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RESUMO

COELHO, Olivia Gongalves Ledo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Julho de 2016.
Caracterizacdo quimica, atividade antioxidante e antimicrobiana do é6leo de coco e do
azeite de oliva: potencial de uso no controle da obesidade. Orientadora: Rita de Céssia
Gongalves Alfenas. Coorientadores: Hilario Cuquetto Mantovani e Ana Iris Mendes Coelho.

Introdugao: A obesidade ¢ um problema de saide mundial, que se agrava ao longo dos anos
e que estd diretamente relacionado as complicagdes de diversas morbidades como diabetes
mellitus, hipertensdo arterial, doengas cardiovasculares e cancer. A manifestacdo da
obesidade se associa a um quadro inflamatorio subclinico, ao estresse oxidativo e alteragdes
indesejaveis na composicdo da microbiota intestinal. O 6leo de coco virgem e o azeite de
oliva extra virgem sdo 6leos vegetais que apresentam composi¢do nutricional distinta e cujo
consumo tem sido associado a beneficios relacionados ao controle da obesidade e a promogao
da satde. Sugere-se que tais efeitos estejam relacionados a atividade antioxidante e
antimicrobiana, resultando em alteracdes benéficas a microbiota intestinal. Entretanto, sdo
escassos os estudos em que se avaliou o efeito destes o0leos contra bactérias que compde a
microbiota intestinal. Objetivos: Caracterizar quimicamente e avaliar a atividade
antioxidante, o teor de compostos bioativos e a capacidade antimicrobiana in vitro, contra
bactérias intestinais relacionadas ao excesso de peso, do dleo de coco virgem e do azeite de
oliva extra virgem. Metodologia: Trés marcas comerciais de azeite de oliva extra virgem e
6leo de coco virgem foram testadas. A atividade antioxidante foi avaliada por meio do teste
de DPPH. Investigamos a ocorréncia e concentragdo dos oito isdmeros de vitamina E (o, B, v,
0 tocoferois e tocotrienois); carotenoides (a-caroteno, B-caroteno e B-criptoxantina, luteina e
zeaxantina); flavonoides (3-deoxiantocianidinas, flavonas e flavanona) e compostos fendlicos
totais. Essas andlises foram realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
exceto os compostos fendlicos totais e atividade antioxidante, que foram analisados por meio
de espectrofotometria. Para avaliagdo da atividade antimicrobiana foi selecionada a marca de
cada 6leo que apresentou melhor perfil de compostos bioativos. Os 6leos foram previamente
digeridos in vitro pela agdo da lipase pancredtica. Os microrganismos testados foram B.
fragilis, B. ovatus, C. perfringens, E. faecalis, E. coli, L. paracasei, P. intermedia e S. aureus.
Foram determinadas a concentragdo inibitéria minima (CIM) dos oleos selecionados, a
velocidade especifica de crescimento das bactérias testadas e a densidade oOptica final de 24
horas. Resultados: O azeite de oliva possui os isdmeros a, e y-tocoferol, enquanto o 6leo
de coco a, B, v e d-tocotrienol. O azeite de oliva possui maior teor de vitamina E total que o

6leo de coco. Dentre as marcas de 6leo de coco, a marca 1 apresentou maior concentragao de
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vitamina E total e dos isdmeros identificados. O unico carotendide identificado foi a luteina,
apenas nas amostras de azeite de oliva, sendo a marca 1 a que apresentou maior
concentragdo. Nao detectamos a ocorréncia de flavonoides em nenhum tipo de 6leo. As
marcas de 6leo de coco apresentaram conteudo inferior de compostos fendlicos em relagdo ao
azeite de oliva. As marcas de azeite de oliva apresentaram percentual de inibi¢ao do radical
DPPH dez vezes maior que as do 6leo de coco. O azeite de oliva ndo apresentou atividade
antimicrobiana contra nenhuma das bactérias testadas. O 6leo de coco inibiu o crescimento de
sete das oito bactérias avaliadas. As bactérias anaerobias foram mais sensiveis a a¢ao do 6leo
digerido, apresentando valores de CIM menores que as aerdbias. Conclusdes: As diferentes
marcas de um mesmo tipo de Oleo diferiram quanto a composicdo dos compostos
antioxidantes. A marca 1 do azeite de oliva e a marca 1 do 6leo de coco se destacaram em
relagdo aos compostos analisados. O azeite de oliva extra virgem apresentou melhor perfil de
compostos bioativos e maior atividade antioxidante que o 6leo de coco. Enquanto o azeite de
oliva ndo inibiu o crescimento microbiano, o o6leo de coco apresentou alta atividade

antimicrobiana contra bactérias relacionadas ao excesso de peso.
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ABSTRACT

COELHO, Olivia Gongalves Ledao, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2016.
Chemical characterization, antioxidant and antimicrobial activity of coconut oil and
olive oil: potential use in obesity control. Advisor: Rita de Cassia Gongalves Alfenas. Co-
advisors: Hilario Cuquetto Mantovani and Ana Iris Mendes Coelho.

Introduction: Obesity is a global health problem that is getting worse over the years, and is
directly related to several diseases such as diabetes mellitus, hypertension, cardiovascular
disease and cancer. Obesity manifestation is associated with chronic low-grade inflammation,
oxidative stress and undesirable gut microbiota changes. Virgin coconut oil and extra virgin
olive oil are vegetable oils that present different nutritional compositions and their
consumption has been associated with benefits related to obesity control and health
promotion. It has been suggested that these effects could be associated with their antioxidant
and antimicrobial activity, leading to beneficial changes on gut microbiota. However, there
are few studies that evaluated the effect of these oils against bacteria found in the intestinal
microbiota. Objectives: To chemically characterize, and assess in vitro the antioxidant
activity and antimicrobial capacity, against gut bacteria related with excess weight, presented
by virgin coconut oil and extra virgin olive. Methods: Three extra virgin olive oil and virgin
coconut oil comercial brands were tested. The antioxidant activity was evaluated using DPPH
test. We investigated the occurrence and concentration of eight vitamin E isomers (a, B, v, 0
tocopherols and tocotrienols); carotenoids (a-carotene, B-carotene and B-cryptoxanthin, lutein
and zeaxanthin); flavonoid (3-deoxiantocianidinas, flavones and flavanone) and total
phenolics compounds. These analyzes were performed by high-performance liquid
chromatography (HPLC), except for phenolic compounds and antioxidant activity, which
were by spectrophotometry. In order to evaluate the antimicrobial activity we selected the
brand of each oil that presented the best bioactive compounds profile. The oils were
previously digested in vitro by pancreatic lipase. The microorganisms tested were B. fragilis,
B. ovatus, C. perfringens, E. faecalis, E. coli, L. paracasei, S. aureus and P. intermedia. It
was determined The minimum inhibitory concentration (MIC) of the selected oils, the
specific growth rate of the bacteria tested and the final optical density after 24 hours were
assessed. Results: While olive presented a, B and y-tocopherol isomers, coconut oil presented
a, B, v and d-tocotrienol. Olive oil showed higher vitamin E content than coconut oil. Among
the coconut oil brands, brand1 showed the highest concentration vitamin E concentration and
of better isomers composition. Lutein was the carotenoid identified only in olive oil, and

brand 1 presented the highest concentration. We did not detect the occurrence of flavonoids
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in any oil. Coconut oil brands showed lower content of phenolic compounds than olive oil.
The olive oil brands showed DPPH radical inhibition percentage ten times higher than the
one verified for coconut oil. Olive oil showed no antimicrobial activity against any of the
tested bacteria. Coconut oil inhibited the growth of seven of the eight bacteria assessed.
Anaerobic bacteria were more sensitive to the action of the digested oil, presenting lower
MIC values than the aerobic ones. Conclusions: Different brands of the same oil type differ
in antioxidant content. Olive oil brand 1 and of coconut oil brand 1 excelled regarding the
analyzed compounds. Extra virgin olive oil showed a better bioactive compounds profile and
antioxidant activity than coconut oil. While olive oil did not inhibit microbial growth,

coconut oil showed high antimicrobial activity against bacteria related to excess weight.
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CARACTERIZACAO QUIMICA, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E
ANTIMICROBIANA DO OLEO DE COCO E DO AZEITE DE OLIVA: POTENCIAL
DE USO NO CONTROLE DA OBESIDADE

INTRODUCAO GERAL

A obesidade ¢ um problema de saide mundial, que se agrava ao longo dos anos e que
estd diretamente relacionado as complicagdes de diversas morbidades como diabetes mellitus,
hipertensao arterial, doengas cardiovasculares e cancer (IBGE, 2010). Ela se associa a um
quadro inflamatorio subclinico, ao qual se relaciona intenso estresse oxidativo (GHAYOUR-
MOBARHAN et al., 2008) e alteracdes indesejaveis na composi¢do da microbiota intestinal
(TAGLIABUE; ELLI, 2013). Embora a etiologia da obesidade seja multifatorial e complexa,
a dieta ¢ um de seus principais fatores determinantes. Apesar da ingestdo excessiva de
gorduras favorecer a manifestagdo da obesidade, acredita-se que certos tipos de gorduras
exercam efeito protetor contra tal doenga (ENNS et al., 2014).

O azeite de oliva extra virgem contém entre 55% e 83% de 4cidos graxos
monoinsaturados ~ (AGMI), apresentando  acdo  antioxidante,  anti-inflamatéria
(PAPAGEORGIOU et al., 2011) e antimicrobiana (MUJICO et al., 2013). Seu efeito no
combate a obesidade ja esta bem estabelecido na literatura (BULOTTA et al., 2014; COVAS;
DE LA TORRE; FITO, 2015; HARO et al., 2016; PEREZ-MARTINEZ et al., 2011). Por
outro lado, o 6leo de coco contém cerca de 90% de acidos graxos saturados, sendo mais de
60% destes, acidos graxos de cadeia média (AGCM) (MARINA et al., 2009). O consumo
diario de oleo de coco (Cocos nucifera L.) tem sido popularmente adotado no Brasil, Estados
Unidos e em alguns paises europeus como estratégia para controle do peso, embora sem
comprovagdo cientifica consolidada. Compostos bioativos e vitaminas antioxidantes
presentes no Oleo de coco (ARLEE; SUANPHAIROCH; PAKDEECHANUAN, 2013;
SENEVIRATNE; HAPUARACHCHI; EKANAYAKE, 2009) e no azeite de oliva (COVAS
et al., 2006; PEREZ-JIMENEZ et al., 2007) tém agdo eficaz contra radicais livres formados
no estresse oxidativo (HUANG; OU; PRIOR, 2005), e podem promover beneficios no
tratamento da obesidade.

O possivel efeito dos lipideos dietéticos sobre a microbiota intestinal conquistou o
interesse dos pesquisadores, uma vez que a mesma pode afetar a predisposi¢ao a adiposidade
e participar da génese da obesidade (TAGLIABUE; ELLI, 2013). Apesar dos resultados
heterogéneos dos estudos, ¢ possivel identificar que algumas espécies e géneros bacterianos
sd0 mais abundantes em individuos com excesso de peso (ARMOUGOM et al., 2009;

SANTACRUZ; MC; GARCIA-VALDES, 2010) em relacao a individuos eutroficos.



Acredita-se que os lipideos possam influenciar a microbiota intestinal por exercerem
efeito antibacteriano. O efeito antimicrobiano do 6leo de coco e do azeite de oliva tem sido
investigado in vitro por alguns autores (LUCERA et al., 2012; SHILLING et al., 2013;
TANGWATCHARIN; SUKSATHIT, 2014). No entanto, s3o escassos os estudos em que se
avaliou o efeito destes 6leos contra bactérias que compde a microbiota intestinal (SHILLING
et al., 2013; ZAMPA et al., 2006).

Diante do exposto, torna-se importante a condugdo de estudos visando verificar o
potencial antioxidante e efeito sobre bactérias da microbiota intestinal, dos 6leos e gorduras
dietéticas, visando a identificacdo de estratégias nutricionais capazes de prevenir e controlar a

obesidade.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

e Verificar a atividade antioxidante, a capacidade antimicrobiana e o teor de compostos

bioativos in vitro do 6leo de coco e do azeite de oliva.

Objetivos especificos

e Comparar a composicao quimica de 3 marcas do azeite de oliva extra virgem e do

oleo de coco;

e Investigar a ocorréncia e concentragdo dos seguintes compostos no 6leo de coco

virgem e no azeite de oliva extra virgem:

o

o

o

(@]

Vitamina E (a, B, v, 6 tocoferois e tocotrienois);

Carotenoides (o-caroteno, [-caroteno e [-criptoxantina, luteina e
zeaxantina);

Flavonoéides (3-deoxiantocianidinas, flavonas e flavanonas);

Compostos fendlicos totais;

e Determinar a atividade antioxidante do 6leo de coco e do azeite de oliva extravirgem

a partir do extrato fresco obtido dos 6leos;

e Verificar a atividade antimicrobiana do 6leo de coco e do azeite de oliva extravirgem

sobre o crescimento de bactérias presentes na microbiota intestinal de individuos com

excesso de peso.



ARTIGO 1: Tipos de lipideos dietéticos e microbiota intestinal: papel no controle da
obesidade

Resumo

A obesidade ¢ um grave problema de sautde mundial que esta diretamente relacionado
a manifestacdo de diversas morbidades. O papel da disbiose intestinal na patogénese da
obesidade tem despertado o interesse da comunidade cientifica. Sabe-se que a composi¢ao da
dieta pode alterar a microbiota, independente da quantidade de calorias consumidas. O tipo
de acido graxo ingerido, e consequentemente o tamanho da cadeia carbonica e o grau de
saturacao podem influenciar a composi¢ao da microbiota, que por sua vez atua como elo
entre o intestino e a saude metabolica. Os acidos graxos podem afetar a membrana celular,
interferir sobre a producdo de energia, inibir atividades enzimaticas, prejudicar a absor¢ao de
nutrientes e gerar produtos toxicos as células, inibindo o crescimento ou até mesmo causando
a morte das bactérias. Estudos apontam para o efeito benéfico do consumo de acidos graxos
poli-insaturados n-3 (AGPI n-3) e 4acido linoleico conjugado (CLA) na microbiota, ao
contrario de AGPI n-6 e AG saturados. Mais estudos sdo necessarios para compreender
melhor o efeito dos isomeros do CLA na microbiota e saide do hospedeiro. O consumo de
AGPI n-3 parece promover alteracdes favoraveis na microbiota intestinal de individuos
obesos, aproximando-a daquela de individuos eutroficos. Estudos clinicos controlados de
longa duragdo em humanos devem ser conduzidos para permitir que a complexa interacao
entre lipideos dietéticos, microbiota intestinal e obesidade seja compreendida pela

comunidade cientifica.

Palavras-chave: Acidos graxos livres, disbiose, lipideos dietéticos, microbiota intestinal,

obesidade.



Abstract

Obesity is a serious global health problem that is directly related to various morbidities
manifestation. The discovery of intestinal dysbiosis role in the obesity pathogenesis has
increased the interest of the scientific community. Diet composition can alter gut microbiota,
regardless of energy intake. The type of fatty acid ingested and therefore their carbon chain
length and degree of saturation may influence microbiota composition acting as a link
between the intestine and host metabolic health. Fatty acids may act on cell membrane,
interfere with energy production, inhibit enzymatic activities, impair nutrient absorption and
generate toxic compounds to cells, leading to growth inhibition or even bacterial death.
Studies suggest the beneficial effect of the consumption of n-3 polyunsaturated fatty acids
(PUFA) and conjugated linoleic acid (CLA) in the microbiota, unlike n-6 PUFA and
saturated fatty acids. More studies are needed to better understand the effect of CLA isomers
on microbiota and host health. n-3 PUFA consumption promotes desirable changes in
intestinal microbiota of obese individuals in a way their microbiota becomes similar to that
of normal weight individuals. Long term human controlled clinical studies must be conducted
to allow the understanding of the complex interaction between dietary fat, intestinal

microbiota and obesity by the scientific community.

Key words: Free fatty acids, dietary fats, dysbiosis, gut microbiota, obesity.



Introduciao

A obesidade ¢ um grave problema de saude mundial, que esta diretamente relacionado
a manifestagdo de diversas morbidades por mecanismos que envolvem a inflamagao
subclinica (GOMES; COSTA; ALFENAS, 2015; SWINBURN et al., 2011). Recentemente, a
descoberta do papel da disbiose intestinal na patogénese da obesidade tem despertado o
interesse da comunidade cientifica por se tratar de um alvo em potencial para intervengoes
terapéuticas (TAGLIABUE; ELLI, 2013).

A modulacdo da microbiota intestinal pelo uso de prebidticos e/ou probiodticos, o
transplante de microbiota e o uso de antibidticos sdo terapias emergentes para o controle da
obesidade (O’FLAHERTY et al., 2010; WEST et al., 2015). Apesar disso, o alto custo, a
dificuldade de manutencdo da microbiota desejavel a longo prazo e os possiveis riscos a
saude podem trazer questionamentos sobre a aplicabilidade dessas estratégias. A dieta, por
outro lado, ¢ um dos principais fatores determinantes da obesidade, ¢ pode ser um alvo
acessivel para intervengdes terapéuticas visando o controle da disbiose (COTILLARD et al.,
2013).

Os lipideos dietéticos sdo considerados como os componentes alimentares com maior
acdo antimicrobiana (DESBOIS; SMITH, 2010), sendo também capazes de modular a
inflamacdo (ANGELAKIS et al., 2012). Esses efeitos contra bactérias foram amplamente
comprovados em estudos voltados para o aumento da vida de prateleira de produtos
alimenticios (LUCERA et al., 2012), para produtos de higiene bucal (SHINO et al., 2016) ou
para tratamentos topicos de infeccoes (VERALLO-ROWELL; DILLAGUE; SYAH-
TIUNDAWAN, 2008).

Apesar da atividade antimicrobiana e do uso potencial dos lipideos dietéticos na
modulacdo da microbiota intestinal, seu uso no controle da disbiose na obesidade tem sido
negligenciado. Acreditava-se que as quantidades de AGL que chegavam ao colon eram
despreziveis em individuos saudéveis e, por isso, insuficientes para impactar a microbiota
intestinal (SALONEN; DE VOS, 2014). No entanto, descobertas recentes afirmam que 7%
dos lipideos dietéticos atingem o cdlon sob a forma de AGL, mesmo em individuos saudaveis
que consumem dietas normolipidicas (GABERT et al., 2011). A influéncia dos lipideos
dietéticos sobre a microbiota intestinal tem sido confirmada por um niimero crescente de
evidéncias cientificas (CHAPLIN et al., 2015; DAVID et al., 2014; DEVKOTA et al., 2012;
FAVA etal., 2013; MUJICO et al., 2013; WU et al., 2011).



O efeito indesejavel das dietas hiperlipidicas sobre a modulagdo da microbiota na
obesidade foi recentemente confirmado em um estudo robusto conduzido por Murphy et al.
(2015). Assim, o objetivo desta revisdo ¢ avaliar criticamente o papel dos diferentes tipos de
lipideos dietéticos na modulagdo da microbiota intestinal, visando o controle da obesidade,

bem como elucidar os possiveis mecanismos envolvidos na integracdo destes fatores.

Metodologia

Foram realizadas buscas nas bases de dados eletronicas Medline/PubMed, Science
Direct, Scientific Electronic Library Online (SCIELO) e Latin American and Caribbean
Health Sciences Literature — LILACS, para identificar estudos publicados relacionados aos
efeitos dos lipideos dietéticos na microbiota intestinal € no controle da obesidade. Para a
busca de dados, os termos utilizados foram: microbiota intestinal/microbioma/flora intestinal,
lipideos/acidos  graxos  dietéticos, obesidade/excesso de peso, atividade/efeito
antimicrobiano/antibacteriano. Os termos foram utilizados sozinhos ou em associagdo ¢ as
linguas selecionadas foram portugués, inglés e espanhol. Foram selecionados artigos originais
e de revisdao de acordo com os titulos e resumos e publicados nos ultimos 10 anos. Artigos
publicados antes deste periodo foram incluidos se justificado pela sua revelancia cientifica.
Os de revisdo foram consultados como fonte de referéncias de artigos originais sobre o

assunto. Todos os artigos foram lidos e analisados criticamente.

Efeito dos tipos de lipideos dietéticos na microbiota intestinal

A composicao da microbiota do TGI difere ao longo da sua extensdo. Enquanto no
estobmago ha uma pequena diversidade e baixa abundancia de microrganismos, no intestino
grosso hd uma ampla variedade e elevado niimero. No intestino delgado, a bile e suco
pancredtico limitam o nimero de bactérias presentes, variando de ~ 10%*/ml na regido
proximal até ~10°-10%/ml na regido ileo-cecal (WALTER; LEY, 2011). Espécies aerdbias e
aerotolerantes sdo prevalentes no intestino delgado, enquanto anaerobias estritas predominam
no co6lon, onde hé baixa tensdo de oxigénio (MOWAT; AGACE, 2014).

A maior e mais estudada comunidade microbiana humana reside no coélon e ¢
composta por aproximadamente 1100 espécies distintas. Mais de 90% das categorias
filogenéticas das bactérias encontradas no intestino humano pertencem ao filo Firmicutes
(incluindo os géneros Clostridium, Enterococcus, Lactobacillus € Ruminococcus), ou ao filo

Bacteroidetes (incluindo Bacteroides e Prevotella) (POWER et al., 2014). Em menores



propor¢des encontram-se os filos Actinobacteria, Fusobacteria, Proteobacteria e
Verrucomicrobia (BRAHE; ASTRUP; LARSEN, 2013).

O desequilibrio da microbiota (disbiose), observado em obesos, favorece a passagem
de endotoxinas, como o lipopolissacarideo (LPS) presente na parede celular de Gram-
negativas (MOREIRA; ALFENAS, 2012), do limen intestinal para a circulagdo sistémica
(YANG; ROSE, 2014). O aumento do LPS na circulagao, resulta na endotoxemia metabdlica
e consequente inflamagdo de baixo grau, associada a obesidade (KALIANNAN et al., 2015).
Apesar de ainda n3o haver consenso sobre a composi¢do da microbiota intestinal de
individuos com excesso de peso, a maioria dos estudos apontam para uma diminui¢ao do filo
Bacteroidetes e aumento de Firmicutes (ARMOUGOM et al., 2009; LEY et al., 2006). Além
disso, estes individuos possuem menor diversidade da microbiota intestinal (CLARKE et al.,
2012).

Viarios fatores como habitos alimentares, meio ambiente e uso de antibidticos podem
afetar a composi¢do da microbiota intestinal (CHEN et al., 2016). O género, a idade e a raca
dos individuos também interferem na formagdo da microbiota (HULLAR; FU, 2014). A
composi¢ao da dieta, independente das calorias consumidas (COX; BLASER, 2013), o tipo
de AG ingerido, tamanho da sua cadeia carbonica e o grau de saturagdo também podem
influenciar a composi¢do da microbiota (MUJICO et al., 2013), atuando como elo entre o
intestino e a saude metabdlica do hospedeiro. Destaca-se, no entanto, que os AG s6 exercem
essa fungdo apds serem digeridos e liberados sob forma de AGL no intestino (BRAHE;
ASTRUP; LARSEN, 2013).

A digestao dos lipideos se inicia na boca pela acdo das lipases lingual e géstrica (MU;
HOY, 2004). Entretanto, a lipase pancredtica ¢ a principal responsavel pela hidrolise dos

lipideos ingeridos, liberando os AGL no intestino delgado (DI MAIO; CARRIER, 2011).



Tabela 1. Principais estudos com animais que avaliaram o efeito de lipideos dietéticos na microbiota intestinal.

AG Intervengao Duragao  Efeitos na microbiota Ref.

Dieta controle ou sem carboidrato HF (72% de 4s Dieta HF { Bacteroides, Prevotella e Cani et al,

lip: 6leo de milho e banha de porco) Lactobacillus ssp. e T Bifidobacterium spp. 2008

Dieta rica em polissacarideos (16% de lip), LF 8s Dieta HF 4 a diversidade bacteriana e Turnbaugh

ou HF (41% de AGS e AGPI) Bacteroidetes e T Firmicutes (classe et al, 2008
Molicutes).

Dieta controle LF ou HF (40,6% de lip como 8s Dieta HF 1T Catenibacterium mitsuokai, Turnbaugh

gordura bovina: 41% AGS, 17% trans, 35% Clostridium innocuum, Eubacterium et al,

AGMI e 7% AGPI) dolichum, Erysipelotrichi ¢ Enterococcus e ' 2009b
Bacteroidetes.

Dieta controle ou dieta HF (45% de lip: 87,6% 21s Dieta HF { Bacteroidetes ¢ T Firmicutes, Hildebrand

Saturado  ge hanha de porco e 12,3% de 6leo de soja) Clostridiales e Delta-Proteobacteria. tetal,
2009

Dieta LF (10% de lip) ou HF (45% de lip: 15s Dieta HF T Firmicutes e - Proteobacteria e~ Murphy et

banha de porco) Bifidobacterium. al, 2010

Dieta LF (5,2% de lip) ou HF (34,9% de lip) 25s Dieta HF T Desulfovibrionaceae e l Zhang et
Bifidobacterium spp. al, 2010

Dieta LF (5% de lip) ou HF (38% de lip: banha 3s Dietas HFs (leite e 6leo de girassol) ¥ Devkota et

de porco, leite ou dleo de girassol) Firmicutes e T Bacteroidetes. Dietas LF T al, 2012
Firmicutes ¢ 4 a abundancia dos outros filos.

Dieta controle (4% de lip), HF (34,3% de lip 19s Dieta HF T Enterobacteriales e ¥ conteudo Mujico et

como: 16,1% AGS, 12,6% AGMI e 5,5% total de DNA nas fezes. al, 2013

AGPI)
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Dieta controle (12% de lip: 61,5% de 6leo de 7s Dieta HF | Bifidobacterium spp. Chaplin et

soja e 38,5% de banha de porco) ou HF (43% al, 2015
de lip: 35,5% de dleo de soja e 64,5% de banha
de porco)
Dieta controle (9% de lip), HF (40% de lip: 5s Dieta HF com 6leo de peixe protegeu contra ~ Gosh et al,
20% de 6leo de canola, 20% de 6leo de milho suprecrescimento bacteriano causado por 2013
ou 19% de 6leo de milho + 1% de 6leo de AGPI n-6.
AGPI peixe)
Dieta controle (4% de lip) ou dieta HF + AGPI 7s AGPI n-3 T Firmicutes e grupo Lactobacillus. Mujico et
n-3 (3g/kg/dia de EPA e DHA) al, 2013
Dieta controle (4% de lip) ou dieta HF + 7s Composto derivado do 4cido oleico
composto derivado do acido oleico restabeleceu o conteudo total de DNA em
AGMI  (1,5g/kg/dia) niveis semelhantes ao grupo controle ¢ T Mujico et
Bifidobacterium e Bacteroidetes. al, 2013
Dieta controle (12% de lip: 61,5% de 6leo de 7s Dieta HF ¥ Bifidobacterium spp.
soja e 38,5% de banha de porco) ou 64,5% de Suplementag¢do com CLA T Bacteroides e Chaplin et
banha de porco) ou HF + CLA (6 mg) Prevotella. al, 2015
CLA Suplementagdo com CLA ¥ Firmicutes ¢ T
Dieta controle (6,2% de lip) ou suplementada Bacteroidetes; ¥ Desulfovibrionaceae, Marques et
com 0,5% de CLA (6,7% de lip) 8s Lachnospiraceae ¢ Peptococcaceae ¢ T al, 2015
Porphyromonadaceae

1. aumentou; ¥ diminuiu; AG: acido graxo; Lip: lipideos; HF: hiperlipidica; LF: hipolipidica; s: semanas; d:dias; AGPI: 4cido graxo
poli-insaturado; AGMI: 4cido graxo monoinsaturado; CLA: 4cido linoleico conjugado.
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Evidéncias oriundas de estudos em animais

O consumo de dieta hiperlipidica afeta negativamente a composi¢cdo da microbiota em
modelos animais (Tabela 1). Geralmente, a gordura saturada tem sido fornecida como fonte
de lipideos nas dietas hiperlipidicas (CANI et al., 2008; HILDEBRANDT et al., 2009;
MURPHY et al., 2010; PARKS et al., 2013; TURNBAUGH et al., 2008, 2009), embora o
objetivo nesses estudos ndo seja avaliar o efeito especifico deste tipo de gordura.

Estudos de interven¢ao em modelos animais com duragao variando de 3 a 25 semanas
concluiram que a dieta hiperlipidica (rica em gordura saturada), muitas vezes utilizado para
induzir obesidade, reduz a populagdo do filo Bacteroidetes e aumenta de Firmicutes (CANI et
al., 2008; HILDEBRANDT et al., 2009; MURPHY et al., 2010; TURNBAUGH et al., 2008,
2009). Em relagdo aos géneros, a dindmica ainda ¢ controversa, mas os acidos graxos
saturados (AGS) parecem diminuir Bacteroides, Prevotella, Lactobacillus ssp. ¢
Bifidobacterium spp (CANI et al., 2008; MURPHY et al., 2010; ZHANG et al., 2010),
tornando o perfil da microbiota semelhante a de individuos e animais com excesso de peso.

No entanto, a ingestdo de dieta suplementada com 0,5% de acido linoleico conjugado
trans-10, cis-12 (CLA-t10c12) por 8 semanas, acarretou o aumento de Bacteroidetes e
diminui¢do de Firmicutes em relagdo ao grupo nao suplementado. A fermentagdo microbiana
no ceco também foi realgada, resultando em maiores niveis dos acidos graxos de cadeia curta
(AGCC) isobutirato, acetato e propionato (MARQUES et al., 2015). Esses AGCC modulam o
metabolismo do hospedeiro, promovendo a saiude intestinal, a diferenciagdo celular e
exercendo efeito anti-inflamatério (MACFARLANE; MACFARLANE, 2012; POWER et al.,
2014). Em contrapartida, a suplementacdo com CLA, embora tenha promovido alteragdes
benéficas na microbiota, provocou esteatose hepatica nos animais (MARQUES et al., 2015).
Assim, mais estudos com CLA sdo necessarios para conhecer melhor seus efeitos e dosagem
adequada.

Em outro estudo com animais, a suplementagdo de CLA (6 mg/dia, 50:50 dos
isOmeros ativos cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12) causou alteragcdes benéficas para a
microbiota, ao aumentar a populacdo de bactérias de interesse no controle da obesidade, do
filo Bacteroidetes e de Akkermansia muciniphilia (CHAPLIN et al., 2015). A A. muciniphilia
reside na camada de muco intestinal e € responsavel por degradar a mucina. Sua presenca estd
associada a mucosa saudavel e geralmente estd reduzida na obesidade (CHAPLIN et al.,
2015), além de ser negativamente correlacionada com gordura corporal (PARKS et al., 2013).

Essas alteracdes verificadas apds suplementagao com CLA confirmam seu efeito benéfico na
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microbiota dos animais (CHAPLIN et al., 2015). Os resultados do referido estudo podem ser
relevantes no desenvolvimento de estratégias de manejo do peso corporal, uma fez que o
CLA tem sido utilizado para perda de gordura corporal em humanos (GAULLIER et al.,
2007).

Ghosh e colaboradores (2013) demonstraram que acidos graxos poliinsaturados
(AGPI) n-3 protegeram ratos de disbiose, ao reverter quadro de super crescimento bacteriano
causado pelo consumo de AGPI n-6. O referido quadro resulta no aumento da populacao de
bactérias indesejaveis e a disbiose frequentemente acompanha o quadro. Ele ¢é caracterizado
por uma desregulacao do crescimento como um todo, € provoca dor abdominal, inchago, ma-
absor¢ao de vitaminas (como a B12), lipideos e proteinas (IERARDI et al., 2016). Ademais, a
ingestdo de AGPI n-6 resultou na deplecdo de microrganismos dos filos Bacteroidetes e
Firmicutes, no aumento do IMC e na infiltragdo de células inflamatorias no ileo dos animais.
Em contraste, o AGPI n-3 restabeleceu a infiltragdo dessas células a niveis similares a dieta
controle (GHOSH et al., 2013). Verificou-se ainda que, em ratos alimentados com dieta
hiperlipidica, a suplementagdo de AGPI n-3 por 19 semanas foi capaz de aumentar a
abundancia de Lactobacillus (MUJICO et al., 2013). No entanto, ndo foram especificadas as
estirpes de Lactobacillus, configurando uma limitacdo do estudo, uma vez que, diferentes
espécies se associam de maneiras distintas com a obesidade. Enquanto os Lactobacillus
reuteri se associam positivamente com a obesidade (MILLION et al., 2012a) e os
Lactobacillus acidophilus com o ganho de peso, os Lactobacillus gasseri tém sido associados

a perda de peso, em humanos (MILLION et al., 2012b).

Evidéncias oriundas de estudos em seres humanos

Em relacdo aos efeitos dos tipos de lipideos dietéticos na microbiota intestinal de
seres humanos, os dados ainda sdo escassos. Em um estudo controlado com 10 individuos
(estado nutricional ndo informado), houve alteracdo da microbiota fecal 24h apos o inicio de
dieta hiperlipidica/pobre em fibra ou hipolipidica/rica em fibras, sem afetar os enterotipos
(WU et al., 2011). O referido estudo foi dividido em 2 partes, sendo que a composi¢cao da
microbiota fecal de adultos foi avaliada em um estudo transversal com 98 individuos e
reportaram que os enterotipos estdo associados com habitos alimentares a longo prazo. Uma
dieta rica em proteina e gordura animais, tipica alimentagdo de sociedades ocidentais,
favorece o enterotipo Bacteroides, enquanto o enterotipo Prevotella prevalece dentre aqueles

individuos com maior consumo de fibras, frutas e vegetais (DORE; BLOTTIERE, 2015; WU
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et al., 2011). Vale ressaltar que ambos os enterotipos estdo contemplados no filo
Bacteroidetes, o qual parece estar diminuido em individuos com excesso de peso
(ARMOUGOM et al., 2009).

Considerando todos os estudos apresentados (animais e humanos), verifica-se que
ainda n3o had consenso em relagdo as formas como os lipideos dietéticos modulam a
composi¢do da microbiota intestinal. No entanto, ha fortes evidéncias oriundas dos estudos
com animais de que essa microbiota varia com o tipo de gordura dietética, visto que o
consumo de AGPI n-3 e CLA foram benéficos, ao contrario de AGPI n-6 e AG saturados. A
seguir, elucidaremos possiveis mecanismos que envolvem a capacidade antibacteriana dos

lipideos e consequentemente a modulacao da microbiota intestinal.

Mecanismos envolvidos no controle da obesidade

Dentre os fatores que influenciam a composi¢do da microbiota, a dieta é o mais facil
de ser modificado e a forma mais acessivel de intervengdo terapéutica (WU et al., 2011).
Neste sentido, os lipideos dietéticos podem modular a microbiota intestinal e, assim exercer
papel no controle da obesidade. Os lipideos regulam a capacidade proé/anti-inflamatoria da
dieta, além de aumentar a abundancia de bactérias benéficas (BRAHE; ASTRUP; LARSEN,
2013), aumentando a produgdo de AGCC ao favorecer uma microbiota saudavel (RIOS-

COVIAN et al., 2016).

Atividade antimicrobiana e modulacdo da microbiota intestinal

Em estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa foi confirmado que os AGL,
mesmo em doses muito pequenas, possuem alta atividade antibacteriana (dados ainda ndo
publicados). Assim, os lipideos sd3o promissores agentes contra as bactérias, uma vez que seu
mecanismo de agdo envolve efeitos sobre o envelope celular (JACKMAN et al., 2016),
reduzindo a frequéncia de mutagdes que podem resultar em estirpes resistentes. Esse pode ser
mais um ponto positivo em relagdo ao uso de lipideos como estratégias para controle do
crescimento de bactérias intestinais relacionadas a obesidade. Em compara¢do a agdo do
antibidticos, estes inibem enzimas envolvidas em partes especificas do ciclo de vida
bacteriano, aumentando a probabilidade de ocorréncia de estirpes resistentes (LING et al.,
2015), ao contrario dos lipideos.

Os lipideos dietéticos podem diminuir algumas espécies e/ou géneros que estdo

relacionados ao excesso de peso (CHAPLIN et al., 2015; DAVID et al., 2014). A atividade
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antibacteriana de cada lipideo depende da sua composi¢cdo de AG, bem como da sua estrutura
e forma, como o tamanho da cadeia carbonica e a presenga, nimero, posi¢do e orientacao de
duplas ligagdes. O grupamento —OH do grupo carboxil parece ser relevante para a atividade
antibacteriana dos AGL (ZHENG et al., 2005). Para tal efeito, a acdo da lipase pancreatica
com o auxilio da colipase digere de 50 a 70% dos lipideos dietéticos. Juntas, elas hidrolisam
os TAG e diacilglicerol (DAG) nas posi¢des sn-1 e/ou sn-3, resultando em moléculas de 2-
monoacilglicerol (2-MAG) e 4cidos graxos livres (BIRARI; BHUTANI, 2007). Os 2-MAG
sdo a principal forma de MAG absorvida no intestino delgado. Esses 2-MAG sdo
rearranjados resultando na completa degradacdo do MAG, liberando glicerol e AGL.
Acredita-se que cerca de 7% dos AG resultantes do processo de digestdo, apds ingestdo de
dieta normolipidica e em individuos saudéaveis, ndo sdo absorvidos e sdo excretados pelas
fezes (GABERT et al., 2011). Esta por¢cdo de AGL passard pelo intestino delgado e pelo
intestino grosso, locais onde podera exercer efeitos antimicrobianos contra as bactérias
intestinais, modulando a microbiota.

Em geral, AG e MAG possuem amplo espectro de atividade antibacteriana por
causarem a lise da membrana celular bacteriana (JACKMAN et al., 2016), solubilizando-a
(SHILLING et al., 2013) ou por causar efeitos indiretos que afetam o metabolismo celular
(SHEU; FREESE, 1972) (Figura 1). Eles funcionam como surfactantes leves que perturbam
as membranas das células bacterianas, causando efeitos bacteriostatico ou bactericida

(HEERKLOTZ, 2008).
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Figura 1. Possiveis mecanismos de inducdo da morte celular bacteriana ou de inibi¢do do crescimento bacteriano exercidos pelos dcidos graxos
livres que resultam em alteragdes do metabolismo do hospedeiro. AGL: acidos graxos livres. *Mecanismo estabelecido para acidos graxos
saturados. ** Mecanismo estabelecido para 4cidos graxos insaturados.
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O efeito detergente dos AG, em razdo de sua estrutura anfipatica, pode levar a
solubilizacdo da membrana celular levando a lise celular (DESBOIS; SMITH, 2010). Os
acidos graxos de cadeia média (AGCM) e de cadeia longa (AGCL) tanto saturados como
insaturados, também podem impedir a regulagdo do metabolismo e/ou producdo de energia
pela célula, inibindo o crescimento bacteriano (JACKMAN et al., 2016). Quando ganham
acesso a membrana citoplasmatica de bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas, os AG
prejudicam a transferéncia de elétrons, reduzem a producdo de ATP e privam a célula da sua
fonte essencial de energia (SHEU; FREESE, 1972), afetando sua sobrevivéncia.

Dentre os AG saturados, o acido laurico (C-12) possui a melhor atividade
antimicrobiana, seguido do caprico (C-10) (KABARA et al., 1972). Em estudo in vitro e in
vivo (humanos), o acido laurico foi eficaz contra Staphylococcus aureus NAKATSUJI et al.,
2009). A obesidade, bem como a hiperglicemia e adiposidade eclevada relacionadas ao
excesso de peso, foram associadas com infeccdo por S. aureus (OLSEN et al., 2013). O efeito
antimicrobiano do 4cido laurico pode ser potencializado quando esterificado a glicerol,
resultando em monolaurim, o MAG de cadeia média com maior atividade antibacteriana. O
monolaurim ¢ ativo contra bactérias Gram-positivas patogé€nicas e de deterioragao
(BATOVSKA et al., 2009), porém nao foram identificados estudos que avaliassem seu efeito
contra bactérias do TGI. Tais estudos sdao de extrema relevancia devido a relacdo entre
microbiota intestinal e obesidade. Considerando a ampla atividade antimicrobiana do acido
laurico, pressupde-se que, caso eles ajam contra bactérias que estdo aumentadas no TGI de
individuos com excesso de peso, este AGL pode modular a microbiota intestinal destes
individuos e assim auxiliar no controle da obesidade. Em adi¢do, podem ocorrer interacdes
sinérgicas entre o monolaurim e compostos alimentares como fosfatos, antioxidantes e
acidulante (BATOVSKA et al., 2009), intensificando o efeito antimicrobiano. Acido laurico e
acido caprico também retardam o crescimento de S. aureus (SADO KAMDEM et al., 2008) e
reduzem a biossintese de novo de AG (SADO-KAMDEM; VANNINI; GUERZONI, 2009).
A biossintese de AG ¢ essencial para as bactérias pois produzem compostos lipidicos
essenciais, incluindo suas membranas celulares (ZHENG et al., 2005).

Em relagdo aos AG insaturados (cadeia média e longa), eles tendem a ser mais ativos
contra bactérias Gram-positivas que Gram-negativas e, em geral, sdo mais potentes que os
saturados, de mesma cadeia carbonica (KABARA et al.,, 1972). A membrana externa de
Gram-negativas se comporta como uma barreira a entrada dos AG, enquanto a parede celular
das Gram-positivas permite a passagem e distribuicdo de AG para a membrana citoplasmatica

(SADO-KAMDEM; VANNINI; GUERZONI, 2009), facilitando a acdo dos agentes
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antimicrobianos. Em relag¢do as duplas ligacdes, estas possuem relagcdo direta com a eficacia
dos AG insaturados. As duplas ligagdes que ocorrem naturalmente nos AG apresentam
tipicamente orientacdo cis e estes tendem a possuir maior atividade antibacteriana que
aqueles com duplas ligacdes em orientacdo trans (KABARA et al., 1972). Isso ocorre,
provavelmente, porque as estruturas destes AG insaturados trans assemelham-se as dos AG
saturados (DESBOIS; SMITH, 2010). Ainda, Zheng et al. (2005) demonstraram que AGPI,
semelhante aos AGS, também dificultam a biossintese bacteriana de AG in vivo, que, por sua
vez, afeta a composicdo da membrana celular, alterando seu funcionamento e prejudicando a
captacao de nutrientes (DESBOIS; SMITH, 2010).

AGPI como alfa-linolénico (C-18:3), linol¢ico (C-18:2) e oleico (C-18:1) também
merecem destaque por sua agdo antimicrobiana (BATOVSKA et al., 2009; HUANG;
EBERSOLE, 2010; MAIA et al., 2007). A acao antibacteriana de AG insaturados ¢ mediada
principalmente pela inibi¢do de diversas enzimas, da membrana ou do citosol, que sao
cruciais para a sobrevivéncia e crescimento das bactérias (SADO-KAMDEM; VANNINI;
GUERZONI, 2009; ZHENG et al., 2005). Outra possivel explicacdo para a toxicidade dos
AG insaturados esta relacionada aos seus produtos de auto-oxidacdo ou peroxidagado,
derivados dos processos metabolicos e que, por si sO, ja sdo antibacterianos (DESBOIS;
SMITH, 2010).

A inser¢do de AG insaturados na membrana citoplasmatica da bactéria a torna mais
fluida e permeével, levando a perda de contetido interno celular, inibindo o crescimento ou
causando morte celular. Se a fluidez da membrana aumenta excessivamente, esta se torna
instavel culminando na lise celular, o que, muitas vezes, ocorre dentro de minutos (ZHANG
et al.,, 2010). Por outro lado, AG saturados podem induzir a autdlise da parede celular
bacteriana em algumas espécies, possivelmente por reduzir a fluidez da membrana.
Empregando um modelo de bicamada lipidica, estudo recente demonstrou como AG
saturados desestabilizam a membrana, alterando sua morfologia e consequentemente o
metabolismo bacteriano (YOON et al., 2015).

A interacdo especifica entre lipideos antimicrobianos e a membrana celular bacteriana
ainda precisa ser melhor entendida. De fato, os lipideos apresentam um amplo espectro de
comportamentos mecanicisticos, com detalhes inerentes da estrutura quimica e concentragao
de cada composto. Sdo escassos os estudos em que se avaliou este potencial contra
microrganismos do TGI, talvez por negligenciarem este efeito, uma vez que a maior
concentracdo de bactérias se encontra no intestino grosso (MOWAT; AGACE, 2014) e a
maioria dos AG sdo absorvidos no intestino delgado (IQBAL; HUSSAIN, 2009). Mecanismo
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semelhante foi verificado em ruminantes, onde estudo in vitro com AGPI n-3 e n-6 mostrou
que estes AG foram efetivos contra bactérias do ramen (MAIA et al., 2007). Limitacdes
como solubilidade dos AG e distribuicdo dos microrganismos ao longo do TGI podem
dificultar a determinacdo exata das concentragdes de AG que entram em contato com tipos
especificos de bactérias in vivo (MAIA et al., 2007). Ao extrapolar tais resultados para os
seres humanos, especula-se que esses AG também sejam efetivos contra bactérias do TGI de
humanos, sendo capazes de modular a microbiota de individuos com excesso de peso e assim,

contribuir para o controle da obesidade.

AGCC: metabolito da microbiota

A ingestdo de diferentes tipos de lipideos pode aumentar a producdo de AGCC,
independente da quantidade de carboidratos e proteinas ingeridos (COX; BLASER, 2013).
Os AGCC sao fontes de energia para o epitélio colonico (POWER et al., 2014). A microbiota
intestinal atua sobre as fibras dietéticas e proteinas que nao foram completamente
hidrolisadas pelas reagdes enzimaticas. A fermentacdo das fibras pelas bactérias do colon
resulta na formag¢ao dos AGCC (KIMURA et al., 2013), acido acético (C-2), propionico (C-
3) e butirico (C-4) (RIOS-COVIAN et al., 2016). O butirato, em particular, exerce efeitos
benéficos na saude intestinal (POWER et al., 2014) ao favorecer a manutengdo da barreira
intestinal saudavel (COX; BLASER, 2013). A integridade da barreira impede a translocagado
do LPS para a circulacdo, prevenindo o ganho de peso, adiposidade corporal e resisténcia
insulinica (COX; BLASER, 2013).

Estudos tém demonstrado associagdo positiva da producdo de AGCC por bactérias
intestinais ¢ o controle da obesidade com impactos positivos para a satide (RIOS-COVIAN et
al., 2016). Evidéncias recentes sugerem que maiores niveis de AGCC se associam ao menor
conteudo de gordura corporal em animais (MARQUES et al., 2015).

Além de fornecerem energia aos enterdcitos, os AGCC também transmitem sinais via
receptores de proteina-G acoplada GPR41 e GPR43 (ou receptores de acidos graxos livre —
FFAR 3 e 2, respectivamente). O GPR41 ¢ igualmente ativado pelo propionato, butirato e
pentatonato, enquanto o GPR43 prefere o propionato a outros AGCC (ICHIMURA et al.,
2009). Os AGCC ativam o GPR41 das células enteroenddcrinas, que, por sua vez, induzem a
secre¢do do peptideo Y'Y, hormdnio responsavel por reduzir o tempo de transito intestinal e
aumentar a saciedade (COX; BLASER, 2013). Os AGCC também ativam os receptores

GPR43, expressos nos tecidos adiposo, imunolodgico e intestinal. Ao se ligarem ao GPR43, os
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AGCC regulam a captagao de energia do tecido adiposo e previnem o acimulo de gordura
nos adipdcitos ao promoverem sua utilizacao pelo figado (KIMURA et al., 2013). A ativagdo
do GPRA43 pelo acetato reduz a lipdlise e ativa a adipogénese, indicando um potencial papel
deste AG na regulagdo do perfil lipidico plasmatico (ICHIMURA et al., 2009). Adipdcitos
tratados com acetato e propionato tiveram sua atividade lipolitica reduzida. Essa inibi¢ao da
lip6lise ocorreu devido a ativagdo do FFAR2, pois este efeito foi suprimido em adipdcitos de
animais sem este receptor (ICHIMURA et al., 2009). Ainda, um estudo conduzido em
adultos com excesso de peso revelou que niveis aumentados de propionato previnem o ganho
de peso. O propionato estimulou significativamente a secre¢ao do peptideo YY e glucagon-
like peptide 1 (GLP-1), reduzindo a ingestdo alimentar (CHAMBERS et al., 2015). Em
conjunto, estes sinais enddcrinos enviados pelos AGCC contribuem com o controle da
obesidade.

A suplementacgdo dietética com butirato protegeu ratos contra a obesidade induzida
pelo consumo de gordura saturada. Esse efeito foi associado ao aumento do gasto energético,
da oxidagdo lipidica e a manuten¢do dos niveis normais de glicemia (GAO et al., 2009). A
melhora no controle glicémico também foi evidenciado pelo decréscimo de 50% do valor da
insulina de jejum, pela melhora na resposta ao teste de tolerancia intraperitoneal a insulina e
pelo menor HOMA-IR em comparagdo ao grupo controle. Estes resultados sugerem que o
butirato preveniu a obesidade e a resisténcia insulininca nos animais (GAO et al., 2009).

Por fim, a produ¢do de AGCC reduz o pH luminal, que, por sua vez, pode inibir o
crescimento de microrganismos indesejaveis e aumentar a absor¢do de alguns nutrientes,
contribuindo com a saude do hospedeiro (MACFARLANE; MACFARLANE, 2012). A
producao de AGCC parece possuir importante papel na manutengdo da barreira intestinal, na
composi¢do da microbiota (RIOS-COVIAN et al., 2016) e, consequentemente, no tratamento

da obesidade.

Efeito anti-inflamatorio e outros beneficios

A disbiose intestinal esta associada a endotoxemia metabolica e inflamagao de baixo
grau, observada na obesidade (LEY et al., 2006). Em individuos com excesso de peso, a
diversidade do microbioma foi considerada fator preditivo de resposta reduzida a dieta
hipocalorica, em termos de perda de peso e melhoria do metabolismo e perfil inflamatdrio
(COTILLARD et al., 2013). A conexdo entre microbiota intestinal e inflamacdo de baixo

grau, com infiltracdo de macrofagos nos tecidos adiposo, muscular e hepdtico, caracteriza a
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progressao da obesidade a disturbios metabolicos (BRAHE; ASTRUP; LARSEN, 2013).

O metabolismo do propionato e do butirato ganhou a aten¢do dos pesquisadores nos
ultimos anos devido a conexdo dos baixos niveis de populagdes de bactérias produtoras
destes compostos em algumas doencas em que o processo inflamatério estd presente (R{OS-
COVIAN et al.,, 2016). Em um amplo estudo foi constatado uma menor abundancia de
bactérias produtoras de butirato nas fezes de pacientes com diabetes tipo 2 comparados com
grupo controle de individuos saudaveis (QIN et al., 2012), sugerindo um papel protetor do
butirato em doengas metabolicas relacionadas a obesidade. Ademais, o butirato possui
propriedades anti-inflamatorias. Ele ¢ capaz de regular a fung¢do da barreira intestinal e
impedir a passagem de LPS do limen intestinal para a circulacao sistémica (YANG; ROSE,
2014), prevenindo a endotoxemia metabdlica e a inflamacdo de baixo grau associadas a
obesidade (KALIANNAN et al., 2015).

A dieta afeta a composicdo de AG das membranas celulares dos diversos tecidos,
sendo o AGPI n-3 o de maior interesse entre os pesquisadores. A maioria dos fosfolipideos
dos tecidos sdo responsivos a alteracdes no conteudo de AGMI e AGPI da dieta,
incrementando o contetido desses AG a medida que sua ingestdo aumenta (ABBOTT et al.,
2012; ANDERSSON et al., 2002). Em contrapartida, variacdes da quantidade de AGS
ingeridos ndo interferem em seu teor das membranas. Os TG do tecido adiposo sdo os mais
responsivos as modificagdes na dieta, tanto de AGS como de AGMI e AGPI (ABBOTT et al.,
2012). Sabe-se que a composi¢ao de AG da dieta influencia a inflamacao ao transformar o
perfil de AG das membranas e do tecido adiposo, alterando a disponibilidade de substratos
para eicosanoides pro-inflamatoérios (como o acido araquidonico, C20:4 n6) ou anti-
inflamatoérios (acido eicosapentaendico — C20:5n-3- e 4cido docosahexaendico — C2:6n-3)
(CALDER, 2011). Assim, o consumo excessivo de AGPI n-6, caracteristico da dieta
ocidental, resulta no desequilibrio da propor¢do de n-3/n-6. Esse desequilibrio culmina no
aumento das concentragdes de 4cido araquidonico e, portanto, da inflamacdo cronica e de
suas doengas associadas, como obesidade (ABBOTT et al., 2012).

Ademais, a interacao entre a composicao de acidos graxos dos tecidos € a microbiota
intestinal desempenha importante papel no efeito anti-inflamatorio exercido pelo AGPI n-3.
O elevado contetido de AGPI n-3 nos tecidos mostrou-se capaz de aumentar a produgdo e
secrecdo da enzima fosfatase alcalina intestinal, a qual induz alteragdes na composi¢do da
microbiota. Assim, resultando no decréscimo da producdo de LPS e da permeabilidade
intestinal, reduzindo a endotoxemia metabolica ¢ a inflamagao (KALIANNAN et al., 2015).

A fosfatase alcalina intestinal ¢ um peptideo antimicrobiano endégeno com numerosas
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fungdes fisiologicas (LALLES, 2010). Ela é altamente expressa no intestino delgado,
secretada por enterdcitos apicais para o lumen e se desloca para o intestino grosso
(KALTANNAN et al., 2015). Esta enzima também ¢é conhecida por inibir o crescimento de
bactérias Gram-positivas por meio da desfosforilagdo do ATP, previnir o super-crescimento
de Escherichia coli e outras Gram-negativas devido a sua capacidade de desfosforilar o LPS
localizado na membrana externa (KOYAMA et al., 2002) e promover o crescimento de
bactérias comensais do TGI (MALO et al., 2014). Assim, AGPI n-3 (como EPA e DHA)
destacam-se por suas propriedades anti-inflamatorias (COELHO et al., 2016), que estdo
relacionadas a reducdo a endotoxemia metabolica (KALIANNAN et al., 2015) e alteracdes
positivas na microbiota intestinal (PUSCEDDU et al., 2015).

Além dos AGCC, a microbiota intestinal humana também sintetiza vitamina K na
forma de menaquinona (OHSAKI et al., 2006). Estudos reportaram efeitos benéficos da
vitamina K no controle da obesidade ¢ de suas comorbidades, tais como a reducdo da
concentracdo de triglicerideos, da gordural corporal (SOGABE et al., 2011) e da inflamagao
induzida por LPS (OHSAKI et al., 2006). A alta ingestdo de vitamina K foi ainda associada a
melhora da sensibilidade a insulina, menor perimetro da cintura, a menores valores de IMC e
de pressdo arterial sist€émica (DAM et al., 2015). A composi¢ao alterada da microbiota de
individuos com excesso de peso pode prejudicar a producdao de vitamina K pelas bactérias
intestinais. Assim, de forma indireta, a modulagcdo exercida pelos lipideos na populagdo
bacteriana coldnica pode favorecer o controle da obesidade também via sintese de vitamina K

e seus beneficios.

Conclusdes e perspectivas

Em suma, os resultados dos estudos sugerem que a modulacdo da abundancia das
populagdes bacterianas especificas, como o aumento de Bacteroidetes e a redugdao de
Firmicutes, pode ser benéfica no tratamento da obesidade. A qualidade dos lipideos da dieta
afeta, de formas distintas, e diretamente a integracdo entre os AGL, a microbiota intestinal e
obesidade. Apesar do CLA promover alteracdes benéficas na composicdo da microbiota
intestinal, mais estudos sdo necessarios para compreender melhor o efeito dos isdmeros do
CLA na microbiota e saide do hospedeiro. O consumo de AGPI n-3 promove alteragdes
favordveis na microbiota intestinal de individuos obesos, aproximando-a daquela de
individuos eutréficos, ao contrario dos AGS. Devido a escassez de estudos clinicos

controlados de longa duragdo em humanos, esta complexa interacao ainda nao € inteiramente
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compreendida pela comunidade cientifica. No entanto, a forte atividade antimicrobiana
exercida pelos AGL, bem como seus efeitos secundarios na microbiota intestinal (producao
de AGCC, efeito anti-inflamatorio e sintese de vitamina K) sugerem o potencial uso
terapéutico especialmente dos AGPIS no tratamento da obesidade, atuando como o elo entre

o intestino e a saude metabolica do hospedeiro.
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ARTIGO 2: Teor de compostos bioativos e atividade antioxidante do 6leo de coco virgem e
azeite de oliva extra virgem

Resumo

Introdugéao: O 6leo de coco virgem e o azeite de oliva extra virgem sdo Oleos vegetais de
composi¢des muito distintas e que sdo comumente consumidos com objetivo de controlar a
obesidade e promover a saide. Objetivo: Investigar e comparar a ocorréncia e concentragao de
compostos bioativos e capacidade antioxidante in vitro de diferentes marcas comerciais de azeite
de oliva extra virgem e 6leo de coco virgem. Materiais e métodos: A capacidade antioxidante
foi verificada por meio do teste de DPPH. Foram investigadas a ocorréncia e concentragao dos
oito isomeros de vitamina E, flavonoides e compostos fendlicos totais. As andlises foram
realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), exceto os compostos fenolicos
totais e atividade antioxidante, que foram analisados por meio de espectrofotometria.
Resultados: O azeite de oliva possui os isdmeros o, 3 e y-tocoferol, enquanto o 6leo de coco
possui a, B, v e d-tocotrienol. O azeite de oliva possui maior teor de vitamina E total que o dleo
de coco. O tunico carotenodide identificado foi a luteina, nas amostras de azeite de oliva. Néo
detectamos a ocorréncia de flavonoides em nenhuma amostra. As marcas de 6leo de coco
apresentaram conteudo inferior de compostos fenolicos em relagdo ao azeite de oliva. As marcas
de azeite de oliva apresentaram percentual de inibi¢cdo do radical DPPH dez vezes maior que as
do 6leo de coco. Conclusdao: Constatamos que as diferentes marcas de um mesmo tipo de 6leo
analisadas neste estudo apresentaram diferenga na composi¢do dos compostos antioxidantes. O
azeite de oliva extra virgem possui melhor perfil de compostos bioativos e maior atividade

antioxidante que o 6leo de coco.

Palavras-chave: Oleo de coco, azeite de oliva, atividade antioxidante, compostos fendlicos,

vitamina E.
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Abstract

Introduction: Virgin coconut oil and extra virgin olive oil are vegetable oils of very different
compositions and are commonly consumed in order to control obesity and promote health.
Objective: To investigate and compare the occurrence and concentration of bioactive
compounds and in vitro antioxidant capacity from different brands of extra virgin olive oil and
virgin coconut oil. Methods: The antioxidant capacity was evaluated by the DPPH test. It was
investigated the occurrence and concentration of the eight vitamin E isomers, flavonoids and
phenolic compounds. Analyses were performed by high-performance liquid chromatography
(HPLC), except for phenolic compounds and antioxidant activity, which were by
spectrophotometry. Results: Olive oil samples showed the isomers o,  and y-tocopherol while
coconut oil showed a, B, y and d-tocotrienol. Olive oil samples have higher vitamin E content
comparing to coconut oil. The only carotenoid identified was lutein, in olive oil samples. We did
not detect the occurrence of flavonoids in any sample. The coconut oil brands showed lower
compounds phenolics content compared to olive oil. The olive oil brands showed DPPH radical
inhibition percentage ten times the coconut oil. Conclusion: We conclude that different brands
of the same type of oil showed differences in antioxidant compounds composition. The extra
virgin olive oil has a better profile of bioactive compounds and antioxidant activity that coconut

oil.

Key-words: Antioxidant activity, virgin coconut oil, extra virgin olive oil, phenolic compounds,

vitamin E.
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Introduciao

O o6leo de coco virgem e o azeite de oliva extra virgem sao 6leos vegetais de composigdes
muito distintas e que sdo comumente consumidos com objetivo de controlar a obesidade e
promover a saude. A obesidade ¢é caracterizada pela inflamacdo cronica de baixo grau
acompanhada de aumento progressivo do estresse oxidativo (WONG et al., 2015). Ela se tornou
um problema de satide mundial, que se agrava ao longo dos anos (IBGE, 2010) e que esta
diretamente relacionada as complicacdes de diversas morbidades, como doencas
cardiovasculares, diabetes tipo 2, hipertensdo e alguns tipos de cancer (DE HEREDIA; GOMEZ-
MARTINEZ; MARCOS, 2012). Embora a etiologia da obesidade seja multifatorial ¢ complexa,
a dieta ¢ um de seus principais fatores determinantes. Sugere-se que a qualidade da gordura
ingerida seja fundamental para a obtencao de bons resultados no controle da obesidade (ENNS et
al., 2014).

O azeite de oliva (Olea europaea L.) extra virgem é um alimento funcional, em virtude de
ser excelente fonte de 4cidos graxos monoinsaturados (AGMI) e de compostos fendlicos (cerca
de 30 compostos diferentes), os quais atuam como antioxidantes, além conter vitamina E e
carotenoides. Admite-se que o consumo de gordura monoinsaturada possa atenuar a inflamagao
(PAPAGEORGIOU et al., 2011), exercer efeito antioxidante e diminuir o colesterol sanguineo
(SPOSITO et al., 2007). Divulga-se que os efeitos antioxidante e anti-inflamatorio resultantes do
consumo do azeite extra virgem podem auxiliar no combate a obesidade (COVAS; DE LA
TORRE; FITO, 2015).

Por outro lado, o consumo diario de 6leo de coco (Cocos nucifera L.), popularmente
adotado como estratégia para controle da obesidade, necessita ser melhor estudado pois os dados
na literaruta ainda sdo insuficientes para dar suporte a tal efeito benéfico. O 6leo de coco contém
cerca de 90% de acidos graxos saturados, sendo mais de 60% destes acidos graxos de cadeia
média. Devido a sua composicao quimica e perfil de acidos graxos, ¢ um Oleo de facil
digestibilidade e absor¢ao (MARINA et al., 2009). Acredita-se que seus compostos bioativos sao
os principais responsaveis pelos beneficios atribuidos ao 6leo de coco, como efeito antioxidante
(NEVIN; RAJAMOHAN, 2006; VYSAKH et al., 2014) e anti-inflamatério (VYSAKH et al.,
2014).

Muitos estudos que investigam a ocorréncia destes compostos bioativos com agao

antioxidante empregam Oleos de coco e azeite de oliva sintetizados no proprio laboratério de
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pesquisa (ARLEE; SUANPHAIROCH; PAKDEECHANUAN, 2013; BRENES et al., 1999;
FRANCO et al., 2014; MURKOVIC et al., 2004; SENEVIRATNE; HAPUARACHCHI;
EKANAYAKE, 2009; SENEVIRATNE; SUDARSHANA DISSANAYAKE, 2008). Portanto,
considerando a distinta composicao destes 0leos e sua aplicabilidade no controle da obesidade, a
analise e comparagcdo de marcas comerciais torna-se relevante e necessaria. Desta forma, este
estudo tem por objetivo investigar € comparar a ocorréncia € concentragdo de compostos
bioativos e capacidade antioxidante in vitro de diferentes marcas comerciais de azeite de oliva

extra virgem e dleo de coco virgem.

Materiais e métodos
Amostras testadas

Foram utilizados trés marcas comerciais distintas de azeite de oliva extra virgem e
trés de 6leo de coco virgem prensado a frio, adquiridos em embalagens devidamente
lacradas. As marcas selecionadas sdao devidamente regulamentadas pela ANVISA (BRASIL,
1999). As analises foram realizadas no Laboratdrio de Analise de Vitaminas e Laboratdrio de
Bioquimica Nutricional do Departamento de Nutricdo e Saude, Laboratério de Bioquimica e
Quimica de Produtos Naturais do Departamento de Bioquimica e Laboratério de Sintese de

Agroquimicos do Departamento de Quimica, todos da Universidade Federal de Vicosa, MG.

Perfil de acidos graxos dos oleos

Por se tratarem de amostras de 6leos, a etapa de extracdo foi dispensada. A esterificacdo e
a saponificacdo foram realizadas de acordo com Hartman e Lago (1973). Foram adicionados 2,4
mL do reagente de saponificagdo (NaOH 2% em metanol) a 30 mg de amostra, os quais foram
mantidos no banho-maria por 15 minutos a 80°C. Posteriormente, foram adicionados 6 mL de
reagente de esterificacdo (cloreto de amonia, metanol e 4cido sulfirico concentrado) e o processo
do banho-maria foi repetido. As amostras foram deixadas em repouso por 5 minutos para
reducdo da temperatura (40°C). A seguir, foram adicionados 0,5 mL de hexano (grau analitico,
Vetec — Sigma-Aldrich, Rio de Janeiro, Brasil) e 1,5 mL de NaCl (20%) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, EUA) e homogeneizados em vortex por 30 segundos. O sobrenadante foi transferido para

eppendorfs, onde a amostra foi seca com nitrogénio e armazenada a -20°C para analise posterior.
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As andlises foram realizadas em cromatografo a gas (Shimadzu, modelo CG Solution),
equipado com detector FID, coluna capilar Carbowax (30 m x 0,25 mm). Para a separacao
cromatografica, 1 uL de amostra foi injetado em sistema Split = 10. Gas nitrogénio foi utilizado
como carreador, com velocidade linear programada para 43.2 cm/s. Os gases hidrogénio e o ar
sintético formaram a chama no detector. As temperaturas do injetor ¢ do detector foram
controladas isotérmicas em 200°C e 220°C. A temperatura inicial da coluna foi de 150°C
(mantida por 5 minutos), aumentando em 4°C por minuto até atingir 220°C (mantida por 20
minutos). O fluxo do gas de arraste na coluna foi de 1,0 mL/minuto. O registro e analise dos

cromatogramas foram feitos no programa GC Solution.

Conteudo de vitamina E

Foi investigada a ocorréncia e a concentragdo dos 8 componentes da vitamina E (a, B, v €
d tocoferois e tocotriendis) nos 6leos, em triplicata. A anélise dos componentes foi realizada de
acordo com Pinheiro-Sant’Ana ef al. (2011), com algumas modificagdes. Aproximadamente 0,1
g de oleo foram diluidos em 2 mL de hexano (grau HPLC, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e
filtrados em unidades filtrantes de porosidade 0,45 um. As analises dos componentes da vitamina
E foram realizadas injetando-se 50 puL dos extratos previamente preparados do 6leo de coco e 30
uL dos extratos de azeite de oliva.

As condigdes cromatograficas utilizadas foram: sistema HPLC (Shimadzu modelo SCL
10AT VP, Japdo); detector de fluorescéncia (Shimadzu RF10AXL) operando a 290 nm de
excitagdo e 330 nm de emissdo; coluna cromatografica Phenomenex Luna Si100 (250 x 4 mm, 5
pum) acoplada de coluna de guarda (Phenomenex Si100 4 mm x 3 mm); fase movel — hexano:
isopropanol: acido acético glacial (grau HPLC, Tedia, Brasil) (98,9: 0,6: 0,5, v/v/v); fluxo da
fase movel de 1,0 mL.min"!, temperatura ambiente e tempo de corrida de 22 min.

A identificacdo dos componentes da vitamina E foi realizada comparando-se o tempo de
retencdo dos padrdes aos obtidos para as amostras analisadas sob as mesmas condigdes. Para a
quantificagdo dos compostos, foram utilizadas curvas analiticas construidas a partir da injecao,
em duplicata, de solugdes padrdo com diferentes concentracdes dos componentes da vitamina E

identificados nas amostras.
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Extracdo e analise de carotenoides

Foi investigada a ocorréncia e a concentragdo de a-caroteno, B-caroteno, -criptoxantina,
luteina e zeaxantina nos Oleos. Os carotenoides foram extraidos de acordo com Rodriguez-
Amaya (2001), com modifica¢des. Cerca de 5 g de 6leo foram adicionados a 60 mL de acetona
(grau analitico, Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e homogeneizados por 4 minutos. A suspensdo foi
filtrada e a particao dos carotenoides foi feita da acetona para o éter de petroleo.

Para andlise, 10 mL de extrato foram evaporados sob fluxo de nitrogénio gasoso, € o
residuo seco foi retomado em 2,0 mL de acetona. O extrato foi filtrado em unidades com
porosidade de 0,45 um e foram injetados volumes de 50 puL e 200 pL, para amostras de azeite de
oliva e oleo de coco, respectivamente.

As andlises de carotenoides foram realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), utilizando as seguintes condi¢des cromatograficas: sistema HPLC, detector de arranjo
de diodos (modelo SPD-M10 AVP, Shimadzu) com detec¢do a 450 nm; coluna cromatografica
Si 100 (Phenomenex Luna® 250 mm x 4 mm, 5 um) acoplada com pré-coluna de guarda Si100
(C18) (Phenomenex ODS, 4 mm x 3 mm); fase movel composta por hexano: isopropanol (grau
HPLC, Tedia, Brasil) (95:5, v/v); eluicdo isocratica; fluxo da fase moével de 1,5 mL/min,
temperatura 25°C, tempo de corrida de 20 min e comprimento de onda de 450nm (PANFILI;
FRATIANNI; IRANO, 2004).

A identificagdo dos carotenoides foi realizada comparando-se o tempo de retencdo e o
espectro de absorcao dos padrdoes com os obtidos para as amostras analisadas sob as mesmas
condig¢des. Para a quantificacdo, foram utilizadas curvas analiticas construidas a partir da injecao,

em duplicata, de solugdes padrao com diferentes concentragdes.

Extragdo e analise de flavonoides

Foi investigado, em triplicata, a ocorréncia e a concentragdo dos seguintes flavonoides
nos oOleos: 3-deoxiantocianidinas (luteolinidina, apigeninidina, 7-metoxi-apigeninidina e
Smetoxi-luteolinidina), flavonas (luteolina e apigenina) e flavanonas (naringenina e eriodictiol).
Para a extracdo dos flavonoides, 4 g dos o6leos foram adicionados de 20 mL de solucdo
metanodlica de HCI (grau analitico, Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) a 1% (v/v) e agitada por 120

minutos, a 180 rpm. Em seguida, a suspensao foi centrifugada a 4000 rpm, por 5 minutos, sendo
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o sobrenadante coletado e o volume completado para 20 mL com solu¢ao metanolica de HCI a
1% (v/v). O extrato foi acondicionado em frasco &mbar e armazenado em freezer (-18 + 1°C)
(DYKES et al., 2009; SENEVIRATNE; SUDARSHANA DISSANAYAKE, 2008). Apos a
extragdo, aliquotas do extrato foram filtradas utilizando-se unidades filtrantes com porosidade de
0,45 um.

Os flavonoides foram determinados por HPLC utilizando as seguintes condigdes
cromatograficas: sistema HPLC (Shimadzu, SCL 10AT VP, Japao), coluna C-18 (Kinetix, 150 x
4,6 mID, 5 um) equipada com coluna guarda C-18 (Phenomenex, Torrance, CA, 4 mm x 3 mm),
temperatura da coluna a 35°C, volume de injecao de 100uL, varredura do espectro de 200 a 700
nm com detec¢ao a 480 nm para 3-deoxiantocianidinas, 360 nm para flavonas, 280 nm para
flavanonas. A fase movel consistiu em 2% de acido formico em agua ultrapura (linha A) e 2% de
acido formico em acetonitrila (linha B). O gradiente de eluicdo para B foi: 0-3 min, 10%
isocratico; 3-4 min, 10-12%, 4-5 min, 12% isocratico; 5-8 min, 12-18%, 8-10 min, 18%
isocratico; 10-12 min, 18-19%, 12-14 min, 19% isocratico; 14-18 min, 19-21%, 18-22 min, 21-
26%, 22-28 min, 26-28%, 28-32 min, 28-40%, 32-34 min, 40-60%, 34-36 min, 60% isocratico;
36-38 min, 60-10%, 38-45 min, 10% isocratico. Para aumentar a repetibilidade do tempo de
reten¢do dos picos foi utilizado o seguinte gradiente de fluxo de 0-36 min, 0,55 mL/min; 36-38
min, 0,55-1,1 mL/min, 38-44 min, 1,1 mL/min; 44-45 min, 1,1-0,55 mL/min e a fase moével foi
desgaseificada com gas hélio a 50 kPa antes e durante as corridas.

A identificagdo dos compostos foi realizada comparando-se o tempo de retengdo e o
espectro de absor¢@o dos picos dos padrdes e das amostras, analisados sob as mesmas condigdes.
Para a quantificagdo, foram utilizadas curvas analiticas construidas a partir da injecdo, em

duplicata, de solugdes padrao com seis diferentes concentragdes.

Conteudo de compostos fenolicos totais

A extragdo dos compostos fenolicos dos oleos foi realizada de acordo com Arlee et al
(2013), com algumas modificag¢des. Dez gramas do 6leo foram dissolvidos em 50 mL de hexano
(grau analitico, Vetec, Rio de Janeiro, Brasil). Os compostos foram extraidos 3 vezes com 20 mL
de etanol (grau analitico, Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) 60%, cada. O extrato foi evaporado no

rotavapor (Buchi, R-3, Brasil) ligado a bomba a vacuo (Tecnal, TE-058, Brasil) a 40°C. O
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volume final foi completado com agua destilada para 5 mL e o extrato foi armazenado em frasco
ambar.

A andlise foi feita baseada no método de Gutfinger (1979) com modifica¢des, 1 mL do
extrato (extratos dos azeites foram diluidos em 1:6) foi adicionados a 1 mL de solucdo de Folin-
Ciocalteau (Sigma-Aldrich, Suica) 10% e 0,8 mL de solu¢do de carbonato de sddio (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA) 35 %. Em seguida, a solucdo foi agitada em vortex e deixada em
repouso por 30 minutos em ambiente protegido de luz. A leitura da absorvancia foi realizada em
espectrofotometro (Thermo scientific, Evolution 606, USA) a 725 nm. A quantificagdo foi
realizada por meio da curva analitica obtida através da leitura da absorvancia de solugdes com
diferentes concentra¢des de acido galico (0, 25, 50, 100, 150, 200, 250 ppm). Os resultados

foram expressos em mg de equivalentes de acido galico por grama de amostra (mg GAE/g).

Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos oleos foi avaliada pela capacidade de inibicdo do radical
DPPH (1,1-Difenil-2-picrilhidrazil) (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995),
segundo o método de Bloor (2001) com modificagdes. Para esta analise, utilizou-se o mesmo
extrato preparado para a quantificacdo de fenolicos totais. Foram adicionados 100 pL do extrato
em 1,5 mL de solu¢do metandlica de DPPH (0,1 mM). A mistura foi agitada e incubada no
escuro por 30 minutos. A absorvancia da solu¢do foi mensurada a 517 nm (Thermo scientific,
Evolution 606, USA). O percentual de inibicao foi expresso usando a seguinta equacdo, onde

Abs ¢ a absorvancia da solu¢do DPPH com 4gua na mesma quantidade do extrato.

controle

Inibicao% = (Abs —Abs, )/ Abs x 100

Controle Amostra Controle

Andadlises estatisticas

Varidveis ndo paramétricas foram transformadas em log. A andlise de variancia
(ANOVA) de um fator seguido do teste de Tukey foi utilizado para avaliar as diferengas entre as
amostras. Os dados foram apresentados como média + desvio-padrdo. As analises estatisticas

foram realizadas usando o software SPSS 20.0. O nivel a de 5% foi considerado significante.
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Resultados

O perfil lipidico das amostras analisadas variou entre acidos graxos de cadeia média e
longa (Tabela 1). Nas amostras de azeite de oliva, as maiores concentragdes foram referentes aos
acidos graxos oleico e palmitico. O &cido miristoléico e d4cido palmitoléico cis foram
identificados em pequenas quantidades apenas nas amostras de azeite de oliva. Nas amostras de
6leo de coco, os maiores percentuais foram referentes aos acidos graxos saturados laurico,
miristico e palmitico. Em relacdo aos acidos graxos poli-insaturados (AGPI), todas as amostras

testadas apresentaram baixa concentracao total destes AG (Figura 1).
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Figura 1. Proporgdo de acidos graxos saturados, poli-insaturados (AGPI) e monoinsaturados (AGMI).
AO1: azeite de oliva marca 1; AO2: azeite de oliva marca 2; AO3: azeite de oliva marca 3; OC1: 6leo
de coco marca 1; OC2: dleo de coco marca 2; OC3: 6leo de coco marca 3.
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Tabela 1. Percentual de acidos graxos em relagao ao total, das diferentes marcas de 6leos comerciais testadas.

ACIDO GRAXO AO1 AO2 AO3 0oC1 0C2 0C3
Ac. Laurico (C12:0) - 0,02 - 42.4 54,4 59,8
Ac. Tridicanéico (C13:0) - 0,03 - 0,06 0,06 0,03
Ac. Miristico (C14:0) - 0,01 0,02 23,1 23,4 21,1
Ac. Miristoléico (C14:1) 0,01 0,04 - - - -
Ac. Pentadecandico (C15:0) - 0,01 - 0,01 - 0,01
Ac. 10-pentadecandico (C15:1) - 0,01 - - 0,01 0,01
Ac. Palmitico (C16:0) 9,9 16,3 12,6 14,4 9,7 9,00
Ac. Palmitoléico cis (C16:1) 0,7 1,7 1,1 - - -
Ac. Margarico (C17:0) 0,3 0,2 0,2 0,03 0,01 0,02
Ac. Estearico (C18:0) 2,1 1,1 1,9 2,2 2,8 3
Ac. Oleico (C18:1) 80,8 64,8 76,5 13,1 7,5 5,8
Ac. Linoleico (C18:2) 4.9 14,3 6,4 4.4 1,4 0,8
Ac. o-linolénico (C18:3) 0,6 0,7 0,6 0,2 0,3 0,3
Ac. Araquidico (C20:0) 0,4 0,3 0,4 0,1 0,1 0,1
Ac. Gadoléico (C20:1 n9) 0,3 0,3 0,3 0,1 0,02 0,02
Ac. 8,11-eicosadiendico (C20:2) 0,1 0,1 0,1 0,01 - -
AGMI total 81,8 66,8 77,9 13,2 7,5 5,8
AGPI total 5,6 15,1 7,1 4,5 1,7 1,1
Saturado total 12,6 18 15 82,3 90,5 93

Os valores estdo expressos em meédia da triplicata. - : ndo detectado. AO1: azeite de oliva marca 1; AO2: azeite
de oliva marca 2; AO3: azeite de oliva marca 3; OC1: 6leo de coco marca 1; OC2: 6leo de coco marca 2; OC3:
6leo de coco marca 3. AGMI: acidos graxos monoinsaturados; AGPI: &cidos graxos poli-insaturados.
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Verificamos a presenca de diferentes isomeros (o, B e y-tocoferol no azeite de oliva e a,
B, v e d-tocotrienol no dleo de coco) de vitamina E nas amostras de azeite de oliva e 6leo de coco
(Tabela 2). O azeite de oliva apresentou maior teor de vitamina E total que o 6leo de coco.
Dentre as amostras de 6leo de coco, a marca 1 apresentou maior concentragdo de vitamina E

total e dos isOmeros identificados.
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Tabela 2. Conteudo total de vitamina E, tocoferois e tocotriendis nas diferentes marcas de 6leos comerciais testados

(mg/100g de amostra).
Composto Marecas testadas
AO1 AO2 AO3 ocC1 0C2 0C3

Vitamina E total 31,90 +£0,33* 38,19+3,44® 36,00 £1,31* 16,04+ 0,97° 6,99+ 0,13° 5,26 +0,25¢
a-tocoferol 19,36 £0,23*  23,53+2,03° 21,20+ 0,75 - - -
B-tocoferol 11,29+2,09 14,10+ 1,09 13,56 + 1,05 - - -
y-tocoferol 1,20+ 0,02* 0,56 + 0,06° 1,25 £ 0,06* - - -
d-tocoferol - - - - - -
a-tocotrienol - - - 12,43+0,9°  6,60+0,20° 4,70 + 0,26°
[-tocotrienol - - - 2,39 £0,41 - -
y-tocotrienol - - - 0,55+0,06° 0,39+0,03° 0,56+0,01?
o-tocotrienol - - - 0,37 +0,02 - -

Os valores estdo expressos em média e desvio-padrdo. - :

nao detectado. AO1: azeite de oliva marca 1; AO2:
azeite de oliva marca 2; AO3: azeite de oliva marca 3; OCI1: 6leo de coco marca 1; OC2: 6leo de coco marca 2;
OC3: 6leo de coco marca 3. As diferengas entre os 0leos foram comparadas por meio do teste ANOVA, seguido do
teste de Tukey. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (p<0,05).
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Dentre os carotenoides investigados, registramos a ocorréncia de luteina nas amostras de
azeite de oliva, sendo a marca 1 a que apresentou maior concentracdo (Figura 2). Nao
detectamos a ocorréncia de flavonoides nas diferentes marcas de ambos os tipos de o6leos

testados.
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Fig. 2. Concentragdo de luteina nas amostras de azeite de oliva. AO1: azeite de oliva marca 1; AO2: azeite de oliva
marca 2; AO3: azeite de oliva marca 3. As diferengas entre os 6leos foram comparadas por meio do teste ANOVA,
seguido do teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05).

O contetdo de compostos fendlicos (Figura 3) e a atividade antioxidante (Figura 4)
entre as trés marcas de cada tipo de 6leo analisado foram semelhantes. Porém, as marcas de 6leo
de coco apresentaram conteudo significantemente inferior desses compostos em relacdo ao
azeite de oliva (Figuras 3 e 4). As marcas de azeite de oliva apresentaram percentual de inibicao

do radical DPPH dez vezes maior que as do 6leo de coco (Figura 4).
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Fig. 3. Concentracdo de fenolicos totais nos 6leos. AO1: azeite de oliva marca 1; AO2: azeite de oliva marca 2;
AQO3: azeite de oliva marca 3; OC1: 6leo de coco marca 1; OC2: 6leo de coco marca 2; OC3: 6leo de coco marca 3.
As diferengas entre os 6leos foram comparadas por meio do teste ANOVA seguido do teste de Tukey. Letras
diferentes indicam diferencga significativa (p<0,05).
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Fig. 4. Atividade antioxidante dos 6leos avaliada em fun¢do do percentual de inibi¢do do DPPH. AO1: azeite de
oliva marca 1; AO2: azeite de oliva marca 2; AO3: azeite de oliva marca 3; OC1: 6leo de coco marca 1; OC2: dleo
de coco marca 2; OC3: 6leo de coco marca 3. As diferencas entre os 6leos foram comparadas por meio do teste
ANOVA seguido do teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05).
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Discussao

A ingestao de alimentos fontes de compostos bioativos com poder antioxidante tem se
tornado de grande interesse, devido aos seus inimeros beneficios a satde, que incluem desde a
melhora de perfil lipidico até reparo de danos oxidativos (COVAS, 2006). Evidéncias cientificas
sugerem que o consumo regular desses alimentos estd associado ao risco reduzido de doencas
cronicas, como doengas cardiovasculares, cancer, diabetes (LIU, 2013) e obesidade (BASTOS;
ROGERO; AREAS, 2009).

A vitamina E atua na preven¢do das doengas cronicas ndo transmissiveis citadas
anteriormente (KARMOWSKI et al., 2015). A concentra¢do de vitamina E total nos azeites de
oliva do presente estudo foi o dobro da verificada em estudo anterior (PINHEIRO-SANT’ANA
et al., 2011), que utilizou a mesma metodologia do presente estudo. O teor de a-tocoferol foi
38%, 68% e 51% maior nas marcas 1, 2, e 3 respectivamente, em comparagdo ao estudo de
Pinheiro-Sant’ana et al (2011). O B-tocoferol foi, em média, 28 vezes maior nas marcas
analisadas pelo nosso grupo. Por outro lado, o 6leo estudado por Pinheiro-Sant'ana (2011) possui
o isdmeros o-tocotrienol, ao contrario das marcas analisadas no presente estudo. O a-tocoferol
foi o isdmero de maior quantidade nas 3 marcas de azeite de oliva, e € reportado como o de
maior atividade biologica (PINHEIRO-SANT’ANA et al., 2011). Além de seu papel
antioxidante, ele também ¢ anti-inflamatdrio, pois inibe a ativacdo do fator de transcricdo NF-kB
induzida pela hipoxia, presente na obesidade (AZZI; STOCKER, 2000).

Comparando-se as marcas de 6leo de coco analisadas em nosso estudo, a 1 se destacou
tanto pelo seu maior contéudo de vitamina E total, como dos 4 isdmeros apresentados, a, 3, Y € 0
tocotriendis. O a-tocoferol foi identificado em 6leo de coco produzido em laboratério (ARLEE;
SUANPHAIROCH; PAKDEECHANUAN, 2013), mas nao foi detectado em amostras
comerciais (DIA et al., 2005). O estudo que verificou contetido de a-tocoferol no 6leo de coco
utilizou método colorimétrico (ARLEE; SUANPHAIROCH; PAKDEECHANUAN, 2013),
enquanto o que ndo verificou utilizou cromatografia liquida de alta eficiéncia, método mais
utilizado e mais indicado para este tipo de analise (DIA et al., 2005; GUINAZI et al., 2009;
PINHEIRO-SANT’ANA et al., 2011). Sugere-se que altas temperaturas possam inativar ou
destruir esse isomero, reduzindo o seu teor (SENEVIRATNE; HAPUARACHCHI;
EKANAYAKE, 2009), no entanto a literatura ainda nao ¢ esclarecedora em relacao a isto. Os

tocotriendis, embora menos estudados que os tocoferdis, apresentam propriedades antioxidante,
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anti-cancerigena, neuroprotetora, hipocolesterolémica (SEN; KHANNA; ROY, 2006), além de
diminuir a incidéncia de doencas cardiovasculares e diabetes (ZHAO et al., 2016). Também sao
capazes de reduzir a glicemia de jejum e o produto de peroxidagdo lipidica malondialdeido e
aumentar a capacidade antioxidante total de diabéticos tipo 2 (VAFA et al., 2015). Dados
recentes apontam o0s tocotriendis, especialmente os y € o, como promissores agentes anti-
obesidade (ZHAO et al., 2016).

Frequentemente, o termo vitamina E ¢ usado como sinénimo de a-tocoferol (SEN;
KHANNA; ROY, 2006) e a maioria dos métodos de determinagdo dessa vitamina disponiveis na
literatura foram desenvolvidos exclusivamente para sua determinagdo (PINHEIRO-SANT’ANA
et al., 2011). Todavia, estudos demonstraram que a atividade antioxidante dos outros isdmeros
também deve ser considerada (SEN; KHANNA; ROY, 2006; VAFA et al., 2015), uma vez que
tocotriendis possuem melhor distribui¢do na camada lipidica da membrana celular (VAFA et al.,
2015) e agem contra peroxidacdo lipidica de AGPI da mesma (APPAIAH et al., 2014). O
contetido de vitamina E dos alimentos ¢ de suma importancia para garantir a adequada ingestao
diaria, essencial a saide humana e como fator coadjuvante no controle da obesidade.

As amostras de azeite de oliva deste estudo apresentaram concentracdo de fendlicos
totais duas vezes maior que as de d6leo de coco. Estes compostos sdo polares e, por isso, se
dissolvem facilmente na fase aquosa do leite de coco. Entretanto, o processo de extracdao do 6leo
pode causar perdas desses compostos (ARLEE; SUANPHAIROCH; PAKDEECHANUAN,
2013). O método de extracdo do dleo tradicional, através da evaporagao da agua do leite de coco,
provoca menos perdas de fendlicos em comparagdo ao do 6leo comercial, por prensagem a frio
(SENEVIRATNE; SUDARSHANA DISSANAYAKE, 2008). De fato, as altas temperaturas
empregadas na extracdo por evaporacdo favorecem a incorporagdo de fendlicos antioxidantes
termoestaveis ao o0leo (SENEVIRATNE; HAPUARACHCHI; EKANAYAKE, 2009). As trés
marcas de Oleo de coco avaliadas neste estudo sdo produtos comerciais, € portanto foram
produzidas pela prensagem a frio, o que justifica os resultados.

O teor de compostos fenolicos variou amplamente em estudos que avaliaram diferentes
origens de 6leo de coco virgem (7 a 29 mg/100g de 6leo) (MARINA et al., 2009) e azeite de
oliva extra virgem (7,3 a 42 mg/100g de 6leo) (PELLEGRINI et al., 2001; TUBEROSO et al.,
2016). No entanto, os valores das amostras testadas em nosso estudo estao dentro destas faixas.

Assim como no presente estudo, outros autores (MARINA et al., 2009; PELLEGRINI et al.,
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2001; TUBEROSO et al.,, 2016) também utilizaram o método de Folin-Ciocalteau, com
modificagdes para analise de Oleos comerciais. Compostos fendlicos representam um grupo
variado de fitoquimicos que podem atuar como potentes antioxidantes e eliminadores de radicais
livres (MURKOVIC et al., 2004). Dessa forma, a presenga de compostos fendlicos na dieta esté
associada a efeitos protetores contra doencgas relacionadas ao estresse oxidativo (MANACH et
al., 2005), como a obesidade (FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011), doengas cardiovasculares
e aterosclerose (TUCK; HAYBALL, 2002). O consumo de azeite de oliva (25 mL), por 3
semanas, com diferentes teores de fenolicos (0,27 mg, 16,4 mg e 36,6 mg/100 g de oleo)
aumentou o HDL colesterol e reduziu o LDL colesterol, triglicerideos e marcadores do estresse
oxidativo em individuos saudaveis (COVAS, 2006). Os compostos fendlicos abrangem um
grupo diverso de compostos como dacidos fendlicos, isoflavonas, flavononas, catequina,
quercetina, entre outros. A ingestdo adequada de fenolicos capaz de causar beneficios a saude
ainda precisa ser estudada, pois depende do tipo especifico de cada composto, sua
biodisponibilidade e da patologia de interesse (MANACH et al., 2005). A condugdo de estudos
de intervengdo com seres humanos sdo de extrema relevancia para compreender os efeitos
exercidos por esses compostos.

O contetdo de fenodlicos totais apresenta correlagdo com a capacidade antioxidante dos
6leos. Apos o processo de refinamento, o azeite de oliva apresenta reducdo de 50% na
capacidade antioxidante, acompanhada da reducdo dos compostos fendlicos totais, sem reducao
de o-tocoferol. Portanto, sugere-se que os compostos fenolicos sejam fundamentais para a
capacidade antioxidante do azeite de oliva extra virgem e do 6leo de coco virgem. Eles sdo
também os principais responsaveis pela alta estabilidade oxidativa do azeite de oliva virgem
(CASTELO-BRANCO; TORRES, 2011), prevenindo a degradagdo dos lipideos que afeta a
qualidade final do produto (SHAHIDI; ZHONG, 2010).

Neste estudo, as amostras de azeite de oliva apresentaram atividade antioxidante muito
acima do 6leo de coco, diferente do verificado por outros autores (MARINA et al., 2009).
Acreditamos que as diferentes formas de preparo do extrato e diferencas metodoldgicas adotadas
nesses estudos possam ter interferido nos valores obtidos. A atividade antioxidante das 3 marcas
de azeite de oliva (variando de 48 a 68%) pode ser atribuida, além dos compostos ja
mencionados, ao seu elevado teor de 4cido oleico (65 a 82%) (SALVADO et al., 2013). Apesar

do o6leo de coco também possuir este acido graxo (6 a 13% do total de AG), a quantidade no
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azeite de oliva € muito maior, refletindo na sua melhor capacidade de inibir o radical DPPH.

Em relacao a avaliacao do teor de carotenoides das amostras, verificamos que apenas as
marcas de azeite de oliva apresentam luteina, um dos tipos de carotenoides. Outros compostos
com alta atividade antioxidante ja foram quantificados no azeite de oliva, como oleuropeina,
tirosol e hidroxitirosol (OWEN et al., 2000; TUCK; HAYBALL, 2002), sendo este ultimo o
melhor antioxidante encontrado no azeite (TUCK; HAYBALL, 2002). Entretanto, dados sobre o
teor de carotendides no azeite de oliva e no 6leo de coco ainda sdo escassos na literatura. As
marcas de azeite avaliadas neste estudo contém 15 vezes menos carotendides que o verificado no
azeite de oliva extra virgem avaliado em outro, que utilizou mesmo método de analise, porém
diferente extracdo dos compostos (LIMON et al., 2015). Alguns autores sugerem que a absor¢io
de carotenoides seja favorecida na presenga de lipideos dietéticos, pois apresentam absor¢ao
semelhante (BOREL, 2003; NIDHI; MAMATHA; BASKARAN, 2014). Assim, a ingestao de
luteina concomitante com uma fonte lipidica ¢ essencial para sua absor¢ao adequada (NIDHI;
MAMATHA; BASKARAN, 2014). A ingestdo de 6 a 10 mg/dia de luteina possui propriedades
antioxidantes, protetora de doengas cardiovasculares e de degeneragdo macular relacionada a
idade (DMRI) (JOHNSON, 2005). A obesidade aumenta o risco de DMRI, devido ao aumento
do estresse oxidativo, da inflamacdo e alteragdes do perfil lipidico. Essas alteragcdes também
podem resultar em uma menor circulacdo e deposicdo de luteina na mécula ocular (JOHNSON,
2005). Assim, a ingestao adequada (6 a 10 mg/dia) deste nutriente, por meio da ingestao do oleo
juntamente com outras fontes alimentares de luteina, contribui indiretamente para o controle da
obesidade e previne distirbios relacionadas a ela.

Por ser um produto mundialmente reconhecido como saudavel, o azeite de oliva extra
virgem requer constantes esforcos para melhorar sua qualidade e evitar sua adulteragdo. A
qualidade do azeite esta diretamente relacionada com a variedade da azeitona e ha uma forte
ligacdo entre o cultivar e o territorio de cultivo. Cultivares de regides distintas apresentam oleo
com diferentes teores compostos fenolicos, bem como da atividade antioxidante distinta
(TUBEROSO et al., 2016). O mesmo ocorre com o 6leo de coco, uma vez que produtos de
diferentes marcas e regides possuem composi¢do quimica variada, representada por diferentes
composi¢ao de acidos graxos, compostos fendlicos e atividade antioxidante (MARINA et al.,
2009). Embora nao tenha sido o objetivo deste estudo, autores afirmam que o tempo de prateleira

afeta negativamente o contetido de a-tocoferol, compostos fenolicos e carotenodides do azeite de
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oliva (MENDEZ; FALQUE, 2007; MORELLO et al., 2004). Assim, o teor desses compostos

tende a ser maior assim que o produto € processado.

Conclusao

Constatamos que as diferentes marcas de um mesmo tipo de dleo analisadas neste
estudo apresentaram diferenca na composi¢ao dos compostos antioxidantes. Ao comparar os dois
tipos de dleos concluimos que o azeite de oliva extra virgem possui melhor perfil dos compostos
bioativos avaliados e maior concentragdo de compostos antioxidantes que o 6leo de coco e, por
isso pode resultar em maiores beneficios no controle da obesidade ¢ na promogao da saude.
Todavia, ¢ de fundamental importancia a condugao de estudos de intervengao bem delineados
para verificar tais efeitos em seres humanos e determinar as doses seguras para se atingir o
objetivo desejado. Esses estudos auxiliardo a identificar estratégias dietéticas seguras e capazes
de resultar em efeitos benéficos a saude da populacdo em geral e de individuos com excesso de

peso.
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ARTIGO 3: Oleo de coco e azeite de oliva: atividade in vitro contra bactérias relacionadas
ao excesso de peso

RESUMO

Introdugdo: A obesidade ¢ uma doenca que cursa com alteragdes indesejaveis na microbiota
intestinal. A atividade antibacteriana do 6leo de coco e do azeite de oliva tem sido reportada na
literatura. Entretanto, sdo escassos os estudos em que se avaliou o efeito destes o0leos contra
bactérias que compde a microbiota intestinal. Objetivo: Avaliar a atividade antibacteriana do
6leo de coco virgem e do azeite de oliva extra virgem contra bactérias que parecem estar
aumentadas em individuos com excesso de peso. Materiais e métodos: Foram utilizados azeite
de oliva extra virgem e 6leo de coco virgem, previamente digeridos in vitro pela a¢do da lipase
pancreatica e testadas concentragdes equivalentes aquelas que atingem o co6lon de seres humanos
apos a ingestdo de dieta normolipidica. A concentracdo inibitéria minima (CIM) dos 6leos foi
avaliada contra o crescimento das bactérias Bacteroides fragilis, Bacteroides ovatus, Clostridium
perfringens, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Lactobacillus paracasei, Prevotella
intermedia e Staphylococcus aureus. Os efeitos dos 6leos sobre a velocidade especifica de
crescimento e a densidade Optica final (24 horas) também foi avaliada para tais bactérias.
Resultados: O azeite de oliva ndo apresentou atividade antibacteriana contra nenhuma das
bactérias testadas. Com excecao da Escherichia coli, o 6leo de coco em concentragdes minimas
equivalente a 0,156 a 10 mmol.L! inibiu o crescimento de sete bactérias avaliadas. As bactérias
anaerobias foram mais sensiveis a agdo do oleo digerido, apresentando valores de CIM dez vezes
menores do que os valores verificados para as bactérias aerobias. Conclusido: O 6leo de coco
inibiu o crescimento de sete das oito bactérias relacionadas ao excesso de peso. Estudos
envolvendo seres humanos devem ser conduzidos, para verificar o efeito do consumo desse 6leo
sobre a microbiota intestinal de individuos com excesso de peso e sobre a prevengdo e controle
da obesidade.

Palavras-chave: Acidos graxos, atividade antibacteriana, disbiose, microbiota intestinal,

obesidade.
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ABSTRACT

Introduction: Obesity is a disease that occurs associated with undesirable cahnges in gut
microbiota. The antibacterial activity of coconut oil and olive oil has been reported in the
literature. However, there are few studies that assessed the effect of these oils against bacteria
found in the intestinal microbiota. Objective: To assess the antimicrobial activity of virgin
coconut oil and extra virgin olive oil against bacteria that seem to be increased in overweight
individuals. Methods: Extra virgin olive oil and virgin coconut oil, previously digested in vitro
by pancreatic lipase were used in concentrations equivalent to the ones that reach human being
colon after the consumption of a normal fat diet. The oils minimum inhibitory concentration
(MIC) were evaluated against Bacteroides fragilis, Bacteroides ovatus, Clostridium perfringens,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Lactobacillus paracasei, Prevotella intermedia and
Staphylococcus aureus. The effect of the oils on the specific growth rate and final optical density
(24 hours) were also evaluated for these bacteria. Results: Coconut oil inhibited the growth of
the bacteria assessed in minimum concentrations ranging from 0,156 to 10 mmol.L"!, except for
E. coli. Olive oil showed no antimicrobial activity against any of the bacteria tested. Anaerobic
bacteria were more sensitive to the action of the digested oil, showing MIC values ten times
lower than the ones verified for aerobic bacteria. Conclusion: Coconut oil inhibited the growth
of seven among the eight bacteria related to overweight. Studies involving human beings must be
conducted to verify the effect of the consumption of this oil in the intestinal microbiota of

overweight individuals and on obesity prevention and control.

Key-words: Fatty acids, antimicrobial activity, dysbiosis, overweight, gut microbiota, obesity.
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Introducao

A atividade antibacteriana dos lipideos ¢ conhecida ha muito tempo (THORMAR;
HILMARSSON; BERGSSON, 2013). Esse efeito tem sido relacionado com a composicao de
acidos graxos (AG) apresentada pelos 6leos e ao efeito inibidor exercido pelos acidos graxos
livres (AGL) resultantes da digestdo dos mesmos (DESBOIS; SMITH, 2010). O 6leo de coco ¢
composto predominantemente (45 a 50%) pelo acido laurico (C12:0), AG com reconhecida
atividade antibacteriana (ASSUNCAO et al., 2009). Apesar de ndo possuir 4cido laurico em sua
composicdo, o azeite de oliva contém 4acido oléico e os compostos fenolicos, principais
responsaveis pela atividade antibacteriana (BRENES et al., 2007; ROMERO et al., 2007).

Estudos anteriores indicaram que os lipideos dietéticos possuem grande influéncia sobre
a microbiota intestinal (CHAPLIN et al., 2015; DAVID et al., 2014; DEVKOTA et al., 2012;
FAVA et al., 2013; MUJICO et al.,, 2013; WU et al., 2011). Recentemente, a microbiota
intestinal conquistou o interesse dos pesquisadores por ser um fator que pode afetar a
predisposicao a adiposidade e participar da génese da obesidade (TAGLIABUE; ELLI, 2013). A
prevaléncia da obesidade estd aumentando mundialmente, sendo considerado um problema de
saude publica (WHO, 2015).

A contribui¢do de bactérias de diferentes filos para a obesidade foi avaliada em diversos
estudos (ARMOUGOM et al.,, 2009; JAYASINGHE et al., 2016; NADAL et al., 2012;
SANTACRUZ et al., 2009; ZUO, 2011) e esta relacionada ao acamulo de gordura corporal
(ANGELAKIS et al., 2012) e aumento da absor¢do intestinal de calorias (MANCO;
PUTIGNANI; BOTTAZZO, 2010). Apesar da falta de consenso entre os autores, acredita-se que
individuos com excesso de peso apresentem aumento do filo Firmicutes (ARMOUGOM et al.,
2009; LEY et al., 2006), do género Prevotella (COLLADO et al., 2008) e Lactobacillus
(ARMOUGOM et al., 2009) e da espécie Staphylococcus aureus (COLLADO et al., 2008) e
Bacteroides fragilis (SANTACRUZ; MC; GARCIA-VALDES, 2010) em relagdo aos eutroficos.

O efeito antibacteriano do 6leo de coco e do azeite de oliva tem sido investigado em
estudos in vitro, que visam prolongar a vida de prateleira de produtos alimenticios (LUCERA et
al., 2012; TANGWATCHARIN; SUKSATHIT, 2014), a produgdo de produtos de higiene bucal
(SHINO et al., 2016) ou para tratamentos de infec¢des (OGBOLU et al., 2007; SHILLING et al.,
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2013; VERALLO-ROWELL; DILLAGUE; SYAH-TJUNDAWAN, 2008). No entanto, estudos
em que se avaliou o efeito destes Oleos contra bactérias do trato gastrointestinal (TGI) sdo
escassos (SHILLING et al., 2013; ZAMPA et al., 2006). Nao identificamos nenhum estudo em
que foi avaliado o efeito do do 6leo de coco e do azeite de oliva no crescimento de bactérias
relacionados ao excesso de peso. Sendo assim, torna-se pertinente investigar o potencial
antibacteriano destes 6leos sobre bactérias da microbiota intestinal, que estdo relacionadas a
obesidade, buscando a aplicabilidade destes 6leos na modulagdo da microbiota intestinal e
consequentemente no tratamento da obesidade.

Diante do exposto e da escassez de estudos, o objetivo deste trabalho foi verificar a
atividade antibacteriana in vitro do O6leo de coco e do azeite de oliva contra bactérias

relacionadas ao excesso de peso.

Materiais e métodos
Materiais

Foram utilizados azeite de oliva extra virgem e 6leo de coco virgem do mercado local,
adquiridos em embalagens devidamente lacradas. Foi selecionada a melhor marca de cada oleo,
de acordo com os resultados das analises do estudo anterior. A marca 1, do azeite de oliva e do
6leo de coco, apresentou melhor perfil dos compostos avaliados e de acidos graxos. O meio de
cultura utilizado foi o caldo infusdo de cérebro e coracdo (BHI) (Fluka Analytical - Sigma-
Aldrich, India). O reagente taurodeoxicolato de s6dio (TDCNa) foi obtido da Sigma-Aldrich
(Sigma-Aldrich, Italia). A trizma® base e fosfatidilcolina foram obtidos da Sigma-Aldrich
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). O cloreto de célcio dihidratado (CaCl,2H>O - grau analitico),
cloreto de sddio (NaCl - grau analitico), hidréoxido de sdédio (NaOH - grau analitico) foram
obtidos da Vetec (Sigma-Aldrich, Rio de Janeiro, Brasil). Pancreatina (Sigma, St. Louis, EUA)

de pancreas suino foi usada como fonte de lipase e colipase pancreatica.

Hidrolise in vitro dos oleos

Para mimetizar a digestdo dos 6leos no organismo de seres humanos, e simular o estado
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alimentado, foi empregado um modelo de lipdlise in vitro, de acordo com Sek et al. (2001) com
algumas modificagcdes. Para o preparo do tampao digestdo padrio foi utilizado tris-base (50
mM); NaCl (150 mM) e CaCl,2H20 (5 mM), e 1 M HCIl ou 1 M NaOH para ajuste do pH (7,5).
Taurodeoxicolato de sodio (TDCNa) foi empregado como modelo de sal biliar e a
fosfatidilcolina foi utilizada como fonte de fosfolipideo no preparo da solucao de micelas mistas.
A solugcdo micelar foi preparada por meio da dissolucdo da fosfatidilcolina (5 mM) em
cloroféormio e evaporagao do mesmo em rotavapor (Fisatom, 803, Brasil) ligado a bomba a vacuo
(Tecnal, TE-058, Brasil), deixando uma fina camada no fundo do baldo. TDCNa (20 mM) e 20
mL tampao digestdo foram entdo adicionados ao baldo e a solucdo foi misturada e equilibrada
por 12 horas.

O extrato de pancreatina foi preparado por meio da adicdo de 1 g de pancreatina suina
(contendo lipase e colipase) em 5 mL do tampdo digestdo. Esta mistura foi agitada por 15
minutos, seguida de centrifuga¢do (1600 g, 5°C) pelo mesmo tempo. O sobrenadante foi
coletado e armazenado em gelo, até sua utilizagdo. Extratos frescos da enzima foram preparados
a cada realizagdo da lip6lise e usados em até 15 minutos para evitar a desnaturagdo da enzima.
Para cada digestdo, 500 mg do 6leo foram emulsificados em 18 mL do tampdo digestdo,
misturando-se continuamente por 10 minutos. Apds esse tempo, o pH foi reajustado para 7,50 +
0,01 com NaOH ou HCI. Dois mL do extrato de pancreatina foram entdo adicionados para iniciar
a lipdlise, a qual ocorreu durante 30 minutos. A lipolise ocorreu a 37°C e foi monitorada através
da titulacdo com solu¢do de NaOH 0,2 M, mantendo o pH 7,50 + 0,01, a fim de obter a
quantidade de mol de acidos graxos liberados ao fim da reag¢do. Ao final da lipélise, o produto
foi centrifugado (15000 g, 37°C) por 45 minutos. A fase aquosa foi coletada, filtrada em
unidades filtrantes de porosidade 0,22 pm e congelada a -20°C para posteriores analises.

Para obten¢do da concentragao final do produto da lipolise foi feito o calculo de titulacao,
segundo a equagao:

MixVi=M2x V>

Onde M = concentra¢ao molar da solucdo da NaOH, V= volume de NaOH gasto na titulacao,
M; = concentra¢do molar da solu¢do final (valor a encontrar) e V2 = volume final do produto da
lipolise.
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Microrganismos utilizados

No presente estudo foram utilizadas bactérias previamente reportadas como aumentadas
no TGI de individuos com excesso de peso. Foram selecionadas estirpes de Bacteroides fragilis
(ATCC 23745), Bacteroides ovatus (ATCC 8483), Clostridium perfringens (ATCC 12924),
Enterococcus faecalis (ATCC 4083), Escherichia coli (ATCC 10536), Lactobacillus paracasei
(ATCC 335), Prevotella intermedia (ATCC 49046) e Staphylococcus aureus (ATCC 1934)
provenientes da Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil).

Ativagdo das estirpes

Todas as estirpes foram ativadas a partir de uma cultura estoque e transferidas trés vezes
antes de serem usadas no experimento. A ativagdo foi realizada considerando a temperatura
Otima e a condicdo de aerobiose ou anaerobiose requeridas para crescimento das bactérias
(Tabela 1). A primeira ativagdo e o crescimento foram realizados em caldo infusdo de cérebro e
coragdo (BHI — Fluka - Sigma-Aldrich, india). Para verificar a pureza das culturas, foram feitas
estrias compostas em agar BHI e as culturas foram submetidas a coloracdo de Gram, seguida de
analise microscopica para avaliagdo da pureza. Culturas puras dos isolados foram estocadas a —

20°C no meio de crescimento com 20% de glicerol.

Tabela 1. Caracteristicas das bactérias utilizadas nos experimentos.

Filo Bactéria Temp. (°C) Gram Cultivo
Bacteroidetes Bacteroides fragilis 37 - Anaerdbia
Bacteroidetes Bacteroides ovatus 37 - Anaerobia

Proteobacteria Escherichia coli 37 - Aerobia

Bacteroidetes Prevotella intermedia 37 - Anaerobia
Firmicutes Clostridium perfringens 37 + Anaerobia
Firmicutes Enterococcus faecalis 37 + Aerbbia
Firmicutes Lactobacillus paracasei 37 + Aerbbia
Firmicutes Staphylococcus aureus 37 + Aerbbia

Atividade antibacteriana

Foi determinada a concentracdo inibitéria minima (CIM) utilizando-se a técnica de

microdilui¢do em caldo através da diluicao seriada, conforme as normas estabelecidas pelo CLSI
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(2005). O ino6culo foi ajustado para o padrdao de turbidez de 0,5 da escala Mc Farland. Foi
realizada diluicdo com 10 pL da suspensdo de células em 990 pL de solucdo salina (0,85%)
(diluigao 1:100), para que a concentracdo final da suspensdo de células em cada poco fosse de
1,5 x 10° UFC/mL.

Foram utilizadas placas de Elisa com 96 pocos. Em todos os pogos foram colocados 150
pL de caldo BHI (37 g/L), exceto na primeira linha, onde foi colocado o mesmo volume do caldo
BHI concentrado (74 g/L). Foram pipetados 150 pL do 6leo digerido em todos os pogos da
primeira linha (A) da microplaca (colunas 1 a 12). Foram realizadas dilui¢des seriadas,
homogeinizando 5 vezes e transferindo 150 pL do pocgo anterior para o pogo subsequente, até a
linha H. As dilui¢des testadas foram 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256. As
concentracdes utilizadas de azeite de oliva foram 15, 7,5, 3,75, 1,875, 0,938, 0,469 ¢ 0,234
mmol.L™! e do 6leo de coco foram 20, 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625 ¢ 0,312 mmol.L™!. A todos os pocos,
exceto os de controle negativo, foram adicionados 15 pL da suspensdo bacteriana diluida 1:100
(v/v) em solugdo salina. O volume final em todos os pocos foi de 165 pL.

Foram testadas concentragdes equivalentes aquelas que atingem o célon de seres humanos
apos a ingestdo de dieta contendo 30 mL/dia dos 6leos testados. A concentragdo de 6leo em cada
pogo correspondeu a concentracdo inicial de cada produto do 6leo digerido. Desta forma, a
concentragio no primeiro poco (diluicio 1:2) foi de 15 mmol.L"! para o azeite de oliva e 20
mmol.L!' para o 6leo de coco e assim sucessivamente.

Os controles negativos e positivos foram feitos em uma microplaca a parte dos teste com
os microrganismos. Os controles negativos consistiram em meio BHI ou meio BHI adicionado
com o 6leo digerido. Para cada bactéria testada foi feito um controle positivo, composto pelo
in6culo e o caldo de crescimento. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas em condi¢ao
de aerobiose ou anaerobiose, de acordo com cada bactéria (ASM, 2005).

O crescimento foi avaliado apos 24h e 48h em espectrofotdmetro (Thermo Scientific,
Evolution 606, USA), para as bactérias aerdbias. Apods 48h, para todas as bactérias, foram
adicionados 30 pL de solugdo aquosa de resazurina 0,01% em todos os pogos para evidenciar as
concentracoes onde houve crescimento e determinar o CIM, apds 2 horas de reacdo em

temperatura ambiente. A reagdo com a resazurina permite verificar a presenga de crescimento
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microbiano pela mudanca da coloracao do corante de azul para rosa (resorufina), correspondente

a reducdo deste reagente.

Pardametros de crescimento

Para monitorar o crescimento bacteriano, as culturas foram cultivadas por cerca de 16h
em caldo BHI. Foi utilizado 3% de indculo de bactérias anaerdbias e 1% de bactérias aerdbias
acrescidos de oleo digerido nas concentragdes referentes a 0, 0,5X, 1X e 4X o valor da CIM
obtida previamente. As curvas das bactérias aerébias foram feitas em microplacas de 96 pogos e
o crescimento foi monitorado em espectrofotometro (Thermo scientific, Evolution 606, USA)
com leituras da densidade optica (DO) a 600 nm a cada 15 minutos, incubadas a 37°C. Os
isolados anaerobios estritos foram inoculados em tubos Hungate (18 mm x 150 mm) selados com
rolha de borracha, lacrados e inoculados utilizando seringas. O crescimento foi monitorado pela
leitura da DO a 600 nm (Spectronic 20D+) com leituras a cada 30 minutos e incubadas a 39°C.
Por meio das curvas de crescimento foram determinadas a velocidade especifica de crescimento
e a densidade Optica final das culturas apds 24h de cultivo na presenca das diferentes

concentracoes de oleo digerido.

Andadlises estatisticas

Todos os experimentos foram feitos em duas repeti¢des biologicas e em triplicata. Os
resultados foram expressos em média e desvio-padrdo das repeti¢des. Quando apropriado, a
significancia estatistica dos dados foi analisada pelo teste ANOVA de um fator, seguido do teste

de Tukey, utilizando o software SPSS 20.0. O nivel a de 5% foi considerado significante.
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Resultados

Apos hidrolise do azeite de oliva e do 6leo de coco, as concentragdes dos produtos
(mistura de acidos graxos livres) foram 30 mM e 40 mM, respectivamente. A composicao de
acidos graxos dos Oleos testados foram determinadas em estudo anterior pelo nosso grupo de
pesquisa. Os principais acidos graxos verificados no azeite de oliva foram 4cido palmitico, oleico
e linoleico, e no 6leo de coco foram acido laurico, miristico, palmitico, oleico e linoleico (Tabela

2).

Tabela 2. Percentual de acidos graxos em relagdo ao total, dos dleos utilizados.

Azeite de oliva Oleo de coco

Ac. Laurico (C12:0) - 42,4
Ac. Tridicanéico (C13:0) - 0,06
Ac. Miristico (C14:0) - 23,1
Ac. Miristoléico (C14:1) 0,01 -
Ac. Pentadecandico (C15:0) - 0,01
Ac. 10 pentadecanoico (C15:1) - -
Ac. Palmitico (C16:0) 9,9 14,4
Ac. Palmitoléico cis (C16:1) 0,7 -
Ac. Margarico (C17:0) 0,3 0,03
Ac. Estearico (C18:0) 2,1 2,2
Ac. Oleico (C18:1) 80,8 13,1
Ac. Linoleico (C18:2) 4,9 4.4
Ac. a-linolénico (C18:3) 0,6 0,2
Ac. Araquidico (C20:0) 0,4 0,1
Ac. Gadoléico (C:20:1 n9) 0,3 0,1
Ac. 8,11-eicosadiendico (C20:2) 0,1 0,01

Dentre os valores testados na determinacao da CIM, o azeite de oliva ndo foi capaz de
inibir o crescimento de nenhuma das bactérias utilizadas no experimento. Por outro lado, o 6leo
de coco apresentou alta atividade antibacteriana, ao inibir o crescimento de todas as bactérias

testadas, com excecdo de E. coli (Tabela 3).
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Tabela 3. Concentracdo inibitoria minima ( mmol.L! ) dos 6leos testados.

Bactéria Azeite de oliva Oleo de coco
Escherichia coli * ok
Bacteroides fragilis * 0,156
Bacteroides ovatus * 0,312
Clostridium perfringens * 0,312
Enterococcus faecalis * 2,5
Lactobacillus paracasei * 10
Prevotella intermedia * 0,312
Staphylococcus aureus * 2,5

Inibi¢do ndo detectada em concentragdo > 15 mmol.L™'* ¢ > 20 mmol. L '**

As bactérias anaerobias B. fragilis, B. ovatus, C. perfringens e P. intermedia quando
inoculadas em meio BHI sem 6leo de coco e incubadas a 39°C tiveram velocidade especifica de
crescimento de 0,264, 0,626, 0,528, 0,623 h'! e atingiram DO final (600 nm) de 0,749, 1,193,
1,082 e 0,944 respectivamente (Tabela 4). A adi¢ao do 6leo de coco digerido ao meio de cultura,
na concentragdo referente a CIM, reduziu a velocidade de crescimento em 14%, 35% e 26% da
B. ovatus, P. intermedia e C. perfringens, respectivamente. Na mesma concentracdo, a DO final
(600 nm) dessas bactérias foi significantemente menor em relagdo ao controle. Uma excecdo as
anaerobias foi a B. fragilis, que teve seu crescimento inibido na dose sub-letal (metade da CIM).
Embora a velocidade de crescimento ndo tenha diferido significantemente entre as concentragdes
de dleo, a DO final diferiu, diminuindo & medida em que a concentragdo do 6leo aumentou. Isso
indica que o Oleo ndo retardou o crescimento das bactérias, mas reduziu o crescimento
populacional da cultura.

Assim como a B. fragilis, as bactérias aerobias também ndo cresceram na presenca de
6leo de coco nas 3 concentragdes testadas. E. faecalis, L. paracasei e S. aureus apresentaram
CIM mais alta (2,5 mmol.L'!, 10 mmol.L"! e 2,5 mmol.L"!, respectivamente), porém foram
inibidas por doses sub-letais, correspondentes a metade do valor da CIM. Na auséncia de 6leo, a

velocidade de crescimento das bactérias aerobias foi quase o dobro das bactérias anaerobias.
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Tabela 4. Efeito de diferentes concentragdes de 6leo de coco sobre o crescimento de

bactérias relacionadas a obesidade.

Oleo
Gram Bactéria (mmol.L") u(h'h DO final

Bacteroides fragilis 0 0,264 + 0,001 0,749 + 0,09?

ATCC 23745 0,078 - 0,028 + 0,02°
0,156 - 0,009 + 0,014°
0,624 - 0,038 + 0,045°

< Bacteroides ovatus 0 0,626 +0,122 1,193 + 0,032
'% ATCC 8483 0,156 0,557 £0,147 0,839 + 0,159°
5y 0,312 0,539 £ 0,122 0,627 +0,026°
z 1,248 - 0,198 +0,0144
Prevotella intermedia 0 0,623+ 0,111 0,944 + 0,208?
ATCC 49046 0,156 0,523 + 0,008 0,603 + 0,146°
0,312 0,402+ 0,034 0,445+ 0,026°
1,248 - 0,091 +0,021¢
Clostridium perfringens 0 0,528 £ 0,057 1,082 +£0,116%
ATCC 12924 0,156 0,459 + 0,162 0,911 +0,126°
0,312 0,387 £ 0,059 0,582 +0,075°¢
1,248 - 0,123 + 0,043¢
Enterococcus faecalis 0 1,073 £ 0,047 0,799 + 0,064*
ATCC 4083 1,25 - 0,008 + 0,012°

2,5 - 0,016 + 0,02°
2 10 - 0,015 + 0,023
é Lactobacillus paracasei 0 1,264 + 0,002 0,516 +0,022?
ATCC 335 5 - 0,016 £ 0,015°

10 - 0,02 £ 0,032°
40 - 0,014 +0,013°
Staphylococcus aureus 0 1,003 + 0,057 0,731 + 0,062?

ATCC 1934 1,25 - 0,06 +0,01°
2,5 - 0,024 £0,017°¢
10 - 0,003 + 0,005¢

As concentracdes de 6leo correspondem a auséncia de 6leo, metade da CIM, CIM (em
negrito) e 4 vezes a CIM. p: velocidade especifica de crescimento; DO: densidade optica
a 600nm apos 24 horas. As diferencas entre as concentragdes em cada bactéria foram
comparadas por meio do teste ANOVA seguido do teste de Tukey. Letras diferentes
indicam diferenga estatistica (p<0,05).
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Discussao

Os microrganismos que habitam o TGI possuem grande influéncia sobre os processos
metabolicos do hospedeiro, podendo contribuir para a manifestagdo da obesidade e de suas
comorbidades, como resisténcia insulinica, diabetes ¢ doengas cardiovasculares (TREMAROLI,
BACKHED, 2012). Este é o primeiro estudo a avaliar a atividade antibacteriana do azeite de
oliva extra virgem e do o6leo de coco virgem contra bactérias da microbiota intestinal
relacionadas ao excesso de peso. O dleo de coco apresentou alta atividade antibacteriana,
inibindo 7 das 8 culturas bacterianas testadas, com valores de CIM que variaram de 0,156
mmol.L™! a 10 mmol.L! (Tabela 3). Este efeito pode estar associado ao 4cido laurico, principal
AG do ¢6leo de coco, conhecido por sua alta atividade antibacteriana (NAKATSUIJI et al., 2009;
SHILLING et al., 2013). A CIM dos agentes antibacterianos depende de varios fatores, incluindo
as condigdes de crescimento, a sensibilidade da espécie e o estado fisiologico da célula
bacteriana (SADO KAMDEM et al., 2008). Por outro lado, embora o azeite de oliva tenha
apresentado efeito antibacteriano contra bactérias de deterioracdo alimentar (BRENES et al.,
2007) e Helicobacter pylori (ROMERO et al., 2007) em estudos anteriores, o mesmo foi incapaz
de inibir o crescimento dos microrganismos avaliados nas concentragdes testadas neste estudo.

Em nosso estudo, mimetizamos o ambiente colonico (concentragdo coldnica das bactérias
avaliadas, pH e temperatura) de obesos in vitro, local do TGI onde ha maior concentragdo de
bactérias. A maior populacdo de bactérias da microbiota intestinal encontra-se no intestino
grosso (10°-10'2 UFC/mL), onde a maioria das espécies sdo anaerdbias estritas, incluindo
Bacteroides, Clostridium e Prevotella (MOWAT, AGACE, 2014; VERDAM et al., 2013).
Apesar da baixa tensdo de oxigénio no cdlon, algumas espécies aerodbias como o Enterococcus e
Lactobacillus também sdo encontradas nessa porcao do intestino (MOWAT; AGACE, 2014). A
obesidade estd relacionada a diminuicdo da riqueza de microrganismos portanto, individuos
obesos podem apresentar reducao do nimero de bactérias totais no TGI (LE CHATELIER et al.,
2013). Além disso, analises de metagenomica demonstraram em amostras de fezes de individuos
obesos, que as bactérias avaliadas em nosso estudo estdo presentes em concentragdes de até 0,1%
do total de bactérias presentes no célon (0,1% de 10° UFC/mL equivale a 10° UFC/mL)
(GRAESSLER et al., 2013). Como nos investigamos estirpes com grande potencial de efeito
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sobre a obesidade, e nao espécies como um todo, consideramos que a concentragao de indculo de
10° UFC/mL seria a mais adequada para mimetizar o ambiente coldnico in vivo. O valor de pH e
temperaturas adotados neste experimento corresponderam a 7,4 ¢ 37°C, que se encontram dentro
da faixa de pH e temperatura desta por¢ao do intestino e que propiciaram crescimento 6timo das
bactérias (NUGENT, 2001).

Estudos anteriores indicam que os AGL resultantes do processo digestivo das gorduras
ingeridas possuem alta atividade antibacteriana (BIRARI; BHUTANI, 2007; JACKMAN et al.,
2016; SHILLING et al., 2013). A digestao dos lipideos dietéticos ocorre principalmente no
intestino delgado, por meio da hidrélise pela acdo da lipase pancredtica. O método de titulagdo
utilizado neste estudo para monitoramento da lipolise ¢ comumente aplicado em estudos de
digestao de lipideos, pois fornece a quantidade total de AGL liberados durante a digestdo (ZHU
et al., 2013).

Quando as gorduras sdo ingeridas e digeridas, cerca de 93% s3o absorvidas e
participam de vias metabdlicas no organismo do individuo (GABERT et al., 2011). Apesar de
haver diferengas intraindividuais na cinética de excre¢ao, que pode ser lenta ou rapida,
geralmente 7% dos AG sao excretados nas fezes (GABERT et al., 2011), onde podem influenciar
a composi¢cao da comunidade microbiana ao passar pelo colon (BLAUT; CLAVEL, 2007).

Embora ndo haja consenso sobre a dosagem de 6leo de coco a ser consumida para o
controle da obesidade, o uso didrio de 30 mL do 6leo tem sido amplamente recomendado por
fornecedores e divulgado como sendo de referéncia (SHILHAVY; sem data; MERCOLA, 2011)
desde a publicacdo do estudo conduzido por Assuncdo et al. (2009). Como 7% dos lipideos
ingeridos ndo sdo absorvidos (GABERT et al., 2011), ao consumirmos 30 mL de dleo, cerca de
2,1 mL chegam no intestino grosso. Os 6leos sdo compostos por varios AG (ASSUNCAO et al.,
2009; FAO; WHO, 2001), sendo que no 6leo de coco predominam o acido laurico, miristico,
palmitico e oleico (Tabela 2). Assim, considerando a propor¢do de AG no Oleos, seus pesos
moleculares e a quantidade ndo absorvida, ¢ possivel estimar as concentragdes em que oS
mesmos atingem o colon. O dcido laurico, miristico, palmitico, oleico e linoleico chegam entdo
no célon em concentragdes de aproximadamente 4,17 mmol.L™!, 1,96 mmol.L!, 1,14 mmol.L,
0,97 mmol.L!, 0,35 mmol.L! respectivamente. Ja no azeite de oliva predomina o 4cido oleico,

palmitico e linoleico (Tabela 2), que chegam nas concentragdes de 5,5 mmol.L™!, 0,74 mmol.L™!
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e 0,35 mmol.L! respectivamente. Todas essas concentra¢des estio dentro da faixa (0,156 a 10
mmol.L ) de concentragdo do 6leo de coco que foram capazes de inibir o crescimento da maioria
das bactérias testadas neste estudo. O azeite de oliva ndo apresentou atividade nas concentragdes
abaixo de 15 mmol.L!, indicando que seu possivel efeito contra essas bactérias seria em
concentracdo acima deste valor. Para isso, a quantidade de azeite consumida teria que ser maior
que 30 mL.

A agdo do oleo de coco contra B. fragilis, E. faecalis, L. paracasei e S. aureus foi
totalmente inibitdria, mesmo na dose sub-letal ndo houve nenhum crescimento, sugerindo uma
acdo bactericida. Por outro lado, a agdo do dleo de coco sobre as bactérias B. ovatus, C.
perfringens e P. intermedia foi bacteriostatica, uma vez que nao afetou a velocidade de
crescimento, mas reduziu a populacdo bacteriana apdés 24h a medida que a concentracio
aumentou (Tabela 4). Tais bactérias estdo presentes no TGI em condi¢des normais (LLOYD-
PRICE; ABU-ALI;, HUTTENHOWER, 2016), porém na obesidade hd o desequilibrio da
microbiota intestinal (disbiose), podendo haver o aumento de suas quantidades (DE SOUZA et
al., 2015). O ideal ¢ que o agente antibacteriano, no caso o 6leo de coco, seja capaz de reduzir as
populacdes aumentadas, melhorando a disbiose, sem extinguir as popula¢des do TGI saudavel.

As bactérias que sofreram ag¢do do 6leo de coco pertencem aos filos Bacteroidetes e
Firmicutes (Tabela 1). O filo Firmicutes compreende as bactérias Gram-positivas de mais de 200
géneros diferentes, incluindo Clostridium, FEubacterium, Enterococcus, Faecalibacterium,
Lactobacillus, Roseburia, Ruminococcus e Staphylococcus, enquanto o Bacteroidetes consiste
em Gram-negativas de aproximadamente 20 géneros, dentre eles estdo Bacteroides, Odoribacter,
Prevotella e Tannerell (JOHN; MULLIN, 2016). Estes dois filos dominam a microbiota
intestinal humana, sendo que os individuos com excesso de peso possuem menor propor¢ao de
Bacteroidetes e maior de Firmicutes que os eutroficos (LEY et al., 2006). Independentemente do
filo, também foram detectados aumento dos géneros Alistipes, Bacteroides, Megasphaera,
Prevotella, Phascolarctobacterium e Succinivibrio (DE SOUZA et al., 2015), e Lactobacillus
(ARMOUGOM et al.,, 2009) nas fezes de individuos com excesso de peso. Embora os
Lactobacillus sejam conhecidos como bactérias probidticas (PARK; BAE, 2015), algumas
estirpes foram associadas a obesidade e ao ganho de peso, como o L. reuteri e L. acidophilus,

respectivamente (MILLION et al., 2012a, 2012b). Apesar do B. fragilis, B. ovatus e P.
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intermedia serem do filo Bacteroidetes, sao géneros que parecem estar aumentados no excesso
de peso (DE SOUZA et al., 2015). Ademais, o filo Firmicutes engloba uma ampla variedade de
géneros (JOHN; MULLIN, 2016), possibilitando diferengas entre estes no que diz respeito a
contribuicao na génese da obesidade.

Geralmente, bactérias Gram-positivas sdo mais sensiveis a acao antibacteriana de AGL
(SADO-KAMDEM; VANNINI; GUERZONI, 2009). Entretanto, neste estudo verificamos que
as bactérias Gram-negativas apresentaram valores de CIM muito abaixo das bactérias Gram-
positivas, exceto pelo C. perfringens que apresentou comportamento similar ao das Gram-
negativas. A principal diferenga entre Gram-negativas e Gram-positivas estd na complexidade do
envelope celular. Enquanto as Gram-positivas possuem uma fina parede celular composta de um
unico tipo de molécula, a das Gram-negativas ¢ quimicamente mais complexa e consiste em, no
minimo, duas camadas (SILHAVY; KAHNE; WALKER, 2010). Além disso, as bactérias Gram-
negativas possuem endotoxina na membrana externa (lipideo A), o qual pode causar inflamacao
cronica subclinica, caracteristica da obesidade (MOREIRA; ALFENAS, 2012). Assim, ¢ de
extrema relevancia a acdo do o6leo de coco sobre essas bactérias, visando o tratamento da
obesidade.

Agrupando as bactérias segundo seu metabolismo, observou-se que a CIM das bactérias
anaerobias foi menor que a das bactérias aerobias, indicando que aquelas foram mais sensiveis
ao 6leo de coco digerido (SADO KAMDEM et al., 2008). Bactérias anaerdbias constituem uma
parte significante da microbiota intestinal humana. Em sua maioria, essas bactérias sao
anaerobias estritas e ndo toleram oxigénio (MOWAT; AGACE, 2014). Acreditamos que a maior
acdo do oleo sobre essas bactérias tenha ocorrido em funcao do seu processo de hidrolise in
vitro. A referida hidrélise ndo ocorreu em condigdes de anaerobiose, sendo assim, tragos de
oxigénio podem ter potencializado a atividade antibacteriana do 6leo digerido. A crescente
resisténcia destas bactérias as drogas antibacterianas tem preocupado os pesquisadores (NOVAK
et al., 2015). Assim, os lipideos sdo promissores agentes contra as bactérias, uma vez que seus
mecanismos de a¢do reduzem a frequéncia de mutagdes que resultam em estirpes resistentes
(JACKMAN et al., 2016).

Os melhores agentes antibacterianos terapéuticos sdo aqueles que praticamente nao

causam reagOes adversas, possuem um largo espectro de atividade e sdo incapazes de provocar
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resisténcia aos seus efeitos terapéuticos (PREUSS et al., 2005). Neste estudo, o 6leo de coco
mostrou ser um bom agente antibacteriano, ao contrdrio do azeite de oliva. Os resultados
concordam parcialmente com a hipdtese do trabalho de que a atividade antibacteriana destes
Oleos poderia agir contra as bactérias testadas e possivelmente influenciar a microbiota intestinal.
Neste sentido, o 6leo de coco torna-se promissor no tratamento da disbiose caracteristica da
obesidade, devido a sua agdo contra as bactérias relacionadas ao excesso de peso avaliadas neste
estudo. Porém, ressalta-se a necessidade de condugdo de estudos com humanos a fim de

compreender melhor a complexa interacdo entre lipideos dietéticos, microbiota intestinal e

obesidade.

Conclusao

Concentra¢des minimas de 0,156 a 10 mmol.L"! de 6leo de coco inibiram, in vitro, o
crescimento de bactérias encontradas na microbiota intestinal de individuos com excesso de
peso. Por outro lado, o azeite de oliva ndo apresentou atividade antibacteriana nas concentragdes
testadas neste estudo, equivalentes as encontradas no colon apdés o consumo de dieta

normolipidica.
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Material suplementar
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Figura 1S. Curvas de crescimento do Bacteroides ovatus nas diferentes concentragdes (mmol.L"
! testadas de 6leo de coco digerido, em condi¢des anaerdbias.
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Figura 2S. Curvas de crescimento do Bacteroides fragilis nas diferentes concentragdes (mmol.L"
1) testadas de 6leo de coco digerido, em condi¢des anaerdbias.
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Figura 3S. Curvas de crescimento do Clostridium perfringens nas diferentes concentragdes
(mmol.L) testadas de 6leo de coco digerido, em condi¢des anaerdbias.
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Figura 4S. Curvas de crescimento do Enterococcus faecalis nas diferentes concentragdes
(mmol.L") testadas de 6leo de coco digerido, em condigdes aerdbias.
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Figura 5S. Curvas de crescimento do Lactobacillus paracasei nas diferentes concentragdes
(mmol.L") testadas de 6leo de coco digerido, em condi¢des aerdbias.
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Figura 6S. Curvas de crescimento do Prevotella intermedia nas diferentes concentragdes
(mmol.L") testadas de 6leo de coco digerido, em condigdes aerdbias.
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Figura 7S. Curvas de crescimento do Staphylococcus aureus nas diferentes concentragdes
(mmol.L") testadas de o6leo de coco digerido, em condicdes  aerdbias.
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CONCLUSOES GERAIS

Diferentes marcas dos dois tipos de oleos avaliados neste estudo apresentaram
composicdo distinta dos compostos antioxidantes. Em relagdo a vitamina E, enquanto os
isomeros do grupo tocoferol foram identificados nas amostras de azeite de oliva, o tocotrienol foi
verificado no 6leo de coco. O azeite de oliva extra virgem apresentou melhor perfil de compostos
bioativos, maior concentragdo de compostos antioxidantes e maior atividade antioxidante que o
6leo de coco e, por isso pode resultar em maiores beneficios no controle da obesidade e na
promogao da saude.

O 6leo de coco virgem, em concentragdes muito baixas (de 0,156 a 10 mmol.L!) e
equivalentes aquelas que chegam ao colon, apresentou atividade antimicrobiana contra sete das
oito bactérias testadas, sugerindo sua possivel aplicagdo na modula¢do da microbiota intestinal e
na prevencao/controle da obesidade em individuos com excesso de peso. O azeite de oliva extra
virgem ndo inibiu o crescimento das bactérias relacionadas ao excesso de peso testadas neste
estudo. Apesar dos estudos in vitro serem de baixo custo, facil reprodutibilidade e fornecerem
resultados rapidos, seus resultados precisam ser melhor estudados e compreendidos em estudos
in vivo. A microbiota intestinal humana ¢ muito complexa e envolve interagdes entre muitos
microrganismos ali presentes. Diante disso, € necessaria a conducdo de estudos de intervengao
bem delineados para verificar os efeitos destes 6leos na microbiota de seres humanos com
excesso de peso, visando a identificacdo de estratégias dietéticas capazes de resultar em efeitos

benéficos a saude desses individuos.
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