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RESUMO

As castanhas-do-Pard, obtidas a partir do fruto da Bertholletia excelsa, sio amplamente
consumidas no mundo, devido aos beneficios que promovem na saide. Contudo, nao ¢
relatado na literatura os possiveis potenciais toxicologicos do consumo deste produto e seus
derivados. Diante disso, foi objetivo deste trabalho analisar o potencial toxicologico em
diferentes 6rgdos de ratas prenhas e sua prole apo6s a ingestdo do 6leo de castanha-do-Paré
bruto e refinado, durante a gestacdo e lactacdo. Metodologicamente, foram utilizados ratos
Wistar como modelos experimentais. Nestes animais, foram administrados os seguintes
compostos durante a gestacdo e a lactagdo: agua destilada (grupo controle), 3 ml/kg de oleo
bruto ou 3 ml/kg de 6leo refinado. Apds o periodo de tratamento, os animais foram
eutanasiados e os 6rgdos (cérebro, figado e intestino) foram coletados para realizagdo da
analise histologica e morfometria. Foi possivel observar que o O6leo bruto afetou
histologicamente o cérebro dos filhotes machos, o figado das ratas progenitoras e da prole.
Além disso, o oOleo bruto afetou morfometricamente a altura dos enterdcitos das ratas
progenitoras e da prole. Por sua vez, o 6leo refinado afetou histologicamente o cérebro das
filhotes fémeas, bem como alterou morfometricamente o intestino das ratas progenitoras e das
filhotes fémeas. Diante disso, conclui-se que, 3ml/kg de 6leo de castanha-do-Para provocou
toxicidade em alguns 6rgdos em modelos experimentais de rato. Com isso, sugere-se que
novos estudos sao necessarios, visando compreender melhor o potencial toxico do 6leo de
castanha-do-Para em outros modelos animais € o uso seguro em humanos.

Palavras-chave: Oleo vegetal; Acidos graxos; Histologia; Morfometria; Toxicologia.



ABSTRACT

Brazil nuts, obtained from the fruit of Bertholletia excelsa, are widely consumed around the
world due to their health benefits. However, the possible toxicological potentials of the
consumption of this product and its derivatives are not reported in the literature. Therefore,
the objective of this study was to analyze the toxicological potential in different organs of
pregnant rats and their offspring after ingestion of crude and refined Brazil nut oil, during
pregnancy and lactation. Methodologically, Wistar rats were used as experimental models. In
these animals, the following compounds were administered during pregnancy and lactation:
distilled water (control group), 3 ml/kg of crude oil or 3 ml/kg of refined oil. After the
treatment period, the animals were euthanized and the organs (brain, liver and intestine) were
collected for histological and morphometric analysis. It was possible to observe that the crude
oil affected histologically the brain of male offspring, the liver of the mother rats and
offspring. Furthermore, the crude oil morphometrically affected the height of the enterocytes
of the parent rats and offspring. In turn, the refined oil histologically affected the brain of
female offspring, as well as morphometrically altered the intestine of parent rats and female
offspring. Therefore, it is concluded that 3ml/kg of Brazil nut oil caused toxicity in some
organs in experimental rat models. Thus, it is suggested that further studies are needed, in
order to better understand the toxic potential of Brazil nut oil in other animal models and its
safe use in humans.

Keywords: Vegetable oil; Fatty acids; Histopathology; Morphometry; Toxicology.
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1 INTRODUCAO

A familia botanica Lecythidaceae abrange aproximadamente 300 espécies, sendo estas
distribuidas em 25 géneros. No territério brasileiro podem ser encontradas aproximadamente
120 espécies, agrupadas em 10 géneros. Além disso, a regido amazonica concentra a maior
diversidade desta familia em comparacdo com outros locais do pais (CRUZ et al., 2021).
Referente ao grande potencial econdmico, a principal espécie de Lecythidaceae ¢ a
castanheira-do-Pard (Bertholletia excelsa Humboldt & Bonpland), também conhecida por
castanheira-do-Brasil ou simplesmente castanheira (DOS SANTOS ef al., 2006).

O fruto da Bertholletia excelsa refere-se ao ourico, uma grande estrutura capsular que,
em seu interior armazenam as castanhas-do-Para (CP), cada uma com uma casca
individualizada. Uma castanheira-do-Paré pode originar aproximadamente 300 ouricos, sendo
que cada um destes frutos pode conter em seu interior de 08 a 26 castanhas. (LEANDRO et
al.,2019).

As castanhas sdo consumidas ndo apenas na América, como também em outros
continentes como a Asia e a Europa (DE PAIVA SALOMAO, 2014). Estima-se que no ano
de 2015, a regido Norte do Brasil produziu mais de 40 toneladas de CP (COELHO et al.,
2017). A extracdo deste produto natural caracteriza alto potencial econdmico da espécie em
nivel internacional (RAMALHO et al., 2016).

As améndoas obtidas da castanha sdo de grande valor para o setor industrial devido,
principalmente, a extracdo de 6leo (DOS SANTOS et al., 2006). Esta substancia ¢ utilizada na
industria de cosméticos e dermacéuticas, devido as propriedades dos 6leos extraidos das
castanhas, como por exemplo, emoliente, nutritiva, bem como lubrificante (BALBI et al.,
2014).

Nas castanhas-do-Pard podem ser encontradas proteinas de grande importancia
biologica, representando de 15 a 20% da constitui¢do da castanha. Devido 4 quantidade e a
qualidade dos aminoacidos encontrados, como por exemplo, a metionina ¢ cisteina, as
améndoas da castanha sdo consideradas como uma fonte abundante de proteinas vegetais. As
castanhas apresentam aproximadamente 70% de lipideos em sua constitui¢do. Além disso,
fazem parte de sua constitui¢do elementos como selénio (Se) e antioxidantes (DA CRUZ
PINHEIRO, 2013).

O consumo das CP promove beneficios para a saude, atuando na prevengdo de
inimeras doengas e outras complicagdes fisiologicas. Dentre estes beneficios conhecidos

estdo o controle do peso corporal, prevencao de neoplasias malignas, diminui¢ao dos riscos de
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desenvolvimento de doencas cardiovasculares e¢ reducdo dos niveis de colesterol no
organismo (SILVA et al., 2020).

O processo de refinamentos dos Oleos vegetais consiste nas seguintes etapas:
neutralizacdo dos acidos graxos (AG) livres, clarificagdo (remog¢do de impurezas do 6leo) e
desodorizagio (remogdo de compostos volateis) (D’ARCE, 2006). Oleos vegetais poli-
insaturados obtidos de sementes como milho, soja e canola sdo elementos amplamente
consumidos na alimentagdo humana. Para estarem aptos a serem inclusos na dieta humana ¢
necessario que os Oleos vegetais poli-insaturados sejam submetidos ao processo de
refinamento, com o proposito de remover componentes indesejados como AG livres, odores e
sabores (AUED-PIMENTEL et al., 2009). Nesta perspectiva, referente ao 6leo de CP julga-se
fundamental avaliar se o processo de refinamento impediu possiveis efeitos toxicos.

O estudo realizado por Chunhieng e colaboradores (2008) identificou que o 6leo bruto
(OB) extraido da farinha de castanha-do-Para possui o dcido oleico em quantidade majoritaria
(39%), seguida pelo 4cido linoleico (36%), acido palmitico (13%), acido estearico (11%). O
6leo refinado (OR) de CP utilizado no estudo de Mori (2018) apresentou maior concentragao
de acido linoléico (32-42%), seguidos pelo acido oleico (31-41%), acido palmitico (12-16%),
acido estearico (09-13%).

A gestagdo ¢ um periodo de mudancas fisiologicas no organismo materno. Neste
periodo, a alimentagdo ¢ um dos fatores que podem influenciar a formagao fetal. Dietas com
0leos e gorduras com elevador teor de dmega-6 e baixo teor de dmega-3 sdo consideradas
inadequadas durante o periodo gestacional (DOS SANTOS et al., 2018). No tocante ao
sistema nervoso, a sua formacao estendesse do periodo gestacional aos primordios da vida
extrauterina, sendo que alguns AG sdo fundamentais neste processo. Contudo, o consumo
excessivo de alguns AG restringe a disponibilidade de outros acidos graxos, resultando em
complicacdes aos neonatos (RANGEL, 2014).

Durante a gestagdo, o transporte de AG essenciais da progenitora ao feto ocorre pela
via placentéaria, acumulando-se no cérebro, bem como na retina do concepto (DA SILVA;
MIRANDA JUNIOR; DE ABREU SOARES, 2007). Referente a lactacdo, os AG do leite
materno sdo originados a partir da biossintese na glandula, bem como da coleta destas
moléculas do plasma materno. Ambos os mecanismos de obtencdo de AG para a sintese do
leite sdo influenciados pela nutricdo da progenitora (INNIS, 2014).

Diante do exposto, € notoria a importancia para a saude do consumo das castanhas e

possivelmente de seus derivados, dentre os quais estd o 6leo de castanhas. Entretanto, ndo ha
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relato na literatura sobre possiveis potenciais toxicologicos desta substiancia. Com isso, julga-

se necessaria a realizagdo deste presente estudo.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 BIOLOGIA DA CASTANHEIRA-DO-PARA

A Bertholletia excelsa (figura 1) trata-se de uma formagdo vegetal arbdorea que
apresenta grande porte, podendo atingir até 60 metros de altura. A castanheira-do-Pard
apresenta também tronco escuro ¢ liso, flores brancas, bem como o ouri¢co (fruto) que
armazena as sementes (castanhas) (DE SOUZA FERREIRA et al., 2006). Apresenta também
grande copa emergente, fuste retilineo (COSTA et al., 2009), bem como base do tronco
medindo até 04 metros de didmetro (HOMMA; DE MENEZES, 2008).

Figura 1. Castanheira-do-Para.

Referente ao substrato, a B. excelsa pode ser encontrada em solos pobres, ndo alagados

e argilosos ou argilo-arenosos. Além disso, a castanheira-do-Para possui grande adaptacdo as
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areas de terras firmes e elevadas. Em relacao ao clima, a castanheira pode ser encontrada em
areas de clima quente e imido. Alguns parametros climaticos estdo associados com maior
ocorréncia da espécie, como por exemplo, areas de clima tropical chuvoso, com média de
precipitacdo entre 1500 a 2800 mm/ano, e com auséncia de periodos desregulados de
estiagem (NOGUEIRA; DE SANTANA, 2018). Contudo, a castanheira também pode ser
encontrada em 4reas onde ocorrem chuvas com frequéncias (MULLER et al., 1995).
Geralmente, no Brasil, esta espécie ¢ encontrada formando agrupamentos de castanheira-do-
Para conhecidos por castanhais, sendo que esta aglomeracao vegetal ¢ composta de 15 a 20
castanheiras por hectare (SILVA et al., 2013).

A Bertholletia excelsa pode ser encontrada em uma ampla faixa territorial da América
do Sul Brasil. Sua ocorréncia se da na Amazonia Brasileira, na Venezuela, na Colombia, no
Peru, bem como no Equador (LEANDRO et al., 2019). No territorio brasileiro, a CTR pode
ser encontrada em varios estados do pais, tais como, Pard, Amazonas, Acre, Maranhao,
Rondo6nia, Mato Grosso, Amapé e Roraima (RAMALHO et al., 2016).

Em relacdo a frutificagdo da castanheira, este processo fisioldgico da espécie tende a
ocorre a partir de 08 a 10 anos de idade da planta. Contundo, ha relatos de frutificagao da
castanheira que ocorreram a partir dos 20 anos de idade. Uma vez que a arvore chegou a fase
adulta, anualmente pode produzir até 500 kg de frutos. O intervalo de tempo da queda das
flores até o amadurecimento dos frutos corresponde a quinze meses (ALMEIDA, 2015).

Para que ocorra a producao dos frutos, a castanheira-do-Para depende das interagdes
ecoldgicas com agentes polinizadores, principalmente abelhas de médio e grande porte
(TONINI; DA COSTA; KAMINSKI, 2008). J4 em relagdo a dispersao por sementes, sabe-se
que, as cutias, roedores terrestres, sdo os principais agentes que promovem esta disseminacao
(JORGE; PERES, 2005).

O fruto da B. excelsa ou ourico (figura 2), como ¢ denominado popularmente, trata-se
de uma cépsula indeiscente, esférica e lignificada, podendo ultrapassar um pouco mais de 1
kg de peso (BALBI et al., 2014), pode medir até 16 cm de didmetro, ¢ morfologicamente, o
ouri¢o ¢ semelhante a um coco. Para a coleta do ourigo, ¢ necessario que ocorra a queda deste
fruto da arvore quando se tornam maduros, € posteriormente, no solo, sdo coletados. Dentro

deste fruto, sdo encontradas de 10 a 25 castanhas-do-Para (sementes) (ALMEIDA, 2015).
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Figura 2. Ourigos e castanhas-do-Para.
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Fonte: SULEIMAN (Embrapa), 2013.

2.2 CASTANHA DO PARA

As castanhas-do-Pard sdo sementes com formato triangular-angulosas, podendo medir
de 4 a 7 cm de comprimento. Além disso, estas sementes sdo envolvidas por uma casca rigida
e rugosa. As sementes correspondem a 25% do peso total do ourigo e sem a casca (améndoas)
representam 13% deste peso. Individualmente, cada CP possui peso médio equivalente a 8,2 g
(MULLER et al., 1995).

Devido as suas propriedades nutricionais, em especial um alto teor de proteinas
contidas nas castanhas-do-Para, a este produto foi atribuido o termo “carne vegetal”. Além
disso, sabe-se que, as proteinas contidas nas castanhas sdo ricas em aminoécidos essenciais
(ALMEIDA, 2015). Estudos apontam que a quantidade de proteinas ingeridas a partir do
consumo de 02 améndoas de castanha é equivalente ao consumo de um ovo (MULLER et al.,
1995).

As améndoas obtidas das castanhas-do-Para possuem, além do alto teor proteico, um
alto valor energético (DA SILVA; PONTES; ALBUQUERQUE, 2020), uma vez que estas
sementes contém um elevado teor de lipideos (DA CUNHA BRITO, 2015). Embora a maior

parte da producdo das CP seja destinada ao consumo in natura, a partir destas sementes



18

podem ser obtidos Oleos, bem como os residuos gerados por seu processo de extragdo,
conhecidos como torta. Estes residuos podem ser aplicados no preparo de alimentos, tendo em

vista seu grande valor nutricional (DA GLORIA; REGITANO-D'ARCE, 2000).

2.3 IMPORTANCIA SOCIOECONOMICA DAS CASTANHAS

As castanhas-do-Para sdo consideradas como um dos produtos ndo madeireiros de
maiores importancia obtidos da Amazonia no que se refere a potencial economico (SCOLES;
GRIBEL; KLEIN, 2011). A castanheira-do-Par4 ¢ uma das principais espécies com potencial
economico resultante da atividade extrativista nesta regido (NOGUEIRA; DE SANTANA,
2018). A partir da Bertholletia excelsa sdao obtidas fontes de renda e alimentos ha vérios anos
(COSTA et al., 2009). A atividade extrativista das améndoas obtidas das castanhas ¢
responsavel por fornecer o sustento de vérias comunidades residentes nesta area (SILVA et
al.,2013).

No cendrio brasileiro, as castanhas ¢ um dos produtos mais exportado para outros
paises. A coleta deste produto geralmente se estende de novembro a marco ou abril (SILVA et
al., 2020). As castanhas-do-Pard sdo as unicas sementes coletadas diretamente das areas
florestais que ganharam destaque no mercado internacional (SCOLES; GRIBEL; KLEIN,
2011). O consumo deste produto ¢ potencializado devido a caracterizacao deste produto como
alimento funcional (COSTA; TONINI; MENDES FILHO, 2017).

Embora a Bolivia seja o maior exportador de Castanhas-do-Pard no cenario
internacional, a maior concentracdo das plantagdes estd localizada na regido amazoOnica
brasileira (DE FREITAS ef al., 2021b). No cenério nacional, estima-se que foram produzidas
em 2015 aproximadamente 40 toneladas de castanhas. Além disso, mesmo com a redugao da
produgdo que ocorreu apoés 2015, foi estimado que em 2019 a producdo atingiu
aproximadamente 33 toneladas, estimada no valor de cerca de 135 mil reais (IBGE, 2019).

Embora o Brasil seja um dos paises que mais produzem e exportam castanhas no
mundo (DA SILVA; PONTES; ALBUQUERQUE, 2020), grande parte da populagdo ndo
conhece o real valor nutricional e industrial destas sementes. As castanhas geralmente sio
exportadas para Alemanha, Inglaterra e Estados Unidos, paises estes que possuem
conhecimento do grande potencial nutricional e economico oriundos deste produto (KATO et

al., 2016).
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2.4 OLEO DE CASTANHAS

Os oleos vegetais sao resultantes da mistura de compostos derivados de glicerol. Além
disso, apresentam AG com cadeias carbdOnicas contendo de 8 a 24 atomos. Este tipo de
produto natural possui grande potencial econdomico, uma vez que pode ser empregado em
varios setores industriais, como por exemplo, alimenticio, farmacéutico, bem como de
cosmético. Contudo, a qualidade, a funcionalidade, bem como o custo final do produto, esta
interligado ao processo de refinamento ao qual o 6leo bruto ¢ submetido. O processo de
refinamento dos oleos vegetais tem o objetivo de promover a remog¢do de impurezas e AG
livres contidos neste produto (DA CUNHA BRITO, 2015).

Os oleos de origem vegetal também s3o ricos em compostos energéticos, bem como
em acidos graxos essenciais. Dentre uma das fun¢des importantes que tais substincias
desempenham no organismo, pode ser destacada o transporte de vitaminas lipossoliveis
(MENDES et al., 2012).

O dleo das castanhas-do-Para caracteriza-se por possuir elevado valor nutricional
(KATO et al., 2016). Para a obteng@o deste derivado, utiliza-se a técnica de prensagem das
castanhas. O 6leo obtido ¢ caracterizado por seu alto teor lipidico, sua coloragdo (amarela,
clara e transparente), pela auséncia de cheiros, bem como por seu sabor doce. Devido isto,
este produto de origem vegetal possui aplicabilidades em diversos setores da economia, como
por exemplo, a industria farmacéutica, cosmética, além de poder se empregado na culinaria
(CONTE, 2010).

De Souza Ferreira e colaboradores (2006) caracterizaram em seu estudo o teor de AG
presentes no 6leo bruto de castanhas-do-Para. Os autores encontraram majoritariamente o
acido oleico (51%) na composicdo do oOleo. Além disso, outros componentes foram
identificados no dleo, tais como o acido linoléico (34%), o acido palmitico (13%), e outros
acidos graxos (2%), na composi¢ao do 6leo bruto. Além do teor de AG contidos no 6leo de
castanhas-do-Para sabe-se que este produto natural também apresenta outros componentes,

tais como: vitamina A, vitamina E, bem como fitoesterdis (COSTA E SILVA et al., 2020).

2.5 COMPOSICAO NUTRICIONAL E BENEFICIOS DO OLEO DE CASTANHA-
DO-PARA PARA A SAUDE

O estudo realizado por Ryan e colaboradores (2006) evidenciou que aproximadamente

45% dos AG nas castanhas-do-Pard sdo poli-insaturados. Os autores também identificaram
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que dentre este tipo de acido graxo o 4cido linoleico era mais abundante. Além disso, foram
encontrados acidos linolénicos, mesmo que em menor quantidade. O consumo dos PUFA de
cadeias muito longas ¢ recomendado durante diversas fases da vida, como por exemplo,
gestacional, pds-natal, na terceira idade, bem como em casos de doencas neurodegenerativas.
O 4cido linoleico (6mega-6) e o 4cido linolénico (6mega-3) sdo AG essenciais que promovem
o funcionamento adequado das membranas biologicas, cérebro, bem como da transmissao do
impulso nervoso. Estes dois tipos de AG participam de outros processos bioldgicos, como a
sintese de hemoglobina e da divisdo celular. (MARTIN et al., 2006).

Os AG poli-insaturados (PUFA) também determinam a intensidade do processo
inflamatorio através da incorporacdo destas substancias a membrana das células do sistema
imunoldgico, onde o dmega-3 e o dmega-6 sdo moléculas atuam como agentes inibidores da
resposta imunoldgica, sendo que esta Ultima também ¢ um agente estimulador (DE LIMA
PERINI et al., 2010). O acido linoleico, pertencente ao grupo do dmega-6, ¢ precursor do
acido araquidonico (RETT; WHELAN, 2011), uma molécula que faz-se essencial para as
membranas de células envolvidas no processo inflamatério, bem como € precursor de potentes
moléculas pro-inflamatdrias como prostaglandinas e leucotrienos (INNES; CALDER, 2018).
O O0mega-3 por sua vez possui propriedades anti-inflamatérias, reduzindo a quimiotaxia de
neutr6filos e mondcitos, bem como a adesdo de leucocitos as células endoteliais. Além disso,
sabe-se que o Omega-3 esta associado com alteracdo da sintese de moléculas inflamatorias
como as citocinas e quimiocinas (CALDER, 2010).

As castanhas sdo produtos naturais que apresentam também 4cido oleico (6mega-9),
que junto do 6mega-6, sdo moléculas fundamentais para a formagdo e manutengdo das
barreiras cutaneas, em especial para os processos de cicatrizacao da pele (DE FREITAS et al.,
2021a). O 4cido oleico também ¢ fundamental para alguns processos fisiologicos relacionados
ao metabolismo, em especial para a sintese de hormonios (MENDES et al., 2012).

O selénio, uma substancia com propriedades antioxidantes, presente em abundancia
nas castanhas ¢ fundamental para a profilaxia do cancer (BALBI et al., 2014). Esta substancia
também participada prevencdo da cardiomiopatia endémica e da artrite deformante. O Se
possui propriedades antioxidantes, participa da sintese de hormonios tireoidianos, bem como
no controle da resposta imunologica. Além disso, este nutriente ¢ importante para combater o
efeito de substincias nocivas, como por exemplo, os metais pesados (PINHEIRO et al.,
2019). Estima-se que a castanha apresente niveis de até 513 pg.g!' de Se (DE FREITAS et al.,
2008).
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A acgdo antioxidante do selénio promove prote¢do das células contra os danos
provocados por radicais livres. O Se ¢ fundamental para a composi¢do da enzima glutationa
peroxidase, sendo esta molécula é responsavel por impedir a ocorréncia de acumulos de
peroxidos, considerados como fontes de radicais livres. Na auséncia desta protegdo, os
radicais livres podem causar degradacdao da membrana e de outros componentes (PINHEIRO
etal.,2019).

Além dos lipideos, AG poli-insaturados e proteinas de grande valor bioldgico, outros
componentes também podem ser encontrados na castanha-do-Brasil sdao o calcio, fosforo,
magnésio, e vitaminas do complexo B (DE SOUZA FERREIRA et al., 2006). O célcio € o
mineral mais abundante do organismo humano, sendo indispensavel para o crescimento e
manuten¢do d6ssea, bem como na prevencdo da osteoporose (PREMAOR; BRONDANI,
2016).

O magnésio ¢ um dos cations com maiores concentragdes dentro das células, sendo
indispensavel para a ocorréncia de mais de 300 reagdes enzimaticas conhecidas no organismo,
bem como atua como componente de diversas enzimas relacionadas com o metabolismo de
varias classes de moléculas, como carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nucléicos. O
magnésio atua também na preven¢do de doencas cardiovasculares (RAMIREZ, 2016), na
manutengdo 6ssea (PREMAOR; BRONDANI, 2016), bem como na regulagdo hormonal e
imunologica (BATISTA et al., 2016).

O fosforo ¢ considerado como um das substancias mais importante, tendo em vista que
participa de diversos processos fisioldgicos no organismo, como por exemplo, a formagao e
mineralizagdo da matriz 6ssea, sintese de acidos nucléicos, como componente de moléculas
de armazenamento de energia, bem como metabolismo de lipideos (BATISTA et al., 2016).

O complexo B sdo vitaminas hidrossoluveis que geralmente ndo sdo armazenadas em
niveis necessarios para o bom funcionamento do organismo, resultando na necessidade da
ingestdo diaria destas substincias. Algumas vitaminas do complexo B participam como
componentes cofatores de varias enzimas, no metabolismo, bem como na sintese de acidos

nucléicos (RUBERT et al., 2017).
2.6 GESTACAO E LACTACAO
A gestacdo refere-se ao periodo intrauterino de desenvolvimento de um individuo,

correspondente ao intervalo temporal entre a concep¢do e o nascimento (BORSON et al.,

2019). Para promog¢ao de troca de substincias entre a progenitora e a prole, vertebrados
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viviparos possui uma estrutura membranosa conhecida por placenta. Tal estrutura torna-se
essencial durante a gestacdo, uma vez que restringe o contato do sangue materno e do sangue
fetal a uma rede de capilares sanguineos (BROLIO et al., 2010).

A placenta ¢ um 6rgdo materno-fetal responsavel pela troca de substancia, em especial
nutrientes, entre a progenitora € o concepto. A membrana placentdria, as vezes ¢
equivocadamente denominada de barreira placentaria, atua separando o sangue materno € o
sangue fetal a fim de restringir a passagem de algumas substancias inapropriadas. Contudo,
muitos agentes nocivos, conhecidos como teratdgenos, conseguem ultrapassar a restri¢do
imposta pela membrana placentaria e consequentemente causar ma formacao fetal, como por
exemplo, algumas drogas e outros compostos quimicos, bem como agentes bioldgicos
(MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2016).

Efeitos teratogénicos sdo considerados os principais motivos de preocupacdo gerada a
partir do uso de plantas com propriedades medicinais, uma vez que alguns compostos
presentes nestas plantas podem atravessar a protecdo da placenta e chegar ao feto. Embora
alteragdes promovidas por teratdogenos sobre o concepto possam ocorrer durante todo o
periodo gestacional, estas sdo mais preocupantes durante a embriogénese, ctapa esta de
diferencia¢do e formacdo de tecidos e oOrgdos. Devido as possiveis complicagdes do uso
indiscriminado de plantas medicinais durante a gesta¢cdo, devido a auséncia do conhecimento
sobre potenciais efeitos nocivos, a pratica da utilizagdo de plantas com finalidade medicinal ¢
considerado uma questdo de saude publica (RODRIGUES et al., 2011).

Na gestagdo alguns AG, como o 6mega-3, sdo transportados da mae ao feto através da
placenta, o6rgdo este que supre a demanda nutricional do concepto, uma vez que o feto ndo
sintetiza tais moléculas (DA COSTA MARQUES; LEAO; DA SILVA JUNIOR, 2018). De
Azevedo Oliveira (2019) demonstrou que o 6leo de pequi provocou efeito ansiolitico na prole
de ratas Wistar, tratadas durante a gestagao e a lactacdo. A autora sugeriu que isto poderia esta
associado com o teor de AG poli-insaturados presentes no dleo.

A lactacdo refere-se a um fisioldgico que ocorre em mamiferos, sendo considerado
fundamental para a sobrevivéncia dos individuos nos primordios da fase extrauterina da vida
(DE AZEVEDO OLIVEIRA, 2019), uma vez que a producdo de leite materno nas glandulas
mamarias da progenitora possui o intuito de fornecer a prole uma alimentagdo nutritiva
fundamental para o seu desenvolvimento. Contudo, é importante ressaltar que a partir da
lactacdo algumas substiancias com potencial de provocar alteragdes na prole podem ser

secretadas no leite materno (BORSON et al., 2019).
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2.7 IMPORTANCIA DA TOXICOLOGIA DE PLANTAS

A toxicologia ¢ refere-se a area cientifica destinada a estudar as agdes nocivas que os
compostos podem provocar no organismo. Tais agdes nocivas incluem desde irritagdes nos
olhos (casos leves) até lesdes hepaticas e renais (casos graves). A toxicologia ¢ considerada
como uma das ciéncias praticas mais antigas, uma vez que desde os primérdios da
humanidade, os seres humanos conhecem efeitos e aplicacdes de venenos de origem animal e
de varias plantas toxicas (OGA; DE SIQUEIRA, 2008).

Referente ao uso de plantas medicinais no contexto do Brasil sabe-se que estes
vegetais sdo amplamente utilizados. Embora sejam produtos naturais, isto ndo elimina a
possibilidade de possiveis efeitos toxicos, uma vez que todas as plantas possuem toxicidade
em determinadas concentracdes (DA COSTA MENDIETA et al., 2014). Sendo assim, ¢
recomendado apenas o uso de plantas medicinais ou a ingestdo destas na alimentacdo apenas
quando o vegetal é conhecido e corretamente identificado (CAMPOS et al., 2016).

Segundo Vieira (2003, p. 260), “os alimentos funcionais compreendem os alimentos
que possuem compostos bioativos em sua composi¢ao quimica que promovem beneficios a
saude, além do que ¢ obtido pela dieta basica”. No atual cenario mundial, os alimentos
funcionais que contém AG monossaturados (MUFA), PUFA, compostos fendlicos e minerais,
se destacam na profilaxia de patologias, incluindo as doencas cardiovasculares. Referente a
castanha-do-Par4, este produto apresenta elevado teor de AG monoinsaturados e de acidos
graxos poli-insaturados, moléculas estas que desempenham papel anti-inflamatorio e
antioxidante, além de compostos fendlicos e selénio (FIGUEIREDO, 2019).

A partir dos registros na literatura, ¢ evidente que as castanhas-do-Paré sdo fontes de
varias substincias que promovem beneficio ao organismo dos animais, sobretudo nos
humanos. Dentre os beneficios identificados na literatura, estava a prevengdo de varias
doencas e de outros distarbios fisiologicos. Todos os relatos encontrados contribuem
significativamente para enaltecer a importdncia do consumo das castanhas. Contudo,
atualmente ndo existem relatos relacionados a possiveis potenciais toxicoldgicos novicos a
satude e fisiologia de animais, evidenciando a existéncia de uma lacuna sobre tais parametros
na literatura. Neste contexto, julga-se a necessidade de estudos com proposito de elucidar
possiveis agdes nocivas a saude, principalmente de um produto amplamente consumido em

cenario nacional e internacional.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Analisar o potencial toxicoldgico em diferentes 6rgaos de ratas prenhas e sua prole

expostas ao oleo de castanha-do-Para bruto e refinado, durante a gestagao e lactagao.

3.2 ESPECIFICOS

 Avaliar as alteragcdes microscopicas no cérebro de ratas prenhas e sua prole, expostos ao
6leo de castanha-do-Para bruto e refinado, durante a gestagao e lactagao;

« Avaliar as alteragdes microscopicas no figado de ratas prenhas e sua prole, expostos ao 6leo
de castanha-do-Para bruto e refinado, durante a gestacao e lactagao;

» Avaliar as alteragdes microscopicas no intestino de ratas prenhas e sua prole, expostos ao
6leo de castanha-do-Para bruto e refinado, durante a gestagao e lactagao;

* Analisar morfometricamente o epitélio do intestino de ratas prenhas e sua prole, expostos ao

6leo de castanha-do-Para bruto e refinado, durante a gestagdo e lactagdo.
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4 METODOLOGIA
4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO E LOCAL DE REALIZACAO

Esta pesquisa possui carater quantiqualitativo, sendo realizada utilizando murinos
experimentais. Esta pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica no Uso de
Animais Experimentais do Centro de Satide e Tecnologia Rural da Universidade Federal de
Campina Grande, sob o seguinte codigo: 09/2020 (APENDICE A).

As etapas experimentais foram realizadas no Laboratorio de Ensaios Toxicologicos e
Genética do Cancer (TOXGEN), utilizando o espago fisico do Laboratério de Biologia de
Anuros (LABAN), do Centro de Educacdo e Saude, da Universidade Federal de Campina

Grande — Campus Cuité.

4.2 OLEO DE CASTANHA-DO-PARA

O o6leo bruto e refinado de castanhas-do-Para foi cedido gentilmente pelo Laboratdrio
de Nutricdo Experimental da UFCG/CES. Os pesquisadores deste departamento obtiveram o
6leo bruto a partir do método de prensagem a frio de castanhas adquiridas comercialmente.
Para tal, foi utilizada uma prensa hidraulica da marca SOLAB e modelo SL 10.
Posteriormente, uma parte do 6leo bruto foi refinada. Abaixo estdo as informagodes cedidas

pelo LANEX referentes sobre a composicao de 4cidos graxos contidos nos dleos (Tabela 1).
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Tabela 1. Acidos graxos presentes nos 6leos de CP.

Oleo bruto Oleo refinado
Acidos Graxos
SATURADOS
Acido laurico C12:0 0.01
Acido palmitico C16:0 2.61 10.03
Acido estearico C18:0 3.50 8.21
Acido araquidico C20:0 5.21
Y SFA 11.32 18.25
MONOSATURADOS
Acido oleico Cl18:1 53.93 34.87
S MUFA 53.93 34.87
POLI-INSATURADOS
Acido linoleico C18:2 33.41 43.28
Y PUFA 33.41 43.28

Fonte: Dados fornecidos pelo LANEX, 2021.

4.3 ENSAIO BIOLOGICO

Fémeas primiparas, da linhagem Wistar (Rattus norvegicus), provenientes do Biotério
de criagdo da UFCG, campus Cuité, com idade entre 120 e 150 dias e peso de 250 £ 50
gramas foram utilizadas para obten¢do dos ratos lactentes. Durante o acasalamento foram
mantidas trés fémeas para cada macho. Os animais foram mantidos no laboratoério de Nutricao
Experimental do CES/UFCG, campus Cuité, até confirmacao da prenhez através do esfregaco
vaginal.

Posteriormente, as ratas prenhas foram alojadas em gaiolas-maternidade individuais de
polipropileno, em condig¢des-padrdo: temperatura de 22 + 1° C, com ciclo claro-escuro (12 h;
inicio da fase clara as 6:00 h), umidade de 65%. Além disso, estes animais receberam ragao e
agua ad libitum, desde o primeiro dia de gestacdo até o final da lactagdo, totalizando 42 dias
de exposicdo ao 6leo. Ap6s o nascimento, as ninhadas foram padronizadas em 08 filhotes (4
machos e 4 fémeas). O protocolo experimental segue as recomendagdes €ticas do National

Institute of Health (Bethesda, USA), com relagdo aos cuidados com os animais.
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As ratas progenitoras receberam 3 ml/kg de dgua destilada no grupo controle (CT),
6leo bruto de CP ou 6leo refinado de CP, durante 42 dias de tratamento, correspondendo 21
dias do periodo de gestacio e 21 dias do periodo de lactacdo. Os compostos foram
administrados nas ratas progenitoras por gavagem. Posteriormente, com base no tipo de
substancia que as ratas progenitoras receberam durante o periodo de tratamento, os filhotes
machos e fémeas foram agrupados em grupo controle, 6leo bruto e 6leo refinado, onde os
grupos dos filhotes também foram agrupados por sexo. No total, foram utilizados 27 animais,
distribuidos em 09 grupos (03 animais por grupo), sendo 03 das ratas progenitoras (CT; OB;
OR), 03 dos filhotes machos (CT; OB; OR) e 03 dos filhotes fémeas (CT; OB; OR). As doses
dos 6leos de castanhas administrado nos animais (3 ml/kg) foram baseadas em um estudo

anterior que utilizou o 6leo de pequi (TORRES et al., 2016).

4.4 EUTANASIA DOS ANIMAIS

Apo6s o periodo de tratamento os animais foram eutanasiados utilizando o Cloridrato
de Ketamina (90 mg/kg) + Cloridrato de Xilasina (10 mg/kg) (Torres et al., 2016). Com isto,
os animais foram eutanasiados por puncdo cardiaca. Posteriormente, foram isolados e
retirados os orgdos das ratas progenitoras ¢ sua prole para posteriores analises. Os Orgaos
extraidos foram: figado, intestino e cérebro. Os 6rgdos extraidos foram lavados em solucao

salina (0,9%) e em seguida fixados em solu¢do de formalina tamponada por um periodo de

24-48 h.

4.5 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS PARA HISTOLOGIA

Os orgaos coletados e fixados foram levados imediatamente ao LABAN, onde
procedeu-se todas as etapas do processamento para o preparo de laminas: desidratagao,
diafanizacdo, inclusdo em parafina, microtomia e coloragdo. Estas etapas foram realizadas
mediante adaptacdo de um protocolo disponivel na literatura cientifica (DE SOUZA NUNES;
CINSA 2016).

Para o preparo das laminas histologicas dos cérebros das ratas progenitoras, bem como
de sua prole, foi realizado um corte sagital neste 6rgdo, separando-o em dois hemisférios
cerebrais: o esquerdo e o direito, sendo que este Gltimo foi utilizado para o processamento a
histologia. No figado, utilizou-se de uma parte do lobo direito. No intestino, utilizou-se

apenas a regido duodenal para o preparo de laminas.
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Apo6s o periodo de fixacdo em solugdo de formalina tamponada, as amostras foram
desidratadas, removendo a solucdo fixadora, lavando as amostras em agua e em seguida
adicionando as amostras a solugdes crescentes de etanol em diferentes concentragdes (70%,
80%, 90%, 95% e absoluto, sendo que este tltimo foi utilizado trés vezes) por 1 h cada.

Ao finalizar a desidratagdo as amostras foram imediatamente expostas em solugao de
etanol e xilol (1:1), durante 40 minutos. Posteriormente, as amostras foram expostas a trés
banhos de xilol puro, durante 30 minutos cada.

As amostras foram expostas a xilol + parafina por 2 h, para completa retirada do alcool
e permitir a entrada da parafina nos tecidos. Apos isto, as amostras foram embebidas em
parafina pura filtrada, aquecida a 60°C por 18 h. As amostras foram colocadas em blocos de
papel e cobertas com parafina filtrada liquida (aquecida). As amostras ficaram por 24 h a
temperatura ambiente para emblocar. Posteriormente, foi realizada a microtomia das amostras
em espessura de 05 um em micrétomo manual, modelo YD-315 (J.Y.M. Co Ltd, China).
Apos realizagdo dos cortes no microtomo, as amostras foram colocadas delicadamente em
banho-maria, a 45°C para distensdo dos cortes histologicos. Os cortes foram coletados do
banho com auxilio de ldminas limpas e impregnadas com albumina.

Antes da coloragdo as laminas, as amostras passaram pelo processo de reidratacao para
remover a parafina incluida no tecido. As laminas foram imersas em xilol por 6 min e em
seguida numa série de banhos de alcool etilico (absoluto, 90% e 70%) durante um minuto
cada banho. Na coloracao propriamente dita, foram utilizados dois corantes: a hematoxilina e
a eosina (HE). A hematoxilina ¢ um corante basico responsavel pela coloracao azul-arroxeado
dos acidos nucléico presentes no nicleo. A eosina, por sua vez, ¢ um corante acido atraida
pelos elementos basicos das proteinas do citoplasma da célula, corando-os de rosa a vermelho
(DE SOUZA NUNES; CINZA, 2016).

Posteriormente, as laminas foram imersas em banhos de etanol (70%, 90% e 100%)
por 1 min cada, seguido de banho de xilol por 6 min. Em seguida, foi adicionada uma gota de

balsamo do Canadé na amostra, cobriu-se com a laminula, para tornar a lJamina permanente.

4.6 ANALISES DAS LAMINAS

As laminas montadas a partir das amostras obtidas de cérebro, figado e intestino, dos
animais foram analisadas em um microscépio optico invertido, modelo IMX500 (Leipzig,
Alemanha), acoplado com camera digital UltraCam Xi HD 16M. As amostras foram avaliadas

histologicamente usando objetivas de 4x, 10x e 40x. Em relacdo as analises morfométricas do
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intestino e a captura das imagens das laminas, estas foram realizadas utilizando o software
ImageView, versao 3.7.10121, para Windows 10. Utilizou-se a ferramenta de mensuracao do
comprimento para estimar a altura das células epiteliais que compdes as vilosidades

intestinais, estendendo-se da base a superficie apical do epitélio (Figura 3).

Figura 3. Estimativa da altura do epitélio intestinal.

Legenda: Fotomicrografia de lamina de intestino delgado de rato, coradas com H&E, em um aumento final de:
200x. Escala de 100 um. Fonte: autor, 2021.

Para as analises histoldgicas ¢ morfometria foram considerados 05 campos da lamina
por animal. Em especifico a morfometria, foram utilizadas 03 laminas por grupo de

tratamento.

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism §8.0.
Foi aplicado o teste estatistico ANOVA de via unica para comparagdo dos valores entre si,
seguido do pos-teste de Tukey, para o grupo controle, 6leo bruto e 6leo refinado, sendo
considerado significativo quando p<0,05. No ANOVA de via unica os valores foram

expressos como média + erro padrao da média (£ EPM).
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S RESULTADOS

5.1 ANALISES HISTOLOGICAS

5.1.1 CEREBRO

As andlises histologicas do cérebro dos animais (Tabela 2) identificaram alteragdes
cerebrais nos filhotes machos do grupo OB, como congestao vascular e hemorragia (Figura
4B), bem como necrose (Figura 4C). O oleo refinado esteve associado com alteragdo no
cérebro dos filhotes fémeas como edema (Figura 4D). Nos demais grupos, ndo foram

identificadas alteracdes (Figura 4A).

Tabela 2. Avaliagdo histologica das laminas de cérebro de ratas fémeas e sua prole apos

ingestdo de 6leo bruto e refinado de castanha-do-Pard, durante a gestagado e lactagdo.

Animais Grupo de tratamento Alteracoes observadas
Controle Nenhuma
Ratas progenitoras Oleo bruto Nenhuma
Oleo refinado Nenhuma
Controle Nenhuma
Filhotes machos Oleo bruto Congestao vascular,
hemorragia e necrose
Oleo refinado Nenhuma
Controle Nenhuma
Filhotes fémeas Oleo bruto Nenhuma
Oleo refinado Edema cerebral

Fonte: autor, 2021.



Figura 4. Fotomicrografias das alteracdes identificadas nas analises histologicas do cérebro
de ratas fémeas e sua prole apds ingestao de 6leo bruto e refinado de castanha-do-Para,

durante a gestacao e lactagdo.

Legenda: Fotomicrografia de ldminas de cérebro de ratos Wistar em microscopia optica comum, coradas com
H&E, em um aumento final de: 200x. Escala da barra: 100 um para todas as imagens. A- cérebro de ratas
progenitoras (controle). B e C- Cérebro de filhote macho apds tratamento com 6leo bruto de castanha-do-Para;
D- Cérebro de filhote fémea apods tratamento com 6leo refinado de castanha-do-Para. Cabega de seta preta —
congestdo vascular (grande volume de hemacias no interior do vaso sanguineo). Cabeca de seta verde — edema.
Cabega de seta azul - hemorragia. Cabecga de seta vermelha — necrose. Fonte: autor, 2021.

5.1.2 FIGADO

As analises histologicas do figado dos animais (Tabela 3) identificaram a presenca de
edema hepatico (Figura 5C) e congestdo vascular (Figura 5B) nas ratas progenitoras € nos
filhotes machos, enquanto que nos filhotes fémeas foi identificada apenas congestdo vascular,
no grupo do 6leo bruto, Nao foram identificadas alteracdes nos animais no grupo do 6leo

refinado (Figura SA).



Tabela 3. Avaliacdo histologica das laminas de figado de ratas fémeas e sua prole, apos

ingestao de 6leo bruto e refinado de castanha-do-Pard, durante a gestagdo e lactagdo.

Animais

Grupo de tratamento

Alteracoes observadas

Controle Nenhuma
‘ , Edema hepatico e
Ratas progenitoras Oleo bruto
congestao vascular
Oleo refinado Nenhuma
Controle Nenhuma
‘ , Edema hepatico e
Filhotes machos Oleo bruto
congestao vascular
Oleo refinado Nenhuma
Controle Nenhuma
Filhotes fémeas Oleo bruto Congestao vascular

Oleo refinado

Nenhuma

Fonte: autor, 2021.
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Figura 5. Fotomicrografias das alteragdes identificadas nas analises histologicas do figado de

ratas fémeas e sua prole apds ingestao de 6leo bruto e refinado de castanha-do-Para, durante a

gestacdo e lactagao.

Legenda: Fotomicrografia de laminas de figado de ratos Wistar em microscopia Optica comum, coradas com
H&E, em um aumento final de: 400x. Escala da barra: 100 um para todas as imagens. A- Figado de ratas
progenitoras do grupo controle; B e C- Figado de filhote macho tratados com dleo bruto de casatanha-do-Para;
Cabeca de seta preta — congestdo vascular (grande volume de hemacias no interior do vaso sanguineo). Cabega
de seta verde — edema. Fonte: autor, 2021.
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5.1.3 INTESTINO

As analises histoldgicas do intestino dos animais (Tabela 4) ndo indicaram nenhuma

alteracao nos grupos tratados com o 6leo bruto e refinado de castanha-do-Par4 (Figura 6).

Tabela 4. Avaliagdo histologica das laminas do intestino de ratas fémeas e sua prole, apos

ingestao de 6leo bruto e refinado de castanha-do-Pard, durante a gestagdo e lactagao.

Animais Grupo de tratamento Alteracoes observadas
Controle Nenhuma
Ratas progenitoras Oleo bruto Nenhuma
Oleo refinado Nenhuma
Controle Nenhuma
Filhotes machos Oleo bruto Nenhuma
Oleo refinado Nenhuma
Controle Nenhuma
Filhotes fémeas Oleo bruto Nenhuma
Oleo refinado Nenhuma

Fonte: autor, 2021.

Figura 6. Fotomicrografia representativa do intestino de animais com auséncia de alteragdes

histologicas.

Legenda: Fotomicrografia de laminas de intestino de ratas Wistar progenitoras do grupo controle, em
microscopia 6ptica comum, coradas com H&E, em um aumento final de: 400x. Escala da barra: 100 um. Lamina
com auséncia de alteragdes histologicas. Fonte: autor, 2021.
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5.2 MORFOMETRIA DO EPITELIO INTESTINAL

As analises morfométricas do epitélio que reveste as vilosidades intestinais dos
animais indicaram uma reduc¢ao do comprimento da altura do epitélio nos grupos OB ¢ OR
em comparagdo ao grupo CT nas ratas progenitoras (p<0,05). Nao houve diferenga
estatisticamente significativa entre OB e OR.

Nos filhotes machos notou-se atrofia do epitélio no grupo OB em relagdo ao CT
(p<0,05). Nos filhotes fémeas foram identificadas atrofia epitelial no grupo OB e hipertrofia
da mucosa intestinal no grupo OR referentes a altura dos enterécitos do epitélio intestinal em
comparag¢do ao grupo controle (p<0,05). Além disso, a diferenga entre o grupo OB e OR foi

considerada estatisticamente significativa.

Figura 7. Avaliacdo da morfometria da altura dos enterocitos de ratas prenhas e sua prole

tratadas com Oleo de castanha-do-Para durante a gestagdo e lactacao.

A Ratas progenitoras B Filhotes machos
804 80+
60 it *a 60 *a a
g 40 £ 40+
204 20
) CIT OIB OR . C'T OIB OR

C Filhotes fémeas

804
*b
60+

*a

E 404 ==

20

0 T | —
cT OB OR
Legenda: Medida da altura dos enterdcitos em um, obtidas a partir do epitélio das criptas do intestino delgado.
Os dados foram expressos como média = EPM e foram analisados pelo teste ANOVA de via Unica, ¢ pos-teste
de Tukey. *p<0,05 — comparado ao grupo controle. b- indicam diferenca significativa entre o grupo OB ¢ OR

(p<0,05). OB — 6leo bruto. OR — 6leo refinado. Fonte: autor, 2021.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo investigou o impacto do consumo de oOleo bruto e refinado de
castanha-do-Para em ratas prenhas e sua prole, que estava em estagio inicial de vida. O
processo de refinamento dos 6leos tem o propodsito de remover alguns compostos e impurezas
que podem provocar alteracdes fisiologicas no organismo, bem como muda o perfil dos AG
presente nos 6leos, moléculas estas que sao transferidas para o feto através da placenta e no
neonato isto ocorre por meio da amamentacdo (MEDEIROS et al., 2015). Nesta perspectiva,
em especifico ao 6leo de CP percebeu-se alteragcdo nas concentragdes de AG que compde o
6leo. O ¢6leo refinado apresentou maior concentracdo de acidos graxos saturados (SFA) e
menores concentragdo de dcidos graxos monossaturados e poli-insaturados em comparacao ao
6leo bruto.

O tratamento das ratas pela ingestdo diaria de 3ml/kg de 6leo bruto ou refinado
durante 42 dias demonstrou que o 6leo de castanha-do-Para na forma bruta ou refinada nao
causou alteragdes no cérebro das ratas progenitoras. Isto pode ter ocorrido pela prote¢dao da
barreira hematoencefalica, uma vez que esta estrutura tem como finalidade de limitar e
regular a troca de substancias entre o sangue e o sistema nervoso central, conferindo a este
ultimo protecdo contra algumas substancias potencialmente neurotoxicas (ROJAS; RITTER;
PIZZOL, 2011). Contudo, sdo necessarias outras investigagcdes para melhor elucidar esta
possivel associagao.

De acordo com a andlise do perfil de AG do 6leo bruto e do dleo refinado de CP, foi
indicada a presenca do acido palmitico, que quando consumido em excesso pode provocar
acdo neurotoxica sobre as células neuronais, assim como demonstrado em uma co-cultura
neuronal e microglial (BEAULIEU ef al., 2021). O acido palmitico além de ser encontrado
em alguns Oleos vegetais, também estd presente principalmente na composicdo do leite
(LOFTEN et al., 2014).

Em relagdo a prole, notou-se que, o 6leo bruto nos filhotes machos esteve associado
com alteragdes cerebrais como congestdo vascular, hemorragia ¢ necrose. O grupo dos
filhotes fémeo que recebeu o oOleo refinado apresentou edemas cerebrais. As alteragdes
encontradas na prole pode ser indicativo de um potencial efeito teratogénico do 6leo bruto nos
machos e do 6leo refinado nos filhotes fémeas, uma vez que define-se como teratdgenos toda
e qualquer substancia, agente biologico, agente fisico ou deficiéncia que sejam capazes de

provocar alteragdes no concepto durante o periodo gestacional (DA SILVA et al., 2021).
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Contudo, neste estudo ndo ¢ possivel afirmar que este efeito teratogénico ocorreu devido a
uma possivel exposi¢ao dos filhotes ao 6leo de CP por via placentéria ou pela amamentagao,
uma vez que as ratas progenitoras receberam o 6leo tanto na gestacdo quanto na lactacao.

Medeiros e colaboradores (2015) em seu estudo testaram o efeito do 6leo de buriti na
forma bruta e refinada em ratos Wistar na gestacdo e lactacdo. Com isto, os autores
identificaram que os grupos que receberam tais substancias apresentaram retardo na
maturagao reflexa e somatica, indicando que o refinamento do 6leo ndo foi capaz de restringir
efeitos nocivos sobre parametros neuronal dos animais. Com isto, julga-se que, em alguns
6leos vegetais, o processo de refinamento ndo consegue eliminar completamente substancias
do o6leo capazes de provocar neurotoxicidade. Nesta perspectiva, referente ao 6leo de CP,
evidencia-se a necessidade de estudos futuros para determinar o limite a ser consumido.

Os resultados da histologia do figado nas ratas progenitoras e filhotes machos
indicaram a presenca de edema e congestdo vascular nos animais que receberam o 6leo bruto,
enquanto que nos filhotes fémeas foi identificada apenas congestdo vascular. No grupo OR,
ndo foram identificados altera¢des histologicas em nenhum animal. Neste estudo, o processo
de refinamento promoveu aumento dos teores de PUFA e SFA. Contudo, ¢ notavel que o 6leo
bruto também possui elevado teor de PUFA. Devido o figado ser o 6rgdo responsavel pelo
metabolismo dos PUFA, o elevado teor destas moléculas podem gerar hepatotoxicidade
(DAVIM et al., 2020), especialmente devido o aumento da propor¢do entre Omega-6 e
Omega-3, presente e ausente nos 6leos, respectivamente, que podem esta associados com o
desenvolvimento de alteragdes no figado como a doenga hepatica gordurosa ndo alcoodlica
(PATTERSON et al., 2012). Além disso, ¢ importante destacar que o acido araquidico,
pertencente ao grupo dos SFA, neste estudo presente apenas no o6leo bruto, pode provocar
injurias hepaticas (LAPARRA et al., 2015).

Referente ao teor de selénio sabe que seu contetdo pode variar nas castanhas-do-Para,
de acordo com aspectos fisioldgicos e ambientais em que a castanheira estd inserida. Deste
modo ¢ fundamental o monitoramento dos niveis de selénio nas sementes e em seus produtos
derivados (DA SILVA JUNIOR, 2016), pois quando esta substincia encontra-se em excesso
no organismo, podem causar uma condi¢do conhecida por selenose. Intoxica¢des por selénio
podem afetar o figado NOBREGA, 2015). Contudo, ndo foi possivel quantificar os niveis de
selénio contidos no 6leo bruto e no 6leo refinado, utilizados neste estudo.

A analise histoldgica dos intestinos dos animais identificou auséncia de alteracdes
deste o6rgdo em todos os animais. Curiosamente, o estudo realizado por Mori (2018)

identificou a presenca de edema no intestino de ratos adultos, embora tenha utilizado ratos
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machos com inflamag¢do no intestino como modelos murinos experimentais ¢ administrado no
tratamento o 6leo refinado de castanhas-do-Pard, nas dosagens de 75, 150 e 300 mg/kg. A
dosagem maxima utilizada pela autora possui propor¢ao de 10x menor que a utilizada nesta
pesquisa, podendo indicar que fatores como sexo, o estagio de vida do animal, bem como a
condicdo fisioldgica destes, possam influenciar na toxicidade do 6leo de CP.

As andlises morfométricas realizadas nos grupos tratados com o 6leo bruto das ratas
progenitoras e na prole indicaram redu¢do do comprimento do epitélio intestinal, referente a
altura dos enterocitos, contudo o 6leo refinado esteve associado com redu¢do do comprimento
epitelial nas ratas progenitoras e aumento nos filhotes fémeas. A atrofia do epitélio das
vilosidades intestinais pode provocar um quando clinico de ma absor¢ao de nutrientes (LIU et
al.,2014).

O estudo conduzido por Rosa e colaboradores (2010) identificou que o 6leo de oliva,
peixe e linhacga sdo substancias que preservam as vilosidades intestinais, dados estes obtidos
por morfometria. Nesta perspectiva, julga-se que por meio da morfometria podem ser
identificadas alteragdes que prejudicam as vilosidades intestinais, como foi observado neste
estudo, onde o 6leo de CP em alguns grupos esteve associado com alteragdes no epitélio
intestinal. Na analise morfométricas da vilosidade duodenal realizada por Lucena (2016) nao
foram identificadas alteragdes do intestino dos ratos machos puberes que receberam o
tratamento com 0,05 mg/kg de Sulfato de Vincristina aos quinze dias de vida em comparagao
ao grupo controle, onde possivelmente administracdo ocorreu dentro do periodo de lactagdo.
Nesta perspectiva, as alteragdes presentes em alguns grupos dos filhotes pode ser um
indicativo de efeito teratogénico do oOleo de castanha-do-Par4, embora ndo tenha havido
alteracdes histologicas no intestino dos filhotes.

Com base nos achados desta pesquisa, tornou-se evidente que o 6leo de castanhas-do-
Para na dose de 3ml/Kg durante a gestacdo e lactacdo, seja na forma bruta ou refinada, esteve
associado com alteracdes histologicas e morfométricas em alguns grupos de animais. Sendo
assim, € necessario precau¢do com o consumo do 6leo de castanhas-do-Parda, principalmente
no periodo gestacional e de lactacdo na dosagem supracitada. Contudo, investigagdes futuras
sdo essenciais esclarecer os pardmetros ligados ao consumo do 6leo em seres humanos, a fim
de identificar os possiveis riscos.

Embora esta pesquisa apresente limitagdes como a auséncia na dosagem dos niveis de
selénio no 6leo, testes para determinar alguns pardmetros bioquimicos dos animais, bem como
investigacao sobre a dosagem utilizada (3ml/kg) do d6leo pode ser considerada superdosagem,

julga-se que este estudo pode contribuir para a resolugdo parcial da lacuna existente na
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literatura referente as possiveis agdes toxicologicas do oleo de castanha-do-Para. Além disso,

este estudo serve como base para a realizacao de futuros estudos sobre a tematica em questao.

7 CONCLUSOES

A administragdo do o6leo bruto afetou histologicamente o cérebro dos filhotes machos,
o figado das ratas progenitoras e da prole. Além disso, o 6leo bruto afetou morfometricamente
a altura dos enterdcitos das ratas progenitoras e da prole. Por sua vez, a administracao do 6leo
refinado afetou histologicamente o cérebro dos filhotes fémeas, bem como provocou
alteracdes morfométricas no intestino das ratas progenitoras e dos filhotes fémeas. Tais
alteracdes evidenciam o efeito toxico do dleo de CP, sendo mais presente no 6leo bruto em
alguns grupos de animais, evidenciando a necessidade de futuros estudos para esclarecer

melhor estes parametros, sobretudo referente a toxicidade em humanos.
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