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RESUMO

As folhas de oliveira (Olea europea L) possuem um potencial antioxidante devido a
presenca de polifendis, como a oleuropeina. Estudos mostram um potencial benéfico a
partir do consumo de oleuropeina, ainda que muitos estejam em fase experimental e
ndo tenham sido desenvolvidos com a populacdo humana. O objetivo deste trabalho foi
elaborar uma patente de método de producdo de farinha de oliveira, avaliando seu
perfil toxicologico e aplicacdo comercial através do desenvolvimento de produtos. Para
isso, 0 processo de producdo da farinha de folha de oliveira foi fundamentado através
de uma patente. Em seguida, a fim de avaliar a seguranca alimentar da farinha de folha
de oliveira, foi realizada avaliacdo de toxicidade subcrénica (OECD 407) em ratas
Wistar Apos, foi verificado potencial de aplicagdo em produtos alimenticios através de
cookies adicionados de farinha de folha de oliveira. Os resultados encontrados atraves
da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) indicam que a farinha produzida
possui oleuropeina (160.76 + 3.01 mg/g DW) em quantidades promissoras. Os dados
do teste de toxicidade subcrénica demonstram que os animais tratados com farinha de
folha de oliveira reduziram o ganho de peso em relagdo ao grupo controle (p<0.001),
ndo havendo alteracdes nos parametros hematoldgicos e bioquimicos.Para a
elaboragdo de cookies de farinha de folha de oliveira foi avaliada a estabilidade da
oleuropéina pos-coccdo através do HPLC sendo presente em todos 0S grupos
amostrais testados. Na andlise descritivo-quantitativa com painelistas treinados (n=11)
os atributos que apresentaram diferenca estatistica foram aroma herb&ceo e maciez
(p<0,05). Por fim, as folhas de oliveira se apresentam como um potencial insumo a ser

absorvido pelo mercado interno devido ao seu potencial benéfico a saude humana. A



utilizacdo de um produto subexplorado apresenta-se como uma oportunidade para a
indUstria de alimentos. Embora, devido ao baixo numero de estudos de toxicidade e,
consequentemente, em humanos, sdo necessarios dados mais consistentes para
afirmar a seguranca do produto. A inovacdo em produtos alimenticios representa uma
janela de conjuntura favoravel ao desenvolvimento de produtos que visem a melhoria

da saude.

PALAVRAS-CHAVES: folha de oliveira, oleuropeina, olea europea |, desenvolvimento

de produtos, seguranca alimentar



ABSTRACT

Olive leaves (Olea europea L) have an antioxidant potential due to the presence of
polyphenols, such as oleuropein. Studies show a beneficial potential from the
consumption of oleuropein, although many are in experimental phase and have not
been developed with the human population. The objective of this work was to elaborate
a patent for the method of production of olive meal, evaluating its toxicological behavior
and commercial application through the development of products. For this, the process
of production of the olive leaf flour was based on a patent. Afterwards, in order to
evaluate the food safety of the olive leaf meal, a subchronic toxicity evaluation (OECD
407) was carried out in Wistar rats. Afterwards, it was verified the potential of
application in food products through cookies added with olive leaf flour. The results
obtained by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) indicate that the flour
produced has oleuropein (160.76 = 3.01 mg / g DW) in promising amounts. The data
from the subchronic toxicity test showed that the animals treated with olive leaf meal
reduced weight gain in relation to the control group (p <0.001). There were no changes
inthe hematological and biochemical parameters. For the preparation of flour cookies of
olive leaf the stability of post-cooking oleuropine through HPLC was evaluated and was
present in all tested sample groups. In the descriptive-quantitative analysis with trained
panelists (n = 11) the attributes that presented statistical difference were herbaceous
aroma and softness (p <0.05). Finally, the olive leaf presents as a potential input to be
absorbed by the internal market due to its potential beneficial to human health. The use
of an under-exploited product presents itself as an opportunity for the food industry.

Although, due to the low number of toxicity studies and therefore in humans, more



consistent data is needed to assert product safety. Innovation in food products
represents a window of opportunity favorable to the development of products aimed at

improving health.

KEYWORDS: olive leaf, oleuropein, olea europea |, product development, food safety.
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1. INTRODUCAO

O uso das folhas de oliveira para consumo alimentar € relativamente nova no
Brasil. O salto no numero de pesquisas realizadas com a folha de oliveira ou com a
oleuropeina (seu principal composto bioativo) a nivel global ainda ndo gerou impactos
no mercado brasileiro. Tendo isso em vista, ndo ha produtos ainda sendo
comercializados com, seja folha de oliveira, seja oleuropeina, na sua composicao.
Entretanto, fora do Brasil, principalmente na América do Norte e na Asia ja € possivel
encontrar suplementos a base de folha de oliveira e oleuropeina sendo vendidos
livremente em supermercados e farmacias.

A partir da indicacdo da literatura internacional sobre a importancia de
compostos presente na folha de oliveira, desenvolveu-se uma linha de pesquisa que
estuda atributos e aplicacOes para estas folhas resultantes de plantagdes de oliva (Olea
Europaea L) do estado do Rio Grande do Sul. Sendo assim, esta dissertacdo de
mestrado é constituida por dois projetos de pesquisa: (1) Avaliacdo da toxicidade
aguda e subcrénica de farinha de folha de oliveira em ratas Wistar e (2)
Desenvolvimento de biscoitos adicionados de farinha de folha de oliveira e seu
potencial para a saide humana; ambos aprovados pelo Comité de Etica e Uso de
Animais (CEUA) e Comité de ética em pesquisa em humanos (CEP), respectivamente,
cOom 0s pareceres em anexo.

Para isso, foi elaborada a farinha da folha de oliveira contemplada neste trabalho
em forma de patente. Apds, foi realizada avaliacdo de toxicidade subcrbnica de ratas
Wistar relativas a farinha da folha de oliveira, que comp&e o primeiro artigo desta
dissertacéo. A partir da elaboracgéo da farinha, foi elaborado um cookie a fim de testar a
estabilidade da oleuropeina referente a temperatura e estocagem e 0s aspectos
sensoriais do produto, visando o potencial comercial contemplado também em forma
de patente. Por fim, foi realizada uma revisdo sistematica que aborda as principais
evidéncias que trabalharam folhas de oliveira e/ou oleuropeina em trabalhos
experimentais com roedores e doencas cardiovasculares, apresentado também neste

trabalho.
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2. REFERENCIAL TEORICO

O desenvolvimento de um produto funcional que possua propriedades benéficas
aos consumidores possui uma larga trajetoria até a sua comercializacdo. Tal qual um
medicamento percorre uma série de etapas até a chegada nas prateleiras da farmécia,
um produto alimenticio exige uma sucessao de avais até a sua distribuicdo. Se para os
medicamentos a descoberta de uma nova molécula é o ponto de partida, na elaboracao
de produtos com propriedades funcionais, um composto bioativo tem esse papel.

A elaboracdo deste referencial se baseia em explanar desde algumas
caracteristicas das oliveiras (Olea europaea L) até os principais achados da literatura
envolvendo folhas de oliveira. Todos esses topicos baseados no principal composto que

sustenta os efeitos benéficos do consumo das folhas: a oleuropeina.

2.1 OLEA EUROPAEA L

A oliveira (Olea europaea L) € uma arvore pertencente a familia botanica
Oleaceae. Esta familia € encontrada mais facilmente em regifes temperadas e tropicais
do mundo (1). Sua origem se deu na regido mediterranica, principalmente no sul da
Europa, norte da Africa e Oriente Médio. E uma &rvore de médio porte, podendo
alcancar 15 metros de altura. Uma das frutiferas mais antigas utilizadas pela espécie
humana, com o cultivo que remonta a 6.000 anos. E uma das culturas plantadas na
Europa que possui maior longevidade, podendo ultrapassar os 1500 anos de idade
(1,2).

A regido mediterranica é responsavel por 98% da area de oliveiras cultivadas
mundialmente (3). No Brasil, o plantio desta espécie esta localizado principalmente nas
regidbes Sul e Sudeste, principalmente devido ao clima propicio ao seu
desenvolvimento. Sobre o clima mais propicio para sua producdo, Coutinho (p. 18)
explica que “no clima mediterraneo, durante o inverno, ocorre acumulacdo de frio, a
qual é considerada indispensavel para que a oliveira saia da dorméncia e atinja,
posteriormente, florescimento uniforme”. Ele ainda continua esclarecendo a importancia

da temperatura, no qual “o limiar de temperatura, isto €, a temperatura base, abaixo da
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qual ndo ocorre crescimento, é de 12,5°C”. Nos paises do mediterrdneo, ainda de
acordo com Coutinho, a temperatura mais adequada para que ocorra a frutificacao
efetiva normal ndo deve superar os 35°C ou ser inferior aos 25°C. Todavia, a espécie é
capaz de suportar altas temperaturas no verdo (40°C) sem que os ramos e folhas
sofram queimaduras. Contudo, a atividade fotossintética comeca a ser inibida quando a
temperatura ultrapassa os 35°C.

Imagem 1 - Oliveira (Olea europaea L)

David ‘Gefmano

5

Fnte: Museu d Biodiversidade

A densidade das arvores depende do método de poda. A poda precoce ndo €&
essencial, mas € frequentemente praticada para obter caules mais fortes. Entretanto,

para as arvores mais velhas, a poda invernal é necessaria para que haja um maior



17

rendimento (4). Nas culturas do Rio Grande do Sul, as podas sé&o realizadas duas vezes
ao ano, produzindo uma quantidade consideravel de galhos ricos em folhas que, na
maior parte das vezes, sdo descartados. Além disso, durante a colheita, quando
utilizada a colheita mecanizada, também ha grande perda de galhos e folhas que
geralmente ndo sao reutilizados.

Conforme dados disponibilizados pelo Ministério da Agricultura, algumas pragas
sdo comuns ao cultivo da oliveira, tal qual a Palpita unionalis, conhecida como traca-da-
oliveira; Saissetia oleae, conhecida como cochonilha ou cochonilha-parda; e, o
Tetranychus urticae, também chamado de acaro rajado.

Além disso, alguns produtos formulados sao aprovados para uso em plantacdes
de oliva. O inseticida Espinetoram € permitido para uso em concentracdo de 250g/kg a
25% da composicdo, sendo considerado medianamente téxico aos seres humanos e
muito perigoso ao meio-ambiente. J& o acaricida a base do fenpiroximato, do grupo dos
pirazois, é permitido quando usado em 50g/L a 5% - sendo considerado altamente
toxico aos seres humanos e também muito perigoso ao meio-ambiente. Ambos
produtos também séo legislados para uso em outras culturas (5).

Para cultivos organicos, ndo é permitido nenhum uso de agrotéxicos ou
defensivos agricolas. A plantacéo organica ja é presente no Rio Grande do Sul, o que &
favorecido pelas condi¢des climéticas e do solo.

O principal produto econémico das oliveiras esta relacionado ao seu fruto, as
olivas, também conhecidas como azeitonas. A partir da producdo de azeitonas é
possivel produzir o azeite de oliva, extra-virgem ou virgem. E considerado extra-virgem
quando proveniente da primeira prensa do fruto. O azeite extra-virgem (EVOO), por sua
vez, tem sido estudado em todo o mundo para averiguacdo das propriedades
antioxidantes associados ao seu consumo (6, 7, 8).

Estes efeitos séo atribuidos aos efeitos sinérgicos da sua ingestao, tendo como
componente majoritario o acido oleico. O estudo de Yubero-Serrano (9) avaliou que
enquanto o principal acido de EVOO, o acido oleico, é considerado importante para 0s
efeitos cardioprotetores registrados, o EVOO possui outras propriedades biolégicas que
dependem ou sdo potencializadas por outros componentes também presentes no

azeite.
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Quadro 1 - Principais componentes de EVOO

Triacilglicerois

Acido oleico (C18: 1) (55-83% de EVOO)
Acido linoléico (C18: 2) (3,5 a 21% de EVOO)
Acido palmitico (C16: 0) (7,5-20% de EVOO)
Acido esteérico (C18: 0) (0,5 a 5% de EVOO)
Acido linolénico (C18: 3) (especificamente acido a-linolénico, 0,1-1,5% EVOO)
Esteres ndo-glicericos

Tocoferdis

Esterdis

Acidos terpénicos

Pigmentos

Clorofilas

Carotendides

Polifendis

Hidroxitirosol

Oleuropeina

Tirosol

Acido cafeico

Ligstroside

Acido vanilico

Esteres de hidroxitirosol

Fonte: Yubero-Serrano (2018) - Traduzido pela autora

E valido salientar os principais componentes do azeite de oliva (Quadro 1) tendo
em vista que eles diferem dos compostos presentes nas folhas. O acido oleico € visto
em maior quantidade em EVOO, e ainda que presente, a oleuropeina é tida em menor
quantidade. Ja nas folhas de oliveira o encontrado difere dessa composicédo, tendo
como principal composto a oleuropeina, seguida do tirosol.

A descoberta de novos componentes do azeite de oliva ainda é constante, sendo
0 desconhecimento um fator importante pelo desenvolvimento de pesquisas. S- (E)

Elenolide foi isolado do azeite de oliva no estudo de Rigakou (10) e sua estrutura
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elucidada. O composto nao-fendlico foi caracterizado através de Ressonancia
Magnética Nuclear e Cromatografia Gasosa - Espectrometria de Massa. A pesquisa
avaliou 2120 amostras de azeite tendo o composto presente na maior parte, com

concentragcbes que variaram de 0 a 2821mg/kg.

2.2 FOLHA DE OLIVEIRA

As folhas de oliveira sédo resultado do debulhamento dos galhos. Suas folhas séo
com coreaceas de cuticula espessa. O teor dos nutrientes nas folhas é mais estavel no
periodo invernal, sendo esta época interessante para a realizacdo de coletas (1). O
estudo de Vogel (11) revisou os possiveis efeitos a salde humana a partir do consumo

da folha de oliveira e percebeu a partir dos resultados que:

Polifenéis da folha de oliveira, especialmente a oleuropeina, tem efeitos interessantes
sobre o corpo humano, tais como capacidade antioxidante, anti-hipertensivo,
hipoglicémico, hipocolesterolémicos. No entanto, muitos desses efeitos foram testados
apenas em animais e sdo necessarios estudos com seres humanos para confirmar os
beneficios atribuidos aos polifenéis da folha de oliveira. (Vogel, 2015, p. 1432)

O processamento dado a folha é um elemento central para conseguir ou nao
avaliar tais efeitos. Estudos utilizam diversas metodologias para o processamento das
folhas a fim de avaliar os possiveis impactos a partir do seu consumo. A maior parte
dos estudos optam por utilizar a folha de oliveira através do extrato elaborado, podendo
ser metandlico, etandlico, aquoso e de diferentes concentragbes (12, 13, 14). Além
disso, alguns paises, como Estados Unidos e China, jA possuem o extrato da folha da
oliveira (OLE) vendidos em capsulas como suplementacao para amplo consumo.

O método de extracdo da folha de oliveira influencia diretamente nas
concentracbes encontradas dos compostos. Diversos fatores como propriedades da
propria matriz, solvente, tempo, temperatura e pressao intervém posteriormente ndo s6
na extracdo, mas na quantificacdo posterior desses compostos da amostra extraida.
Além disso, 0 método escolhido para quantificagdo e identificacdo dos compostos
também possui fatores que justificam as variagdes encontradas na literatura. A natureza
da prépria substancia, o método de extracao, tempo e condi¢cbes de armazenamento, a
selecdo dos padrbes utilizados, a presencas de substancias interferentes e impurezas
interferem nos valores encontrados (15).

O uso de OLE pode se dar de diferentes formas, extratos aquosos ou secos, de
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concentracOes distintas. As composi¢cdes de OLE podem variar a depender da forma
que foi feito o extrato. No estudo de Romero (16) foi feita a avaliacdo das folhas de
oliveira de dois cultivares distintos, sendo a Picual e a Arbequina. Em ambos estudos o
composto encontrado majoritariamente foi a oleuropeina. No Quadro 2 é possivel
acompanhar que mesmo em cultivares diferentes de azeitona, a composicao no geral

se mantém estavel.

Quadro 2 - compostos fendlicos (mg kg-1) em folhas de oliveira das cultivares Picual e Arbequina

coletadas de novembro a abril que foram analisados durante a temporada 2012/2013.

Oleuropeina Hy 4-glucoside” Hy 1-glucoside Verbascosideo Outros
Més Picual Arbequina  Picual Arbequina  Picual Arbequina  Picual Arbequina  Picual Arbequina
Nov 72117 55577 772 779 (16)a 243 241 (16)a 533 474 (102) 206 349 (17)a
(10963)a (1567)a  (452) a (219) a (431)a a (126)
a
Jan 54018 32539 1124 1853 (430) 337 381(55)b 805 856 (322) 218 338 (79) a
(5688) b (5978) b (592)a b (219) a (445)a b (164)
a
Abr 47468 30456 2550 3332 424 954 (67) c 1263 1026 262 594 (80) b
(6501) b (5955)b  (575)b  (712)c (101) a (708)a  (283) b (222)

a

Dados s&o a média de 7 amostras de folhas de Picual e uma de folhas de Arbequina analisadas em triplicata. O desvio padréo é
mostrado entre parénteses. *Hy 4-glucoside, hidroxitirosol 4-glicosideo; Hy 1-glucoside, hidroxitirosol 1-glucoside; outros é a soma
de salidroside, rutina, luteolin-7-glucoside, comselogoside e cafeoil-6-secologancside. Valores de coluna seguidos pela mesma letra
nado diferem ao nivel de significancia de 5% de acordo com o teste de mdltiplas faixas de Duncan.

Fonte: Romero, 2017 - Traduzido pela autora

O efeito sinérgico a partir do consumo de OLE demonstra que alguns parametros
podem se diferenciar quando comparados ao uso do composto bioativo oleuropeina
isolado. Todavia, é essencial a compreenséo da atividade da oleuropeina isoladamente
para a partir destes resultados assimilar o efeito sistémico do seu consumo crénico.

No estudo de Somerville (17) foi realizado um ensaio clinico duplo-cego
randomizado controlado com atletas de 16 a 19 anos para avaliar o efeito da
suplementacdo de OLE em doencas do trato respiratério superior (n=32). Os
estudantes foram divididos entre suplementagdo com 20g de extrato de folha de oliveira
(100mg de oleuropeina) ou placebo. Ao final de 9 semanas, ndo houve diferenca

significativa na incidéncia das doencas do trato respiratdério superior. No entanto, o
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grupo OLE (n=17) teve uma reducéo de 28% na duracdo da doenca em comparacao ao
grupo controle (n=12).

A pesquisa de Javidanpour (18) comparou o efeito de exercicios fisicos isolados
ou associados a OLE no eletrocardiograma de quarenta e oito ratos machos (Sprague-
Dawley). Os animais foram submetidos a administracdo oral de OLE (100, 200,
400mg/kg) durante quatorze dias e os resultados demostraram que o0 grupo de
exercicio (p <0,001) e OLE (400 mg/kg, p = 0,043) isoladamente e associados (p =
0,007) reduziram a freqUéncia cardiaca e aumentaram a voltagem do QRS (p = 0,003, p
=0,047 e p = 0,046, respectivamente).

Ja no trabalho de Lockyer (19) também foi realizado um estudo randomizado,
duplo-cego, controlado, cruzado para investigar os efeitos de OLE na pressao arterial
de homens pré-hipertensos (n=60). A administracdo foi realizada por via oral (136mg
oleuropeina; 6 mg hydroxytyrosol) durante 6 semanas com 4 semanas de tempo de
washout. Os resultados sugerem que o grupo que ingeriu OLE apresentou uma reducao
significativa em relacdo ao controle [(PAS diurna -3,95 + 11,48 mmHg, p = 0,027); (PAS
24 h -3,33 + 10,81 mmHg, p = 0,045); (PAD diurna -3,00 + 8,54 mmHg, p = 0,025) e
(PAD 24 h -2,42 + 7,61 mmHg, p = 0,039)]. Também foram relatadas reducdes no
colesterol total no plasma (-0,32 + DP 0,70 mmol / L, p = 0,002), no colesterol LDL (-
0,19 + 0,56 mmol /L, p =0,017) e nos triglicerideos (-0,18 + 0,48, p = 0,008) - também
induzidos por OLE em comparagdo com 0 grupo controle, enquanto que uma reducéo
na interleucina-8 (-0,63 = 1,13 pg / ml, p = 0,026) também foi relatada.

No estudo realizado por Filip (20), sessenta e quatro pacientes com osteopenia
foram alocados randomicamente para receber 250 mg/dia de OLE mais 1000mg/dia de
calcio ou somente 1000mg de calcio, que foi considerado o placebo. Ao final de 12
meses de estudo, os niveis do marcador pro-osteoblastico (osteocalcina) aumentaram
significativamente (p<0.05) no grupo de tratamento em comparacéo ao controle.

Em relacdo a metabolizacdo de OLE, de Bock (21) quantificou a
biodisponibilidade e metabolismo da oleuropeina e hidroxitirosol quando consumidos
como OLE. Para isso, nove voluntarios (cinco homens) com idade de 42,8 + 7,4 anos
foram randomizados para receber ou capsulas ou liquidos OLE como dose inferior (51,1

mg oleuropeina, 9,7 mg hidroxitirosol) ou superior (76,6 mg de oleuropeina, 14,5 mg de
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hidroxitirosol) e, em seguida, o oposto (mas mesma formulagcéao), apds uma semana. Os
resultados demonstram que os metabdlitos conjugados do hidroxitirosol foram os
principais metabdlitos recuperados no plasma e na urina ap0s a ingestdo de OLE.
Tendo em vista que as concentracbes maximas de oleuropeina no plasma foram
maiores apos ingestao de preparacdes liquidas do que capsulas (0,47 versus 2,74 ng /
mL; p = 0,004), o estudo conclui que OLE fornece eficazmente metabdlitos de
oleuropeina e hidroxitirosol ao plasma em humanos.

Entretanto, para a compreensédo de qual comportamento pode ser atribuido ao
composto isolado da oleuropeina e ndo ao efeito sinérgico do consumo de OLE, mais

estudos sao necessarios.

2.3 OLEUROPEINA

A oleuropeina é um dos principais compostos encontrado nas folhas de oliveira.
Além do método de extracdo e do método de quantificacdo, a parte escolhida da planta
é fundamental para determinar a quantidade de oleuropeina presente. No estudo de
revisdo de Barbaro (22) foi avaliada a quantidade de oleuropeina das diferentes partes
da espécie vegetal e posteriormente o0s artigos que avaliaram seu efeito em desfechos

ligados ao cancer.



Tabela 1 - Gama de conteudo de oleuropeina em diferentes fontes
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Fonte Quantidade de oleuropeina Referéncia

93 - 134 mg/g (DW) (23)
6,1 - 13,3 mg/g (DW) (24)
5,6 - 9,2 mg/g (DW) (25)

Folhas de oliveira
34 - 38,1 mg/g (FW) (26)
60 - 90 mg/g (DW) (27)
2,1-24,8 mg/g (DW) (28)
11-14 g/kg (DW) (29)

Ramos de oliveira
18.9 g/kg (DW) (30)
Raizes de oliveira 1.9-6.0 g/kg (DW) (31)
Botdes de oliveira 15.7-58.4 mg/g (FW) (26)
Flores de oliveira 15.3-20.9 mg/g (FW) (26)
2.5-8.9 mg/g (FW) (32)
0.6-1.1 mg/g (DW) (25)
13.6-50.8 mg/g (FW) (26)

Azeitonas

0.4-21.7 mg/g (DW) (28)
1.3-5.8 mg/g (FW) (33)
0.3-3.5 mg/g (FW) (34)
0.0-0.1 mg/g (DW) (28)

Azeitonas de mesa
0.0-0.5 mg/g (FW) (35)
0.0-11.2 mg/kg (36)
0.0-4.7 mg/kg (37)

Azeite virgem

2.0 mg/kg (38)
3.8 mg/kg (39)
Bagaco de azeitona 0.4 mg/g (DW) (40)

Fonte: Barbaro, 2014 — Traduzido pela autora

O valor da variacdo de concentracao de oleuropeina entre a folhas, ramos, raiz,

broto e flores possui uma grande variacdo, sendo a maior observada entre as folhas de

oliveira, como pode ser observado na Tabela 1. Na Tabela 2 é possivel verificar as
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linhagens celulares e os tipos de cancer em que a oleuropeina foi testada para efeito

antitumoral.

Tabela 2 - Efeitos antitumorais induzidos pela oleuropeina em diferentes linhagens
celulares de cancer

Linhagem celular Tipo de cancer Referéncia
MCF-7 Adenocarcinoma de mama (41, 40)
MDA Adenocarcinoma de mama 43)
T-47D Carcinoma Ductal In Situ (41
HT 29 Adenocarcinoma colorretal (44)
Caco-2 Adenocarcinoma colorretal (45)
LoVo Adenocarcinoma colorretal 41)
TF 1 Eritroleucemia (41
LN 18 Glioblastoma (41)
A549 Carcinoma pulmonar (46)
RPMI 7951 Melanoma (41)
LNCaP e DU145 Cancer de préstata 47)
786-0 Adenocarcinoma de células renais 41)
T-24 Carcinoma Urotelial 48)

Fonte: Barbaro, 2014 — Traduzido pela autora

No estudo realizado por Larussa (49) foi investigada a atividade da oleuropeina
na coloénia da mucosa de pacientes com colite ulcerativa (UC). Durante a colonoscopia
de 14 pacientes com UC ativa foi realizada bidpsia. A expressdo de ciclooxigenase
(COX) -2 e interleucina (IL) -17 foi avaliada em extratos protéicos totais de bidpsias
colénicas tratadas por Western blotting. A expressdo de COX-2 e IL-17 foi
significativamente menor nas amostras tratadas com oleuropeina + lipossacarideo da
Escherichia coli (EC-LPS) em comparacdo aquelas tratadas apenas com EC-LPS (0,80
+ 0,15 unidades arbitrarias (au) vs. 1,06 = 0,19 au, p = 0,003 e 0,71 £ 0,08 au vs. 1,26 +
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0,42 au, p = 0,03, respectivamente) assim como os niveis de IL-17 em sobrenadantes
de cultura de amostras tratadas com oleuropeina + EC-LPS (21,16 £+ 8,64 pg/mL vs.
40,67 + 9,24 pg/mL, p = 0,01). Histologicamente, as amostras tratadas com oleuropeina
mostraram uma melhora do dano inflamatério com infiltracdo reduzida de células CD3,
CD4 e CD20, enquanto o numero de CD68 aumentou.

A pesquisa realizada por Przychodzen (50) investigou a eficiéncia
anticancerigena da atividade da oleuropeina, quando usada separadamente e em
combinacdo com o0 agente quimioterdpico, 2-metoxiestradiol (2-ME) em células de
osteossarcoma (OS) altamente metastaticas. Os efeitos anticancerigenos da
oleuropeina foram significativamente aumentados apdés a adicdo de 2-ME. J& o
tratamento da célula 143B OS com oleuropeina, isoladamente ou em combinagdo com
2-ME, resultou na inducéo de autofagia.

O efeito antimigratério da oleuropéina (OLEU) foi avaliado no estudo de
Choupani (51) para detectar o efeito do composto no nivel de expressdo de marcadores
EMT, em células MCF-7. O efeito citotéxico da oleuropeina e doxorrubicina foi avaliado
pelo teste de MTT, enquanto a taxa de apoptose foi investigada por citometria de fluxo.
Os resultados mostraram que a capacidade de migracdo das células MCF-7 diminuiu
consideravelmente no grupo tratado com oleuropeina e os resultados da RT-PCR
(tempo real) mostraram que a oleuropeina pode exercer sua acao antimigratoria
suprimindo a EMT através da regulacdo negativa da sirtuinal (SIRT1). Além disso, os
resultados indicaram que tanto a oleuropeina como o DOX eram citotoxicos para as
células MCF-7, enquanto que o co-tratamento com DOX-OLEU levou a citotoxicidade
aditiva e taxa de apoptose.

A administracdo de oleuropeina (12 mg/kg/day e 24mg/kg/day) em ratas Wistar
(n=32) via gavagem avaliou os efeitos da oleuropeina na perda 0ssea alveolar induzida
por ligadura. Os animais foram submetidos a 14 dias de aplicacdo com posterior
avaliacdo de atividade osteoblastica, atividade osteoclastica, marcadores inflamatorios
e apoptose. Os resultados do estudo sugerem que o0 grupo com periodontite apresentou
maior perda 6ssea alveolar com niveis significativamente menores nos grupos de maior
e menor dose de oleuropeina. Os grupos de oleuropeina 12 e 24 mg/kg aumentaram

significativamente as contagens de células dos osteoblastos e diminuiram as contagens
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de osteoclastos e de células inflamatorias TRAP-positivas. As expressdes BMP - 4 e bcl
- 2 foram elevadas nos grupos oleuropeina, enquanto as expressdes caspase - 3
diminuiram (p<0.05). INOS e CD68 foram maiores no grupo periodontite em
comparagao ao grupo controle, mas ndo houve diferenga significativa entre os outros
grupos (52).

Estudos referentes a pesquisas que relacionaram o efeito da oleuropeina e da
folna de oliveira com doencas cardiovasculares em modelos experimentais foram

sistematizados na revisdo também apresentada nesta dissertagdo (CRD42019129083).
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3. JUSTIFICATIVA

3.1-Projeto 1

Avaliagcdo da toxicidade subcrénica da farinha de folha de oliveira em ratas wistar
O consumo da oleuropeina, principal composto da farinha da folha de oliveira, provoca
diversos impactos, dentre eles cardioprotetores e anticancerigenos. Explorar os efeitos
benéficos do seu consumo também esta atrelado a seguranca alimentar. No entanto,
ainda sdo escassos 0s estudos que avaliam a toxicidade deste insumo. Para que este
novo produto possa ser oferecido em larga escala, além de estudos de eficacia, os

estudos de seguranca sdo de extrema importancia.

3.2 -Projeto 2

Desenvolvimento de biscoitos adicionados de farinha de folha de oliveira e seu
potencial para a saude humana

A farinha da folha de oliveira ainda é pouco explorada no mercado quando comparada
aos seus potenciais efeitos na promocdo da saude. O efeito antioxidante, anti-
inflamatério, anticancerigeno e cardioprotetor sdo alguns dos beneficios ja indicados
através da literatura cientifica. Por isso, essa pesquisa visa encorajar a utilizagdo por
completo de um produto que é produzido em larga escala, porém que valoriza apenas
uma Unica parte do cultivo - a oliva. Mas que, além disso, possui uma grande

quantidade de beneficios na promoc¢éo da satde humana.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral — Projeto 1

Avaliacdo da toxicidade subcrénica da farinha de folha de oliveira em ratas Wistar

Avaliar a toxicidade in vivo da farinha das folhas de oliveira em ratas Wistar fémeas.

4.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 - Estimar a toxicidade por dose repetida da farinha de folha de oliveira através do
ensaio de toxicidade subcronica;

2 - Avaliar os parametros hematologicos;

3 - Avaliar os parametros bioquimicos;

4.2. Objetivo geral — Projeto 2
Desenvolvimento de biscoitos adicionados de farinha de folha de oliveira e seu

potencial para a saude humana

Desenvolver um produto elaborado a partir da farinha da folha de oliveira.

4.2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1 - Elaborar uma formulacéo a base de farinha de folha de oliveira (Olea europaea L)

2 - Analisar fisico-quimicamente o produto obtido a partir da farinha da folha de oliveira
(Olea europaea L)

3 - Analisar sensorialmente o produto obtido a partir da farinha da folha de oliveira (Olea

europaeal)
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5. SISTEMATICA DE BUSCA DE REFERENCIAS DA LITERATURA

A sistematica de busca foi realizada nas bases de dados: Pubmed; Web of Science; e
Scopus. Para cada uma das bases de dados, foi adotado o uso da busca mais sensivel
tendo em vista que para o MeSH (Medical Subject Headings) “oleuropein” poucos
artigos resultaram da busca (n=850). A partir disto, para realizacdo da revisédo
sistematica e das demais buscas para realizacdo deste trabalho, foi adotado

primariamente a busca sensivel ao invés da especifica.

Para a busca no Pubmed, os resultados obtidos para a combinacdo de descritores
relacionados ao tema foram os seguintes:

(oleuropein) - n=863

("olive leaf' OR "olive leaves") - n=523

("oleuropein™) AND (("olive leaf' OR "olive leaves")) - n=185

Para buscas realizadas no Scopus, os resultados séo:
(oleuropein) - n=1786
("olive leaf" OR "olive leaves") - n=1240

("oleuropein™) AND (("olive leaf" OR "olive leaves")) - n = 376

Para a pesquisa realizada no Web of Science com os mesmos descritores:
(oleuropein) - n=1745
("olive leaf" OR "olive leaves") - n=1218

("oleuropein™) AND (("olive leaf" OR "olive leaves")) - n = 432

O descritor “oleuropein aglycone” ainda que também esteja apontado no Pubmed como
também um MeSH, quando adicionado as buscas, ndo altera o resultado. Nas bases de
dados Scopus e Web of Science um grande numero de artigos apontados sao das
areas da quimica aplicada ou de engenharia quimica, resultando em numero final de
artigos compativeis com os triados na revisdo sistematica realizada e, posteriormente,

nas buscas realizadas para execucéao deste trabalho.
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6. PATENTE DE INVENCAO DA FARINHA DE FOLHA DE OLIVEIRA

No capitulo 6 da presente Dissertacdo de Mestrado € apresentado o Relatorio de
Invencdo da Farinha de folha de oliveira. Dados referentes a coleta, processamento das
folhas, preparo da farinha e dados fisico-quimicos sédo apresentados. Bem como outros
dados relevantes exigidos pelo Relatério de Invencao de patentes. Tendo em vista que

tal conteddo € considerado sigiloso, ndo serdo descritos na versao publica deste

trabalho.
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9. Artigo

Safety of olive leaves based in subchronic oral toxicity in Wistar rats

MENEZES, R. C. R.»;, GARCIA, K. R.% GARAVAGLIA, J.%; DAL BOSCO, S. M.}
DALLEGRAVE, E3*,
1. Graduate Program in Nutrition Sciences, Federal University of Health Sciences of
Porto Alegre (UFCSPA), Porto Alegre, RS
2. Graduate Program in Pharmaceutical Sciences, Federal University of Rio Grande
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3. Graduate Program in Health Sciences and Graduate Program in Pathology,
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4. Laboratory of Toxicology Research (LAPETOX), UFCSPA, Porto Alegre

Abstract: The olive trees (Olea europaea L) are known through the Mediterranean diet,
mainly because they are the raw material of olive oil. Studies have shown an antioxidant
potential of olive leaves, specially associate to it main component: oleuropein. Twenty
female Wistar rats were alocated into four groups as following: control (n=5), 500mg/kg
(n=5), 1000mg/kg (n=5) and 2000mg/kg (n=5). A fresh ricotta-based paste with olive leaf
flour was offered daily until ensured completely consumption. Control group received
fresh ricotta-based paste with conventional diet (CD). Hematological and biochemical
parameters were assessed. Our data showed that rats treated with olive leaf flour had a
reduction in body weight gain compared to control group (p<0.001). Hematological
parameters had no significant difference, except for platelets, which were higher in
1000mg/kg and 2000mg/kg groups in contrast to control group (p<0.001) although the
values are into the reference values for the species. The liver relative weight in the olive
leaf flour treated groups was higher compared to control group (p=0,017), however no
differences were observed in hepatic (AST, ALT and ALP), renal (urea and creatinine)
and other markers (CK-NAC), neither lipid profile (TAG, TCHO, HLC-C and LDL-C)
among groups. The olive leaf flour is rich in oleuropein and presents a nutraceutical
potential for antioxidant and anti-inflammatory activies. The results has shown that olive
leaf flour even at higher doses than usual for consumption still has a good safety profile.

Keywords: Olive leaf; oleuropein; safety; subchronic oral toxicity; rats.



48

1. Introduction

Olive trees (Olea europea L) are known through the Mediterranean diet, mainly to
be the raw material of olive oil. The production of olive trees has been focused on the
well-known recognized benefits of regular consumption of extra-virgin olive oils
(Esquius, 2019, Loffredo, 2017 and Calabriso, 2016). Nevertheless, the olive tree
substrates are underexploited compared to olive fruit. Olive leaf can be considered as a
mixture between the leaves and branches that are usually discarded (Montedoro, 1993).
The leaves have an antioxidant potential related to the present content of polyphenols
(Vogel, 2015) .

The polyphenols present mainly in olive leaves were characterized as oleuropein
and hydroxytyrosol (Benavente-Garcia, 2000). The use of olive leaf and olive leaf
extract (OLE) has been studied due to its possible result in cardioprotective, antioxidant,
anti-inflammatory and immunological responses and already has been used in some
countries as supplements (Ben-Salem, 2015).

Studies have shown an anti-carcinogenic potential of olive leaves, designing an
alternative from the use of the olive leaf extract (Shamshoum, 2017). In addition, OLE
showed to be a potent antioxidant against oxidative stress (Alizeraei, 2013). Other
studies have shown an antioxidant and antimicrobial potential, suggesting that
oleuropein can be used in the food industry as a food additive and nutraceutical
compound (Sahin, 2017).

Despite there are studies evaluating the effects of oleuropein consumption, few
experimental studies evaluate the systemic effect of the use of the extract (OLE) or even
the isolated compound. The use of OLE presents itself as a viable, sustainable and
possible health impact through food consumption.

In spite of the evidence, human studies evaluating olive leaf efficacy are still
scarce, mainly for the absence of toxicity studies. Considering a screening study
evaluating an acute toxicity potential of olive leaf flour with no signs of toxicity, a
repeated dose trial were desighed to investigate possible health risks that may arise

from repeated exposure over a limited period of time. Subchronic studies (4 weeks) are
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suitable considering the use of olive leaf flour for food consumption. The aim of this

study was to assess safety based in subchronic toxicity of olive leaf flour in Wistar rats.
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10. PATENTE DE INVENCAO DE COOKIES DE FARINHA DE FOLHA DE OLIVEIRA

O Capitulo 10 desta Dissertagdo de Mestrado é referente ao Relatério de
Invencéo dos Cookies de farinha de folha de oliveira. Assim como o Capitulo 6, é
apresentado o conteudo referente a elaboracdo dos cookies, andlise fisico-quimica e
andlise sensorial. Outros dados relevantes exigidos pelo Relatorio de Invencéo de
Patentes também sao apresentados neste capitulo. Considerando o teor sigiloso

atrelado a este conteudo também nédo serdo descritos na sua versao publica.
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10. CONSIDERACOES FINAIS

No ensaio de toxicidade subcronico realizado com ratas Wistar ndo foram
apresentados sinais de toxicidade apés o consumo de pellets de farinha de folha de
oliveira. Ndo houve alteragdes significativas nos parametros hematolégicos, com
excecao do maior nimero de plaquetas nos grupos tratados (p<0.001), o que esta em
conformidade com a perda de massa relativa do bagco nos mesmos animais (p<0.05).
Quanto aos parametros bioquimicos, ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos. A redugcdo no ganho de peso relativo nos grupos que consumiram
farinha de folha de oliveira (p<0.001) corroboram os achados da literatura. A perda de
massa relativa do figado isoladamente ndo configura um sinal de toxicidade tendo em
vista a ndo alteracdo dos marcadores hepaticos (AST, ALT E ALP). Entretanto, as
analises histologicas ainda irdo fornecer dados mais consistentes quanto a esse
achado.

Paralela a avaliacdo de toxicidade subcrbnica, o desenvolvimento de cookies
adicionados de farinha de folha obteve um bom perfil de sabor em concordancia ao
padrdo alimentar usual. O resultado da analise fisico-quimica revelou que apdés o
forneamento a oleuropeina ainda se mantinha presente no produto, estando em
concentracbes maiores de acordo com a progressao da farinha de folha de oliveira nas
amostras. Na andlise sensorial (ADQ) aplicada os painelistas treinados ndo observaram
diferenca entre as amostras nos quesitos avaliados (sabor doce, sabor amargo, sabor
acido, crocancia e retrogosto agradavel), exceto aroma herbdceo e maciez. A
percepcdo do aroma proeminentemente herbaceo nas amostras com percentual maior
de farinha de folha de oliveira ndo impactou nos outros atributos avaliados.

A partir dos resultados obtidos nos projetos, a continuidade dos estudos acerca
da seguranca e da aplicabilidade da farinha de folha de oliveira séo indispensaveis para
dados mais sélidos. Porisso, as pesquisas de avaliacdo crénica do consumo de farinha
de folha de oliveira em modelos experimentais ainda precisam ser realizadas para
melhor compreensdo dos dados obtidos nesta primeira avaliacdo. Além disso, a busca
pela administragdo oral da farinha de forma pura apresenta-se como uma barreira a ser

superada. E valido ressaltar que a administracéo oral via gavagem foi considerada, néo
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sendo possivel em virtude do alto teor de fibra da farinha, ainda que em volumes
maiores do que o habitual.

O uso de modelos experimentais para avaliacdo da toxicidade antes da
realizacdo de ensaios clinicos com populacdo humana para avaliacdo dos efeitos do
consumo € essencial para certificar a seguranca referente ao produto. Logo, ainda que
existam extratos de farinha de folha de oliveira sendo comercializado em outros paises,
a comercializacdo a partir da espécie vegetal oriunda do solo brasileiro ndo possui a
mesma caracteristica dos ja vendidos. Ademais, a toxicidade relativa a oleuropeina
ainda possui dados muito incipientes que precisam ser investigados com mais
aprofundamento. Atrelado ao desenvolvimento de novos produtos que sao potenciais
insumos para aprimoramento nutracéutico de receitas, a seguranca toxicolégica deve
ser considerada vital na sua estruturagéo.

O uso da farinha de folha de oliveira em receitas ainda que se apresente de
forma desafiadora, pode ter seus aspectos mais severos superados. A associacao de
notas e aromas especificos suavizam seu atributo de amargor marcante, trazendo ao
produto um grau herbal que o valoriza. Outras formulagbes com farinha de folha de
oliveira devem continuar sendo aprimoradas para uma maior disponibilidade de
produtos quando estes puderem ser ofertados para o0 consumo humano.

A responsabilidade cientifica do desenvolvimento de produtos deve estar
associada nao s6 ao potencial positivo, que por ventura venha a possuir, mas,
sobretudo a seguranca alimentar. Os achados desta dissertacdo indicam que ha um
potencial uso alimentar com apelo comercial da farinha de folha de oliveira associado a
um baixo risco de toxicidade, embora mais estudos de seguranca ainda precisem ser

realizados.
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11. ARTIGO DE REVISAO

Association between olive leaf oleuropein and cardiovascular diseases: a
systematic review
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ABSTRACT

Evidence for the association between oleuropein and cardioprotective effects are not
consolidated. Therefore, we aimed to evaluate the cardioprotective effect of oleuropein
in animal experimentation. The literature search was conducted in July 2018 in the
Pubmed, Scopus and Web of Science databases. The descriptors "oleuropein” and
"oleuropein aglycone" and resulted in 23 articles for qualitative synthesis. Risk of bias
was assessed by adapted SYRCLE's tool. The results demonstrate evidence of a
positive association between the administration of oleuropein and outcomes re lated to
the improvement of arterial hypertension, heart failure, acute myocardial infarction, renal

hypertension and diabetes, arrhythmia, as well as cardioprotective effect.

KEYWORDS: Oleuropein; olive leaf; systematic review; cardiovascular diseases

INTRODUCTION

Olive tree (Olea europea L) is a vegetal used for olive production. It consists in
underexplored branches and leaves rich in polyphenols that confer benefits to human
health (1). The olive fruit production around the world has focused on the recognized
benefits of regular consumption of extra virgin olive oil (2, 3, 4).

The polyphenols present in olive leaves are oleuropein and hydroxytyrosol and

olive leaf extract (OLE) has already been used in some countries (5). Sustainability in
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the use of leaves is due to the use of the substrate normally discarded in the
productions, as well as the effects conferred by the use of the olive leaf extract (6). The
oleuropein use has shown a cardioprotective, antioxidant, anti-inflammatory and
anticancer effects (7).

Although there are studies evaluating the effects of oleuropein consumption, few
experimental studies evaluate the systemic effect of the use of the extract (OLE) or even
of the isolated compound. The evaluation of in vivo outcomes allows an understanding
of the oleuropein, behavior but does not reach a more extensive view in organism
action. The use of OLE presents a viable, sustainable and possible health impact
through food consumption.

According to data from the World Health Organization (WHO), 17.9 million people
die annually from cardiovascular diseases, which represents 31% of deaths. Different
risk factors have already been related to cardiovascular diseases, including
hypertension, type 2 diabetes, dyslipidemias and obesity (8, 9). The possible
cardioprotective effect of oleuropein has been studied, most under animal
experimentation, with few data in humans. The objective of this study was to realize a
systematic review about the studies that evaluated the cardioprotective effect of

oleuropein in animal experimentation.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE CIENCIAS DA SAUDE DE PORTO ALEGRE
FACULDADE DE GASTRONOMIA

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Convidamos o(a) Sr(a) para participar da Pesquisa DESENVOLVIMENTO DE
BISCOITOS ADICIONADOS DE FARINHA DE FOLHA DE OLIVEIRA E SEU
POTENCIAL PARA A SAUDE HUMANA, sob a responsabilidade da
pesquisadora RAFAELLA CAMARA ROCHA MENEZES, da p6s-graduacdo em
Ciéncias da Nutricdo, sob supervisdo e orientacdo da prof. Dr®. Simone Morelo
Dal Bosco. O presente trabalho tem como objetivo avaliar as caracteristicas
sensoriais de biscoitos desenvolvidos a partir da adicdo da farinha da folha de
oliveira. A sua participagdo é voluntaria e se dard por meio de participar do
painel de avaliadores sensoriais analisando as amostras de biscoitos
adicionados de folha de oliveira, avaliando-as de acordo com o questionario
gue sera entregue. As amostras serdo codificadas e o Sr (a) também recebera
um copo com agua para limpeza bucal entre as analises. Se o Sr (a) aceitar
participar, estard contribuindo para a ampliacdo do conhecimento na area de
alimentos e do estudo em desenvolvimento de produtos. Se depois de
consentir em sua participacdo o Sr (a) desistir de continuar participando, tem o
direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da
pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos dados, independente do motivo e
sem nenhum prejuizo a sua pessoa. O(a) Sr(a) ndo terA nenhuma despesa e
também ndo recebera nenhuma remuneragcdo. Os riscos minimos envolvidos
em participar deste projeto incluem alergia a algum dos ingredientes da
formulacéo e intoxicacdo alimentar pela contaminacédo de algum dos insumos
manipulados. Os ingredientes envolvidos na formulagdo séo: farinha de trigo,
farinha de folha de oliveira, acucar refinado, leite, manteiga, fermento e
esséncia de baunilha. Caso algum outro insumo tenha sido utilizado, vocé sera
informado e podera se retirar a qualguer momento que desejar. Os resultados
da pesquisa serdo analisados e publicados, mas sua identidade ndo sera

divulgada, sendo guardada em sigilo. Caso haja qualquer indisposicao fisica,
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ou até mesmo uma intoxicacdo alimentar, decorrente dos insumos manipulados
e da amostra fornecida, as pesquisadoras se responsabilizardo pelo devido
encaminhamento médico e pelas despesas decorrentes dos cuidados de
saude. Para qualquer outra informacédo, o(a) Sr(a) poderd entrar em contato
com a pesquisadora no endereco Sarmento Leite, 245, pelo telefone (51)
3303-8743, ou podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa —
CEP/UFCSPA, na Rua Sarmento Leite, 245, telefone (51) 3303-8804. Este
termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo uma das

vias a do pesquisador responsavel e a outra sera fornecida ao Sr (a).

Consentimento Pos—Informacéo
Eu, )
fui informado sobre o que o pesquisador quer fazer e porque precisa da minha

colaboracao, e entendi a explicagdo. Por isso, eu concordo em participar do
projeto, sabendo que ndo vou ganhar nada e que posso sair quando quiser.
Este documento € emitido em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e

pelo pesquisador, ficando uma via com cada um de nés.

Data: / /

Assinatura do Participante/responsével

Assinatura do Pesquisador

Responsavel



