. al., 2014).

Mas, ndo é apenas 0 NO o responsavel pela reacdo inflamatéria. Um dos caminhos
essenciais para a resposta inflamatéria € a via da fosfolipase A2 (PLA2) / acido araquidonico
(AA). Na inflamacéo, a PLA2 ¢é ativada, liberando acido araquidonico, que é metabolizado pelas
ciclooxigenases (COXs) e pela 5-lipooxigenase (LOX). A via das COXs, que catalisam o AA,
da origem a prostaglandinas (PGs), prostaciclinas (PGI2) e troboxanos (TXBs), todos potentes

mediadores inflamatorios e responsaveis por sintomas caracteristicos da inflamacdo. As duas
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isoformas de COXs, a COX-1 constitutiva e COX-2 indutivel, respondem a estimulos
inflamatdrios de forma diferente. Entre os COXs, a COX-2 é mais ativa em casos de inflamacéo,
se encontrando em maior quantidade. A via da5-LOX catalisando o AA da origem a leucotrienos
(LTs), também envolvidos no processo inflamatorio. A importancia da via PLA2/AA em doencas
inflamatdrias indica que inibicdo desta via levaria a possiveis atividades anti-inflamatorias
(BISHAYEE & KHUDA-BUKHSH, 2013; MAGRIOTI & KOKOTOS, 2013; XIE et. al., 2015).

Pesquisas com gorduras e Gleos animais muitas vezes apontam para a inibicdo de
inflamacéo principalmente pela via do AA. Ferreira et al.,2010, realizou testes com 6leo de teil
(Tupinambis merianae) e os resultados apontaram para a atividade do 6leo sendo sobre a via de
AA e seus metabdlitos. Outra pesquisa, realizada por Schmeda-Hirschmann et. al., 2014, analisou
atividade anti-inflamatoria de 6leos de 6 animais diferentes, um deles sendo o Melanosuchus
niger, e foi constatada acdo anti-inflamatdria deste éleo frente a AA e acdo ainda maior frente a
TPA. Oleos inibidores de AA s&o geralmente inibidores de COX-1 e 5-LOX, e os inibidores de
TPA agem sobre a COX-2 e 6xido nitrico sintases (NOS).

Levando em consideracdo os resultados obtidos neste trabalho, constatamos que o 6leo
de jacaré ndo apresentou acdo contra NO, e com o resultado da pesquisa acima mencionada, é
possivel afirmar que o 6leo de M. niger possa agir de maior forma sobre a COX-2, mas nédo
necessariamente apenas sobre ela. Agindo sobre a COX-2, o 6leo esta agindo frente a forma mais
ativa das COX quando ocorrem inflamacgdes, o que explicaria sua acdo anti-inflamatéria

constatada em outras pesquisas.
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6. CONCLUSAO

Observamos que o Gleo do jacaré-acu (Melanosuchus niger) apresentou altos indices de
acidez e peroxidos no inicio dos testes, apontando para degradagdo ainda no transporte deste.
Analisando os resultados de perfil lipidico, foram observados 16 TAGs diferentes, de uma
combinacdo de acido linoleico, linolénico, oleico, palmitico e estearico, com altas concentragdes
dos dois dltimos. Em relacdo aos testes, ele ndo apresentou atividade nos testes realizados.
Mesmo assim, a auséncia de atividade deste frente a amostra de Staphylococcus aureus pode
talvez ser atribuida ao fato de a cepa utilizada possuir resisténcias a alguns antibidticos, o que
pode ter influenciado no resultado. Além disso, o teste de atividade anti-inflamatoria foi focado
apenas em uma das vias da inflamacdo, a dos NOs, e ja existem trabalhos que afirmam que o
6leo desta espécie possui efeito anti-inflamatério. Mas, ao unir os dados da presente pesquisa
com dados destes outros trabalhos, pressupde-se que o 6leo de jacaré possa agir frente a COX-2,
interferindo em sua acdo, e assim causando o efeito anti-inflamatério.

Este fato pode entdo ser utilizado para melhor elucidacéo da acdao ndo apenas do dleo de
jacaré, mas da acdo de Oleos de outros animais que possam apresentar comportamento parecido
frente a inflamacBes. Mais estudos sdo necessarios no que diz respeito a acdo anti-inflamatéria
deste, com testes realizados in vivo, para que 0 mecanismo de acdo seja devidamente elucidado
e, apls estes estudos, em caso de resultado positivo, novas alternativas sejam criadas para o

tratamento de inflamagdes.
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