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ABREVIATURAS
AA - 4cido araquidonico
ADP - difosfato de adenosina
AG - 4cido graxo
AGE - acido graxo essencial
AGI - 4cido graxo insaturado
AGM - acido graxo monoinsaturado
AGP - acido graxo polinsaturado
AGS - acido graxo saturado
AMP - monofosfato de adenosina
ANOVA - analise de variancia
ANOVA2 - analise de variancia a dois critérios
AOAC - Association of Official Analytical Chemists
apo - apolipoproteina
ATP - trifosfato de adenosina
Canolag% - grupo de ratos alimentados com 8g% de 6leo de canola
Canolag%s/H202 - Canolag8% sem perfusdo de H202no coracao
Canolas%c/H202 - Canola8% com perfusdo de H202 no coragéo
Canolal5% - grupo de ratos alimentados com 15g% de 6leo de canola
Canola 15%s/H202 - Canolal5% sem perfiisao de H202 no coracdo
Canolal 5%c/H202 - Canola 15% com perfiisdo de H202 no coragao
CAT - catalase
Coco8% - grupo de ratos alimentados com 8g% de gordura de coco
CoC08%s/H202 - Coco8% sem perfiisao de H202no coragdo
CoC08%cC/H202 - Coco8% com perfusdo de H202 no coragdo
Coco 15% - grupo de ratos alimentados com 15g% de gordura de coco

CoCo15%s/H202 - Coco 15% sem perfiisao de H202 no coragao



Coco15%c/H202
cps
CuZn-SOD
DHA

DHS

DMS

EAO

EPA

FC

GSH
GSSG
GSHPX
HDL
H(P)ETEs
H202

L

L*

LDL

LH

LO*

AL=0
LOO*
LOOK
LPO

LTs

LXs

MDA

mg
Milho8%
Milho8%s/H202

XI

Coco 15% com perfusdo de H202 no coragdo

contagens por segundo

-SOD dependente de cobre e zinco

-sacido docosahexaenoico

diferenga honestamente significativa

-diferenca minima significativa

-eespécies ativas de oxigénio

--acido eicosapentaendico

freqiiéncia cardiaca

--glutationa reduzida

- glutationa oxidada

-eglutationa peroxidase

| lipoproteina de alta densidade

‘N acidos hidroxi(peroxi)eicosatetraenodicos
| perdoxido de hidrogénio

- litro

‘m radical lipidico centrado no carbono

-u lipoproteina de baixa densidade

-grupo metil dos AGP

-sradical lipoxil

carbonila excitada, composto no estado triplet

radical peroxil lipidico

- hidroperoxido lipidico

- lipoperoxidagao

- leucotrienos

- lipoxigenases

- malondialdeido

- miligrama

- grupo de ratos alimentados com 8g% de 6leo de milho

- Milho8% sem perfusdo de H202 no coragdo
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Milho8%c/H202 ~Milho8% com perfusdo de H202 no coragao

Milho 15% - grupo de ratos alimentados com 15g% de 6leo de milho
Milho 15%S/H202 --Milho 15% sem perfiisao de H202 no coragdo

Milho 15%c/H202 --Milho 15% com perfusdo de H202 no coragéo

min ‘- minuto

mL - mililitro

Mn-SOD -+ SOD dependente de manganés

(n-3) ‘" acidos graxos da série dos Omega 3

(n-6) ‘" acidos graxos da série dos Omega 6

NADP# ‘" nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidada
NADPH ‘" nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida
ni -nao identificado

NO* ‘- oxido nitrico

02- ~radical superoxido

'02 | oxigénio singlet

03 ‘n 0z0nio

OH- | hidroxila

*OH --radical hidroxil

OX-LDL ‘u LDL modificada oxidativamente

PAF -eplatelet-activating factor/ fator de ativacdo plaquetaria
PD -u pressdo diastolica

PGs - prostaglandinas

PGD2 - prostaglandina D2

PGE2 - prostaglandina E2

PGF2 - prostaglandina F2

PGG2 -u prostaglandina G2

PGH2 -u prostaglandina H2

PGI2 -u prostaglandina 12

prot. -u proteina

PS --pressao sistolica
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QL - quimiluminescéncia

q.s.p. - quantidade suficiente para

RDA - Recommended Dietary Allowance! recomendagao nutriconal
RL - radical livre

mRNA - 4cido ribonucléico

RO* - radical alcoxil

ROO* - radical peroxil

ROONO - alquil peroxinitrito

SH - grupo sulfidril

SOD - enzima superoxido dismutase

1TBA -acido tiobarbitarico

TBARS - substancias reativas ao acido tiobarbittrico
/-BOOH - hidroperoxido de tert-huX\\

TCA - 4cido tricloroacético

TXs - tromboxanas

TXA2 - tromboxana A2

Ul - imidade internacional

'Ag ou Ag02 - oxigénio singlet delta

AP - diferenca de pressao do ventriculo esquerdo
Sg"02 - oxigénio singlet sigma

a-tocoferol* - radical a-tocoferoxil

liL - microlitro

famol - micromoi

8-0x0dG - 8-0x0-7,8-dihidro-2’-deoxiguanosina

8-OHdG - 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina
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RESUMO

Os acidos polinsaturados (AGP) tém sido recomendados para a prevencdo de
doengas cardiovasculares. Contudo, esses AGP, devido a insaturagdo, favorecem ao ataque
das espécies ativas de oxigénio (EAO). Por outro lado, os acidos graxos saturados (AGS),
na dieta, t€m sido relacionados com o aimiento do colesterol sangiiineo, contribuindo como
fator de risco para as doencas cardiovasculares. Os acidos graxos monoinsaturados (AGM),
mais especificamente o acido oléico, além de diminuir LDL, parece ser mais resistente a
lipoperoxidacdo (LPO). O objetivo desta pesquisa foi verificar a suscetibilidade a oxidagado
de coragdes de ratos alimentados com diferentes tipos de gorduras e sua resisténcia quando
submetidos ao estresse oxidativo. Os ratos foram alimentados com 8g% ou 15g% de
gorduras; coco (rico em AGS), canola (rico em AGM) e milho (rico em AGP) durante 42
dias. Os animais foram sacrificados no 42-°dia; os coragdes foram perfimdidos sem ou com
H202 (ImM); foi registrado a atividade mecanica (contratura, freqiiéncia e diferengca de
pressdo do ventriculo esquerdo). Analisou-se os niveis de acidos graxos (AQG), substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e quimiluminescéncia iniciada por tert-hxxul (QL
iniciada /-BOOH) no coragdo e no figado. As gorduras alimentares modificaram a
composi¢do em acidos graxos teciduais; essas mudancas foram mais significativas no
figado. O 6leo de canola obteve menor nivel de QL hepatica. Em dieta a 15g%, o grupo que
consumiu 6leo de milho obteve o maior nivel de QL no figado. No coragdo, o oleo de
canola aumentou a resisténcia a LPO (TBARS e QL). O tratamento com o6leos de canola e
milho (8 e 15g%), retardou o aparecimento da contratura cardiaca, ¢ com de gordura de
coco (8 e 15g%) apresentou maior contratura cardiaca. O o6leo de canola, a 15g%,
preservou a fi-eqiiéncia cardiaca inicial, preveniu a bradicardia induzida pelo H202 e
retardou a diminuicdo da diferenca de pressdo indtizida pelo H202. Concluiu-se que o dleo
de canola diminui a suscetibiiidade do cora¢do a LPO e aumenta sua resisténcia ao estresse

oxidativo induzido pelo H202.



1. INTRODUCAO

1.1. Radicais livres (RL)

Um radical livre (RL) ¢ alguma espécie capaz de existéncia independente (proprio do
significado do termo livre) que contém um ou mais elétrons desemparelhados (HALLIWELL &
GUTTERDXJE, 1989), isto é, elétrons sozinhos num orbital atdmico (Figura I) (HALLIWELL,
1996a). As espécies nao radicais sdo menos reativas do que os radicais, porque os elétrons sdao
mais estaveis quando o par estd junto no mesmo orbital (FOEGH et al., 1990). Os RL podem ser
formados pela perda dewtétron de um ndo radical ou pelo ganho de um elétron por um nao
radical. Eles também podem ser formados quando uma ligagdo covalente ¢ quebrada, se cada um
dos atomos ficar com um elétron num processo conhecido como fissdo homolitica

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989).

Os RL e antioxidantes sdo largamente discutidos na literatura clinica e nutricional.
Antioxidantes sdo necessarios para prevenir a formagdo e se opor a agdo das espécies ativas de
oxigénio (EAQO) e das espécies ativas de nitrogénio (EAN), que sdo gerados in vivo e causam
danos ao acido desoxirribonucléico (DNA), lipidios, proteinas e outras biomoléculas. EAO e
EAN sdo termos coletivos que incluem ambos radicais de oxigénio e nitrogénio respectivamente,
e alguns ndo radicais que sdo agentes oxidantes e/ou sdo facilmente convertidos em radicais
(HALLIWELL, 1996a). Portanto, os termos EAO e EAN parecem mais corretos, uma vez que
nem todas essas espécies sao RL (Tabela I) (de GROOT, 1994).

Os estudos sobre a toxicidade da molécula de oxigénio (O2) tiveram seus avangos neste
século, com o trabalho de Gerschman e colaboradores (1954). Estes pesquisadores observaram

que a formag¢do de EAO seria a possivel causa dos efeitos letais da irradiagdo com raio X e a



exposicao ao O2 hiperbarico (GERSCHMAN et al., 1954). O O2 ¢ um birradical, por apresentar
dois elétrons desemparelbados nos orbitais externos com spins paralelos (Figura I). Estes
previnem a adi¢do direta de um par de elétrons (que teriam um spin paralelo e um antiparalelo)

na molécula, necessitando a inversdo do spin antes de formar uma ligacdo (DEL MAESTRO,

1980).
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Figura I - Distribuicdo eletronica das ligacdes da molécula diatomica de oxigénio (HALLIWELL
&GUTTERIDGE, 1989).

As EAO podem ser produzidas por reagdes enzimaticas e it0o enzimaticas. As enzimas
associadas a cadeia respiratoria, fagocitose, metabolismo do acido araquidonico (AA) e reagdes
dependentes do citocromo P-450 estdo envolvidas na formagdo de EAO. Além disso, os RL sdo
gerados por radiacdo ionizante e estdo presentes nos poluentes (KRZANOWSKI, 1991).
Portanto, os RL s3o produzidos também como resultado dos processos metabdlicos normais.
Como exemplo, o seu envolvimento na morte de microorganismo pelas células fagociticas
(MENEGHINI, 1987), como os leucocitos (neutrofilos, monodcitos, macrofagos e eosinédfilos)

que podem levar a injaria celular e tecidual diretamente pela degradagao, por via oxidativa, de



componentes celulares essenciais bem como indiretamente por alteragdo no balango entre

proteases € antiproteases, que normalmente existem no tecido intersticial, iniciando e/ou

ampliando a resposta inflamatoria (CONNER & GRISHAM, 1996).

Tabela I - Espécies ativas de oxigénio (EAO) e espécies ativas de nitrogénio (EAN)

Radicais

N3do radicais

EAO Superoxido, ’Oj'

ffidroxil, *0H
Peroxil, ROO’

Alcoxil, RO*

Peroxido de hidrogénio, H202
Acido hipocloroso, HOCI
Oz06nio, O3

Oxigénio singlet, “Ag

Hidroperoxil, HOO*
EAN Oxido nitrico, NO* Acido nitroso, HNO2
Dioxido de nitrogénio, NOO* Cétion nitrosil, NO""
Anion nitrosil, NO'
Tetroxido dinitrogénio, N204
Trioxido dinitrogénio, N203
Peroxinitrito, ONOO*
Acido peroxinitroso, ONOOH

Cation nitrénio, N02"

Alquil peroxinitrito, ROONO

(modificado de HALLIWELL, 1996" e HALLIWELL, 1996b).

O exercicio fisico também pode resultar em aumento de RL (REDDY et al, 1992), porém
os danos oxidativos dependem da intensidade e duragdo do exercicio, do estado de treinamento,
do tecido examinado (WITT et al., 1992) e da quantidade de antioxidantes da dieta (SINGH,
1992).



Metabolicamente, o O2 requer 4 elétrons para formar agua (H20). Diirante a respiragao
95-99% do 02 ¢ reduzido desta forma, ou seja, tetravalentemente. O complexo enzimatico
citocromo oxidase efetua esta reagao (Figura IT) (MEIGEGHINI, 1987). Tem-se estimado que de
2-5% do O2 que respiramos se transformam em EAO (BRAWN & FRIDOVICH, 1980).

A redugdo univalente do O2 a radical superoxido (02* ~) pode ser catalisada por muitos
sistemas enzimaticos, como: oxidases, desidrogenases e peroxidases (Figura II) (MACHLIN &
BENDICH, 1987). Outras enzimas, as que participam da formagdo das prostaglandinas
(cicloxigenase) e leucotrienos (lipoxigenase) também formam O2*" (FOEGH et al, 1990). Esta
redu¢do também ocorre em reacdes ndo enzimaticas e em reagdes de autoxidagdo como a da

epinefrina, formando adrenocromo (MISRA & FREDOVICH, 1972).

RHs* + Me“=------—- > *RH3 + Me”
*RH3 + 02----mmmmm >RH2 + 02 + if
RH2 + O2*” + F-meme - > *RH + H202
*RH + 02— >R + 02*~ + H"

RHj~ = Epinefrina
Me®° = Metais de transi¢do

R = Adrenocromo

O éanion O2* § produzido pelo sistema redox celular ¢ a EAO liberada em maior
quantidade por varios tipos de células, incluindo os fagdcitos estimulados e os leucocitos
polimorfonucleares. Embora nao seja particularmente reativo, o O2* ~ ¢ capaz de se difimdir em

relativamente larga distancia nas células e entre as células (KRZANOWSKI, 1991).
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Figura n - Redugdo monoeletronica do oxigénio, formando as EAO (BELLO-KLEIN, 1993)

O H202 ¢ produzido por 2 fontes basicas: indiretamente pela redugdo univalente do
oxigénio, seguida por dismutagdo do O2* ~ ou diretamente pela redugdo divalente do O2 (Figura
n). O processo indireto ¢ catalisado pelas enzimas superoxido dismutase (SOD). O processo
direto ¢ realizado por oxidases encontradas nos peroxissomas (DEL MAESTRO, 1980;
SOUTHORN & POWIS, 1988). O H202 nao ¢ imi radical livre, mas ele ¢ completamente toxico
para as células. Grande quantidade de H202 pode danificar o DNA. Isto pode causar a ruptura e a

liberagdo de ions de calcio dentro da célula (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989).

As reagdes que produzem o radical hidroxil (*OH) sdo raras e necessitam da presenca de
ions metais de transicdo como o ferro e o cobre. A reagdo de H202 com ions de ferro ¢ chamada
de rea¢do de Fenton (1894) que leva a producdo do *OH. O *0OH ¢ a espécie mais reativa (DEL
MAESTRO, 1980; FOEGH et al., 1990), a qual pode reagir imediatamente a todas as



biomoléculas com taxa de difusdo limitada (constante da reacio de 10* - 10’7 M'sec'")
(de GROOT, 1994). Portanto, a vida-média é muito curta, reagindo no seu proéprio sitio de

formacdo (CONNER & GRISHAM, 1996).

HsOa+FeM ——————- ->FeM +'OH+OIT
(Cu”) (Cu«)

Este radical também pode ser formado a partir de O2*’e H202 em presenca de ions ferro

(ou cobre), reagdo descrita por Haber e Weiss em 1934.

H202 + (2% Fe/Cu >*QH+ OHT + 02

Os ions ferro e cobre estdo ligados, o ferro esta ligado a transferrina e o cobre a
ceruloplasmina. Desta forma, estdo impossibilitados de catalisarem reagdes oxidativas no
organismo vivo. Porém, durante a injdria celular, o ferro pode ser liberado das proteinas. Desta

forma o ion metal pode também acelerar o processo de peroxidagio pela decomposicio de

hidroperéxidos lipidicos em radicais alcoxil e peroxil (FOEGH et al., 1990). Além disso, eles
podem ser liberados destas proteinas apoés reducdo pela cisteina, dcido ascérbico e também O2* ~

(de GROOT, 1994).

Outra EAO importante é o acido hipocloroso (HOCI), secretado pelos mondcitos e

neutrofilos, que é catalisado por uma protease que oxida o Cr através do H202.

H202 + cr + ~-Hir e > HOCI + H20



o HOCI ¢ 100-1000 vezes mais toxico do que o O2*¥ ¢ H202 (CONNER & GRISHAM,
1996). Além disso, tem sido proposto um outro mecanismo de formagdo do ‘OH, que ¢ a reacdo

entre 0 Os*" ¢ 0o HOC] (CANDEIAS et al., 1993).

02* mm + HOCl---------- >*0H + OH + O2

A alta reatividade do *OH, uma vez gerado, permite seu ataque a tudo o que estiver
préoximo. Os organismos vivos ndo dispdem de scavengers enzimaticos contra esta EAO, apenas

os sistemas antioxidantes previnem a sua formagdo e reparam os danos por ele causados

(HALLIWELL, 1996").

Muitas evidéncias suportam que também ha formacdo de EAO no tecido isquémico
reperftmdido (DAS & MAULDC, 1994; WERNS & LUCCHESI, 1990). Quando ocorre no
coracdo, ha diminui¢do da contratilidade e aparecimento de arritmias, quadro este denominado
de stunned heart (coragdo atordoado) e¢/ou contraturas denominadas de stone heart (coragdo de
pedra) (HEARSE, 1977). Existem diversas hipoteses sobre as fontes de aparecimento das EAO
durante a isquemia/reperfusdo. A hipdtese mais aceita ¢ a do sistema xantina oxidase de Mc
Cord (1985). Este propde que a enzima xantina oxidase seria responsavel pelo aumento na
velocidade de formagdo de O2* ” durante a reoxigenagdo. Durante a isquemia, ha um actimulo de
hipoxantina nos tecidos, resultante da degradagdo de trifosfato de adenosina (ATP) através de
difosfato de adenosina (ADP), monofosfato de adenosina (AMP) e adenosina. A hipoxantina ¢
oxidada a xantina e dacido turico. A reacdo em tecidos normais ¢ efetuada pela xantina
desidrogenase. A isquemia converte esta enzima a sua forma oxidase que formara O2* “ e H202

quando o O2 volta na reperfusio (CHAMBERS et al., 1985).

Num modelo experimental praticado no laboratorio de Fisiologia Cardiovascular desta
Universidade, a perfusdo de H202 no coracdo isolado de rato, provoca contraturas cardiacas

(BELLO & BELLO, 1988; BELLO & BELLO, 1989).



A hipdtese alternativa apresenta a mitocondria como principal sitio gerador de O2*
durante a reperfusdo (JONES, 1985). Durante a isquemia, a auséncia de O2 determina um estado
maximo de redugdo dos componentes da cadeia respiratéria mitocondrial. Na reperfusdo, o
vazamento de elétrons da cadeia respiratoria ¢ maior, e, portanto, aumentaria a concentragdo de

O2** intramitocondrial (DEL MAESTRO, 1980).

A primeira hipotese ¢ aplicavel a tecidos com alta atividade de xantina desidrogenase,
como o intestino e coragdo de rato. E a segunda ¢ valida para tecidos com baixa atividade de

xantina desidrogenase, como o coragdo humano (FERREIRA et al, 1988).

Outra EAO ¢ o oxigénio singlet ('O2) que pode ser produzido por exposi¢do a
fotoirradiacdo em presenca de azul de metileno, uma fotossensibilizagao hidrossoluvel, ou com
12 (1-pireno) acido dodecanoico, uma fotossensibilizacdo lipossoluvel (OJIMA et al, 1993). O
'02 pode apresentar-se em dois estados; o Sigma (Zg"02), que é mais reativo e possui 2 elétrons
desemparelhados, e o Delta (Ag02) que ndo ¢ um radical (Figura I) (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1989).

1.2. Lipoperoxidacao (LPO)

As EAO podem reagir com uma variedade de biomoléculas, incluindo os acidos graxos
polinsaturados (AGP) presentes nas membranas celulares e na lipoproteina de baixa densidade
(LDL) do sangue. Esta oxidacdo envolve uma propagacdo de hidroperoxida¢do de reacdo em
cadeia das duplas ligacdes encontradas nos AGP. Este tipo de reagdo, aparentemente, participa
da génese e/ou manutengdo de algumas doencas, tal como a doenca cardiovascular
(KRZANOWSKI, 1991). Dessa forma, podem ser produzidos efeitos biologicos distantes do sitio
de geragdo do primeiro RL formado. As reagdes em cadeia tem uma série de etapas durante as
quais se consome uma espécie intermedidria, e os reativos se convertem em produtos, sendo os

intermedidrios regenerados, permitindo que o ciclo recomece (BELLO-KLEIN, 1993).

O processo de lipoperoxidacdo (LPO) em sistemas biologicos seguem trés passos:

iniciac¢do, propagacao e terminagao (Figura IIT) (KUBOW, 1992);



r PASSO; Iniciac¢do

Oxidantes tal como *0H' e ion ferril (Fe""-0) atacam o grupamento quimico metileno dos
AGP da membrana lipidica (LH), abstraindo um atomo de hidrogénio, gerando um radical
lipidico centrado no carbono (L*) (Figura III/ reagdo 1), o qual tende a se estabilizar por rnn
rearranjo molecular, formando um dieno conjugado (de GROOT, 1994; HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1989). O acido graxo (AG), dieno conjugado que existe em maior quantidade
no soro ¢ tecido humano, ¢ um isémero do acido linoléico (4cido 9,12 - octadecadiendico) e ¢
chamado acido 9,11 - octadecadiendico (BRITTON et al., 1992). Este, por sua vez, ao combinar
com o 02, produz um radical peroxil ou radical perdxi lipidico (LOO*) (Figura HI/ reacao 2) (de
GROOT, 1994; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989).

2° PASSO; Propagacao

Os LOO* podem atacar outro LH abstraindo hidrogénio de outra molécula lipidica ou se
combinar com o atomo de hidrogénio que ele abstraiu, produzindo um hidroperéxido lipidico
(LOOH), enquanto gera um novo L* (Figura m/ reagdo 3). Os LOOH se decompdem numa
reagdo catalisada por complexos de ferro e cobre, num ou outro radical alcoxil (LO*) (Figura HI/
reacdo 4) ou radical LOO* (Figura III/ reagdo 6). Ambos os RL formados podem controlar o ciclo

de propagagdo independentemente como iniciadores secunddrios (Figura W reacdo 3 e 5) (de

GROOT, 1994; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989).
3° PASSO; Terminagdo

Admite-se que a colisdio de dois LOO’ secundarios geram duas diferentes espécies
excitadas eletronicamente, 'O2 e um composto no estado triplet (possivelmente uma carbonila,
AL=0) (Figura III/ reagdo 7). O LOO* pode formar cinco endoperdxidos, que se decompdem em
aldeidos e cetonas de baixo peso molecular, como malondialdeido (MDA) (Figura III/ reagdo 8).

As reagdes em cadeia de terminagdo ocorrem ao longo das reagdes 9 e 10 (Figura HI) (de

GROOT, 1994).
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Figura in - Reagdes em cadeia da LPO (modificado de De GROOT, 1994)

Efeitos da LPO sobre a membrana celular (RICHTER & FREI, 1988): (1) mudangas no
microambiente lipidico de enzimas ligadas a membrana, em canais i0nicos e receptores,
ativando ou inibindo a atividade destas proteinas; (2) formagdo de novos canais de
permeabilidade; (3) formacdo de ligagcdes cruzadas entre proteinas e fosfolipidios, inativando-as
irreversivelmente; (4) oxidagdo de grupos -SH nos sitios ativos de enzimas ligadas a membrana,

acarretando perda de suas propriedades funcionais (Figura I'V).
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membranas celulares (BELLO-KLEIN, 1993).
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Como descrito anteriormente, através da seqiiéncia de eventos da LPO, varios indices de
peroxidagdo de lipidios no plasma e outros tecidos podem ser mensurados, refletindo diferentes
estagios do processo. Estes envolvem abstracdo do hidrogénio da cadeia lateral do AG pelos
radicais livres, formando dienos conjugados, que se oxidam a peroxidos lipidicos e
subseqlientemente quebram em aldeidos toxicos, tal como o malondialdeido, os quais mediam

efeitos patoldogicos de peroxidacdo (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989).
1.3. Sistemas de defesas antioxidantes

H4a um numero de mecanismos disponiveis que enfrentam os efeitos potencialmente
danosos das EAO, incluindo enzimas como a SOD, catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GSHPX), que convertem as EAO em outros radicais, espécies menos toxicas ou em agua. As
vitaminas C, E, P-caroteno, glutationa (peptideo antioxidante), proteinas plasmaticas, acido
urico (KRZANOWSKI, 1991) e outros componentes da dieta, como os flavondides (DRAPER &
BETTGER, 1994), protegem as células do efeito danoso destas espécies. Embora as proteinas
plasmaticas quelantes de metais (transferrina, ceruloplasmina, albumina, haptoglobina e
hemopexina) ndo interagirem diretamente na decomposicdo das EAO, elas sdo consideradas
antioxidantes por estarem ligadas a metais com atividade redox, limitando a producdo de RL
catalisada por metais (Tabela II) (CONNER & GRISHAM, 1996). Além disso, componentes da
membrana, como ¢ o caso do colesterol, podem proteger as biomembranas do ataque dos RL

(DAS&NAIR, 1980).

A tabela II mostra uma lista de antioxidantes que ocorrem na natureza ¢ sua agdo como

scavengers de RL, EAO ou quelantes de metais.
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Tabela II - Antioxidantes que ocorrem naturalmente

SOD Scavenger de O2* ™

NO* Scavenger de O2* “ e LOO*
Catalase, GSHPX e Piruvato Scavenger de H202
Carotenoides Scavenger de RL e '02
Bilirrubina e Ubiquinol-10 Scavengers de RL
Albumina Unida ao cobre
Transferrina Scavenger de HOCl

Unida ao ferro

Ceruloplasmina Scavenger LO*

Unida ao cobre

Haptoglobina Unida a hemoglobina
Hemopexina Unida a hemoglobina livre
Glicose, manitol e GSH Scavengers de *OH
Grupos SH Scavenger de RL e HOCI
Acido trico Scavenger de RL e HOCI

Quelante de ferro

a - Tocoferol Scavenger RL e LOO’
Acido ascorbico Scavenger de L*
Scavenger de HOCL

(modificado de CONNER & GRISHAM, 1996; de GROOT, 1994; FOEGH et al., 1990;
HALLIWELL, 1996t; VOEGELI et al., 1992)
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Os mecanismos pelos quais certos minerais e vitaminas t€ém efeito protetor em relagdo a
algumas patologias estdo baseado fortemente na sua habilidade em prevenir a formagdo de RL,
ou atuar como scavenger de RL, atuando indiretamente como cofator de certas enzimas ou
diretamente através das vitaminas (BARNETT, 1994). Observamos que, nutricionalmente,
temos minerais como o cobre, zinco, manganés, ferro e selénio, que s3o essenciais na
incorporagdo de enzimas antioxidantes. Em contrapartida, alguns destes mesmos minerais, como
o cobre, podem ser toxicos induzindo de forma pronuncida a LPO (DOUGHERTY &
HOEKSTRA, 1982).

Existem evidéncias de que o (3-caroteno, o oc-tocoferol, o acido ascorbico e o selénio sdo
os maiores moduladores e moderadores das mudangas bioquimicas que podem prevenir
patologias associadas ao ataque dos RL (KAPPUS & DIPLOCK, 1992). Tanto o P-caroteno
como 0 oc-tocoferol tém sido implicados como antioxidantes importantes na protecdo das

membranas celulares (PALOZZA et al., 1992).
1.3.1. Cobre, zinco e manganés

Existem dois tipos de SOD, uma dependente de manganés (Mn-SOD) e a outra de cobre
e zinco (CuZn-SOD), sendo mitocondrial e citosolica, respectivamente (CHANCE et al., 1979).
A SOD ¢ largamente distribuida nos tecidos de mamiferos, remove o 02*~ catalizando a reagdo
de dismutagdo, formando H202 ¢ O2 (McCORD & FRIDOVICH, 1969). Considerando os danos
potenciais do H202, que, em certas condigdes, ¢ significativamente mais pronunciada do que
02*~, a defesa antioxidante da SOD toma-se compreensivel somente quando sua agdo ¢
considerada em conjunto com enzimas que degradam H202 (CAT e GSHPX) (de GROOT,
1994).

2 *02'+ 2H+ SOD > H202 + 02
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A suplementagdo farmacoldgica de cobre, zinco e/ou manganés ndo produzem aumento
da atividade da SOD em animais (DRAPER Sc¢c BETTGER, 1994), porém em pesquisas com
dictas deficientes em cobre, observa-se reducdo substancial da SOD total ¢ da SOD citosolica
(CuZn-SOD), com aumento compensatorio relativo da SOD mitocondrial (Mn-SOD) (BARTOLI
et al., 1988). A deficiéncia alimentar de zinco também induz diminui¢do da atividade da SOD
citosolica e conseqiiente aumento na geracdo de RL e da peroxidacdo lipidica (CAO & CHEN,
1991). Além disso, o bloqueio da CuZn-SOD, com um agente quelador de cobre, provoca o
acumulo do O2* ~ e posterior formacao de *OH, através de reagdo de Haber-Weiss catalisada por

ferro (ITO et al., 1996).

O zinco pode competir com o cobre e o ferro nos sitios de ligagdes na membrana,
reduzindo a forma¢do do *0OH, via reagdes redox. Portanto, além de estabilizar a fungdo da
membrana, o zinco pode ter papel fisiologico como antioxidante por proteger os grupos sulfidril

contra a oxidagao e inibir a producao de EAO por metais de transicdo (OTEIZA et al., 1995).
1.3.2. Ferro

O ferro tem um papel antioxidante importante no metabolismo em virtude da sua
presenga na CAT, embora o predominante interesse deste elemento ¢ sob o ponto de vista da sua

acdo catalitica na geragdo do *OH e LO* (DRAPER & BETTGER, 1994). A CAT esta presente

nos peroxissomas em todas os tipos de células de mamiferos (CfLANCE et al., 1979).

O H202 formado pela dismutagdo do O2* ~ pode ser transformado em H20 e O2 molecular

pela acao da enzima CAT (DAS & MAULIK, 1994).

CAT-Fe™ + H202---——---- > CAT-Fe™ - H202

CAT-Fe™ - H2Q2---------- > CAT-Fe +2H20 + O,

2 H202- v (o) (— >2 H20 + 02
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O ferro catalitico ¢ liberado das proteinas heme e ndo heme na presenga de oxidantes
(isto €, da ferritina por O2* * e da hemoglobina por H202) e ha evidéncias que esta liberacdo das

formas ligadas sdo resultados da injuria tecidual (DRAPER & BETTGER, 1994).
1.3.3. Selénio e aminoacidos sulfurados

O selénio faz parte da enzima antioxidante GSHPX, porém existe GSHPX independente
de selénio. A GSHPX tem alta atividade no figado e eritrocitos e moderada atividade no coragdo

e nos pulmdes e baixa atividade no musculo (MILLS, 1960).

E provavel que a enzima que mais remova o H202 em células de mamiferos seja a
GSHPX, a qual usa o H202 para oxidar a glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada
(GSSG). Embora a GSHPX compartilhe do substrato H202 com a catalase, pode reagir
efetivamente com hidroperdxidos organicos (CHANCE et al., 1979). A glutationa ¢ regenerada
pela glutationa redutase as custas de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida
(NADPH). O NADPH ¢, entdo, regenerado pela glicose 6-fosfato pela acdo da glicose 6-fosfato
desidrogenase (DAS & MAULIK, 1994).

2GSH + H202 ~——-—--—-—-—- >GSSG + 2H20
GSSG + NADPH + H? ————---e———- >2GSH + NADP*
Glicose 6-P + NADPN--—————————- > Gliconato 6-P + NADPH + HA

A agdo antioxidante dos aminoacidos sulfurados € atribuida ao fato de serem precursores
da glutationa, a qual compde a enzima glutationa peroxidase, que utiliza a glutationa reduzida
(DRAPER & BETTGER, 1994). A glutationa ¢ o composto tiol ndo protéico que existe em
maior quantidade, que controla a regeneracdo dos grupos sulfidril das pontes dissulfito, podendo
entdo atuar também como scavenger ndo enzimatico de RL (BEUTLER, 1989). Os substratos

para sintese de glutationa sdo 0 acido gluidmico, glicina, cisteina ou N-acetilcisteina (um
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produto da cisteina) (HENNIG et al., 1996). Normalmente as células sdo bem supridas de acido
glutamico e glicina, porém o fator limitante na sintese de glutationa ¢ a disponibilidade de
cisteina (BUTTERWORTH et al., 1993). Em condi¢des normais, a cisteina ¢ sintetizada a partir
da metionina no figado e em outros tecidos. Células extra-hepaticas apresentam limitada

habilidade em utilizar a metionina na produgao de cisteina (HORTON et al., 1987).
13A4. p-caroteno

O P-caroteno ¢ quantitativamente o mais importante dos carotendéides (MORENO et al,
1991). E reconhecido que o P-caroteno é guencher bastante efetivo de 702 e reage diretamente
com radicais ROO* e RO*. Portanto, interfere com a reagdo em cadeia da LPO (DAS &
MAULIK, 1994). Ele ¢ um importante estabilizador dos AGP e outros lipidios insaturados nos
alimentos de origem vegetal, partictiarmente sob condigdes de exposicdo a luz e radiagdo
ionizante, que catalisam a geragdo de oxigénio singlet (DRAPER & BETTGER, 1994). Além
disso, eles protegem a vitamina E dos danos oxidativos causados por ’O2 no plasma. Porém,
parece que niveis mais baixos de P-caroteno sdo mais efetivos na inibicdo da LPO e também no

retardo da oxidacdo da vitamina E, do que niveis muito grandes (OJIMA et al., 1993).
U.S. Vitamina £

Vitamina E ¢ um termo genérico usado para descrever todos os tocoferdis e tocotrienois
ativos e seus derivados que exibem qualitativamente a atividade bioldgica da RRR-alfa-tocoferol
(KAPPUS & DIPLOCK, 1992). A fungdo priméaria da vitamina E ¢ interferir nas reagdes em
cadeia da peroxidagdo lipidica geradas pelos RL, particularmente nas membranas que sdo ricas

em AGP (KRZANOWSKI, 1991), atuando como scavenging de LOO*.

LH + LOO* - >LOOH + L*

a-tocoferol + LOO* - >LOOH + a-tocoferol*
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Isto gera um radical a-tocoferol (radical a-tocoferoxil) menos reativo comparado com o
LOO*. Entretanto, o a-tocoferol pode perder suas propriedades antioxidantes quando a reacdo de
LPO for fechada, porque, nesses casos, ha uma diminui¢do de a-tocoferol, com permanéncia

constante de LH e um aumento da razdo LOOH/ a-tocoferol, a reagdo ¢é revertida.

LOOH + a-tocoferol*----——---—-——-- > a-tocoferol + LOO*

Além disso, altas concentragdes de a-tocoferol podem ser danosas pela sua fungdo pro-

oxidante (DAS & MALILDC, 1994).

a-tocoferol + LOOH--------————--- > a-tocoferol* + LO* + H20

Por outro lado, Kappus e Diplock (1992), numa revisao sobre vitamina E, observaram
que ela apresenta toxicidade muito baixa. Nao foram observadas, em animais experimentais,
alteracdes mutagénicas, teratogénicas e nem carcinogénicas. Para os autores, os estudos em
humanos mostram que doses de 100 a 300 mg de vitamina E podem ser consideradas inofensivas
do ponto de vista toxicologico. Os estudos em humanos, com grandes doses, demonstraram
efeitos adversos inconsistentes. Entretanto, observaram que altos niveis de vitamina E podem
exacerbar o defeito de coagulagdo sangiiinea na deficiéncia da vitamina K, causada por ma
absor¢ao ou terapia com anticoagulante. Para Draper e Bettger (1994), taxas de 1000 L[I por dia
de vitamina E (670 mg de a-tocoferol), sdo geralmente bem toleradas, embora a baixa absor¢ao
de tal dose possa resultar em disturbio intestinal, causando também um leve prejuizo na

absor¢do de vitaminas A e K.

A administragdo de um derivado hidrofilico do a-tocoferol (MDL 74,405) reduz o

tamanho do infarto, provocado pelo processo isquemia-reperfusdo. A reducdo do tamanho do
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infarto pode ser proprio da diminui¢do da peroxidacdo lipidica, representada pela redugdo das
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), induzida por sua agdo de scavenger. Este
antioxidante ¢ cardioseletivo, e, portanto, ¢ fortemente incorporado ao tecido cardiaco. A
disfun¢do cardiaca pos-isquemia é atenuada pelo tratamento prévio com MDL 74,405, portanto,
antes da restauracdo do fluxo (PETTY et al., 1994). Porém, quando existe deficiéncia de acido
ascorbico, o a- tocoferol ¢ ineficiente na prevencao da LPO cardiaca (CHAKRABARTY et al.,

1992).

Estudo comparativo entre individuos de Napoles (sul da Italia) e Reino Unido (norte da
Europa), que apresentam diferentes habitos alimentares e diferentes taxas de mortalidade por
doengas isquémicas do coragdo, revela que a populacio de Napoles apresenta altas
concentragdes de antioxidantes no plasma, particularmente vitamina E e p-caroteno, sendo que a
sua dieta tem grande quantidade de Oleo de oliva e tomates frescos, fatos que podem estar

relacionados com a baixa peroxidagdo lipidica e a baixa mortalidade por doengas isquémicas no

coracdo (PARFITT et al, 1994).

Ha uma grande inter-relagdo entre o selénio e vitamina E na inibicdo da oxidacdo
tecidual, inclusive do DNA (HAEGELE et al., 1994). A vitamina E ¢ doadora de hidrogénio para
radicais lipoxi, resultando em um hidroperoxido, e o selénio ¢ constituinte da GSHPX e pode
catalisar a reducdo dos hidroperoxidos lipidicos (DRAPER & BETTGER, 1994). Esta interagdo
ocorre, apesar da GSHPX independente de selénio, ser a enzima envolvida primariamente nesta

reducdo e, a GSHPX, dependente de selénio, estar envolvida principalmente na redugdo de H202

(STADTMAN, 1987).
1.3.6. Vitamina C

A vitamina C, além de ser um scavenger de RL, também regenera a vitamina E e a
glutationa (KRZANOWSKI, 1991). Interferéncias ambientais e xenobioticos, elevam a LPO
(BAINY, 1995) e conseqlientemente aumentam os requerimentos de antioxidantes, como a
vitamina E ¢ C (KAWAI-KOBAYASHI & YOSHIDA, 1986). Importantes cuidados com a
ingestdo de acido ascorbico (vitamina C) devem ser tomados, uma vez que altas doses parecem

ter efeitos deletérios. Apresentam efeitos pro-oxidantes, por reduzir o ion férrico (Fe"*) a ion
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ferroso (Fe"""), que podem catalisar a reagdo de Fenton, produzindo o radical hidroxil e a LPO
(WITT et al., 1992; DRAPER & BETTGER, 1994). Além disso, altas concentragdes de acido

ascorbico podem formar o radical dehidroascorbato;

acido ascorbico + FeM - = Fe"" + radical acido dehidroascorbico + 2H”

Entretanto, o radical dehidroascorbato é uma substancia inofensiva, ¢ é regenerado a

acido ascorbico (DAS & MAULIK, 1994).

2 radical dehidroascorbato + 2H"-------- > 4cido ascorbico + acido dehidroascorbico

Apesar do seu efeito pro-oxidante in vitro, ndo ha indicagdo, baseada na excregdo de
MDA ou outras medidas da LPO, de que megadoses de acido ascorbico tém efeitos pro-
oxidantes in vivo. Embora o acido ascorbico tenha um papel indefinido no metabolismo das
EAO, seu papel como mediador no aumento da absor¢do de ferro dos alimentos no intestino
(agdo redutora do ferro) e o seu papel metabdlico na hidroxilagdo da prolina e da lisina, bem
como sua atividade anti-escorbuto, sdo bem estabelecidas (DRAPER & BETTGER, 1994).
Enquanto isto, sabe-se que os alimentos apresentam quantidades suficientes de acido ascorbico
para suprir além das taxas diarias recomendadas de 60mg, 40mg e 25mg/1000Kcal para
americanos, canadenses (DRAPPER & BETTGER, 1994) e brasiiciros (VANNUCCHI et al,

1990) respectivamente.
13.7. Outros componentes da dieta

Além das substancias citadas acima, existem outros grupos quimicos na dieta humana

que inibem a peroxidagdo, que sdo os derivados do dacido hidroxilindmico, do 4&cido
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hidroxibenzo6ico e dos taninos. Uma caracteristica comian a todas estas estruturas € a presencga
do grupo o-dihidroxi (catecol), que ¢ o sitio alvo do radical. Os dados indicam que estes
compostos sdo scavenger de ROO* na fase aquosa (isto ¢, durante a doacdo do atomo de
hidrogénio), portanto previnem a fase de iniciagdo da peroxidacdo. O antioxidante ¢ consumido
numa taxa constante e quando ¢ depletado, a reagdo de propagagdo ¢ retomada, indicando a
formagdo de um radical fenoxil, que ¢ destituido da atividade para iniciar a reagdo de
peroxidacdo (LARANJINHA et al., 1994). Os taninos protegem a mitocondria cardiaca contra a
LPO. Quando estes estdo conjugados com o grupo benziltioester, a inibicdo do consumo de O2 e

formacao de MDA ¢ 60 vezes menor do que o a-tocoferol (HONG et al., 1995).

Alguns extratos de vegetais também tém mostrado potente efeito inibidor da LPO como
plantas orientais, como 0 Ginkgo biloba (POVOA et al., 1993), verduras como a couve de
bruxelas, o brocolis, o repolho roxo (PLUMB et al., 1996) ¢ as frutas (MATHIESEN et al.,

1995). Estes autores responsabilizam um conjxmto de substancias antioxidantes como as

vitaminas, os glicosinolatos, os flavonodides e as substancias fenolicas.

Os flavonoides sdo compostos polifendlicos que estdo presentes nos vegetais, thitas e
bebidas tais como chas e vinhos. Os grupos mais importantes dos flavondides sdo as
antocianinas, flavonois, flavonas, catequinas e flavononas. Os flavonois sdo scavengers de 02%~,

~02 e LOO*, bem como quelantes de ions metais (DRAPER & BETTGER, 1994).

A prote¢do do corpo contra as EAO depende das suas taxas de formagdo e de adequados
niveis de antioxidantes que neutralizem o seu excesso. Enquanto algumas defesas, tais como, os
antioxidantes endogenos (SOD, enzimas que removem H202, proteinas ligadas a metais) ndo sao
facilmente controladas e sdo inadequadas para prevenir completamente os danos, outras defesas,

mfluenciadas pela dieta e, portanto, mais facilmente controladas, sio importantes para a

manutengdo da saude (KRZANOWSKI, 1991).
1.4. Lipidios da dieta

Os lipidios sdo macronutrientes que desempenham fungdes energéticas, estruturais,

hormonais ¢ também reguladoras no organismo. Gorduras e 6leos t€ém como principal fungdo
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fornecimento de energia, enquanto os fosfolipidios s3o constituintes da membrana,
desempenhando fungdo estrutural de alta importancia bioldgica. As gorduras e Oleos veiculam as
vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K) e acidos graxos essenciais (AGE). Os AG sdo compostos
integrantes de quase todos os lipideos. Eles sdo 4cidos monocarboxilicos de cadeia
hidrocarbonada de tamanho variavel, podendo apresentar duplas ligagdes em posicdes

especificas entre os atomos de carbono (SANTOS, 1998).

0 tipo de gordura da dieta, mais especificamente o tipo de AG, influencia na composi¢ao
dos AG da LDL e das membranas celulares (REAVEN & WITZTUM, 1996). Estes podem
modificar de forma pronunciada o metabolismo, alterando até mesmo a fungdo imune

(GUIMARAES et al., 1993; GUIMARAES et al., 1994).

Os AG sao classificados de acordo com a saturagdo de atomo de hidrogénio na cadeia
carbonada, em acidos graxos saturados (AGS), monoinsaturados (AGM) e polinsaturados (AGP),
com nenhiraia, uma e duas ou mais duplas ligagdes respectivamente. Os acidos graxos
insaturados (AGI), ou seja AGM e AGP, sdo agrupados de acordo com a posicdo da primeira
dupla ligagdo, contada a partir da termina¢do metil da cadeia de carbono, em 6mega 3 (©3 ou n-
3), dmega 6 (a6 ou n-6) e dmega 9 (©9 ou n-9) (PPER, 1996). A tabela HI informa os principais

AG contidos nos alimentos e suas respectivas fontes alimentares.



Tabela 111 - Acidos graxos e suas fontes alimentares mais comuns

Acidos graxos

Fontes alimentares

AGS
Laurico (Ci2:0)
Miristico (Ci4,0)
Palmitico (C160)

Estearico(Ci8:0)

AGM
Oléico (C18:1)

AGP

Linoléico (C18.2)

Linolénico(C]8:3)

Eicosapentaendico (EPA) (€20:5)

Docosahexaendico (DHA) (€22:6)

Coco, 6leo de palma
Coco
Oleo de palma, carne de boi

Manteiga de cacau, carne de boi

Oleo de oliva, oleo de canola, carne de boi

Oleo de milho, 6leo de semente de algodio.
6leo de girassol, dleo de soja, 6leo de agafroa
Vegetais folhosos, 6leo de soja, produtos de
soja (tofii)

Cavala, sardinha, truta de agua doce

Salmao, atum, pomatomo, hipoglosso

(modificado PECKENPAUGH&POLEMAN, 1995)

Os o6leos das sementes da primula contém 75% de acido linoléico e 9% de y-linolénico,

um acido graxo que ¢ rapidamente alongado para acido dibomo-y-linolénico (Figura V). Uma

das gorduras mais ricas em acido a-linolénico € o 6leo da semente de linho (WELSCH, 1995).

Os acidos eicosapentaendicos (EPA) e docosahexaenodicos (DHA) pertencem & familia
dos n-3, o que significa que a primeira dupla ligacao eété apenas a trés atomos de carbono
distante da terminagdo metil da cadeia de carbonos. Os peixes e seus produtos fornecem grandes
quantidades de EPA e de DHA, com uma variacdo de 0,1 a 90% do peso entre as diferentes
espécies. As carnes de outros animais fornecem grandes quantidades de acido araquidonico (AA;

C20 4 n-6), que também ¢ formado pela conversdo do acido y-linolénico (Ci8;3 n-6) (Figura V)

(MEHTA et al., 1987).
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AGEn-6 AGEn-3
Acido linoléico Cjg 2 (n-6) Acido a-linolénico Cig 3(n-3)
4 i
3 delta-6-dessaturase y
4 I
Acido Y-linolénico Cig 3 (n-6) Cls:4 (n-3)
4 A
\s i
i \
Acido di-homo-y-linolénico C20 3 (n-6) C20:4 (n-3)
\! \:
i delta-5-dessaturase \’
\ i
ACIDO ARAQUIDONICO C20 4 (n-6) Acido eicosapentanéico C20 5 (n-3)
2 2
\2 2
\ i
Acido adrénico C22 4 (n-6) C22:5(n-3)
4
i delta-4-dessaturase s
i i
C22:5 (n-6) Acido docosahexanéico C226 (n-3)

Figura V - Metabolismo dos acidos graxos (n-6) e (n-3) (EWIN, 1997)

As gorduras dos alimentos e Oleos alimentares também podem sofrer danos oxidativos,
onde o grau de oxidacdo pode ser influenciado pelo processamento na industria ¢ na confecg¢ao
das preparagdes das refeigdes, como, por exemplo, pela fntura e altas temperaturas. A oxidagdo
dos lipidios dos alimentos ¢ iniciada por RL e/ou 'O2, no qual geram uma série de reacdes de RL

autocataliticas (KUBOW, 1992).

Havendo uma elevada ingestdo de oOleos vegetais e conseqiientemente aumento no
consumo de AGP como o acido linoléico, ha a possibilidade de maior ingesta de lipidios
peroxidados, RL e outros produtos de oxidagdo. A grande reatividade das duplas ligacdes dos

AGP, representa uma fonte significativa de material reativo para iniciar e propagar as reagdes de
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oxida¢do (FINLEY & OTTERBURN, 1993). Os lipidios oxidados da dieta danificam estruturas
celulares, (de GRITZ & RAHKO, 1995) e podem provocar doengas, como as miocardites,

levando animais experimentais a morte (KUSEWITT et al., 1984).
1.5. Nutrigdo e a patogenicidade da LPO

Pesquisas de varias décadas t€ém evidenciado o envolvimento das EAO na patofisiologia
de grande numero de doengas, tal como hipertensio (KRZANOWSKI, 1991), infarto agudo do
miocardio (SINGH et al.,, 1995), aterosclerose (BIFFANTI et al.,, 1994), cancer (LOFT &
POULSEN, 1996), diabete melito (STAPRANS et al., 1993b), doengas da idade, como doencga de
Alzheimer (BARNETT, 1994), cataratas (AWASTHI et al., 1996) e o proprio processo de
envelhecimento (PAOLISSO et al., 1995), que foi proposto desde 1954 como a “teoria do radical
no envelhecimento” (HARMAN, 1992). Cross e colaboradores (1987) chamam as doencas
citadas anteriormente como doencas de “radicais livres”, que podem ser classificadas dentro de
trés grupos, nas quais as desordens sdo causadas primariamente por elementos genéticos, uma
combinagdo de fatores genéticos e ambientais e influéncias ambientais. Muitos autores, porém,
tém duvidas se as mudangas induzidas pelos RL sdo conseqiiéncias ou causa de certas doencas

(KRZANOWSKI, 1991; GEY, 1993).

Durante o processo de envelhecimento parece que as defesas do organismo vao
diminuindo, com aumento na incidéncia de algumas doencas. Entre alguns fatores dietéticos,
como a restricdo alimentar, sem alteragdes do estado nutricional (desnutri¢do), teriam efeitos
benéficos sobre as doengas ¢ transtomos relacionados com a idade (HABIB et al., 1990). Isto ¢
constatado com a diminui¢do da peroxidagdo lipidica (HABIB et al., 1990; RAO et al., 1990), ¢
o aumento da atividade da SOD, CAT e GSHPX (RAO et al., 1990). Portanto, a restri¢do
alimentar parece retardar o processo de envelhecimento a partir da modulagdo dos danos
provocados pelos RL. Danos estes que podem estar a nivel de mRNA (RAO et al., 1990) e DNA

(CHUNG et al, 1992), provocando uma série de doencas degenerativas como as citadas acima.

Desde que os AG e os antioxidantes da dieta influenciam a composi¢cdo dos AG e

antioxidantes das lipoproteinas ¢ dos tecidos, a quantidade ¢ o tipo de gordura da dieta ¢
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antioxidantes alimentares podém afetar a suscetibilidade a danos oxidativos destas estruturas

bioldgicas (REAVEN & WITZTUM, 1996; DRAPER & BETTGER, 1994).

Os mecanismos pelos quais algumas doengas sdo afetadas pelo tipo e/ou quantidade de
gordura e antioxidantes da dieta, e sua relagdo com o aumento ou diminuicdo da suscetibilidade

ao ataque dos RL, sera relatado a seguir.

1.5.1. Doencas cardiovasculares

Neste item serdo relatadas as doengas cardiovasculares mais estudadas com relagdo ao
envolvimento das EAO como a hipertensdo, infarto agudo do miocardio e principalmente a
aterosclerose. A diabete melito sera incluida neste item devido as evidéncias do papel da

hiperglicemia no aumento da morbidade e mortalidade por doengas cardiovasculares.

Estudos populacionais revelam que pacientes hipertensos geralmente t€ém menores taxas
de acido ascorbico e possivelmente outros antioxidantes, como por exemplo, o selénio
(SALONEN, 1991). A deficiéncia de acido ascoérbico pode levar a um defeito da vasodilatacdo e
ao aumento da pressdo sangiliinea, devido 4 destruicdo pelos RL de certos fatores relaxantes
dependentes do endotélio. Dois produtos vasodilatadores derivados do endotélio t€ém sido
identificados: PGI2 e o fator relaxante derivado do endotélio, o NO¥*. Estas substincias
vasodilatadoras podem ser destruidas pelas EAO, permitindo aumento no tonus vascular e na
resisténcia periférica, possibilitando o aparecimento da hipertensio (KRZANOWSKI, 1991).
Além disso, evidéncias sugerem efeitos na diminui¢do da pressdo sangiiinea pelos AGP (n-3),
possivelmente como precursor da prostaglandina I3 e tromboxana A3 (Figura IX). Entretanto, o
papel dos AGP(n-6) e AGS s3o controversos. Nao tem sido estudado o efeito anti-hipertensivo

dos AGM (SALONEN, 1991).

Os homens, apos infarto agudo do miocardio, também apresentam baixos niveis de acido
ascorbico no plasma. Pesquisadores observaram, em estudo com 406 pessoas, com até 48 horas
de infarto agudo do miocardio, que foram orientados para o consumo de dietas ricas em

antioxidantes (um minimo de 400 gramas entre firutas, vegetais e legumes), uma redugdo nos
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niveis de peroxidos lipidicos, da enzima cardiaca lactato desidrogenase (indicador de necrose

cardiaca) e aumento de acido ascorbico plasmatico (SINGH et al., 1995).

A aterosclerose € um processo complexo que envolve importantes perturbagdes na
“interagdo cé€lula - célula”, no metabolismo das lipoproteinas, no metabolismo do AA e em
varios outros fatores. Tem sido sugerido que interagdes criticas entre alguns tipos de células,
monocitos-macrofagos, plaquetas, células endoteliais e células do musculo liso, estariam

envolvidas na aterogénese (MEHTA et al., 1987).

Reaven e Witztum (1996) sintetizaram os passos da evolugdo da aterosclerose,
informando que a camada gordurosa ¢ a primeira a ser lesada no processo e ¢ quase certo que € o
precursor das placas transicionais ¢ das placas fibrosas mais complexas, que se rompem e podem
levar a eventos isquémicos. Portanto, o entendimento da etiologia da camada gordurosa, com
suas caracteristicas de macrofagos derivados de monocitos carregados de lipidios, possibilitara

estratégias efetivas para inibir a formagao e desenvolvimento de lesdes subseqiientes.

Em experimento com animais alimentados com colesterol, um dos eventos detectaveis
precocemente ¢ a ligagdo dos mondcitos com o endotélio de revestimento com actimulo de
colesterol, provavelmente mediada por varias moléculas de adesdo. Estes monécitos migram
para o subendotélio através das jungdes gap, atraidos por varias substancias quimioatrativas.
Dentro do espago subendotelial, os monodcitos se diferenciam em macrofagos e expressam um
gene totalmente novo, incluindo receptores para lipoproteinas oxidadas (ou modificadas)
(MEHTA et al.,, 1987, REAVEN & WITZTUM, 1996; ROBERT, 1996). Os macréfagos
espumosos (foam), bem como outras células, podem produzir citocinas ¢ fatores de crescimento
no qual causam a proliferacdo e migra¢do de células do musculo liso da camada média para
intima, e o acumulo de lipides nas células do musculo liso sdo caracteristicas proeminentes da

formagao das placas fibrosas (HENNIG et al., 1996).

A hipercolesterolemia, principalmente com niveis elevados de LDL colesterol, representa
um reconhecido fator de risco para as doencas cardiovasculares ateroscleroticas (PRASAD &
KALRA, 1993), entretanto o mecanismo bioquimico envolvido nesta patogenese nao esta

inteiramente entendido (ROBERT, 1996).
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Bierenbaum e  colaboradores  (1992), em  experimento = com = humanos
hipercolesterolémicos, observaram que os mesmos apresentavam niveis elevados de TBARS e

produtos de oxidagao lipidica.

Existem evidéncias substanciais que sugerem que a LDL pode sofrer modificagdes
oxidativas in vivo e que este processo pode ser critico na iniciacdo e evolucdo da aterosclerose
(BIFFANTI et al, 1994; REAVEN & WITZTUM, 1996; STEINBRECHER et al, 1990).
Portanto, o entendimento dos determinantes da susceptibilidade da oxida¢do da LDL ¢ essencial
para o desenvolvimento das estratégias para inibicdo desse processo (REAVEN & WITZTUM,
1996). Embora as evidéncias a esse respeito sejam muito convincentes, a atual contribuicdo da
LDL oxidada no aumento do risco aterogénico, ainda necessita de mais especulacdo (BIFFANTI

etal, 1994).

Varios agentes podem aumentar a suscetibilidade a modificagdo oxidativa da LDL in
vitro, incluindo cultura de células endoteliais ¢ do musculo liso (MATA et al, 1996; REAVEN
& WITZTUM, 1996; STEINBRECHER et al, 1990); monoécitos - macrofagos (PRASAD &
KALRA, 1993); irradiagdo (BEDWELL et al, 1989; BONNEFONT-ROUSSELOT et al, 1993;
OJIMA et al, 1993); indutores azo (BIFFANTI et al, 1994; LARANJINHA et al, 1994;
NOGUCHI et al, 1993) e ions de metais de transi¢cdo, como o Cu"'* (NOGUCHI et al, 1993).

Atualmente se conhecem alguns fatores que contribuem para a suscetibilidade da
oxida¢dao da LDL, entre eles, o mais importante, ¢ o conteido de AGP, o substrato inicial para a
peroxidagdo lipidica, bem como os antioxidantes enddgenos. O a-tocoferol ¢ provavelmente o
antioxidante mais importante da LDL. Por outro lado, as condigdes pro-oxidantes da parede
arterial, também tém um papel fundamental nas taxas de oxidagdo de LDL (REAVEN &
WITZTUM, 1996).

A quebra dos AGP resulta na formagdo de aldeidos, cetonas e outros produtos altamente
reativos, e estes podem ligar-se a residuos de lisina da apolipoproteina B da LDL. Estas ligagdes
alteram as cargas da LDL e acredita-se que s3o reconhecidos por receptores scavengers de
macrofagos (REAVEN & WITZTUM, 1996). Portanto, as modificagdes da LDL por processo

oxidativo, resultam num axunento de receptores scavengers de macrofagos, podendo levar a
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formagdo de células espumosas {foam) (BONNEFONT-ROUSSELOT, 1993; KRZANOWSKI,
1991; STEWART-PHILLIPS et al., 1991).

E possivel que a chave da patogénese das placas ateroscleroticas seja o resultado do
acimiulo de colesterol nas células foam, embora ndo se tenha provas definitivas

(STEINBRECHER et al, 1990).

O reconhecimento da LDL oxidada por receptores scavenger pode resultar em inumeras
mudangas estruturais ¢ de composi¢gdo como o aumento da mobilidade eletroforética, aumento
da densidade, fragmentacdo da apolipoproteina (apo) B, deplecdo de a-tocoferol, hidrdlise da
fosfatidilcolina, derivagcdes de residuos de aminoacidos essenciais (grupos amino lisina),
aumento das cargas negativas, mudangas conformacionais, formag¢do de TBARS e dienos
conjugados e aparéncia de fluorescéncia diferencial propria da ligagdo covalente dos produtos de
oxidacdo da apo B (BEDWELL et al., 1989; BONNEFONT-ROUSSELOT, 1993; NOGUCHI et
al., 1993).

Além da LDL, modificada por macrofagos, convertida em células foam, ser pro-
aterogénica, existem ainda muitos outros fatores, como mostra a Tabela IV. A oxidacdo da LDL
se da pela abstragdo do hidrogénio do AGP, formando os ROO* e RO’, que podem iniciar a
oxidacdo. Portanto, a composi¢do dos AG da LDL contribuem para o processo de oxidacdo da

LDL (REAVEN & WITZTUM, 1996).

A gordura da dieta é um dos mais importantes fatores determinantes das concentragdes
de LDL colesterol no plasma (MATA et al., 1996) e a dieta com alto teor de gordura saturada
tem influéncia no aumento do nivel plasmatico de colesterol total ¢ LDL, enquanto que os AGP
tém efeito contrario (HUMPHRIES et al., 1996). A dieta também pode modular a suscetibilidade
da LDL plasmatica na modificagdo oxidativa (MATA et al, 1996). Estes efeitos tém sido
atribuidos as mudangas na concentracdo de AGP (BIFFANTI et al., 1994, REAVEN &
WITZTUM, 1996) e antioxidantes da dieta (BIFFANTI et al., 1994; SARKKINEN et al., 1993;
REAVEN & WITZTUM, 1996).
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Tabela IV - Mecanismos de inducdo de aterogénese pela LDL modificada oxidativamente (OX-

LDL)

Aumento da captacdo pelos macrofagos para a formagao de células ricas em ester colesteril e

foam
Quimiotatico para os linfocitos T e mondcitos
Inibe a motilidade das células endoteliais e macréfagos teciduais
Citotdxico

Pode alterar a expressdo do gene de célula arterial vizinha tal como de proteina quimioatrativa
de monocitos (MPC-1), fatores estimulantes de colonia, interleucina e expressdo endotelial de

moléculas de adesdo

Pode induzir uma variedade de genes pro-inflamatorios e seus produtos como hemoxigenase,

aminoacidos sulfurados e ceruloplasmina
Imunogénico e pode eliciar a formagao de auto anticorpos e células T reativas

Confere LDL mais sucetivel a agregacao, no qual independentemente conduz a um aumento de

macrofagos

Pode desfavoravelmente alterar as vias de coagulacdo, tal como inducdo de fatores teciduais e

alteracdo da agregagdo plaquetaria

Pode, desfavoravelmente, alterar as propriedades vasomotoras das artérias coronarianas

(REAVEN & WITZTUM, 1996)

Os mesmos AGP da dieta que diminuem as concentra¢cdes de LDL colesterol plasmatico
sdo substratos para oxidagdo e, portanto, podem ter efeitos potencialmente aterogé€nicos se eles
promoverem a LPO. Os AG da dieta produzem imia significativa mudanga na composi¢do de AG
da LDL e nos niveis plasmaticos de lipoproteinas em homens e mulheres saudaveis, consumindo

dieta regular. A substituicdo isocalérica de AGS por AGM, AGP (n-6) e AGP (n-3) resulta em
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diminui¢do dos niveis de colesterol total ¢ LDL colesterol sangiiineo. Entretanto, estas mudangas
modificam a suscetibilidade da LDL a oxidagdo e adesdo de mondcitos em células endoteliais
humanas in vitro. A LDL mostra um aumento da resisténcia na modificacdo oxidativa associada

ao consumo de dietas ricas em AGM (MATA et al, 1996).

O aimiento nas taxas de peroxidacdo lipidica tem sido influenciado pela composi¢do do
acido linoléico (C18 2) (BIFFANTI et al., 1994). As dietas enriquecidas com Cig .~ t€ém aimientado
a suscetibilidade a oxida¢do da LDL quando comparada com LDL rica em acido oléico (CiS8:i)

(REAVEN e WITZTUM, 1996).

A inibi¢do da peroxidacdo lipidica estd diretamente relacionada ao conteudo de vitamina
E (BIFFANTI et al., 1994). Além da vitamina E, os compostos fenolicos que estdo presente em
quantidades representativas na dieta humana s3o responsaveis pela diminuicdo da oxidagdo da
LDL (LARANIJINHA et al.,, 1994). Os carotenoides também tém um papel importante na
diminuigdo da oxidagdo da LDL, atuando diretamente contra as EAO ou indiretamente, através
da protecdo dos tocoferdis contra os danos oxidativos provocados pelas EAO (OJIMA et al.,

1993).

Além disso, a composicdo em AG também influencia a formacdo celular das EAO,
portanto, os AG da dieta podem ajudar a determinar a atividade pro-oxidante das células da
parede arterial (HENNIG et al., 1996; REAVEN & WITZTUM, 1996). Evidéncias sugerem que
ha degradagdo acelerada do NO*, derivado do endotélio, pelo anion O2*" em vasos
hipercolesterolémicos. Os vasos hipercolesterolémicos produzem mais 02*~ do que os vasos
normais. Foi observado que o endotélio ¢ fonte de Oj*” na hipercolesterolemia, provavelmente
pela ativagdo da xantina oxidase. O aumento do O2*“ endotelial nos vasos hipercolesterolémicos
podem inativar o NO* derivado do endotélio e ser fonte de outras EAO, contribuindo para o
processo de aterosclerose (OHARA et al., 1993). O receptor de laminina-elastina, presente nas
células endoteliais, provoca o vasorelaxamento dependente do NO*. E demonstrado, que na
exposicdo cronica de altas concentragdes do agonista peptidio elastina presente no sangue
humano e, principalmente durante o envelhecimento, o receptor ndo acopla sua via de

transmissdo, mas continua liberando RL como o O2*“. O NO* e o O2*“ resultam em peroxinitrito
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(ONOO7), um anion toéxico, que necessita de GSH para sua neutalizagdo. A producdo de GSH
diminui com a idade. Este processo diminui a biodisponibilidade de NO* para a vasodilatacdo e
pode entdo contribuir para o aumento da pressdo sangiiinea dependente da idade e produzir
lesdes endoteliais, levando ao desenvolvimento da atero-arteriosclerose. Este termo, atero-
arteriosclerose, diz respeito a duas disfunsdes vasculares, a formag¢do de placas de ateroma,
discutida anteriormente, ¢ arteriosclerose que diz respeito a alteracdes em toda a parede dos
vasos e pode se caracterizar por aumento da razdo colageno/elastina, difusdo de lipidios e
deposicdo de calcio (Ca™ com concomitante perda da elasticidade e perda do coragdo
secundario (devido & elasticidade da aorta) ou efeito windkessel (reservatorio elastico). A
arteriosclerose ¢ claramente dependente da idade, enquanto que as placas ateromatosas podem

formar-se precocemente (ROBERT, 1996).

Recentes estudos tém demonstrado a existéncia de uma relagdo inversa entre a
concentracdo de lipoproteina de alta densidade (HDL) e a prevaléncia de doengas coronarianas
(SOLA et al., 1997). A hipotese que altos mveis de HDL plasmatico protejam contra doengas
coronarianas foi inicialmente proposto no principio da década de 50 (BARR et ai.,, 1951). A
HDL constitui um grupo heterogéneo de particulas que diferem em densidade, tamanho,
mobilidade eletroforética, composigao lipidica e contetdo de apo e estas podem ser fracionadas

dentro de diferentes subclasses (TAJLLEUX & FRUCHART, 1996).

A HDL circulante constitui 30 a 35% do total das lipoproteinas. As particulas de HDL
consistem em aproximadamente 50% de proteina, 25% de fosfolipidios, 20% de colesterol e 5%
de triglicerideos. HDLs tém numerosas apo, tal como as apo A-I, A-II, A-IV, E, Cs, D, Fe H. A
apo A-lI e apo A-II representam aproximadamente 80 a 90% do total do conteudo das apo da

HDL (TAILLEUX & FRUCHART, 1996).

Um importante achado ¢ que as proteinas estimulam o transporte reverso do colesterol
(lecitina acil colesterol transferase, proteina de transferéncia de ester de colesterol) e estdo
presente principalmente nas lipoproteinas compostas de apo A-I e ndo apo A-I:A-II (CHEUNG et
al., 1986). O metabolismo da HDL est4 altamente ligado ao transporte reverso do colesterol. Este

termo refere-se a uma série de etapas metabolicas na qual o excesso de colesterol € levado das
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células periféricas para o figado e, posteriormente, ¢ excretado ou reciclado pelo corpo,

reduzindo o acumulo de colesterol na parede arterial (TAILLEUX & FRUCHART, 1996).

]

A sintese no intestino delgado de apo B e A-I ¢ regulada pelos lipidios alimentares,
variando em relacdo ao comprimento ¢ saturagdo da cadeia. A sintese de apo A-I ¢ maior em
animais alimentados com triglicerideos polinsaturados de cadeia longa, quando comparado a
triglicerideos de cadeia média e triglicerideos saturados de cadeia intermediaria (WANG et al.,
1996). A dieta rica em acido oléico aumenta a concentragdo de apo A-I e A-II plasmatica

comparada com a dieta rica em 4cido linoléico (SOLA et al., 1997).

As subfiragdes de HDL podem ser mensuradas através de sucessivas precipitagdes,
obtendo HDL2 e HDL3. A subfracdo HDL2 parece estar mais relacionada a protecdo contra as
doengas coronarianas, assim como a lipoproteina que contém apo A-I parece ser um indicador
seguro de prognoéstico no risco de doengas coronarianas. As medidas das subclasses podem dar
informac¢des ndo somente sobre os riscos de doenga aterosclerdtica, mas também sobre os
mecanismos fisiologicos destes riscos. Entretanto, existem controvérsias sobre os procedimentos
analiticos das apoproteinas e subfi®a¢des das lipoproteinas. Estudos em populacdo e casos-
controle indicam que as concentragdes de subclasses de HDL foram negativamente associadas as
doengas coronarianas, mas nao foram superiores ao iiDL colesterol, portanto ndo ¢ recomendado
que os clinicos estendam a quantificacdo de apo A-I, HDL2/HDL3 colesterol ou lipoproteina que

contém apo A-I (TAILLEUX & FRUCHART, 1996).

A HDL pode ser modificada significativamente quando submetida a um processo
oxidativo in vitro (BRADAMANTE et al., 1992). Alguns autores observaram o efeito protetor da
HDL, sugerindo que este efeito ndo muda muito em presenca de sistemas oxidantes quimicos e
biologicos (PARTHASARATHY et al., 1990a). Porém, quando se 0 analisa, por ressonancia
nuclear magnética, observa-se perda completa dos sistemas polinsaturados junto com apreciavel
diminui¢do dos picos de colina, demonstrando grande escala de degradagdo lipidica da HDL. A
aparéncia dos sistemas de epoxido sobre as cadeias graxas e a identificagdo dos derivados de
colesterol oxidados como 5a, 6a-epdxido, 5p, 6p-epoxido, 7-ceto e 25-hidroxi colesterol

confirmam isto. A analise de fosfolipidios indicam alteracdo do perfil de fosfolipidios em liso-
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fosfatidilcolina e o desaparecimento da fosfatidiletanolamina. Estas mudangas sdo detectadas
pela analise de ressondncia nuclear magnética, porém ndo existem grandes variagdes quando

utilizados métodos classicos, como LOOH e TBARS (BRADAMANTE et al., 1992).

A oxidagdo da HDL pode ser iniciada in vitro por incubagdo com cobre (BONNEFONT-
ROUSSELOT et al., 1995; BRADAMANTE et al., 1992, SOLA et al., 1997), células endoteliais
(PARTHASARATHY et al., 1990a), por radiagdes ultravioleta (ALOMAR et al, 1992) ou por
gama radiolise (BONNEFONT-ROUSSELOT et al., 1995).

A oxidagdo dos lipidios da HDL resulta na perda da habilidade dessas lipoproteinas em
incorporarem colesterol. A capacidade sobre o efluxo de colesterol esta diretamente relacionado
a fluidez da HDL, que ¢ modificada pela oxidagdo, levando & perda das propriedades, resultando
em sua rigidez. Isto explica a possibilidade da HDL oxidada estar envolvida na patogénese da

aterosclerose (BONNEFONT-ROUSSELOT et al., 1995).

Apesar das modificacdes oxidativas das lipoproteinas poderem contribuir para o
desenvolvimento da aterosclerose, as influéncias das gorduras alimentares sobre a HDL na

modificagdo oxidativa ¢ desconhecida (SOLA et al., 1997).

Staprans et al. (1993a) observaram que os quilomicrons oxidados tém maior afinidade
com o endotélio cardiaco e a sua hidrolise também estd diminuida pela lipoproteina lipase
endotelial. Isto indica que os quilomicrons oxidados alteram o metabolismo normal dos
quilomicrons, aumentando a deposi¢do de lipidios na parede vascular, podendo contribuir para o

processo de aterosclerose.

Os diabéticos t€ém aumento do risco de doencas vasculares. Os niveis de lipoproteinas
oxidadas estdo aumentadas em homens e animais diabéticos. Em experimentos com ratos
diabéticos, alimentados com lipidios oxidados, houve maior incorporagdo desses lipidios
oxidados nas lipoproteinas. O mecanismo pelo qual o diabético aumenta os niveis de peroxidos
lipidicos na lipoproteina e o risco 4 aterosclerose, permanece especulativa (STAPRANS et al.,
1993b). O aumento dos perdxidos lipidicos podem ser proprios do aumento das EAO geradas

durante a autoxidagdo da glicose, podendo interferir com a a¢do do NO* e atenuar sua atividade
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vasodilatadora. A injuria oxidativa pode também estar aumentada no diabetes melito, porque a
defesa estd debilitada pela reducdo de antioxidantes endogenos (vitamina E, GSH). O
desequilibrio proprio da redugdo da produgcdo de NO* ou aumento da produgdo de RL,
principalmente o 4nion 0*~, pode facilitar o desenvolvimento do espasmo funcional da artéria. O
tratamento com diferentes antioxidantes aumenta o fluxo sangiiineo, diminui a pressdao
sangiliinea ¢ a viscosidade em humanos normais. A vitamina E inibe o estresse oxidativo ¢ a

viscosidade das células vermelhas do sangue no paciente diabético (GHIGLLANO et al., 1995).

1.5.2. Cancer

O cancer ¢ a segunda causa de morte nos Estados Unidos, bem como em muitos paises
desenvolvidos (HENNEKENS, 1994). Segundo a publicagdo do Ministério da Saude, através da
Coordenagdo de Informacdo e Analise de Situagdo (CIASS), do Centro Nacional de
Epidemiologia (CENAPI) e da Fundagdo Nacional de Saude (FNS), que em 1997 publicaram o
estudo da “Mortalidade Brasil - 19947, o Brasil apresenta o cancer como a quarta causa de

morte, sendo, na regido sul, a segunda.

Muitos estudos, envolvendo tecidos com cancer ou outras amostras de pacientes com
doengas malignas ou doengas associadas com aumento de risco de cancer, mostram sinais de
aumento das modificacdes oxidativas do DNA ou alguma deficiéncia no seu reparo. Os
experimentos suportam que os danos oxidativos do DNA sdo importantes fatores mutagénicos e
aparentemente carcinogénicos (LOFT & POULSEN, 1996). As EAO s3o conhecidas por induzir
modificagdes oxidativas do DNA, que podem causar alteracdes durante a replicagdo da sintese,
podendo determinar um processo carcinogénico, ¢ essas modificagdes podem ser alteradas pelas
intervengdes dietéticas (HAEGELE et al., 1994). Nxima revisdo bastante vasta sobre
tumorgénese da glandula mamaria, concluiu-se que a quantidade e o tipo de gordura da dieta
podem influenciar no desenvolvimento e/ou crescimento dos tumores. A gordura da dieta pode
ser tanto estimulatoria como inibitéria neste processo tumorgénico (WELSCH, 1995). Autores
observam que tanto o acido a-linolénico (Cig:3) como o EPA (C20.5) exibem potente acgdo
citotoxica sobre células de mieloma em camundongos e isto estd relacionado 4as EAO e

perdxidos lipidios, uma vez que a SOD e a vitamina E inibem essa acdo. Além disso, ambos
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aumentam a formacdo do anion O2¥ , H202 e peroxidos lipidios, causando redugdo nos niveis das
enzimas antioxidantes; SOD, catalase ¢ GSHPX, e induz a danos significativos no DNA dessas

células (KUMAR & DAS, 1995).

Outras pesquisas monstram que especificamente o aumento de AGP, pode elevar os
danos oxidativos do DNA, como ¢ observado pelo aumento da 8-hidroxi-2'- deoxiguanosina (8-
OHdG), um importante marcador dos danos oxidativos e agente etiologico no desenvolvimento
do txrnior. Porém, uma menor concentracdo na dieta de antioxidantes, como a vitamina E e

selénio também pode contribuir para o aumento dos danos oxidativos (HAEGELE et al, 1994).

O proprio tratamento do cancer através da radioterapia forma radical hidroxil, que ¢ o
maior mecanismo pelo qual as células malignas sdo mortas (FOEGH et al, 1990). Entretanto,
esses pacientes t€ém mostrado baixo aumento dos niveis de 8-oxoguanina (8-oxodG) nos
leucocitos circulantes (WILSON et al, 1993) com aumento na excre¢do urinaria (TAGESSON et
al, 1995).

As pesquisas sugerem que os danos oxidativos do DNA diminuem com a idade,
possivelmente devido a diminuicdo do metabolismo, porém a excrecdo urinaria de produtos
oxidativos do DNA parece também diminuir, dificultando a eliminagdo desses produtos pelo

organismo (LOFT & POULSEN, 1996).

Evidéncias sugerem o possivel beneficio das vitaminas antioxidantes sobre o céncer,
através de; (a) pesquisas basicas, que tém identificado frap de radicais livres e/ou desativador do
oxigénio molecular excitado como mecanismos de protecdo quimica do cancer, (b) estudos
epidemiologicos descritivos, que possibilitam verificar as diferengas geograficas na incidéncia
do cancer, explicadas através das variagdes regionais das taxas de vitaminas antioxidantes, e (c)
estudos epidemiologicos analiticos individuais, que tém demonstrado associagdes inversas entre
as taxas alimentares ou mVeis sangiiineos de vitaminas antioxidantes e risco de cancer. Apesar
de ser plausivel que as taxas de alimentos ricos em antioxidantes sejam um indicador protetor,
os beneficios podem ndo ser resultado das siias propriedades antioxidantes, mas de outros

componentes. Também ¢ possivel que as taxas de vitaminas antioxidantes dos alimentos ou
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suplementos estejam correlacionadas com outros comportamentos nao dietéticos desconhecidos

ou ndao medidos (HENNEKENS, 1994).

Na prevencdo das doencas relacionadas aos radicais livres, observou-se que a
mortalidade por cancer estd inversamente relacionada ao nivel de P-caroteno (DRAPER &
BETTGER, 1994; GEY, 1993), ou a- mais P-caroteno e em parte, também, com os niveis de
vitamina E, C e A (GEY, 1993). Moreno e colaboradores (1991) observaram que o P-caroteno
tem influéncia inibitoria na fase de iniciacdo do processo carcinogénico. Alimentos ou mais
precisamente como sucos de cenoura e espinafre, fontes classicas de P-caroteno e clorofila (e
vitamina C) reduziram moderadamente os danos genéticos induzidos por drogas quimioterapicas

(ABRAHAM et al., 1986).
1.6. Recomendacdes nutricionais

Estudos com humanos ndo tém demonstrado que a ingestdo de antioxidantes prolongam a
vida, mas had evidéncias da implicagio dos RL em muitas doengas do envelhecimento
(MORLEY, 1992), com possivel prevencdo das mesmas através da suplementagdo de

antioxidantes (WARD, 1994).

A reducdo da gordura total e saturada na dieta do homem, acompanhada de alimentos
vegetais, resulta em maiores quantidades de antioxidantes na dieta (SARKKINEN et al, 1993).
Alguns autores recomendam em dietas muito ricas em AGP, deve ser considerado o aumento de
antioxidantes, como a vitamina E (REAVEN & WITZTUM, 1996; HALLIWELL, 1996").
Porém, as recomendacdes de vitamina E atuais devem ser mantidas, se os AGP forem limitados

em 10% da energia total (DRAPER & BETTGER, 1994).

Dietas ricas em AGM apresentam vantagens substanciais, pois diminuem o colesterol ¢
LDL, sem baixar o HDL, e ao mesmo tempo diminuem a suscetibilidade da oxida¢do da LDL e,
possivelmente, de todas as células. A suplementagdo com AGP (n-3) (6leo de peixe), que
diminui os niveis de VLDL (lipoproteina de muito baixa densidade) e triglicerideos, pode ter
efeito unico sobre a trombose, pressdo sangiiinea ¢ inflamacdo. Além disso, o 6leo de peixe pode

reduzir a atividade pro-oxidante celular e, entdo, diminmr a oxidagdo da LDL in vivo. Portanto, a
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dieta contendo AGS pode ser substituida pelo uso de AGM com pequena quantidade de dleo de
peixe. Quantidade adequada de antioxidantes, na dieta contendo 6leo de peixe, possibilita a
prevencdo do aumento da peroxidacdo lipidica (REAVEN & WITZTUM, 1996). A
suplementagdo com vitamina E reduz a LDL, triglicerideos e axmienta HDL em sujeitos
normolipidémicos (PAOLISSO et al., 1995), enquanto que em sujeitos hipercolesterolémicos
ndo ha alteracdo do lipidio sérico, mas ha diminui¢cdo significativa dos produtos de peroxidagdo
lipidica (BIERENBAUM et al., 1992) e diminui a formagdo de placas, apesar de ndo mudar a
aparéncia histologica da lesdo aterosclerotica (PRASAD & KALRA, 1993). Além disso, uma
dieta rica em AGM, comparado com AGS e AGP, também aumenta a fluidez da HDL e sua
capacidade de efluxo de colesterol (BONNEFONT-ROUSSELOT et al., 1995). Porém, alguns
autores nao observam nenhuma diferenga entre a dieta rica em acido oléico e linoléico quanto ao
aumento da fluidez e, portanto, do efluxo de colesterol da HDL, apesar do acido oléico aumentar

a resisténcia 4 oxidagdo, como se constata através da dosagem de TBARS (SOLA et al., 1997).

Muitas avaliagdes nutricionais demonstram alta expectativa de vida e um baixo risco de
cancer ¢ doenga isquémica do coragdo em sujeitos que tém preferéncia por dietas especiais, tais
como ricas em vegetais (ndo necessariamente vegetariana restrita) e dieta do Mediteraneo.
Recomenda-se nutricionalmente a diminuig¢do da gordura total da dieta, principalmente a
gordura animal, mas com relativo aumento dos dleos vegetais ricos em acidos monoendico junto
ao aumento do consumo de thitas e vegetais verde-amarelo. Uma dieta 6tima pode teoricamente
reduzir a incidéncia de cancer em 30-60% (DOLL, 1992). Ward (1994) sugere que ndo ha
motivo para desencorajar as pessoas mais velhas que desejam ingerir vitamina E e C extra,
porém informa que uma dieta adequada, de frutas e vegetais, provém quantidades suficientes de
p-caroteno. Os niveis plasmaticos sdo os indicadores mais conclusivos do nivel de antioxidante
do que o calculo das taxas dietéticas, ja que os niveis in vivo sao influenciados pela
biodisponibilidade de antioxidantes (depende do fornecimento pela dieta, absor¢do intestinal,
secre¢do hepatica e regulacdes metabolicas) e do requerimento individual que pode ser
aumentado pelos nutrientes propensos a peroxidagdo, tal como os AGP, pelo estresse oxidativo,
pelo ambiente (incluindo fumantes) ou por fatores do estilo de vida, isto é, exercicio exaustivo e

a possibilidade do estresse relacionado as catecolaminas (GEY, 1993). Alguns autores
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(DIPLOCK, 1987; GEY et al.,, 1987) sugerem mudangas na recomendagdo nutricional (RDA-
Recommended Dietaiy Allowance): aproximadamente 1 mg de vitamina A (1 RDA), 60-250 mg
de vitamina C (1-4 vezes a RDA), no minimo 60-100 UI de vitamina E (4-6 vezes a RDA) e
aproximadamente 6-15 mg de P-caroteno, a fim de assegurar niveis de protecdo adequados ao
organismo humano. Porém, muitos estudos devem ser feitos com respeito a maior ingestdo
desses nutrientes, tanto com suplementacdo medicamentosa como alimentar, a fim de verificar

as suas interferéncias quanto a sua biodisponibilidade e de outros nutrientes no organismo vivo.
1.7. Objetivos
1.7.1. Objetivo geral

Avaliar o(s) tipo(s) de gordura(s) comestivel(is) que beneficia(m) contra o ataque dos

radicais livres, proporcionando uma diminui¢ao na taxa de doencas degenerativas.
1.7.2. Objetivos especificos
- Observar se tipos de gorduras na dieta causam diferentes graus de lipoperoxidagao.

- Verificar se diferentes tipos de gorduras na dieta modificam a sensibilidade do coragao

ao ataque das EAO, através da perfusdo com H202.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais

Foram utilizados 150 ratos machos Wistar recém desmamados (21 dias de idade),
pesando entre 40 a 50 gramas, adquiridos do biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude

da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
2.2. Ensaios biologicos e dietas

Metade dos animais recém desmamados foram submetidos a dieta com nivel de gordura
a 8g%, a outra metade a 15g%. Os ratos foram alimentados durante 42 dias, mantidos sob
condi¢des ambientais de temperatura de 20 = 2°C, controlada por condicionador de ar, em um
ciclo claro/escuro de 12/12 horas, controlado com temporizador Timer. Os ratos foram pesados

uma vez por semana, a racao ¢ a agua foram fornecidas ad libitim.
2.2.1. Dietas semipurificadas com 8g% de gordura

Foram testados 3 tipos de dietas semipurificadas com 8g% de gordura, cada dieta com

um tipo diferente de gordura comestivel comercial:
- Grupo Coco8% - dieta com gordura de coco a 8g%.
- Grupo Canolag% - dieta com 6leo de canola a 8g%.
- Grupo Milho8% - dieta com 6leo de milho a 8g%.

Os ingredientes das dietas com 8g% de gordura estdo listados na tabela V.
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Tabela V - Ingredientes das dietas semipurificadas com 8g% de gordura (g/Kg).

DIETAS Coco8% Canolag% Milho8%
INGREDIEMIES

proteina de soja 200,0 200,0 200,0
dl-metionina 5,0 5,0 5,0
amido de milho 537,0 537,0 537,0
sacarose 100,0 100,0 100,0
celulose 10,0 10,0 10,0
mistura de sais minerais 53,0 53,0 53,0
mistura de vitaminas P 15,0 15,0 15,0
gordura de coco 80,0 0,0 0,0
oleo de canola 0,0 80,0 0,0
oleo de milho 0,0 0,0 80,0

A'nAssociation Of Official Analytical Chemists (AOAC), 1984 - Tabela VII e VIII.

2.2.2. Dietas semipurilicadas com 15¢% de gordura

Foram testados 3 tipos de dietas semipurificadas com 15g%, cada dieta com um tipo

diferente de gordura comestivel comercial;

- Grupo Cocol5% - dieta com gordura de coco a 15g%.

- Grupo Canolal5% - dieta com o6leo de canola a 15g%.

- Grupo Milho 15% - dieta com 6leo de milho a 15g%.
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Os ingredientes das dietas com 15g% de gordura estdo listados na tabela VI.

Tabela VI - Ingredientes das dietas semipurificadas com 15g% de gordura (g/Kg).

DIETAS Coco 15% Canolal5% Milhol5%
INGREDIENTES

Proteina de soja 200,0 200,0 200,0
dl-metionina 5,0 5,0 5,0
Amido de milho 467,0 467,0 467,0
Sacarose 100,0 100,0 100,0
Celulose 10,0 10,0 10,0
Mistura de sais minerais 53,0 53,0 53,0
Mistura de vitaminas 15,0 15,0 15,0
Gordura de coco 150,0 0,0 0,0
oleo de canola 0,0 150,0 0,0
6leo de milho 0,0 0,0 150,0

3> 404C. 1984 - Tabelas VII e Vm.

Foi utilizada proteina de soja completando-a com metionina, j& que a soja apresenta
como limitante este aminoacido. A proteina de soja, com niveis adequados de metionina,
apresenta bons resultados de crescimento corporal, equivalentes as proteinas de alto valor
bioldgico, como a caseina (CHIJI et al., 1990; FORSYTHE III, 1986; REID & MICKELSEN,
1963).
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2.2.3. Mistura de minerais e vitaminas

A mistura de sais minerais e de vitaminas das dietas semipurificadas com 8g% ou 15g%

de gordura, foi elaborada segundo a AOAC, 1984 (Tabelas VII e VIII).

Tabela VII - Mistura de sais minerais (g/ Kg de mistura)

MISTURA DE SAIS MINERAIS g/ Kg de mistura
NaCl 139,300
Kl 0,790
KH2PO4 389,000
MgSo04 anidro 57,300
CaCOs 381,400
FeS04.7H20 27,000
MnSo04.H20 4,010
ZnS04-7H20 0,548
CUSO4.5H20 0,477
CoCI2.6H20 0,023

AOAC, 1984
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MISTURA DE VITAMINAS mg/ g de mistura
vitamina A 2000 UI
viatamina D 200 UI
vitamina E 10 UI
menadiona 0,500
colina 200,000
acido p-aminobenzdico 10,000
inositol 10,000
niacina 4,000
Pantotenato-D Ca 4,000
riboflavina 0,800
tiamina.HCl 0,500
piridoxina.HCI 0,500
acido folico 0,200
biotina 0,040
vitamina B12 0,003
glicose - q.s.p. 1000,000

AOAC, 1984
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2.2.4. Confeccao das dietas semipurificadas

As ragdes foram confeccionadas no Laboratério de Fisiologia Cardiovascular da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os ingredientes das ragdes estdo listados nas tabelas
V, VI, vo e vm. As ragdes foram -eclaboradas segundo a metodologia empregada pelo
Laboratério de Nutrigdo Experimental da Universidade Federal de Santa Catarina. Os
ingredientes foram misturados, exceto 100g de amido de milho por quilo de ragcdo. O amido de
milho foi suspenso em 100ml de agua por quilo de ragdo; adicionou-se este conteudo em 300ml
por quilo de ra¢do de 4gua fervente, continuando o aquecimento até¢ a formagdao de goma. Apds o
resfriamento da goma, esta foi adicionada aos outros ingredientes, misturados até a formagdo de
uma massa homogénea. Os pellets foram moldados a mao e secos em estufa regulada a 40°C (DI

PIETRO, 1992).

As racdes foram preparadas semanalmente, armazenadas em sacos plasticos e mantidas
em geladeira para minimizar o processo de oxida¢do lipidica, sendo as mesmas retiradas

somente quando oferecidas aos animais.

2.2.5. Especificacoes dos ingredientes das dietas semipurificadas

Os alimentos e as substancias quimicas ou nutrientes utilizados nas dietas
semipurificadas, com suas respectivas especificacdes (fornecedores, marcas,...) estdo

apresentados na tabela IX.
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Tabela IX - Ingredientes utilizados nas dietas semipurificadas e suas respectivas especificagoes.

INGREDIENIES ESPECffICACOES

proteina de soja Proteimax 90 HG

dl-metionina Delaware - referéncia 101.0009.01

amido de milho Maizena - Duryea

agucar Docula

celulose Marca Blanver, produto Microcel, tipo 3E-200, lote 2003/93.

minerais Produtos Roche - Quimicos ¢ Farmacéuticos S.A.

vitaminas Produtos Roche - Quimicos e Farmacéuticos S.A. - PREMIX
Vitaminico

gordura de coco BRASIL - refinadora de 6leos Brasil Ltda.

6leo de canola Olvebra Industrial S.A./ PURILEV

6leo de milho Mazola

2.2.6. Analise e composigao centesimal das dietas semipurificadas

A analise da composi¢do centesimal das ragdes foi feita no Laboratorio de Bromatologia

da Universidade Federal de Santa Catarina.

Para a determinacdo da composi¢do centesimal das dietas, utilizou-se os métodos da
AOAC, 1984: umidade - método 13.002; proteina (Nx6,25) - método 27.007; extrato etéreo -
método 27.006; fibra - método 28.008; cinzas - método 27.009. O conteudo de carboidrato foi
estimado através da somatodria dos resultados obtidos da umidade, proteina, extrato etéreo, fibra
e cinzas, subtraindo de 100, conhecido como fi-acdo “nifext” (nitrogen fi"ee extract). O valor

energético total (VET) foi calculado pela estimativa dos fatores de ATWATER (WELSCH,
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1995); proteina = 4 Kcal/ g; lipidio (extrato etéreo) = 9 Kcal/ g; carboidrato (fragdo nifext) = 4

Kcal/ g, o VET foi expresso em Kcal por 100 gramas de ragao.

Os resultados se encontram na tabela X e XI.

Tabela X - Composi¢do centesimal das dietas com 8g% de gordura.

Nutrientes Coco8% Canolag% Milho8%
Umidade (g%) 13,38 15,44 11,43
Proteina bruta (Nx6,25) (g%) 13,01 12,63 14,21
Extrato etéreo (g%) 6,37 5,67 6,72
Fragao nifext (g%) 62,74 62,29 63,05
Fibra bruta (g%) 0,67 0,35 0,46
Cinzas (g%) 3,83 3,62 4,13

Energia (Kcal) 360,33 350,71 369,52
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Tabela XI- Composi¢@o centesimal das dietas com 15g% de gordura.

Nutrientes Coco 15% Canolal 5% Milhol5%
Umidade (g%) 9,35 7,42 11,22
Proteina bruta (Nx6,25) (g%) 14,60 16,88 13,80
Extrato etéreo (g%) 13,03 14,93 12,69
Fragao nifext (g%) 59,56 55,79 57,48
Fibra bruta (g%) 0,61 0,68 0,68
Cinzas (g%) 2,85 4,30 4,13
Energia (Kcal) 413,91 425,05 399,33

2.3. Reagentes

Para as analises fisioldgicas e bioquimicas realizadas, foram utilizados os reagentes
apresentados na tabela XII, onde também estdo seus respectivos pesos moleculares e

fornecedores.
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Tabela XII - Reagentes utilizados com seus respectivos pesos moleculares e fornecedores.

REAGENTE PESO MOLECULAR FORNECEDOR
NaCl 58,45 Reagen
MgCl12.6H20 203,30 Reagen

KCl 74,50 Reagen
Na2S04 142,00 Reagen
NaH2P04.H20 138,00 Reagen
NaHCO03 84,00 Reagen
CaCl2.2H20 147,00 Reagen
Glicose 180,20 Reagen
H202 (solugdo a 30%) 34,00 Merk

Carbogénio (95% 02 /5%Co02)
C2 HCI302 (acido tricloroacético-TCA) 163,39

4,6-didroxi-pirimidina-2 tiol 144,10

(acido tiobarbitarico-TBA)
CH3(CH2) 2 CH2 OH (élcool n-butilico) 74,12
Na2HP04.7H20 268,07

Hidroperoxido de tert-butil (t-BOOH) 90,12

(solucdo a 70%)

NaOH 40,00

White Martins

Vetec

Sigma

Synth

Reagen

Sigma

Vetec
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CUS04.5H20 249,68 Merk

C4H406KNa.4H20 282,23 Merk

(Tartarato de sodio e potassio)

Reagente de Folin Fator 1
Albumina bovina Fracdao V,pH 7,0 Serva
Clorofoérmio Grau cromatografico ~ Merk
Metanol Grau cromatografico  Merk
Acido sulfiitico Grau cromatografico ~ Merk
Clorido de amonia Grau cromatografico  Merk
Hexano Grau cromatografico Merk

2.4. Solugdes
As varias solugdes utilizadas neste trabalho estdao descritas a seguir.
2.4.1. Tyrode

A solugdo de Tyrode, utilizada para perfusdo do coragdo isolado de rato, apresentava a
seguinte composi¢do, em mM: NaCl 120; MgCl2.6H20 1,8; KClI 5,4; Na2So4 1,8;
NaH2P04.H20 2; NaHCOs 27; CaCl2.2H20 1,25 e glicose 11,1.

Foram preparadas trés “solugdes-mae”’; uma contendo NaCl, MgCIl2 e KCI, denominada
“Cloretos”, outra contendo Na2So04; NaH2P04.H20 e NaHCOs, denominada “Sodios” e outra
contendo CaCl2, denominada “Calcio”. As solugdes-mde eram preparadas com uma
concentracdo 20 vezes maior, ou seja, a partir delas, podiam ser preparados 20 litros de Tyrode.

Para cada litro de solugdo-mae pesava-se as seguintes quantidades em gramas de reagentes;
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* Solugdo-mae “Cloretos”: NaCl 140,4, MgClz.6HjO 4,07; KCI 8,05.
* Solugdo-mae “Soédios”: Na2S04 5,11; NaH2P04.H20 5,52; NaHCOs 5,36.

* Solu¢do-mae “Calcio”: CaCl2.2H20 14,7.

Para preparar um litro de Tyrode era necessario misturar 50 mL de “Cloretos”, 50 mL de

“Sodios”, 12,5 mL de ‘Calcio, 2 gramas de glicose e completar com dgua destilada.

As “solugdes-mae” eram armazenadas a uma temperatura de 0 a +4°C e o Tyrode foi

preparado minutos antes de ser utilizado para a perfusdo do coragao.

O Tyrode foi aerado com carbogénio (95% de oxigénio e 5% de gas carbonico) por 10
minutos aproximadamente, para acidificar a solugdo, a fim de ajustar o pH em 7,4. O pH foi
medido com um instrumento digital (Digimed, modelo DMPH - 2). A solugdo foi aerada com

carbogénio, durante todo o experimento, para manté-la oxigenada.
2.4.2. Tyrode com H202

A solugdo Tyrode com H202 foi obtida acrescentando-se ao Tyrode a quantidade
necessaria de H202 (solugdo a 30%) para obter-se a concentragdo final de ImM. Foi escolhida a
concentracdo de ImM, pois esta produz praticamente os mesmos efeitos que antes s6 era obtido

com concentragdes de 128mM ou mais, quando perfundido a pressdo constante (BRUNETTO,

1995).

Para tanto, era adicionado um volume de 113|iL da solucdo de H202 a 30% para cada

litro de Tyrode.
2.4.3. Solugdes - Tampao
Foram utilizadas 2 solugdes “tampao”, cujas composicdes estdo descritas abaixo:

* Tampao KCl 1,15%: 11,5 gramas de KCl e 4gua destilada q.s.p. para IL.
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* Tampao 20 mM de [fosfato] e 140 mM de [KCI] - pH = 7,4: 19 mL de solugao A

+ 81 mL de solugdo B + 10,43 gramas de KCl + agua destilada q.s.p. para 1 L.

- solucdo A; [NaH2P04.H20] a 200mM.

- solucdo B: [Na2HP04.7H20] a 200mM.

2.4.4. Solucdes “estoque”

* Solucgao de acido tricloroacético (TCA) a 10%: 10 gramas de TCA + agua destilada

g.s.p. para 100 mL

* Solugao de acido tiobarbitirico (TBA) a 0,67%: 0,67 grama de TBA + agua destilada

g.s.p. para 100 mL.

* Solucio de hidroperdxido de te/t-butil (i-BOOH:) [i-BOOH] a 400 mM.

2.4.5. Solucdes para dosagem de proteinas

* Reativo A: NaHCOs a 2% em NaOH 0,1N.

* Reativo Bi: CUSO4.5H20 a 1%.

* Reativo B2: C4H406KNa.4H20 a 2%.

* Reativo C: 50 mL de Reativo A + 0,5 mL do Reativo Bi + 0,5 mL do Reativo B2.

* Reagente de Folin: diluido a 1/3 em agua destilada.

* Solucdo de albumina bovina: 1 mg de albumina por ml de agua destilada.

2.4.6. Solucdes para dosagem de AG

* Solucao de cloroformio-metanol 2:1 (v/v): 20 mL de cloroférmio + 10 mL de
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metanol (MeOH).
* Solucio de KCI 0,88%; 0,88 grama de KCI1 + H20 destilada q.s.p. para 100 mL.
* Solucido de NaOH 0,5N metanolico: 20 grama de NaOH + MeOH q.s.p. 1 L.
* Solucdo de MeOH-HiO 1:1 (v/v): 10 mL de MeOH +10 mL de H20.
* Solucdo de NaHCOa saturado: q.s.p. de NaHCOs que sature a H20.

* Mistura para esterificacdo: 16 gramas de cloreto de amoénia + 480 mL de MeOH + 24
mL de H2SO4 concentrado. Utiliza-se baldo de flmdo redondo de 1 L. Mistura-se o cloreto de
amoénia com MeOH no baldo. Acrescenta-se cuidadosamente 0 H2SO4 (gotejando) para evitar o
super aquecimento, colocando no banho de gelo. Utiliza-se pérolas de vidro dentro do baldo para
evitar o aumento da ebulicio. Apds acrescentar o H2SO4, tira-se o balao do gelo e coloca-se na
manta aquecida até que ocorra completa dissolucido do cloreto de amonia. Deve-se acoplar ao
baldo o condensador de refluxo com entrada e saida de H20O. Esta mistura é refluida por 15

minutos, usando-se agua no condensador.
2.5. Grupos experimentais

O trabalho compoe-se de 2 ensaios bioldogicos, cada qual com um nivel diferente de
gordura na dieta, mn a 8¢% e o outro a 15g%. Para cada ensaio biolégico foram testados 3 tipos

de gordura: coco, canola e milho.

Estabeleceram-se, com respeito ao tratamento, 3 grupos experimentais para cada nivel de

gordura na dieta:
*Dieta a 8g%: Coco8%, Canola8% e Milho8%.
*Dieta a 15g¢%: Cocol5%, Canolal5% e Milhol5%.

Os coragoes foram perfundidos com uma soluciio de Tyrode, no caso dos grupos sem
H202 e xuna solucio de Tyrode acrescido de H202 (concentracio fmal de 1 mM), no caso dos

grupos com H202.
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Estabeleceram-se, com respeito a perfusdo cardiaca, 6 grupos experimentais para cada

nivel de gordura na dieta;

*Dieta a 8g%: CocoSyos/HjOz, Coco8%c/H202, Canola8%s/H202, Canola8%:c/H202,
Milho8%s/H202 e Milho8%c/H202.

*Dieta a 15g%: Cocol5%s/H202, Cocol5%c/H202, Canolals%s/H202, Canolal5%c/H202,

Milhol5%s/H202 e Milho 15%c/H202-

Os grupos  Coco8%s/H202, Coco8%c/H202, Canolag8%s/H202,  Canolag8%c/H202,
Milho8%s/H202 e Milho8%c/H202 sdo referentes ao tratamento dietético com um nivel de 8g%

de gordura na dieta por imi periodo de 42 dias.

Os coragdes dos grupos sem H202 (Coco8%s/H202, Canola8%s/H202 ¢ Milho8%s/H202)

foram perfimdidos por 20 minutos com Tyrode.

Os coracdes dos grupos com H202 (Coco8%c/H202, Canolag%c/H202 e Milho8%c/H202)
foram perfimdidos por 10 minutos com Tyrode e, apds esse periodo, os coragdes recebiam uma

solugdo de Tyrode acrescido de H202 a 1 mM, por mais um periodo de 10 minutos.

Os coracdes dos grupos Coco8%s/H202 e Coco8%c/H202 sdo referentes aos animais
alimentados com gordura de coco a 8g%; Canolag%s/H202 e Canolag8%c/H202 com o6leo de

canola a 8g% e; Milho8%s/H202 e Milho8%c/H202 com 6leo de milho a 8g%.

Os grupos Cocol5%s /H202, Cocol5%c/H202, Canolal5%s/H202, Canolal5%c/H202,
Milhol5%s/H202 ¢ Milho 15%c/H202 sdo referentes ao tratamento dietético com um nivel de

15g% de gordura na dieta por um periodo de 42 dias.

Os coragdes dos grupos sem H202 (Cocols%s/H202, Canolal 5%s/H202 e

Milho 15%s/H202) foram perfimdidos por 20 minutos com Tyrode.

Os coragcdoes dos grupos com H202 (Cocol5%c/H202, Canolal 5 %c/H202 e

Milho 15%c/H202) foram perfundidos por 10 minutos com Tyrode e, apds esse periodo, os
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coragdes recebiam uma solucdo de Tyrode acrescido de H202 a 1 mM, por mais um periodo de

10 minutos.

Os coragdes dos grupos Cocol5%s/H202 e Cocol5%c/H202 sdo referentes aos animais
alimentados com gordura de coco a 15g%; Canolals%s/H202 e Canola 15%c/Ii202 com 6leo de

canola a 15g% e; Milho 15%s/H202 e Milho 15%c/H202 com 6leo de milho a 15g%.
2.6. Perfusio cardiaca
2.6.1. Aparelho de perfusiao

A perfusio do cora¢do isolado de rato foi feita utilizando-se o método de Langendorff

(LANGENDORFF, 1895).

O aparelho perfusor foi construido no laboratério de Fisiologia Cardiovascular da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. O esquema do aparelho perfusor (Figura VI) e a

descri¢do do processo de perfusido encontra-se a seguir.

Antes do inicio de uma série de experimentos, os dois reservatorios do aparelho perfusor
(Figura VI) foram preenchidos com uma solugdo perfusora em cada um deles, conforme o grupo
experimental (sem ou com H202) em andamento. As bolhas foram retiradas através dos tubos
laterais (BI ¢ B2 - Figura VI). Nos reservatorios, as solugdes perfusoras foram constantemente
aeradas com carbogénio (95% de O2 e 5% de CO2) (Figura VI). Apos, cada solugdo percorria
uma serpentina (SI e S2 - Figura VI), onde foi aquecida pela circulagdo de agua quente ao seu
redor, através de uma bomba com termometro digital (T - Figura VI), colocada proximo a canula

de perfusdo (CP - Figura VI) (BRUNETTO, 1995).
Todos os experimentos envolvendo perfusdo foram realizados a 31°C.

Cabe salientar que, embora os dois reservatorios (RI e R2 - Figura VI) estivessem
ocupados, a perfusdo foi feita com uma unica solugdo perfusora de cada vez. A solucdo
perfusora foi bombeada por uma bomba peristaltica (BP - Figura VI) regulada para manter o

volume de perfusdo constante em 10 ml/min (BRUNETTO, 1995).
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O—ZMMAODIP»O

RI e R2 iReservatorios;

Ble B2 ;Tubos laterais para a retirada de bolhas do circuito;
BP  :Bomba peristiltica (Haake FE Circulators);

C : Coracio;

cp : Canula de perfusio;

Ma :Manometro aneroide;
SI e S2 ".Serpentina;

T : Termdmetro digital;

TP ’ .Transdutor de pressao.

Figura VI - Esquema geral do aparelho de perfusao (LANGENDORFF, 1895).
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A perfusio das artérias corondrias através da aorta faz com que a solugio perfiisora saia
principalmente pelo seio venoso coronariano, situado no atrio direito, proximo a desembocadura
da veia cava inferior. Assim, a solucdo pode refluir pelas veias cavas ou passar para o ventriculo
direito e ser expulsa através da artéria pulmonar. Parte da solugdo pode sair pelas veias de
Tebésio, de ambos os ventriculos. O liquido proveniente das veias de Tebésio penetram no
ventriculo esquerdo. Para que este liquido ndo se acimiule € necessario a abertura de um orificio
no apice ventricular com vmi trocarte, antes da introducdo do balonete (pequeno baldo de
borracha). Todo o liquido expulso do coragdo, geralmente, escorre pelas paredes cardiacas
externas, umedecendo o mesmo. Os devidos cuidados foram tomados para que a canula de
perfusdo ndo ultrapassasse a valvula adrtica, evitando a penetracio da mesma no ventriculo
esquerdo. No aparelho de perfusdo empregado, quando a canula ultrapassava a valvula adrtica, a
pressdo observada no manOmetro anerdide (Ma - Figura VI), tomava-se pulsatil e os coracoes

eram desprezados (BRUNETTO, 1995).
2.6.2. Seqiiéncia experimental da perfusio cardiaca

Antes de iniciar a perfusio cardiaca, foi feito um registro de calibragdo a partir de um
manomero de mercurio, conectado ao transdutor de pressdo (TP - Figura VI). Apds este
procedimento, os ratos foram pesados e sacrificados com irnia “pancada na cabega”. O torax foi
aberto, o coragdo ¢ o figado foram removidos e imersos em solucdo de Tyrode (descrito no item
2.4.1.)) a temperatura ambiente. Imediatamente, a aorta era fixada a canula do aparelho de
perfusdo. Utilizava-se o Tyrode para todos os grupos experimentais nos 10 primeiros minutos de
perfusdo, chamado “periodo controle”. Logo apds o inicio da perfusio, era feita uma abertura no
atrio esquerdo, por onde se introduzia um trocarte passando pela valvula atrioventricular,
perfurando o 4pice do ventriculo esquerdo. Logo apds, um balonete vazio, era introduzido pelo
atrio, indo até o ventriculo esquerdo. Este balonete era ligado a um transdutor de pressao (TP -
Figura VI) por um tubo de polietileno preenchido totalmente com agua destilada. A pressdao no
balonete era ajustada proxima de 0 (zero) mmHg no final da didstole. Cabe salientar que quando
a pressdo no balonete ficava ligeiramente superior a 0 mmHg, sempre foi descontada para efeito
de calculo. Diirante o ajuste da pressdo no final da didstole, o balonete nao recebia mais do que

300 ~L de H20 destilada (BRUNETTO, 1995).
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Apbs os 10 minutos do “periodo controle”, os grupos eram submetidos a uma perfusdo de
mais 10 minutos, a qual denominou-se “periodo experimental”. No “periodo experimental”, os
coragdes dos grupos sem H202 continuavam sendo perfundidos com Tyrode (descritos no item
2.4.1.), enquanto os coragdes dos grupos com H202 o Tyrode era trocado rapidamente pela

solucdo de Tyrode com H202 (descrito no item 2.4.2.).

Durante o experimento, a atividade mecanica do coragdo era registrada em um poligrafo

(Physiograph, Narco Biosystems, Houston, Texas) (Figura VI).

Ao final da perfusio (totalizando 20 minutos), os cora¢des eram retirados do aparelho

perfusor, limpos, secos em papel filtro, pesados e congelados em nitrogénio liquido.

O figado era lavado com Tyrode (descrito no item 2.4.1.) 5 vezes, era seco em papel

filtro, pesado e congelado em nitrogénio liquido.
2.6.3. Fenomenos contrateis estudados

Antes de cada registro era feita a calibragdo. Os parametros referentes a atividade

contratil do ventriculo esquerdo estudados neste trabalho foram os seguintes:
2.6.3.1. Contratura ventricular esquerda

Para calcular a contratura ventricular esquerda ¢ necessario conhecer o que significa a

pressao sistolica (PS) e pressdo diastolica (PD).

A PS ¢ a pressdo maxima alcangada na sistole. Neste trabalho, foi medida a partir do
registro em papel, utilizando-se um paquimetro. A PS do periodo controle (PS controle) foi
medida ao final do nono minuto e serviu de base para diversos calculos, que serdo descritos mais
a frente. A PS do periodo experimental (PS experimental) foi medida ao final de cada dois

minutos do periodo experimental (BRUNETTO, 1995).

A PD ¢ a pressdo registrada ao final da diastole e corresponde ao ponto de maior
relaxamento do ventriculo esquerdo. A PD do periodo controle (PD controle) foi considerada a

linha de base, numericamente igual a zero. Isto foi feito porque em alguns casos, durante o
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enchimento do balonete, a PD do periodo controle ficava um pouco superior a zero (nunca maior
que 5 mmHg em relagdo a calibracdo). A PD do periodo experimental (PD experimental) foi
medida ao final de cada dois minutos do periodo experimental, sempre a partir da linha de base

(BRUNETTO, 1995).

A contratura ventricular esquerda ¢ o aumento da PD do ventriculo esquerdo no periodo

experimental em relagdo ao periodo controle, ou seja, a falta de relaxamento do ventriculo

esquerdo (BRUNETTO, 1995).

Para o céalculo da contratura ventricular esquerda, foi considerada a PD controle
(numericamente igual a zero). A partir desta linha de base (PD controle) foi medida a varia¢do
da PD a cada dois minutos do experimento. Esta medida da variacio foi expressa

percentualmente em relagdo a PS do periodo controle (BRUNETTO, 1995).
Contratura (%) = (PD experimental/ PS controle) X 100
2.6.3.2. Freqiiéncia cardiaca (FC)

A freqiiéncia cardiaca (FC) dos coragdes perfundidos neste trabalho originou-se da
atividade intrinseca do marcapasso cardiaco. A FC propriamente dita, foi obtida a partir da
contagem das sistoles a cada dois minutos do periodo experimental (FC experimental). No
periodo controle a FC foi contada entre 9 e 10 minutos de perfusdo (FC controle) (BRUNETTO,
1995).

FC (%) = (FC experimental/ FC controle) X100
2.6.3.3. Diferenca de pressao do ventriculo esquerdo (AP)

A diferenca de pressdo do ventriculo esquerdo (AP) indica sua capacidade de gerar
pressdo, sobre o balonete, a cada batimento cardiaco. Os célculos da AP foram realizados a cada

dois minutos do experimento. A AP foi calculada a partir da diferenga entre a pressdo sistolica e

diastolica do ventriculo esquerdo (BRUNETTO, 1995).

AP (%) = (%PS - %PD)
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2.7. Métodos bioquimicos

Foram realizados quatro tipos de analises bioquimicas; o perfil de AG, medidas de LPO
(TBARS e quimiluminescéncia - QL) e proteina (Prot.). Para a analise do TBARS, QL e Prot. foi

preparado o que se chamou de homogeneizado.
2.7.1. Preparo do homogeneizado

Os coragdes que foram submetidos a perfusdo cardiaca e os figados que foram lavados
em Tyrode até 5 vezes, congelados em nitrogénio liquido, eram descongelados até 24 horas apos.
Em seguida, os tecidos eram picados com uma tesoura ¢ homogeneizados (Potter-Elvehjem)
numa solugdo de KCI 1,15% (descritos no item 2.4.3.), numa propor¢ao de 1 ; 5 (gramas ;
mililitro) e 1 ; 9 (gramas ; mililitro) para coragdo ¢ figado respectivamente, durante 30 segundos.
Durante todos os procedimentos, os tecidos foram mantidos entre 0-4°C. Estes homogeneizados
eram centrifugados a temperatura de 0 a +4°C (centrifiiga refrigerada - Sorvall RC 5B - Rotor
SM 24) por 10 minutos a 1000g (LLESLIY et al., 1985). O precipitado era desprezado e o
sobrenadante utilizado para as medidas de LPO e proteina. Os homogeneizados reservados para
medir a concentragdo proteica, eram armazenados a -78°C por no maximo 30 dias. A medida de

LPO era efetuada no mesmo dia da elaboragdo dos homogeneizados.
2.7.2. Acidos graxos (AG)

Os AG foram medidos no Laboratorio de Lipides do Departamento de Alimentos e

Nutricdo Experimental, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo.

A andlise dos AG baseou-se em duas etapas; a obtencdo da fracdo lipides (FOLCH et al.,
1957) e dos ésteres metilicos de AG (HARTMAN & LAGO, 1973).

A primeira etapa da andlise, isolamento e purificacdo dos lipides totais, procedeu-se
através da homogeneizagdo de 1 grama de amostra triturada com cloroféormio e metanol (2;1 v/v)
por 5 minutos. Ap6s homogenciza¢dao, foi feita a filtragdo sob vacuo em fimil de Buchner
acoplado a imi frasco de Kitassato. O residuo retido no filtro foi re-homogeneizado com

cloroférmio ¢ metanol (2;1 v/v) durante 1 minuto.
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O filtrado foi recolhido em proveta com tampa esmerilhada, medido o volume e
adicionado #o volume do filtrado de solu¢do aquosa de KCI 0,88%. Foi realizada agitagdo
manual e deixou-se em repouso por alguns minutos até a formacgdo de duas fases, desprezando-se
por aspiragdo a fase superior com auxilio de uma pipeta Pasteur. Adicionou-se a fase inferior
imia mistura de metanol e H20 (1:1 v/v) e foi feita agitacdo manual novamente. Formaram-se
novamente, duas fases e a fase superior foi desprezada por aspiracdo. O restante foi novamente
filtrado com sulfato de sodio anidro, para a purificagdo completa da amostra. O filtrado foi
evaporado em rota-evaporador na temperatura de 40°C. A fracdo lipidica foi ressuspensa em 5
ml de cloroférmio, transferida para vidro ambar sob atmosfera de nitrogénio e armazenada a -

20°C, até¢ a fase de preparagdo dos ésteres metilicos de AG para a andlise cromatografica

(FOLCH et al., 1957).

A preparagdo dos ésteres metilicos para a andlise em cromatografia gasosa foi feita
tomando-se uma aliquota de solugdo lipidica de 2 ml, a qual foi transferida para um tubo com
tampa esmerilhada, e o solvente evaporado a vacuo a temperatura de 35-37°C. Adicionou-se 2
ml de uma solugdo de NaOH 0,5N metandlico e a mistura aquecida em banho-maria fervente por
5 minutos. Apds este processo, adicionou-se 6 ml de uma mistura para esterificacdo (descrito no
item 2.4.6.), sendo novamente aquecida por mais 3 minutos em banho-maria fervente. Deixou-se
esfiiar e adicionou-se 5 ml de 4gua fna, agitando no agitador de tubos por 1 minuto. Os ésteres
metilicos foram extraidos com 3 porgdes sucessivas de 2 ml de hexano, transferindo a fase
organica (superior) para outro tubo com auxilio de uma pipeta Pasteur. A essa fase organica foi
adicionada 5 ml de solugdo de NaHCOs saturada, agitou-se por 1 minuto, transferindo a fase
organica para outro tubo, para posterior evaporacdo do solvente no rota-evaporador com banho-
maria a uma temperatura de aproximadamente de 40°C. Os ésteres metilicos obtidos foram
ressuspensos em 1 ml de hexano. Essa solu¢do foi injetada no cromatdgrafo (HARTMAN &

LAGO, 1973).

A composi¢ao dos AG foi analisada por cromatografia gas liquido (CGL), nas seguintes
condi¢des de andlise: cromatdgrafo a gas modelo CG-500, equipado com detector de ionizacdo
de chama, coluna capilar de silica fundida, contendo polietileno ghcol (Carbowax 20 m), 30 m

de comprimento, 0,25mm de didmetro interno e integrador processador CG 300. As condigdes
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cromatograficas foram as seguintes: temperatura da coluna isotérmica a 230°C, temperatura do
vaporizador de 240°C e temperatura do detector de 250°C, géas de arraste, hidrogénio com fluxo
de 1 ml/minuto. A identificacdo dos AG das amostras foi feita pela comparacdo dos tempos de
retengdo de ésteres metilicos dos AG das amostras e de padrdes conhecidos (Sigma), € os niveis

de AG foram calculados como percentual do total de AG.

O indice de insaturacdo ¢ resultado da soma dos valores obtidos através da multiplicacdo
do numero de duplas ligagdes pelo percentual da composicdo de cada AG individual

(JAESCHKE et al., 1987).
2.7.3. Teste do TBARS

A técnica do TBARS consiste em aquecer o material biologico a ser testado na presenca
do acido tiobarbiturico (TBA), sob condicdes acidas, e medir a formagdo de um produto de cor

rosa, espectrofotometricamente (BUEGE & AUST, 1978).

Para obtencdo do TBARS no homogeneizado, colocou-se 0,5 ml deste homogeneizado
em 1,5 ml de TCA a 10% (descrito no item 2.4.4.); 1,0 ml de TBA a 0,67% (descrito no item
24.4) e 0,5 ml de agua destilada. Agitava-se por 10 segundos cada tubo e, em seguida, todos
foram incubados a 100°C por 15 minutos (banho-maria). Apds a fervura, os tubos foram
resinados em gelo e cada um recebeu 3 ml de alcool n-butilico. Os tubos foram agitados
fortemente por 40 segundos e logo apds centrifugados por 10 minutos a 2500 rpm, a temperatura
ambiente. O precipitado foi desprezado e o sobrenadante colocado na cubeta do
espectrofotometro para a leitura em 535 nm. Esse procedimento ¢ normalmente denominado

leitura na fase butandlica.

A concentragdo de TBA-RS nos homogeneizados foi expressa em nmol por mg de

proteina, utilizando um coeficiente de extingdo = 156 mM"*cm'\
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2.7.4. Quimiluminescéncia iniciada por hidroperoéxido de tért-butil (QL- i-BOOH)

O método consiste em adicionar nm hidroperoxido orgénico de origem sintética, o -
BOOH ao homogeneizado do tecido em estudo. Avalia-se a capacidade de resposta, mediante a

determinagdo da QL produzida pela amostra (LLESLHf et al., 1990).

A QL foi medida em um contador beta (LKB Rack Beta Liquid Scintillation
Spectrometer-1215; LKB Produkter AB, Bromma, Sweden) com circuito de coincidéncia
desconectado e utilizando o canal de trltio. Os homogeneizados de tecido foram colocados em
viais de vidro de 25 mm de didmetro por 50 mm de altura. Para evitar a fosforescéncia dos viais,
ativada pela iluminacdo do ambiente, eram conservados no escuro at¢é o momento de seu uso. As

determinagdes também eram realizadas em sala escura.

O protocolo experimental usado para QL foi o seguinte: colocava-se 3,5 mL de tampao
20 mM de [fosfato], 140 mM de [KCI], pH = 7,4 (descrito no item 2.4.3.) acrescido de 500 "L
de homogeneizado (concentracdo fmal de proteina minima de 1 mg/mL). Adicionou-se 30fiL de
solucdo de i-BOOH (descrito no item 2.4.4.), obtendo uma concentragdo final de i-BOOH no
vial de 3mM. Os resultados foram expressos em contas por segundo (cps) por miligrama de

proteina (mg/prot.) (BOVERIS et al., 1985; GONZALEZ-FLECHA et al., 1991).
2.7.5. Dosagem de proteinas

A concentragdo de proteinas nos homogeneizados de figado e coragdo foi determinada

através do método de Lowry et al. (1951).

O padrao utilizado foi uma solucdo de albumina bovina na concentracdo de 1 mg/mL
(descrito no item 2.4.5.), utilizaram-se volumes de 50, 100 ¢ 150 j*L a fim de obter um fator de

corregao.

As dosagens foram realizadas em duplicata. Colocava-se uma aliquota de 20 juL do
homogeneizado em 0,8 mL de agua destilada, acrescidos de 2 mL do reativo C (descrito no item

2.4.5.) preparado “a fresco”. Aguardava-se 10 minutos e, apds este periodo, colocava-se 0,2 mL
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do reagente de Folin a 1/3 (descrito no item 2.4.5.). Apdés 30 minutos, desenvolvia-se cor azul,

quantificada espectrofotometricamente a 625 nm.

Os dados das amostras eram multiplicados pelo fator de correcdo, obtendo-se a

quantidade de proteina por volume de homogeneizado (mg prot./ml)
2.8. Apresentacio dos dados

Os dados mostrados no item “Resultados” estdo dispostos em tabelas e figuras numeradas
com algarismos arabicos. As figuras apresentadas nos outros itens recebem numeragdo com
algarismos romanos. No item “Resultados”, para cada parametro estudado, ha figuras e/ou
tabelas com a mesma numeragdo arabica. Quando hd mais de uma figura e/ou tabela para um

determinado parametro, recebem letras (8A, 8B, 18A, 18B, etc.).
2.9. Analise estatistica

Os resultados estdo expressos pela média aritmética ou média aritmética + erro padrdo da

média (EPM), quer sejam valores absolutos ou diferencas percentuais.

Em relacdo ao pesb corporal, peso dos Orgdos, andlises bioquimicas do figado e andlises
de AG do coragdo, a comparacdo entre os trés grupos experimentais (coco, canola e milho), nos
niveis de 8g% e 15g%, foi feita através da andlise de variancia (ANOVA) e do teste de Student-
Newman-Keuls para dados ndo pareados. As diferencas significativas foram representadas
através de letras; valores com letras diferentes apresentam diferengas estatisticas significativas.
Os dados foram considerados significativamente diferentes a partir de p < 0,05. O programa

computacional utilizado para esta analise estatistica foi o “Primer of Biostatistics”.

A andlise estatistica dos coragdes de ratos que foram submetidos também as trés dietas
experimentais (coco, canola ¢ milho) e posteriormente perfimdidos com ou sem H202, foi feita
através da Analise de Variancia a dois critérios (ANOVA 2) e Teste de Diferenca Honestamente
Significativa (DHS) ou Teste de Diferenca Minima Significativa (DMS) de Tukey para n de

tamanhos diferentes. Os dados foram considerados significativamente diferentes a partir de p <
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0,05. As barras verticais nas tabelas e as horizontais nas figuras indicam equivaléncia estatistica.

O programa computacional utilizado para esta analise estatistica foi o “Statistic 6.0” .

Os graficos mostrados nas figuras foram feitos com o auxilio do programa Microsoft

Excel 97.



3. RESULTADOS

Os resultados sdo apresentados em duas partes. Na primeira parte estdo os resultados
referentes aos grupos alimentados com dieta a 8g% de gordura (3.1) e, na segimda, os grupos
alimentados com dieta a 15g% de gordura (3.2). A apresentagdo de ambas as partes obedecem a

seguinte ordem:

1) Valores do peso corporal, peso do figado, peso do coragdo e niveis de acidos graxos (AG) do

figado e do coragdo (3.1.1 ¢ 3.2.1);

2) Valores de lipoperoxidagdo (LPO) (medida através do teste de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS) e quimiluminescéncia iniciada por hidroperdxido de fort-butil (QL- -

BOOH) do figado (3.1.2 ¢ 3.2.2);

3) Medidas de contratura ¢ LPO (medida através do teste de TBARS e QL iniciada por i-BOOH)

de coragdes perfiindidos sem e com H202 (3.1.3 e 3.2.3);

4) Dados relativos a freqiiéncia cardiaca (FC) de coragdes perfundidos sem e com H202 (3.1.4 ¢

3.2.4);

5) Dados relativos a diferenga de pressdo do ventriculo esquerdo (AP) de coragdes perfundidos

sem ¢ com H202 (3.1.5 ¢ 3.2.5);

3.1. Valores dos parametros estudados apdés tratamento com dietas a 8g% de

gordura.

3.1.1. Efeito das dietas com gordura de coco, 6leo de canola e 6leo de milho a 8g%, no

peso corporal, peso do figado, peso do coragdo e no perfil de AG do figado e coragao.
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No trigésimo quinto dia e no quadragésimo segundo do ensaio bioldgico, o grupo
alimentado com gordura de coco apresentou menor peso corporal do que os grupos alimentados
com Oleos de canola e milho. O ganho de peso corporal foi significativamente menor no grupo
alimentado com gordura de coco, quando comparado aos grupos canola e milho. Os grupos
alimentados com o6leos de canola e milho apresentaram igualdade estatistica quanto ao peso

corporal final e ganho de peso corporal (Figura 1, Tabela 1A).
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Figura 1 - Curva de peso corporal de ratos alimentados com dietas a 8g% de gordura durante 42
dias de experimento. Os valores estdo expressos com média. Grupo Coco8%; n= 25; grupo

Canola8%: n= 25; grupo Milho8%; n=25.
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Tabela IA - Peso corporal de ratos alimentados com dietas a 8g% de gordura durante 42 dias.

Grupos experimentais

Grupos experimentais Coco8% Canolas% Milho8%
(n=25) (n=25) (n-25)
Peso inicial 47,56 + 0,86 50,56 + 1,07 49,15 + 1,63
7~ dia 80,82 + 1,28 86,06 + 1,52 82,84 + 1,98«
14° dia 117,54 £ 1,54« 123,20 + 2,59¢ 116,57 +1,59¢
21"dia 154,80 +2,52% 162,56 + 2,90 156,46 + 2,30«
28" dia 194,09 + 2,62 202,94 + 3,52¢ 199,34 £3,03“
35° dia 217,85 £3,63“ 241,11 £3,92*’ 229,56 + 3,85'
42" dia 245,57 +3,59¢ 266,51 £4,23% 259,39 +4,48”
Ganho de peso(42 dias) 198,01 + 3,22% 215,95 +4,03” 210,24 £4,40”

7b’ . . ~ . . . .
SEm linha, valores com letras diferentes sio significativamente diferentes (P<0,05 - ANOVA/ Teste de Student-
Newman-Keuls). Os valores estiio expressos como média + E.P.M..

O peso do figado e a relagdo entre o peso do figado com o peso corporal foi
significativamente maior no grupo alimentado com o6leo de canola, quando comparado aos
grupos coco ¢ milho. Os grupos alimentados com gordura de coco ¢ o6leo de milho nao
apresentaram diferencas significativas quanto ao peso do figado e relagdo entre o peso do figado

com o peso corporal. As dietas ndo alteraram o peso do coragdo (Tabela IB).

Tabela IB - Peso dos figados e coracdes de ratos alimentados com dietas a 8g% de gordura

durante 42 dias.

Grupos experimentais

Peso dos érgaos Coco8% Canolag% Milhos%

Figado 9,90 + 0,20(n=19)* 11,53+0,28(n=15)*’ 10,21 + 0,26(n=18)*

Figado/peso corporal(x looo) 40,42 £ 0,55(n=19)“ 42,78 £ 0,58 (n=15)" 39,17 £3,51(n=1S)*

Coragiio 1,25 +0,04n=20)“ 1,36 £0,04(n=20)“ 1,25 +0,03(n=19)

Coragio/peso corporal(xlooo) 5,15+ 0,19(n=20)“ 5,04+ 0,17(n=20)“ 4,85+ 0,13(n=19)“

“**Em linha, valores com letras diferentes siao significativamente diferentes (?<0,05 - ANOVA/ Teste de Student-
Newman-Keuls). Os valores estio expressos como média + E.P.M..
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O grupo Coco8% apresentou um significativo aumento nos niveis de AG laurico (C]2;0),
miristico (Ci4:0) e palmitico (Cjeo) hepatico, quando comparado aos grupos Canolag% e
Milho8%. Os grupos Canolag% e Milho8% ndo apresentaram diferengas significativas com
relagdo aos AGS acima citados, com excecdo do AG palmitico (Cie.0) em que o grupo Canolag%
foi significativamente menor do que os grupos Coco8% e Milho8%. O nivel de heptadecanodico
(C]7:0) foi significativamente menor no grupo coco; os grupos canola e milho apresentaram
semelhancas estatisticas entre si. A concentragdo do AG pentadecanoico (C15 0) no figado nao
apresentou diferencas significativas entre os trés grupos experimentais. O grupo alimentado com
6leo de canola a 8g% apresentou uma significativa diminuicdo do AG estearico (Cig:o) hepatico,
quando comparado aos grupos alimentados com gordura de coco e 6leo de milho a 8g%; estes,

por sua vez, ndo apresentaram diferencas significativas (Tabela 2).

A concentracdo de AG palmitoléico (Ciga) no figado foi significativamente maior no
grupo Coco8% do que nos grupos Canolag% e Milho8%. Os trés grupos experimentais
apresentaram diferencgas significativas quanto ao AG oléico (Cig-i), sendo que o grupo Canolag%
apresentou o maior nivel e o grupo Milho8%, o menor. Os grupos experimentais nao
apresentaram diferencgas significativas com relagdo ao AG eicosanoico (C201) ng figado (Tabela

2).

Os trés grupos experimentais foram significativamente diferentes, em relacdo aos AGs
linoléico (C18:2) e linolénico (C18 3), apresentando o grupo Milho8% os maiores niveis € 0 grupo
coco, os menores. O grupo alimentado com o6leo de milho apresentou o maior nivel de AG
araquidonico (C20.4), e os grupos alimentados com gordura de coco e 6leo de canola nao
apresentaram diferencas significativas. O grupo Canolag% apresentou um significativo aumento
dos AG eicosapentaendico (C20:5), docosapentaenodico (022:5), € docosahexaendico (C22:6) no
figado quando comparado aos grupos Coco8% e Milho8%,; estes, por sua vez, ndo apresentaram

diferencgas significativas (Tabela 2).

O grupo alimentado com gordura de coco apresentou um significativo aumento de acidos
graxos saturados (AGS) no figado e o grupo canola apresentou um nivel de AGS

significativamente menor, quando comparado aos outros grupos. O nivel de dacidos graxos
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monoinsaturados (AGM) no figado foi significativamente diferente nos trés grupos
experimentais, sendo que o grupo alimentado com o6leo de canola obteve o maior nivel e o grupo
milho, o menor. O perfil de acidos graxos polinsaturados (AGP) no tecido hepatico foi
significativamente maior no grupo alimentado com oleo de milho, quando comparado aos
grupos coco e canola. O grupo coco apresentou um nivel de AGP significativamente menor no
figado do que o grupo canola ¢ milho (Tabela 2, Figura 2). O indice de insaturacdo dos AG do
figado foi menor nos ratos alimentados com gordura de coco (126,12) do que nos alimentados

com 6leos de canola (167,62) e milho (164,17) (Tabela 2).
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Figura 2 - Composicdo dos AG em figados de ratos alimentados com dietas a 8g% de gordura
durante 42 dias. Os valores estdo expressos como média + E.P.M.. Grupo Coco8%: n= 5; grupo
Canolag%; n= 5; grupo Milho8%: n= 5; ni: ndo identificado. OBS: Letras diferentes sao

significativamente diferentes.
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Tabela 2 - Medidas das concentragdes (%) de AG em figados de ratos alimentados com dietas a

8g% de gordura durante 42 dias.

Grupos experimentais

%AG Coco8% Canola8% Milho8%
(n=5) (n=5) (n=5)

Ci2:00 (laurico) 0,41 + 0,04« 0,14 + 0,08~ 0,00 + 0,00
C 14:00 (miristico) 1,82+ 0,1 r 0,29 =+0,10” 0,39 + 0,05”
ClI 5:00 (pentadecandico) 0,02 + 0,02 0,05 + 0,06 0,00 + 0,00«
C 16.00 (palmitico) 21,50 +0,51¢ 17,38 + 0,427 19,59 + 0,64"
Ci7:00 (heptadecanoico) 0,05 + 0,04 0,43 + 0,02” 0,35 + 0,03”
Ci8:00 (estearico) 19.34 + 0,32¢ 15,20 +0,60” 19,40 = 1,31«
Ci6:1 (palmitoléico) 3,48 + 0,09« 1,48 +0,23” 1,39 +0,13”
Ci8:i (oléico) 18.35 +0,42¢ 22,45 + 0,627 11,98 £ 0,1 r
Cio:! (eicosanoico) 0,00 = 0,00 0,18 £0,10" 0,00 = 0,00
Ci8:2 (linoléico) 7,96 =+0,19% 12,37 40,577 15,05 +0,20'
Ci8:3 (linolénico) 0,00 = 0,00 0,37 £ 0,03 0,44 +0,02'
C20 4 (araquidonico) 18,88 +0,53¢ 19,76 0,81« 26,14 +0,60”
C20 5 (eicosapentaenoico) 0,00 = 0,00 0,58 = 0,06” 0,00 + 0,00
C225 (docosapentaendico) 0,00 = 0,00 0,62 +0,02” 0,00 £ 0,00
C22 6 (docosahexaenoico) 2,14 0,54 5,44 + 0,377 2,47 + 0,07«
Ni 6,04 + 0,58« 3,28 +0,25” 2,81 +0,50”
AGS 43,13 £ 0,79¢ 33,48 +0,21” 39,72 +£1,23'
AGM 21,84 + 0,46 24,11 +0,84” 13,37 +0,20'
AGP 28,99 + 0,60% 39,13 +0,56” 44,10 +0,75'
indice de insaturacdo 126,12 167,62 164,17

«“»>'Em linha, valores com letras diferentes sio significativamente diferentes (P<0,05 - ANOVA/ Teste de Student-
Newman-Keuls). Os valores estio expressos como média + E.P.M.. ni: ndo identificado.
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Ao verificarmos as concentragdes de AG em coracdo, percebemos que os AG laurico
(Ci2:00). miristico (Cheo), pentadecandico (C1500), palmitico (Ci6:00) e heptadecandico (Ci7;00)
ndo apresentaram diferencas significativas entre os trés grupos experimentais. Em relagdo ao AG
estearico (Cig.00), os trés grupos experimentais apresentaram diferencas significativas, tendo o

maior nivel o grupo Milho8% e 0 menor, o grupo CanolaS% (Tabela 3).

O grupo Coco8% apresentou uma maior concentracdo de AG palmitoléico (Ci6:i),
quando comparado aos outros dois grupos, diferenga esta estatisticamente significativa; contudo,
os grupos canola ¢ milho ndo apresentaram diferengas significativas em relacdo ao AG citado
acima. Os trés grupos experimentais ndo apresentaram diferengas significativas em relagdo aos

AGM oléico (Ci8:i) e eicosandico (C201) (Tabela 3).

Os trés grupos experimentais nao apresentaram diferencas significativas em relacdo a
concentracdo dos AGP linoléico (C182), araquidonico (€20:4) e eicosapentaenodico (C205). O
grupo Canolag% apresentou significativamente maior nivel de AG linolénico (Cig ), quando
comparado aos grupos Milho8% e Coco8%. O grupo Canolag8% também apresentou uma maior
concentracdo de AG docosahexaenodico (€22:6), porém o grupo canola apresentou diferencas
significativas apenas com 0 grupo Milho8%. Em relagdo ao AG docosapentaendico (022:5), o
grupo canola obteve xmi nivel signicativamente menor quando comparado aos outros dois grupos

experimentais (Tabela 3).

A composicao dos AG em coragdes de ratos apresentaram diferencas significativas entre
os grupos experimentais com relagdo apenas aos AGS. O grupo alimentado com 6leo de canola
apresentou uma significativa diminuicdo dos AGS no coragdo, quando comparado ao grupo
alimentado com o6leo de milho. O grupo alimentado com gordura de coco apresentou
semelhanca estatistica com o grupo canola e milho, em relagdo aos niveis de AGS do coracao
(Figura 3, Tabela 3). O indice de insaturagcdo dos acidos graxos do tecido cardiaco foi menor nos
ratos alimentados com 6leo de milho (152,77); em segundo com gordura de coco (164,75) e, em

terceiro, os alimentados com 6leo de canola (170,83) (Tabela 3).
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Figura 3 - Composi¢ao dos AG em coragdes de ratos alimentados com dietas a 8g% de gordura
durante 42 dias. Os valores estdo expressos como média = E.P.M.. Grupo Coco8%: n= 5; grupo
Canola8%; n= 5; grupo Milho8%: n= 5; ni; ndo identificado. OBS: Letras diferentes sdo

significativamente diferentes.
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Tabela 3 - Medidas das concentracdes (%) de AG em coracdes de ratos alimentados com dietas a

8g% de gordura durante 42 dias.

Grupos experimentais

%AG Coco8% Canola8% Milho8%
(n=5) (n=5) (n=5)

Ci2:00 (1aurico) 0,91 + 0,33 0,57 + 0,25¢ 0,07 + 0,04
Ci4.00 (miristico) 1,16 £0,29¢ 0,38 +0,05¢ 0,51 +£0,21¢
C 15:00 (pentadecandico) 1,12 +0,08¢ 1,40 +0,23¢ 1,69 +0,20¢
Cis:00 (palmitico) 13,57 £0,53¢ 10,86 + 0,78 14,28 £ 1,61¢
Cl1 7:00 (heptadecanoico) 0,40 + 0,03« 1,02 +0,39« 0,12 +0,13¢
Cis:00 (estearico) 17,23 +0,62¢ 14,21 £1,19” 20,20 +0,97*
Ci6:i (palmitoléico) 1,48 +0,25% 0,69 +0,20” 0,58 +0,26”
Ci8:i (oléico) 18,41 + 1,34 21,27 + 4,16% 13,98 +1,56%
Cio i (eicosanoéico) 0,00 + 0,00« 0,05 + 0,05« 0,00 + 0,00«
Cis:2 (linoléico) 19,27 +0,34¢ 23,04 £3,22¢ 23,56 + 1,54
Cis:3 (linolénico) 0,08 + 0,08« 0,36 + 0,04” 0,04 £ 0,04
C20.4 (araquidonico) 18,19 + 1,32« 15,43 +1,69¢ 16,74 + 0,85
C205 (eicosapentaendico) 0,00 = 0,00¢ 0,00 +0,00¢ 0,00 +0,00¢
C225 (docosapentaendico) 2,32 +£0,22¢ 0,92 +0,17” 2,93 + 0,35«
C22.6 (docosahexaendico) 3,62 £ 1,25¢"* 5,89 +0,76” 1,56 £0,15¢
ni 2,26 0,21 3,92 + 0,55 3,73 +£0,92¢«
AGS 34,38 +0,87¢”° 28,44 £2,37« 36,88 +2,43”
AGM 19,89 +1,55% 22,01 +4,32¢ 14,56 1,70
AGP 43,47 £2,41% 45,63 + 2,58% 44,83 + 2,47«
indice de insaturacdo 164,75 170,83 152,77

b, . - o . '
#>°Em linha, valores com letras diferentes sdo significativamente diferentes (P<0,05 - ANOVA/ Teste de Student-
Newman-Keuls). Os valores estdo expressos como média = E.P.M.. ni: ndo identificado.
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3.1.2. Influéncia das dietas com gordura de coco, 6leo de canola e 6leo de milho a 8g%

na lipoperoxidagdo (LPO) do figado.

A LPO do figado foi medida através de dois métodos: o teste do TBARS e QL iniciada
pelo i-BOOH. Nao houve diferencas significativas entre os trés grupos experimentais quanto ao
TBARS no homogeneizado de figado (Figura 4 e Tabela 4). Através do método da QL iniciada
por i-BOOH, observou-se um significativo aumento na emissdo luminosa do homogeneizado de
figado no grupo alimentado com gordura de coco, quando comparado aos grupos canola e milho.

Os grupos canola e milho ndo apresentaram diferencas significativas quanto a QL iniciada por z-

BOOH no figado (Figura 5 e Tabela 5).

0,25 -

0,20

—_—t

0,15 o

0,10 =

TBARS (nmoles/mg prot.)

0,05

0,00

0 Coco8% B Canola8% HE Milho8%

Figura 4 - TBARS (nmoles/mg prot.) em homogeneizados de figados de ratos alimentados com
dietas a 8g% de gordura durante 42 dias. Os valores estdo expressos como média + E.P.M..
Grupo Coco8%: n= 14; grupo Canola8%: n= 15; grupo Milho8%: n= 17. OBS: Letras diferentes

sdo significativamente diferentes.
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Tabela 4 - Medidas das concentragdes de TBARS (nmol/mg de prot.) em homogeneizados de

figados de ratos alimentados com dietas a 8g% de gordura durante 42 dias.

Grupos experimentais [TBARS]
(nmol/mg prot.)
Coco8%(n=14) 0,20 £ 0,02«
Canola8%(n=i5) 0,21 +£0,02*
Milho8%(n=17) 0,20 + 0,02«

*Em coluna, valores com letras diferentes sio significativamente diferentes (P<0,05 - ANOVA/ Teste de Student-
Newman-Keuls). Os valores estdo expressos como média +E.P.M..
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Figura 5 - QL iniciada por /-BOOH (cps/mg de prot.) em homogeneizados de figados de ratos
alimentados com dietas a 8g% de gordura durante 42 dias. Os valores estdo expressos como
média £ E.P.M.. Grupo Coco8%: n= 14; grupo Canola8%: n= 16; grupo Milho8%: n= 13. OBS:

Letras diferentes sdo significativamente diferentes.
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Tabela 5 - Medidas da QL iniciada por i-BOOH (cps/mg de prot.) em homogenecizados de

figados de ratos alimentados com dietas a 8g% de gordura durante 42 dias.

Grupos experimentais QUIMTT ,UMINESCENCIA
(cps/mg prot.)
Coco8%(n=i4) 7093 + 426
Canola8%(n=i6) 4806 =262
Milho8%(n=i3) 4700 £ 257*

a’hEm coluna, valores com letras diferentes sio sigiiificativamente diferentes (P<0,05 - ANOVA/ Teste de Student-
Newman-Keuls). Os valores estio expressos como média £E.P.M..

3.1.3. Influéncias das dietas com gordura de coco, 6leo de canola e 6leo de milho a 8g%

nos efeitos do H202 sobre a contratura e LPO cardijacas.

As diferentes dietas influenciaram significativamente na contratura cardiaca apenas no 8%
minuto de perfusdo (Tabela 6B), onde o grupo alimentado com gordura de coco apresentou a
maior contratura cardiaca quando comparado aos grupos alimentados com o6leos de canola e
milho, os quais ndo apresentaram diferengas (Figura 6A e Tabela 6C). Esta analise foi feita pelo
Teste de Diferenga Minima Significativa (DMS) de Tukek, isto porque o valor de p foi muito
proximo de 0,05, ndo detectando diferencas entre os grupos quando a analise foi feita pelo Teste

de Diferenca Honestamente Significativa (DHS) de Tukek (Tabela 6B).

Quando se observa a influéncia do H202 na contratura cardiaca, constata-se que, a partir
do 4° minuto de perfusdo ha diferencas significativas quando comparadas aos grupos com H202
e seus controles (sem H202) (Tabela 6B). O Teste de Tukek demonstrou, para os periodos onde
houve significancia, que a presenga de H202 aumenta a contratura cardiaca, do ponto de vista

estatistico (Figura 6B e Tabela 6C).

A rela¢do entre a influéncia da dieta e a perfusdo com H202, na contratura do coragio,
apresentou diferencas estatisticas apenas no 8> minuto de perfusdo (Tabela 6B), onde os animais
alimentados com gordura de coco, com coragdes perfundidos com H202, apresentaram a maior
contratura, porém nao houve diferencas significativas no grupo alimentado com o6leo de canola

perfundido com H202 e este, por sua vez, apresentou também semelhancas estatisticas com os
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demais grupos, ou seja, com o grupo Milho8%c/H202 e todos os grupos que ndo foram

perfundidos com H202 (coco, canola e milho) (Figura 6C; Tabela 6C).

Os resultados em relacdo a contratura cardiaca dos animais submetidos a dieta a 8g% de

gordura estdo ilustrados também na Tabela 6A.
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Figura 6A - Variagdo percentual da contratura cardiaca no 8* minuto de estudo, de ratos
alimentados com dietas a 8g% de gorduras de coco, canola e milho durante 42 dias. Os valores
estdo expressos como média. Grupo Coco8%; n= 12; grupo Canolag%: n= 16; grupo Milho8%:

n= 14. OBS: A barra horizontal indica equivaléncia estatistica
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Figura 6B - Variacdo percentual da contratura cardiaca do 4°-ao 10* minuto de estudo, de ratos
alimentados com dietas a 8g% de gordura durante 42 dias, com e sem perfusdo de H202. Os

valores estdo expressos como média. Grupo com H202; n==22; grupo sem H202; n= 20.
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Figura 6C - Variagdo percentual da contratura cardiaca no 8° minuto de estudo, de ratos
alimentados com dietas a 8g% de gorduras de coco, canola e milho durante 42 dias, com e sem
perfusdo de H202. Os valores estdo expressos como média. Grupo Coco8%c/H202: n= 5; grupo
Canola8%c/H202: n= 9; grupo Milho8%c/H202; n= 8; Grupo Canola8%s/H202: n= 7; Grupo
Milho8%s/H202: n= 6; grupo Coco8%s/H202: n= 7. OBS: As barras horizontais indicam

equivaléncia estatistica.
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Tabela 6A - Medidas das percentagens de contratura cardiaca nos distintos tempos de estudo, de

ratos alimentados com dietas a 8g% de gordura durante 42 dias.

CONTRATURA (%)
Tempo Coco8% Canola8% Milho8%
(mim)

Sem H:0: Com H:0: Sem H:0: Com H:0: Sem H:O: Com H:0:

(n=7) (n=5) (n=7) (0=9) (n=6) (n=8)

2 -5,91 £2,17 -1,79 + 4,83 -8,12 £2,83 -3,01 + 6,68 -4,09 +4,18 3,09 +2,31
4 -11,99 +3,98 14,35 + 6,57 -12,72 £2,27 2,09 + 6,74 -13,79 + 8,23 11,74 + 4,68
6 -13,31 +5,82 119,65 + 76,88 -10,55 +£3,46 25,94 + 13,66 -6,15 + 8,33 28,58 £ 9,13
8 -13,04 +7,47 215,88 + 79,98 -11,88 +3,79 94,39 + 22,85 -12,21 + 8,04 77,94 + 18,21
10 -11,67 £9,15 312,78 + 85,40 -14,07 + 3,74 229,22 + 65,97 -3,68 +13,04 169,17 + 46,26

Os valores estiio expressos como média £ E.P.M..

Tabela 6B - Resultados das percentagens da contratura cardiaca pelo Teste de andlise de

variancia a dois critérios (ANOVA 2), de ratos alimentados com dietas a 8g% de gordura.

Tempo Dieta H202 Interacdes dieta/ H202
(min.)

2 F=0,6840 (n-1) F=2,1646 (n-1) F=0,0566 (n-1)

4 F=0,6604 (n-1) F= 21,7542 (p< 0,0000) F=0,6522 (n-1)

6 F=2,0715 (n-1) F=12,0362 (p< 0,0013) F=2,5371 (n-1)

8 F=3,3170 (p< 0,0476) F= 38,7864 (p< 0,0000 F=3,4163 (p< 0,0438)

10 F=0,8989 (n-1) F= 37,7799 (p< 0,0000) F=1,1083 (n-1)
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Tabela 6C - Comparacdes individuais das percentagens de contratura cardiaca nos distintos

tempos de estudo pelo Teste de Tukey-DHS/DMS (p<0,05), de ratos alimentados com dietas a

8g% de gordura.
Tempo Dieta H202 Interagdes dieta/ H202
min Grupos Média (n) Grupos Meédia (n) Grupos Meédia (n)
4 Com 9,40 (22)
Sem -12,83 (20)
6 Com 58,06 (22)
Sem -10,00 (20)
8 Coco 101,42(12) Com 129,40 (22) Coco8%c/H202 215,88 (5)
Canola 41,26(16) Sem -12,38 (20)  Canola8%c/H202 94,39 (9)
Milho 32,86 (14) Milho8%c/H202 77,94 (8)
Canola8%s/H202 -11,88 (7)
Milho8%s/H202 -12,21 (6)
Coco8%s/H202 -13,04(7)
10 Com 237,06 (22)
Sem -9,81 (20)

OBS; Os espacos vazios e as barras verticais indicam equivaléncia estatistica.

A composicdo das gorduras das dietas a 8g% influenciaram no TBARS dos coracdes
(Tabela 7B). A dieta com o6leo de canola proporcionou um nivel significativamente menor de
TBARS, quando comparado aos grupos milho e coco; estes ndo apresentaram diferencas

significativas entre si (Figura 7A; Tabela 7C).

Analisando apenas a influéncia do H202, constata-se que o H202 aumenta
significativamente o TBARS, o que indica a presenca do estresse oxidativo (Tabela 7B). O Teste

de Tukey demonstrou que a presenca de H202 aumenta o TBARS, do ponto de vista estatistico

(Figura 7B; Tabela 7C).
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Nao houve diferencas significativas com respeito a influéncia conjunta da dieta e do

H202 (Tabela 7B).

A Tabela 7A ilustra também os resultados do TBARS.
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Figura 7A - TBARS (nmoles/mg prot.) de coracdes de ratos alimentados com dietas a 8g% de
gorduras de coco, canola e milho durante 42 dias. Os valores estdo expressos como média.
Grupo Coco8%: n= 15; grupo Milho8%; n= 16; grupo Canola8%: n= 17. OBS: A barra

horizontal indica equivaléncia estatistica.
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/mCom H202 o Sem H202

Figura 7B - TBARS (nmoles/mg prot.) de coragdes de ratos alimentados com dietas a 8g% de
gordura durante 42 dias, com e sem perfusdo de H202. Os valores estio expressos como média.

Grupo com H202: n= 25; grupo sem H202: n= 23.

Tabela 7A - Medidas das concentracdes de TBARS (nmol/mg de prot.) em homogeneizados de

coragdes de ratos alimentados com dietas a 8g% de gordura durante 42 dias.

[TBA-RS]
(nmol/mg prot.)

Grupos experimentais Sem H202 Com H202
Coco8% 0,21 % 0,01(n=9) 0,41 % 0,03(n=6)
Canola8% 0,17+0,02(n=8) 0,30 =+ 0,02(n=9)
Milho8% 0,21 = 0,02(n=8) 0,40 = 0,04(n=8)

Os valores estio expressos como média + E.P.M..
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Tabela 7B - Resultados do TBARS pelo Teste de analise de variancia a dois critérios (ANOVA

2), de ratos alimentados com dietas a 8g% de gordura.

Dieta H202 Interacdes dieta/ H202

F=6,6843 (p< 0,0030) F= 80,8861 (p< 0,0000) F=1,2701 (n-1)

Tabela 7C - Comparagdes individuais das concentragdes de TBARS (nmol/mg de prot.) pelo

Teste de Tukey-DHS (p<0,05), de ratos alimentados com dietas a 8g% de gordura.

Dieta H202
Grupos Média (n) Grupos Média (n)
Coco 0,31(15) Com 0,37 (25)
Milho 0,31(16) Sem 0,20 (23)
Canola 0,24(17)

OBS; A barra vertical indica equivaléncia estatistica.

Em relagdo aos resultados obtidos na QL iniciada por “BOOH, foi observada diferenga
significativa entre as trés dietas experimentais (Tabela 8B). Os coracdes de ratos submetidos a
dieta com oleo de canola proporcionaram um significativo menor nivel de QL iniciada por ¢-
BOOH quando comparados ao grupo milho; os coragdes de ratos alimentados com gordura de

coco ndo apresentaram diferengas significativas com qualquer dieta (Figura 8 A; Tabela 8C).

Analisando apenas a influéncia do H202, constatou-se que os grupos que nao foram
perfundidos com H202, apresentaram irai nivel significativamente maior de QL iniciada por ¢-
BOOH (Tabela 8B). Através do Teste de Tukek verificou-se, sob o ponto de vista estatistico, que
o H202 proporcionou menor nivel de QL iniciada por /“-BOOn nos cora¢des de ratos tratados a

8g% de gordura (Figura 8B; Tabela 8C).

Nao houve diferengas significativas em relacdo a influéncia conjunta da dieta e do H202

(Tabela 8B).
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A Figura 8C, 8D, 8E, 8F 8G e Tabela 8A ilustram também os resultados do QL iniciada
por i-BOOH.
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Figura 8A - QL iniciada por /-BOOH (cps/mg de prot.) em homogeneizados de coragdes de ratos
alimentados com dietas a 8g% de gorduras de coco, canola e milho durante 42 dias. Os valores
estdo expressos como média. Grupo Milho8%; n= 12; grupo Coco8%: n= 15; grupo Canola8%:

n= 17. OBS: As barras horizontais indicam equivaléncia estatistica.
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Figura 8B - QL iniciada por i-BOOH (cps/mg de prot.) em homogeneizados de coragdes de ratos
ahmentados com dietas a 8g% de gordura durante 42 dias, sem e com perfusdo de H202. Os

valores estdao expressos como média. Grupo com H202; n= 21; grupo sem H202: n=23.
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Figura 8C - Perfil da cinética da QL iniciada por /-BOOH (cps/mg prot.) em homogeneizados
cardiacos dos grupos alimentados com dietas a 8g% de gordura durante 42 dias, sem perfiisdo de

H202. Os valores estdo expressos como média. Grupo Coco8%s/H202: n= 9; grupo

Canolag%s/H202: n= 8; grupo Milho8%s/H202; n= 6.
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Figura 8D - Perfil da cinética da QL iniciada por /-BOOH (cps/mg prot.) em homogeneizados
cardiacos dos grupos alimentados com dietas a 8g% de gordura durante 42 dias, através da

perfusdo de H202. Os valores estdo expressos como média. Grupo Coco8%c/H202; n= 6; grupo

Canola8%c/H202: n=9; grupo Milho8%c/H202: n= 6.
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Figura 8E - Perfil da cinética da QL iniciada por i-BOOH (cps/mg prot.) em homogeneizados
cardiacos dos grupos alimentados com dietas a 8g% de gordura de coco durante 42 dias, sem e
com perfiisdo de H202. Os valores estdo expressos como média. Grupo Coco8%s/H202; n= 9;

grupo Coco8%c/H202; n= 6.
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Figura 8F - Perfil da cinética da QL iniciada por r-BOOH (cps/mg prot.) em homogeneizados
cardiacos dos grupos alimentados com dietas a 8g% de o6leo de canola durante 42 dias, sem e

com perfusdo de H202. Os valores estdo expressos como média. Grupo Canola8%s/H202; n= 8§;

grupo Canola8%c/H202: n=9.



8000

N
o ©
o O
Qe O

o
(=3
(=4
o

QL (cps/mg prot.)
W oo
o (=4
(=] o
Q o

92

|
: ——
J . o X\x
| =N
i e ———
|
|
2000 T X
o &
0 - ‘ ; + ; ; j
0 50 60 70 80 90

Tempo (min)

-x-Milho8%s/H202

- i*Milho8%c/H202

Figura 8G - Perfil da cinética da QL iniciada por i-BOOH (cps/mg prot.) em homogeneizados

cardiacos dos grupos alimentados com dietas a 8g% de o6leo de milho, sem e com perfusdo de

H202.
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Tabela 8A - Medidas da QL iniciada por -BOOH (cps/mg de prot.) em homogeneizados de

coragdes de ratos alimentados com dietas a 8g% de gordura durante 42 dias.

QUIMILUMINESCENCL"
(cps/mg prot.)

Grupos experimentais Sem H202 Com H202
Coco8% 6214 = 400(n=9) 4924 = 414(n=6)
Canola8% 6504+512(n=8) 4313+238(n=9)
Milho8% 7343 + 263(n=6) 5685 + 472(n=6)

Os valores estio expressos como média = E.P.M..

Tabela 8B - Resultados da QL iniciada por r-BOOH pelo Teste de Analise de Variancia a dois

critérios (ANOVA 2), de ratos alimentados com dietas a 8g% de gordura.

Dieta Hp ) Interagoes dieta/ H202

F=3,9995 (p< 0,0265) F=26,6598 (p< 0,0000) F=0,6428 (n-1)

Tabela 8C - Comparag¢des individuais da QL iniciada por r-BOOH (cps/mg de prot.) pelo Teste
de Tukey-DHS (p<0,05), de ratos alimentados com dietas a 8g% de gordura.

Dieta H202
Grupos Meédia (n) Grupos Meédia (n)
Milho 6514(12) Com 4985 (21)
Coco 5569(15) Sem 6687 (23)
Canola 5425(17)

OBS: As barras verticais indicam equivaléncia estatistica.

3.1.4. Influéncia das dietas com gordura de coco, 6leo de canola e 6leo de milho a 8g%,

nos efeitos do H202 sobre a freqiiéncia cardiaca (FC).

As dietas com os trés diferentes tipos de gordura a 8g% nao influenciaram de forma

significativa a FC em qualquer tempo do estudo (Tabela 9B).
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Os coragdes submetidos ao estresse oxidativo, através da perfusio com H202,
apresentaram uma diminuicdo significativamente progressiva da FC apdés o 6% minuto (Tabela
9B). O Teste de Tukek demonstrou que, do 6> ao 10" minuto de perfusdo na presenga de H202,

ocorre diminui¢do da FC do ponto de vista estatistico (Figura 9; Tabela 9C).

Nao observamos diferengas significativas quando comparamos as diferentes dietas e sua

interagdo com a perfiisao de H202 (Tabela 9B).

A Tabela 9A ilustra os resultados.

6 8 10
Tempo (nrin)

ComH2Q2 0 SemH2Q2

Figura 9 - Variagdo percentual da fi-eqiiéncia cardiaca (FC) do 6> ao 10* minuto do estudo, de
ratos alimentados com dietas a 8g% de gordura durante 42 dias, com e sem perfiisdo de H202. Os

valores estdo expressos como média. Grupo com H202: n= 22; grupo sem H202: n= 20.



95

Tabela 9A - Medidas das percentagens de freqiiéncia cardiaca (FC) nos distintos tempos de

estudo, de ratos alimentados com dietas a 8g% de gordura durante 42 dias.

FREQUENCIA (%)
Tempo Coco8% Canola8% . Milho8%
(min)
Sem H202 Com H202 Sem H202 Com H202 Sem H202 Com H202
(n=T7) (n=8) (n=7) (n=9) (n=6) (n=38)

‘*2 109,26 + 6,63 96,07 + 4,66 101,21 £1,19 99,60 + 7,89 95,95 + 1,56 100,84 + 9,44

4107,87 +7,08 85,87 + 15,51 100,19 +£2,50 113,16 £+ 3,65 95,71 +£ 1,94 91,94 +£9,13

6 114,53 + 12,44 66,83 + 22,45 106,77 £ 5,07 101,62 + 8,02 96,31 + 2,60 66,04 +10,43

8 121,05 £15,00 40,01 £21,67 97,48 +4,07 49,19 +13,94 94,81 +2,64 40,40 +14,37

10 115,43 £ 12,77 34,30 £20,76 99,80 +5,07 41,59 +14,84 103,69 +£9,67 26,28 £10,05

Os valores estido expressos como média = E.P.M..

Tabela 9B - Resultados das percentagens da freqiiéncia cardiaca (FC) nos distintos tempos de
estudo pelo Teste de Andlise de Variancia a dois critérios (ANOVA 2), de ratos alimentados

com dietas a 8g% de gordura.

Tempo Dieta H202 Interacdes dieta/ H202
(min.)

2 F=0,1737 (n-1) F=0,3350 (n-1) F=0,7920 (n-1)

4 F=1,8573 (n-1) F=10,5145 (n-1) F=2,8670 (n-1)

6 F=2,4870 (n-1) F=9,7868 (p< 0,0035) F=1,9798 (n-1)

8 F=10,4185 (n-1) F=30,1906 (p< 0,0000) F=0,7692 (n-1)

10 F-0,2768 (n-1) F= 46,5778 (p< 0,0000) F=0,4771 (n-1)
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Tabela 9C - Comparagdes individuais das percentagens de freqiiéncia cardiaca (FC) nos

distintos tempos de estudo pelo Teste de Tukey-DHS (p<0,05), de ratos alimentados com dietas

a 8g% de gordura.
Tempo H202
min Grupos Meédia (n)
6 Com 78,17 (22)
Sem 105,87 (20)
8 Com 43,20 (22)
Sem 104,45 (20)
10 Com 34,06 (22)
Sem 106,31 (20)

OBS; As barras verticais indicam equivaléncia estatistica.

3.1.5. Influéncia das dietas com gordura de coco, 6leo de canola e 6leo de milho a 8g%

nos efeitos do H202 sobre a pressao desenvolvida do ventriculo esquerdo (AP).

Os trés diferentes tipos de gordura a 8g% na dieta ndo influenciaram de forma

significativa na AP em qualquer tempo do estudo (Tabela 10B).

Observou-se que ocorre uma diminuicdo da AP quando os coragdes sdo submetidos a
perfusdo com H202. Apéds a perfusio com H202, houve uma diminuigdo significativa da AP a
partir do 4> minuto (Tabela 10B). Do ponto de vista estatistico, o Teste de Tukek constata que
ocorre diminuicdo da AP na presenga de H202 nos coragdes de ratos tratados com 8g% de

gordura (Figura 10; Tabela 10C).
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Nao observamos diferengas significativas, quanto a AP, comparadas as diferentes dietas e

sua interagdo com a perfusdo de H202 (Tabela 10B).

A Tabela 10A ilustra os resultados.

200 7
&B 1
1 |

150 -
2 |
0. |
S |

100 -

|
4
2f |
L 50 -
a
1
0 - : |

4 68 10
Tempo (min)

m Com H202 0SemH202 |

Figura 10 - Variacdo percentual da pressdo desenvolvida do ventriculo esquerdo (AP) do 4% ao
10" minuto do estudo, de ratos alimentados com dietas a 8g% de gordura durante 42 dias, com e
sem perfusio de H202. Os valores estdo expressos como média. Grupo com H202: n= 22; grupo

sem H202; n= 20.
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Tabela 10A - Medidas das percentagens da pressdao desenvolvida do ventriculo esquerdo (AP)

nos distintos tempos de estudo, de ratos alimentados com dietas a 8g% de gordura durante 42

dias.

AP (%)

Tempo Coco8% Canola8%

(min)

Sem H202 Com H202 Sem H202 Com H202

(n=7) (n=5) (n=7) (n=9)

Milho8%

Sem H202 Com H202
(n=6) (n=38)

1 108,90 + 5,74 235,09 = 80,73 138,42 +24,34 121,89 + 23,56

4117,73 £ 6,48 115,48+ 56,44 159,91 £32,37 47,86+ 10,82
6 125,49 + 8,65 75,93 £40,18 176,61 +42,02 25,88 + 9,00

8 130,25 + 10,73 56,35 + 34,00 206,93 +62,14 17,49 + 6,98
10 139,97 +15,12 51,13 +30,54 249,54 +73,82 18,53 + 6,62

107,02 + 7,33 176,84 + 53,90
127,31 £ 6,96 55,37+ 10,23
121,52 + 15,65 58,70 £16,31
147,06 + 10,08 62,61 + 21,10

161,87 + 16,46 54,01 + 18,34

Os valores estao expressos como média £ E.P.M..

Tabela 10B - Resultados das percentagens da pressdo desenvolvida do ventriculo esquerdo (AP)

nos distintos tempos de estudo pelo Teste de Analise de Variancia a dois critérios (ANOVA 2),

de ratos alimentados com dietas a 8g% de gordura.

Tempo Dieta H202 Interacdes dieta/H202
(min.)

2 F=0,6017 (n-1) F=3,6173 (n-1) F=1,7771 (n-1)

4 F=0,5796 (n-1) F=11,2231 (p< 0,0019) F=29176 (n-1)

6 F=0,1424 (n-1) F= 20,3730 (p< 0,0000) F=2,8432 (n-1)

8 F=0,1950 (n-1) F= 22,1181 (p< 0,0000) F=2,3959 (n-1)

10 F=0,6761 (n-1)

F= 25,8051 (p< 0,0000)

F=2,6841 (n-1)
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Tabela 10C - Comparagdes individuais das percentagens da pressdo desenvolvida do ventriculo
esquerdo (AP) nos distintos tempos de estudo pelo Teste de Tukey-DHS (p<0,05), de ratos

alimentados com dietas a 8g% de gordura.

Tempo H202
min Grupos Média (n)
4 Com 72,90 (22)
Sem 134,99 (20)
6 Com 53,51(22)
Sem 141,21 (20)
8 Com 45,48 (22)
Sem 161,41 (20)
10 Com 41,73 (22)
Sem 183,80 (20)

OBS: As barras verticais indicam equivaléncia estatistica.

3.2. Valores dos parametros estudados apos tratamento com dietas a 15¢% de
gordura.
3.2.1. Efeito das dietas com gordura de coco, 6leo de canola e 6leo de milho a 15g%; no

peso corporal, peso do figado, peso do coragdo e do perfil de AG do figado e coragao.

Os trés grupos alimentados a 15g% de gordura (coco, canola e milho) ndo apresentaram
diferengas significativas entre si, quanto ao peso corporal em todas as semanas do experimento,

peso corporal final e ganho de peso corporal durante os 42 dias de tratamento dietético (Figura

11, Tabela 11 A).
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Figura 11 - Curva de peso corporal de ratos alimentados com dietas a 15g% de gordura durante

42 dias de experimento. Os valores estdo expressos como média. Grupo Coco 15%; n= 30; grupo

Canolal5%; n= 34; grupo Milhol5%; n= 25.
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Tabela 11A - Peso corporal de ratos alimentados com dietas a 15g% de gordura durante 42 dias.

Grupos experimentais

Grupos experimentais Cocol5% Canolal5% Milhol5%
(n=30) (n=34) (n=25)
Peso inicial 40,98 + 0,79 38,07 £ 0,88 39,02 £ 1,60
T dia 68,68 + 1,81 66,81 £ 1,63 62,90 + 3,22¢
14° dia 102,00 +2,83* 97,49 £ 1,93 95,34 + 3,89
21° dia 134,45 £3,37¢ 128,99 + 2,04 132,05 + 4,59«
28° dia 167,63 £ 4,85 162,50 +2,95% 160,18 +4,71¢
35° dia 205,28 £5,53« 203,37 +£3,92¢ 187,31 £7,20¢
42° dia 222,59 £5,19% 222,13 +4,47¢ 215,98 £8,36“
Ganho de peso(42 dias) 181,60 +4,89* 184,06 +4,06% 176,96 + 7,54

“Em linha, valores com letras diferentes sdo significativamente diferentes (P<0,05 - ANOVA/ Teste de Student-
Newman-Keuls). Os valores estio expressos como média + E.P.M.,

Nao houve diferengas significativas quanto ao peso do figado, porém a relagdo entre o
peso do figado/ peso corporal foi significativamente maior no grupo alimentado com o6leo de
canola. Os outros dois grupos experimentais, por sua vez, ndo apresentaram diferengas
significativas entre si. As dietas a 15g% de gordura ndo alteraram o peso do coragdo e nem a

relacdo do peso do coragdo/ peso corporal (Tabela 11B).
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Tabela 1IB - Peso de figado e coracdo de ratos alimentados com dietas a 15g% de gordura

durante 42 dias.

Grupos experimentais

Peso dos 6rgaos Coco 15% Canolal5% Milhol5%
Figado 9,76 + 0,35 (n=14)* 10,34 + 0,40 (n=16f 9,55 + 0,32 (n=9)«
Figado/peso corporal(x 1000) 43,93 £1,17 (n=14)« 49,54 + 0,81 (n=16)*’ 44,34 £ 1,43 (n=9)~
Coragdo 1,23 £ 0,05 (n=18)*“ 1,16 £ 0,03 (n=21)* 1,07 £ 0,04 (n=12)«
Coragao/peso corporal(x 1000) 5,41 + 0,19 (n=18)* 5,37 + 0,17 (n=21)« 5,72 £ 0,23 =12)%

a’bEm linha, valores com letras diferentes sdo significativamente diferentes (P<0,05 - ANOVA/ Teste de Student-
Newman-Keuls). Os valores estdo expressos como média + E.P.M..

O grupo Coco 15% apresentou um significativo aumento nas concentragdes dos AGS
laurico (Ci2;0), miristico (Ci4:0), palmitico (Ci6,0) e estearico (Cig:0) hepatico, quando comparado
aos dois outros grupos experimentais, diferenca esta estatisticamente significativa. Quando se
analisou a concentracdo do AGS pentadecanodico (Cis .0), verificou-se que o mesmo apresentou
aumento, com diferenca estatisticamente significativa apenas comparado ao grupo milho. Os
ratos alimentados com o6leo de canoia apresentaram um menor nivel hepatico de AG palmitico
(Ci6:0), quando comparados aos ratos alimentados com gordura de coco e o6leo de milho,
diferenga esta estatisticamente significativa. Nao houve diferenca na concentracio do AG

heptadecanoico (Cn o) entre os trés grupos experimentais (Tabela 12).

O grupo alimentado com o6leo de canola a 15g% apresentou um aumento significativo
dos AGM oléico (Cigi) e eicosanodico (Caoii) no figado, quando comparado aos grupos
alimentados com gordura de coco e o6leo de milho. O grupo Milho 15% apresentou uma
significativa diminuicdo do AG oléico (C]8:1) no figado, quando comparado ao grupo Cocol5%
e Canola 15%. Os grupos Coco 15% e Milho 15% ndo apresentaram diferencas significativas em
relacdo ao AG eicosandico (C201) hepatico. O grupo alimentado com gordura de coco a 15g%
apresentou significativamente o maior nivel de AG palmitoléico (Cje.i), quando comparado aos
grupos alimentados com oOleos de canola e milho; estes, por sua vez, ndo apresentaram

diferengas significativas (Tabela 12).
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O AG linoléico (Cig2) do figado foi significativamente maior no grupo Milhol5%,
quando comparado ao grupo coco; o grupo Canola 15% nao apresentou diferengas significativas
em relacdo aos grupos Cocol5% e Milhol5%. Nao houve diferencas significativas entre os trés
grupos experimentais, com respeito aos AGP docosapentaendico (C22 .5) e docosahexaendico
(C22:6) hepaticos. O grupo canola apresentou niveis significativamente maiores de AG linolénico
(C18.3) e eicosapentaendico (C20:5) do figado, comparados aos grupos coco e milho, os quais ndo
apresentaram diferencas significativas entre si. Os trés grupos experimentais apresentaram
diferencas significativas em relacdo ao AG araquidonico (C20:4), sendo que o grupo milho

denotou o maior nivel e o grupo canola, o menor (Tabela 12).

O grupo alimentado com gordura de coco apresentou um aumento significativo de AGS
no figado, quando comparado aos grupos canola e milho. O grupo canola apresentou um nivel de
AGS significativamente menor do que os grupos alimentados com gordura de coco e Oleo de
milho. O nivel de AGM no figado foi significativamente diferente nos trés grupos experimentais,
sendo que o grupo alimentado com o6leo de canola obteve o maior nivel e o grupo milho, o
menor. O perfil de AGP no tecido hepatico foi significativamente maior no grupo alimentado
com Oleo de milho, quando comparado aos grupos coco e canola. Os grupos alimentados com
gordura de coco e 6leo de canola ndo apresentaram diferengas significativas quanto ao nivel de
AGP (Figura 12 e Tabela 12). O indice de insaturacdo dos acidos graxos do figado foi menor nos
ratos alimentados com gordura de coco (131,36) do que nos alimentados com o6leos de canola

(152,17) e milho (159,88) (Tabela 12).
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Figura 12 - Composicdo de AG em figados de ratos alimentados com dietas a 15g% de gordura
durante 42 dias. Os valores estdo expressos como média + E.P.M.. Grupo Cocol5%: n= 5; grupo

Canolal5%: n= 5; grupo Milhol5%; n= 5. ni; ndo identificado. OBS: Letras diferentes sao

significativamente diferentes.
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Tabela 12 - Medidas das concentragdes (%) de AG em figados de ratos alimentados com dietas a

15g% de gordura durante 42 dias.

Grupos experimentais

%AG Coco 15% Canola 15% Milho 15%
(n=5) (n=5) (n=5)

C 12:00 (laurico) 0,73 +0,15 0,00 £000** 0,00 £000*
Ci4:00 (miristico) 1,99 +0,44* 0,48 £ 0,07*’ 0,37 £ 0,02*°
Cis:o0 (pentadecandico) 0,14 +0,05“ 0,04 £ 0,04** 0,00 £000*
C 16:00 (palmitico) 21,90 =+0,67¢ 14,63 + 0,22"* 18,56  +0,85'
Cl7:00 (heptadecandico) 0,20 +0,01¢ 0,23 £ 0,06 0,24 + 0,06
Ci8:00 (estearico) 17,39 +0,91¢ 12,62 +£0,24%° 14,66 +0,80%*
Ci6:i (palmitoléico) 2,18 £0,39 1,95 £0,13* 1,00 £0,13*°
Ci8;i (oléico) 17,96 + 1,11¢ 28,98 +0,59** 14,97 +0,53"
C20:i (eicosandico) 0,00 = 0,00 0,49 £0,02¢ 0,11 0,07«
Cis:2 (linoléico) 10,77 +3,30¢ 15,66 + 0,24’ 21,44 + 1,29%
Cis:3 (linolénico) 0,00 = 0,00« 0,56 +0,01** 0,00 = 0,00
C20:4 (araquidonico) 19,18 +0,79¢ 16,15 £0,28” 22,00 + 0,94¢
C20:5 (eicosapentaendico) 0,00 £+ 0,00 0,64 = 0,06** 0,10 +0,10*
Ciz:s (docosapentaendico) 0,00 = 0,00 0,20 £0,12¢ 0,05 + 0,05
C22:6 (docosahexaenoico) 2,16 £0,22 3,16 £0,72¢ 2,03 £ 0,13«
ni 5,41 +£047¢ 4,23 + 1,05 4,49 + 0,59%
AGS 42,35 + 1,68% 28,00 £0,51*' 33,82 + 1,47"
AGM 20,14 + 1,42¢ 31,41 £ 0,70** 16,07 + 0,54*
AGP 32,10 +3,24¢ 36,36 + 0,66 45,62 = 0,61*°
Indice de insaturacao 131,36 152,17 159,88

“*>>¢tm linha, valores com letras diferentes sio significativamente diferentes (P<0,05 - ANOVA/ Teste de Student-
NewTnan-Keuls), Os valores estio expressos como média +E.P.M,. ni: ndo identificado.

Os AG laurico (C120) e miristico (Ci4:0) estiveram em propor¢des significativamente

aumentadas no coracdo do grupo Coco 15%, quando comparados aos grupos Canolal5% e



106

Milho 15%; entretanto, estes ultimos ndo tiveram diferencas significativas entre si. A
concentracdo de AG pentadecandico (C15 0), palmitico (Ci6:0), heptadecanodico (Ci7:0) e estedrico
(C180) nao apresentaram diferencas significativas entre os coragdes dos trés grupos

experimentais (Tabela 13).

O grupo Coco 15% apresentou o nivel significativamente maior de AG palmitoléico
(C161); os grupos Canolal5% e Milhol5% ndo apresentaram diferencas significativas entre si.
Os animais alimentados com o6leo de milho apresentaram o menor nivel de AG oléico (Ci8:i),
diferenga significativa quando comparada aos demais grupos. Os grupos ndo apresentaram

diferengas significativas em relacdo a concentra¢do do AG eicosanoico (C201) (Tabela 13).

Nao houve diferengas significativas no nivel dos AGP linoléico (Cjsa), araquidonico
(C20:4) e eicosapentaenodico (C20. 5) entre os grupos experimentais. Contudo, os niveis de AGP
linolénico (Cis:3) e docosahexaenodico (C22:6) foram significativamente maiores nos coragdes dos
ratos alimentados com 0leo de canola do que nos grupos Coco 15% e Milho 15%, sendo que estes
ultimos ndo apresentaram diferencas significativas entre si. O grupo Milho 15% apresentou o
maior nivel de AG docosapentaendico (C22.5) quando comparado aos grupos Cocol5% e

Canolal 5% que, por sua vez, ndo apresentaram diferencas significativas (Tabela 13).

As trés dietas testadas nao alteraram significativamente o nivel de AGS nos
homogeneizados de coracdo. O grupo alimentado com o6leo de milho a 15g% apresentou uma
significativa diminui¢do de AGM, quando comparado aos grupos alimentados com gordura de
coco a 15g% e o6leo de canola a 15g%, que ndo apresentaram diferencas significativas entre si. O
nivel de AGP foi significativamente menor no grupo alimentado com gordura de coco do que
nos grupos canola e milho. Os grupos canola e milho ndo apresentaram diferencas significativas,
quanto aos AGP (Figura 13 e Tabela 13). O indice de insaturacdo dos acidos graxos no tecido
cardiaco foi menor nos ratos alimentados com gordura de coco (160,26), seguido pelos

alimentados com o6leo de milho (178,90) e, por ultimo, o grupo tratado com oleo de canola

(189,63) (Tabela 13).
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Figura 13 - Composi¢do de AG em coragdes de ratos alimentados com dietas a 15g% de gordura
durante 42 dias. Os valores estdo expressos como média + E.P.M.. Grupo Coco 15%: n= 5; grupo

Canolal5%: n= 5; grupo Milhol5%: n= 5. ni: ndo identificado. OBS: Letras diferentes sdo

significativamente diferentes.
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Tabela 13 - Medidas das concentragdes (%) de AG em coragdes de ratos alimentados com dietas

a 15g% de gordura durante 42 dias.

Grupos experimentais

% AG Coco 15% Canolal 5% Milhol5%
(n=5) (n=5) (n=5)

C,2:00 (laurico) 0,54 + 0,08 0,04 + 0,04 0,00 £ 0,00”
Ci4:00 (miristico) 0,99 + 0,24 0,19 +0,08” 0,07 +£0,07”
Cis:00 (pentadecanoico) 0,04 £ 0,04 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
C 16:00 (palmitico) 11,13 + 1,98 8,61 £0,65% 11,67 £0,27¢
Ci7:00 (heptadecanoico) 0,13 £0,13 0,27 £0,17¢ 0,47 £0,30¢
C 18:00 (estearico) 13,97 £2,39* 14,94 £3,91¢ 22,20 + 0,36
Ci6;i (palmitoléico) 1,28 £0,32* 0,22 +0,13” 0,00 %+ 0,00”
Ci8:i (oléico) 27,50 +4,18 23,64 + 4,06 10,29 +0,59”
C201 (eicosandico) 1,70 + 1,54 0,00 £ 0,00¢ 0,00 £ 0,00
Ci8:2 (linoléico) 15,24 +2 .47 19,80+0,53* 21,19 £1,23«
Ci8:3 (linolénico) 0,04 + 0,04 0,27 + 0,08” 0,00 + 0,00*
C204 (araquidoénico) 18,79 £2,40¢ 18,29 +0,78 19,90 £0,82*
C20 5 (eicosapentaenoico) 0,00 £ 0,00 0,07 £0,07¢ 0,00 £ 0,00
C22;5 (docosapentaenoico) 2,50 + 0,86 1,43 £0,17¢ 6,41 £0,45”
C226 (docosahexaendico) 1,92 £0,55% 7,45 £0,51” 2,43 £0,67¢
ni 4,23 £0,56% 4,79 £ 0,68 5,36 £ 0,87«
AGS 26,80 + 4,60% 24,05 + 3,84 34,42 +0,24%
AGM 30,48 +5,29« 23,86 +3,99« 10,29 + 0,59”
AGP 38,49 +3,54« 47,31 + 1,85” 49,93 +0,70”
f/rvldice de insaturagdo 160,26 189,63 178,90

b.
*Em linha, valores com letras diferentes sio significativamente diferentes (ANOVA/ Teste de Student-Newman-
Keuls). Os valores estido expressos como média = E.P.M.. ni: nio identificado.
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3.2.2. Influéncia das dietas com gordura de coco, 6leo de canola e 6leo de milho a 15g%

na LPO do figado.

A LPO do figado foi medida através de dois métodos: o teste do TBARS e QL iniciada
por r-BOOH. Nao houve diferengas significativas entre os trés grupos experimentais quanto ao
TBARS no homogeneizado de figado (Figura 14, Tabela 14). Através do método da QL iniciada
por r-BOOH, observou-se um significativo aumento da emissdo luminosa no homogeneizado de
figado do grupo alimentado com 6leo de milho, quando comparado aos grupos alimentados com
gordura de coco e dleo de canola. O grupo canola apresentou uma significativa diminuicdo da
QL iniciada por r-BOOH, quando comparado aos grupos coco ¢ milho. Portanto, os trés grupos

(coco, canola e milho) sdo significativamente diferentes quanto a emissdo maxima da QL

iniciada por r-BOOH (Figura 15, Tabela 15).
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Figura 14 - TBARS (nmoles/mg prot.) em homogeneizados de figados de ratos alimentados com
dietas a 15g% de gordura durante 42 dias. Os valores estdo expressos como média + E.P.M..
Grujx) Cocol5%: n= 10; grupo Canolal5%: n= 15; grupo Milhol5%: n= 8. OBS: Letras

diferentes sdo significativamente diferentes.
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Tabela 14 - Medidas das concentracoes de TBARS (nmol/mg de prot.) em homogeneizados de

figados de ratos alimentados com dietas a 15g% de gordura durante 42 dias.

Grupos experimentais [TBARS]
(nmol/mg prot.)
Coco 15% (n=10) 0,36 + 0,02”
Canola 15% (n=i5) 0,47+ 0,07«
Milho 15%(n=8) 0,43 + 0,05«

*Em coluna, valores com letras diferentes siio significativamente diferentes (ANOVA/ Teste de Student-Newman-
Keuls). Os valores estdo expressos com média + E.P.M..
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Figura 15 - QL iniciada por i-BOOH (cps/mg prot.) em homogeneizados de figados de ratos
alimentados com dietas a 15g% de gordura durante 42 dias. Os valores estdo expressos como
média =+ E.P.M.. Grupo Cocol5%; n= 10; grupo Canolal5%: n= 15; grupo Milhol5%: n= &.

OBS; Letras diferentes sao significativamente diferentes.
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Tabela 15 - Medidas da QL iniciada por i-BOOH (cps/mg de prot.) em homogeneizados de

figados de ratos alimentados com dietas a 15g% de gordura durante 42 dias.

Grupos experimentais QUIMILUMINESCENCIA
(cps/mg prot.)
Coco 15% (n=10) 9069 + 536*
Canolal5% (n=i5) 5606 + 525%*
Milho 15% (n=38) 13636 + 172r

b, . s e . . .
=Em coluna, valores com letras diferentes sio significativamente diferentes (P<0,05 - ANOVA/ Teste de Student-
Newman-Keuls). Os valores estdo expressos como média + E.P.M..

3.2.3. Influéncia das dietas com gordura de coco, 6leo de canola e 6leo de milho a 15g%,

nos efeitos do H202; sobre a contratura e LPO cardiaca.

As diferentes dietas a 15g% de gordura influenciaram significativamente na contratura
cardiaca a partir do 4° minuto de perfiisdo (Tabela 16B). Os coracdes dos ratos alimentados com
gordura de coco apresentaram a maior contratura cardiaca, porém no 4% minuto de perfiisdo foi
significativo apenas em relagdo ao grupo alimentado com o6leo de canola; o grupo milho foi
estatisticamente semelhante aos grupos coco e canola. Do 6> ao 10° minuto de perfiisio, os
grupos canola e milho apresentaram os menores percentuais de contratura cardiaca

(estatisticamente semelhantes) comparados ao grupo coco (Figura 16A; Tabela 16C).

Quando se observou a influéncia do H202 na contratura cardiaca, contatou-se que, a
partir do 42 minuto de perfiisio, houve diferengas significativas comparadas aos grupos com
H202 e seus controles (sem H202) (Tabela 16B). O Teste de Tukey demonstrou, para os periodos
onde houve significancia, que a presenga de H202 aumentou a contratura cardiaca, do ponto de

vista estatistico (Figura 16B; Tabela 16C).

A relacdo entre a influéncia da dieta e a perfiisdo com H202, na contratura do coragao,
apresentou diferencas estatisticas a partir do 4° minuto de registro da atividade mecénica (Tabela
16B). No 42 minuto de perfusio cardiaca, observou-se que os coragdes perfundidos com H202 do
grupo alimentado com gordura de coco apresentaram um significativo aumento da contratura

cardiaca quando comparados com o grupo canolal5%c/H202 e com todos os grupos nao
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perfimdidos com H202 (estes ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si); porém, 0 grupo
milhol5%c/H202 apresentou igualdade estatistica em relagdo a todos os grupos, com ou sem
H202. Do 6° ao 10° minuto de perfusdo, a contratura dos coragdes perfundidos com H202 do
grupo coco foi significativamente maior do que todos os demais grupos, com ou sem perfusdao de
H202, os quais apresentaram semelhangas estatistica no 6°-e 8> minuto. No 10" minuto, o grupo
alimentado com o6leo de milho perfundido com H202 (2% maior nivel de contratura) obteve um
aumento significativo na contratura cardiaca quando comparado a todos os grupos sem H202. A
contratura dos coragdes com H202 do grupo canola foi estatisticamente semelhante ao grupo
milho com H202 e ao grupo coco sem perfusio H202. Apesar disso, os grupos sem H202 ndo

apresentaram diferengas entre si (Figura 16C; Tabela 16C).

Os resultados referentes a contratura cardiaca dos animais submetidos a dieta a 15g% de

gordura estdo também ilustrados na Tabela 16A.
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Figura 16A - Variacdo percentual da contratura cardiaca do 4* ao 10° minuto de estudo, de ratos
alimentados com dietas a 15g% de gorduras de coco, canola e milho durante 42 dias. Os valores
estdo expressos como média. Grupo Coco 15%: n= 11; grupo Milho 15%: n= 12; grupo

Canolal5%: n= 14. OBS: As barras horizontais indicam equivaléncia estatistica
q
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Figura 16B - Variagdo percentual da contratura cardiaca do 4°“ao 10* minuto de estudo, de ratos
alimentados com dietas a 15g% de gordura durante 42 dias, com e sem perfusio de H202. Os

valores estdo expressos como média. Grupo com H202; n= 18; grupo sem H202: n= 19.
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Figura 16C - Variagio percentual da contratura cardiaca do 4~ ao 102 minuto de estudo, de ratos
alimentados com dietas a 15g% de gorduras de coco, canola e milho durante 42 dias, com e sem
perfiisdo de H202. Os valores estdo expressos como média. Grupo Cocol5%c/H202: n= 6; grupo
Milhol5%c/H202: n= 6; grupo Canolal5%c/H202: n=6; grupo Cocol5%s/H202: n= 5; Grupo
Milho 15%s/H202: n= 6; Grupo Canolal5%s/H202: n= 8. OBS: As barras horizontais indicam

equivaléncia estatistica.
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Tabela 16A - Medidas das percentagens de contratura cardiaca nos distintos tempos de estudo,

de ratos alimentados com dietas a 15g% de gordura durante 42 dias.

% CONTRATURA
Tempo Cocol5% Canolal5% Milho 15%
(min)
Sem H:0: Coin H:0: Sem H:0: Com H:0: Sem H:0: Coni H:0:
(n=5) (n=6) (n=8) (n=6) (n=6) (n=6)

2 -4,79 +£ 2,57 -13,63 £12,30 -8,01 +£ 3,51 -12,73 £10,02 -7,35+4,97 -5,40 £11,04
4 -8,48 + 3,29 57,08 +£ 16,91 -16,46 = 7,38 -0,25 +£5,23 -11,93 + 6,08 20,73 + 8,88
6 -8,39+£2,74 148,41 + 35,84 -24,28 + 13,18 17,30 = 7,39 -8,05 + 5,54 50,79 £19,21
8 -12,75 £3,74 223,63 + 53,19 -28,35 + 14,38 44,97 + 7,85 -16,75 + 8,40 78,67 + 23,45
10 -17,40 +4,01 278,99 + 48,29 -29,65 + 17,95 118,02 + 32,68 -19,34 + 12,86 122,72 + 35,98

Os valores estiio expressos como média £ E.P.M..

Tabela 16B - Resultados das percentagens da contratura cardiaca pelo Teste de Analise de

Variancia a dois critérios (ANOVA 2), de ratos alimentados com dietas a 15g% de gordura.

Tempo

(min.)

Dieta

H202

Interagdes dieta/ H202

o N &N

F=0,1286 (n-1)
F= 6,2459 (p< 0,0052)
F=8,3185 (p< 0,0012)
F= 8,0228 (p< 0,0016)
F=5,0330 (p< 0,0128)

F=0,3303 (n-1)
F= 25,3607 (p< 0,0000)
F= 33,3349 (p< 0,0000)
F= 43,7724 (p< 0,0000)
F= 65,4612 (p< 0,0000)

F=0,2080 (n-1)
F= 3,6092 (p< 0,0390)
F=5,6126 (p< 0,0083)

F= 6,0114 (p< 0,0062)

F- 4,1485 (p< 0,0253)
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Tabela 16C - Comparacdes individuais das percentagens de contratura cardiaca nos distintos

tempos de estudo pelo Teste de Tukey-DHS (p<0,05), de ratos alimentados com dietas a 15g%

de gordura.
Tempo Dieta H202 Interagdes dieta/ H202
min Grupos Média (n)  Grupos Média (n) Grupos Média (n)
4 Coco *24,30(11) Com 25,85 (18)  Cocol15%c/H202 57,08 (6)
Milho 4,40 (12) Sem -12,29 (19)  Milho 15%c/H202 20,73 (6)
Canola I -8,36(14) Canolal 5%cIRiOi -0,25 (6)
Coco15%s/H202 -8,48 (5)
Milho 15%s/H2U2 -11,93 (6)
Canola 15 VoslYiiOi -16,46 (8)
6 Coco 70,01 (11) Com 72,17(18)  Cocol5%c/H202 148,41 (6)
Milho 21,37(12) Sem -13,58(19) Milho 15%C/H202 50,79 (6)
Canola -3,49(14) Canolal SVociRiOi 17,30(6)
Coco15%s/H202 -8,39 (5)
Milho 15%s/H202 -8,05 (6)
Canolal5%s/H202 24,28 (8)
8 Coco 105,44(11) Com 115,76 (18) Coco15%c/H202 223,63 (6)
Milho 30,96(12) Sem -19,28 (19) Milho 15%c/H202 78,67 (6)
Canola 8,31(14) Canolal SVodUiOi 44,97 (6)
Coco15%s/H202 -12,75 (5)
Milho 15%s/H202 -16,75 (6)
Canolal 5%Ss/H202 -28,35 (8)
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10 Coco 130,80(11) Com 173,25 ( 18) Coco 15%c/H202 278,99 (6)
Milho 51,69(12)  Sem -22,13(19) Milho 1 5%cC/H202 122,72 (6)
Canola 44,18(14) Canola 15 %C/HZJ_, l 118,02 (6)
Coco15%s/H202 -17,40 (5)

Milhol5%s/H202 -19,34(6)

Canolal5%s/H202 -29,65 (8)

OBS; As barras verticais indicam equivaléncia estatistica.

A composi¢do das gorduras das dietas a 15g% influenciaram no TBARS dos coragdes
(Tabela 17B). A dieta com 6leo de canola proporcionou um nivel significativamente menor de
TBARS, quando comparado ao grupo coco. O grupo milho ndo apresentou diferencas

significativas em relagdo aos dois grupos experimentais (Figura 17A; Tabela 17C).

Analisando apenas a influéncia do H202, constata-se que o H202 aumenta
significativamente o TBARS, o que indica a presenca do estresse oxidativo (Tabela 17B). O

Teste de Tukey demonstrou que a presenca de H202 aumenta o TBARS, do ponto de vista
estatistico (Figura 17B; Tabela 17C).

Nao houve diferencas significativas referentes a influéncia conjunta da dieta e do H202

(Tabela 17B).

A Tabela 17A ilustra também os resultados do TBARS.
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Figura 17A - TBARS (nmoles/mg prot.) de coragdes de ratos alimentados com dietas a 15g% de
gorduras de coco, canola e milho durante 42 dias. Os valores estdo expressos como média.
Grupo Cocol5%: n= 18; grupo Milhol5%: n= 12; grupo Canolal5%; n= 16. OBS: As barras

horizontais indicam equivaléncia estatistica.
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Figura 17B - TBARS (mnoles/mg prot.) de coracdes de ratos alimentados com dietas a 15g% de
gordura durante 42 dias, com e sem perfusdo de H202. Os valores estdo expressos como média.

Grupo com H202: n= 25; grupo sem H202: n=21.

Tabela 17A - Medidas das concentracdes de TBARS (nmol/mg de prot.) em homogeneizados de

coracdes de ratos alimentados com dietas a 15g% de gordura durante 42 dias.

[TBARS]
(nmol/mg prot.)
Grupos experimentais Sem H202 Com H202
Coco 15% 0,35 + 0,04 (n=6) 1,17 £0,20 (n=12)
Canolal5% 0,26 = 0,04 (n=9) 0,48 + 0,03 (n=7)
Milho 15% 0,31 0,01 (n=6) 0,72 £ 0,07 (n=6)

Os valores estio expressos como média + E.P.M,.
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Tabela 17B - Resultados do TBARS pelo Teste de Andlise de Variancia a dois critérios
(ANOVA 2), de ratos alimentados com dietas a 15g% de gordura.

Dieta H202 Interagdes dieta/ H202

F=4,5891 (p< 0,0161) F= 18,3224/ p< 0,0001 F=2,7513 (n-1)

Tabela 17C - Comparagdes individuais das concentracdes de TBARS (nmol/mg de prot.) pelo

Teste de Tukey-DHS (p<0,05), de ratos alimentados com dietas a 15g% de gordura.

Dieta H202
Grupos Média (n) Grupos Meédia (n)
Coco 0,76(18) Com 0,79(25)
Milho 0,51 (12) Sem 0,31 (21)
Canola 0,37 (16)

OBS; As barras verticais indicam equivaléncia estatistica.

No método da QL iniciada por i-BOOH, observou-se uma diminui¢do significativa da
emissdo luminosa no grupo canola em relacdo aos grupos coco e milho. Estes ultimos, por sua

vez, ndo apresentaram diferencas significativas (Figura 18A; Tabela 18B, Tabela 18C).

A QL iniciada por /-BOOH nao detectou diferencas significativas relacionadas a agdo

isolada do H202 e a influéncia conjunta da dieta e do H202 (Tabela 18B).

A Figura 18B, 18C, 18D, 18E, 18F e Tabela 18A ilustram também os resultados da QL
iniciada por /-BOOH.
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Figura 18A - QL iniciada por r-BOOH (cps/mg de prot.) em homogeneizados de coragdes de
ratos alimentados com dietas a 15g% de gorduras de coco, canola e milho durante 42 dias. Os
valores estdo expressos como média. Grupo Milhol5%: n= 12; grupo Cocol5%: n= 18; grupo

Canolal 5%; n=15. OBS: A barra horizontal indica equivaléncia estatistica.
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Figura 18B - Perfil da cinética da QL iniciada por i-BOOH (cps/mg prot.) em homogeneizados
cardiacos dos grupos alimentados com dietas a 15g% de gordura durante 42 dias, sem perfusdo

de H202. Os valores estdo expressos como média. Grupo Cocol5%s/H202; n= 6; grupo

Canolal5%s/H202: n= 8; grupo Milhol5%s/H202: n= 6.
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Figura 18C - Perfil da cinética da QL iniciada por r-BOOH (cps/mg prot.) em homogeneizados
cardiacos dos grupos alimentados com dietas a 15g% de gordura durante 42 dias, através da
perfiisdo de H202. Os valores estdo expressos como média. Grupo Cocol5%c/H202: n= 12;

grupo Canolal5%c/H202; n= 7; grupo Milhol5%c/H202: n= 6.
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Figura 18D - Perfil da cinética da QL iniciada por i-BOOH (cps/mg prot.) em homogeneizados
cardiacos dos grupos alimentados com dietas a 15g% de gordura de coco durante 42 dias, sem e

com perfiisdo de H202. Os valores estdo expressos como média. Grupo Cocol5%s/H202; n= 6;

grupo Cocol5%c/H202'. n=12.
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Figura 18E - Perfil da cinética da QL iniciada por i-BOOH (cps/mg prot.) em homogeneizados
cardiacos dos grupos alimentados com dietas a 15g% de 6leo de canola durante 42 dias, sem e

com perfusdo de H202. Os valores estdo expressos como média. Grupo Canola 15%s/H202'. n= 8§;

grupo Canolal 5%c /H202: n=17.
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Figura 18F - Perfil da cinética da QL iniciada por i-BOOH (cps/mg prot.) em homogeneizados

cardiacos dos grupos alimentados com dietas a 15g% de o6leo de milho durante 42 dias, sem e

com perfusdo de H202. Os valores estdo expressos como média. Grupo Milho 15%s/H202.° n= 6;
grupo Milho 15%¢c/H202; n= 6,
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Tabela 18A - Medidas da QL iniciada por i-BOOH (cps/mg de prot.) em homogeneizados de

coragdes de ratos alimentados com dietas a 15g% de gordura durante 42 dias.

QUIMELUMINESCENCLA
(cps/mg prot.)

Grupos experimentais Sem H202 Com H202
Codcol5% 7254 + 824 (n=6) 9105 £ 614 (n=12)
Canolal 5% 4642 + 652 (n=8) 3566 + 188 (n=7)
Milhol5% 7586 + 635 (n=6) 8991 + 1088 (n=6)

Os valores estiio expressos como média £ E.P.M..

Tabela 18B - Resultados da QL iniciada por i-BOOH pelo Teste de Analise de Variancia a dois

critérios (ANOVA 2), de ratos alimentados com dietas a 15g% de gordura.

Dieta H202 Interacdes dieta/ H202

F= 22,5780 (p< 0,0000) F=1,5230 (n-1) F=2,5320 (n-1)

Tabela 18C - Comparagdes individuais da QL iniciada por i-BOOH (cps/mg de prot.) pelo Teste
de Tukey-DHS (p<0,05), de ratos alimentados com dietas a 15g% de gordura.

Dieta
Grupos Média (n)
Milho 8289(12)
Coco 8180(18)
Canola 4104 (15)

OBS; As barras verticais indicam equivaléncia estatistica.
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3.2.4. Influéncia das dietas com gordura de coco, 6leo de canola e 6leo de milho a 15g%,

no efeito do H202 sobre a freqiiéncia cardiaca (FC).

Os trés diferentes tipos de gordura a 15g% na dieta influenciaram de forma significativa
na FC no 8° e 10° minuto de perfusdo (Tabela 19B). No 8° minuto de perfusdo, ocorria uma
maior FC no grupo canola do que no grupo coco e milho; estes, por sua vez, eram
significativamente semelhantes. No 10* minuto, o grupo canola apresentou maior freqiiéncia
apenas comparado ao grupo coco; o grupo alimentado com 6leo de milho era significativamente

semelhante ao grupo coco e canola (Figura 19A; Tabela 19C).

Ao comparar os grupos sem H202 (controle) e com H202, observou-se que, apds o 8°
minuto, a perfusdo com H202 provocou uma diminui¢do significativamente progressiva da FC

(Figura 19B; Tabelas 19B e 19C).

Nao observamos diferencas significativas quando comparamos as diferentes dietas a

15g% e sua interagdo com a perfusdo de H202 (Tabela 19B).

A Tabela 19A ilustra os resultados.
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Figura 19A - Variagdo percentual da freqiiéncia cardiaca (FC) do 8ao 10® minuto do estudo de
ratos alimentados com dietas a 15g% de gorduras de coco, canola e milho durante 42 dias. Os
valores estdo expressos como média. Grupo Cocol5%: n= 11; grupo Milhol5%; n= 12; grupo

Canolal5%; n= 14. OBS; As barras horizontais indicam equivaléncia estatistica.
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Figura 19B - Variagdo percentual da freqiiéncia cardiaca (FC) do 8*ao 10" minuto do estudo de
ratos alimentados com dietas a 15g% de gordura durante 42 dias, com e sem perfusdo de H202.

Os valores estdo expressos como média. Grupo com H202; n= 18; grupo sem H202; n=19.
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Tabela 19A - Medidas das percentagens de freqiiéncia cardiaca (FC) nos distintos tempos de

estudo, de ratos alimentados com dietas a 15g% de gordura durante 42 dias.

% FREQUENCIA
Tempo Coco 15% Canolal5% Milhol5%
(mm)
Sem H202 Com H:0: Sem H202 Com H:0: Sem H202 Com H202
(n=5) (n=6) (n=8) (n=6) (n=6) (n=6)

2 9853+ 1,89 93,08 + 6,14 102,45 +4,27 96,03 +11,09 91,69 +3,70 103,45 + 8,19
4 96,73+ 2,37 100,01 + 4,89 104,48 + 6,47 103,94 + 8,24 85,47 + 7,60 95,31 + 12,57
6 92,08+ 3,55 64,32 +£13,36 110,75 £9,90 98,63 +13,82 79,18 +7,88 81,56 + 15,95
8 84,66 +11,12 20,82 + 16,51 113,70 £9,86 91,97 £ 16,41 77,55 £8,25 60,31 £ 12,51
10 83,92 +11,84 0,22 +£0,22 117,02 £9,91 63,34 £14,70 80,48 + 7,20 49,96 + 12,37

Os valores estio expressos como média £ E.P.M..

Tabela 19B - Resultados das percentagens da freqiiéncia cardiaca (FC) nos distintos tempos de
estudo pelo Teste de Analise de Variancia a dois critérios (ANOVA 2), de ratos alimentados

com dietas a 15g% de gordura.

Tempo Dieta H202 Interagdes dieta/ H202
(min.)

2 F=0,1275 (n-1) F=0,0000 (n-1) F=1,1300 (n-1)

4 F=1,5037 (n-1) F=0,3910 (n-1) F=0,2140 (n-1)

6 F=3,0854 (n-1) F=1,5797 (n-1) F=0,7222 (n-1)

8 F=7,9596 (p< 0,0016) F=10,3781 (p< 0,0030) F=1,8376 (n-1)

10 F=10,0517 (p<0,0004)  F=40,3367 (p< 0,0000) F=2,8737 (n-1)
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Tabela 19C - Comparagdes individuais das percentagens de freqiiéncia cardiaca (FC) nos
distintos tempos de estudo pelo Teste de Tukey-DHS (p<0,05), de ratos alimentados com dietas

a 15g% de gordura.

Tempo Dieta H202
Min Grupos Meédia (n) Grupos Média (n)
8 Coco 52,74(11) Com 57,70 (18)

Milho 68,93 (12) Sem 91,97(19)
Canola 102,83 (14)

10 Coco 42,07(11) Com 37,84 (18)
Milho 65,22(12) Sem 93,80(19)
Canola 90,18(14)

OBS; As barras verticais indicam equivaléncia estatistica.

3.2.5. Influéncia das dietas com gordura de coco, 6leo de canola e 6leo de milho a 15g%,

no efeito do H202 sobre a pressdo desenvolvida do ventriculo esquerdo (AP).

Os trés diferentes tipos de gordura a 15g% na dieta ndo influenciaram de forma

significativa na AP em qualquer tempo do estudo (Tabela 20B).

Observou-se que ocorre um aumento significativo da AP no 2° minuto quando os
coragdes sdo submetidos a perfusdo com H202. A partir do 4° minuto os coragdes perfundidos
com H202 apresentam uma diminuicdo significativamente progressiva da AP (Figura 20A;

Tabelas 20B ¢ 20C).

Observaram-se diferengas significativas quanto a AP, ao serem comparadas as diferentes
dietas e sua interagdo com a perfusdo de H202 a partir do 4° minuto (Tabela 20B). Os coragdes
perfundidos com H202 do grupo alimentado com gordura de coco a 15g% apresentaram a menor
AP no 4° minuto, comparados aos coragdes com H202 do grupo alimentado com 6leo de canola e

também com os grupos perfimdidos apenas com Tyrode, porém ndo apresentaram diferencas
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significativas em relagdo aos coragdes perfundidos com H202, alimentados com o6leo de milho.
O grupo milho 15%c/H202, por sua vez, além de ndo apresentar diferengas significativas com o
grupo Cocol5%c/H202, também ndo denotou diferencas significativas com os grupos
canolal5%c/H202 e canolal 5%s/H202- Os coragdes perfundidos com H202, do grupo canola e
todos os grupos sem H202, apresentaram semelhancgas estatisticas entre si. No 6 minuto todos os
grupos perfundidos com H202 apresentaram diminui¢do significativa da AP se comparados aos
coragdes sem H202 dos grupos coco e milho (portanto os maiores valores de AP); porém, os
grupos canola sem e com H202 foram estatisticamente semelhantes. No 8% e 10° minuto, os
grupos com H202 (semelhantes estatisticamente entre si) apresentaram  valores
significativamente menores de AP do que os grupos sem perfusdo de H202 (semelhantes

estatisticamente entre si) (Figura 20B; Tabela 20C).

A Tabela 20A ilustra os resultados.
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Figura 20A - Variagdo percentual da pressdo desenvolvida do ventriculo esquerdo (AP) do 2% ao
10° minuto do estudo, de ratos alimentados com dietas a 15g% de gorduras durante 42 dias, com
e sem perfusio de H202. Os valores estdo expressos como média. Grupo com H202: n= 18; grupo

sem H202; n=19.
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Figura 20B - Variagdo percentual da pressdo desenvolvida do ventriculo esquerdo (AP) do 4° ao
10" minuto do estudo, de ratos alimentados com dietas a 15g% de gorduras de coco, canola e
milho durante 42 dias, com e sem perfusdo de H202. Os valores estdo expressos como média.
Grupo Cocol5%c/H202; n= 6; grupo Milhol5%c/H202: n= 6; grupo Canolal5%c/H202: n=6;
grupo Canolal5%s/H202: n= 8; grupo Cocol5%s/H202; n= 5; grupo Milho 15%s/H202: n= 6.

OBS; As barras horizontais indicam equivaléncia estatistica.



137

Tabela 20A - Medidas das percentagens da pressdo desenvolvida do ventriculo esquerdo (AP)

nos distintos tempos de estudo, de ratos alimentados com dietas a 15g% de gordura durante 42

dias.
%AP
Tempo Coco 15% Canola 15% Milho 15%
(min)
Sem H202 Coin HjOj Sem H202 Com H202 Sem H202 Com H202
(n=5) (n=6) (n=8) (n=6) (n=6) (n=6)
2 128,72 +545 178,52122,53 109,3813,20 190,60+ 30,81 104,041 4,46 126,28 + 33,86
4 139,84 +£8,16 28,09 +.3,61 120,04 1 6,40 103,85113,98 163,221 33,48 59,89 1 7,98
6 148,43111,67 11,891 1,60 121,1515,29 64,59 + 19,12 179,23128,81 42,98 + 11,02
8 179,86 +27,39 12,571 1,53 127,71 15,3547,27115,95 183,14117,61 34,821 12,01
10 186,15122,97 11,071 1,06 130,71 17,79 44,61116,13  163,07130,93 35,94113,75

Os valores estao expressos com média + E.P.M.

Tabela 20B - Resultados das percentagens da pressao desenvolvida do ventriculo esquerdo (AP)

nos distintos tempos de estudo pelo Teste de Analise de Variancia a dois critérios (ANOVA 2),

de ratos alimentados com dietas a 15g% de gordura.

Tempo Dieta H202 Interagdes dieta/ H202
(min.)

2 F=2,0945 (n-1) F=9,1924 (p< 0,0049) F=1,0857 (n-1)

4 F=2,0201 (n-1) F=36,8180 (p< 0,0000) F=6,1161 (p< 0,0058)

6 F=1,9697 (n-1) F="77,2791 (p< 0,0000) F=4,8277 (p< 0,0150)

8 F=1,2126 (n-1) F=129,2412 (p< 0,0000) F=5,3931 (p< 0,0098)

10 F-0,3102 (n-1) F= 83,9414 (p< 0,0000) F=3,3209 (p< 0,0493)
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Tabela 20C - Comparagdes individuais das percentagens da pressdo desenvolvida do ventriculo

esquerdo (AP) nos distintos tempos de estudo pelo Teste de Tukey-DHS (p<0,05), de ratos

alimentados com dietas a 15g% de gordura.

Tempo H202 Interagdes dieta/ H202
Min Grupos Média (n) Grupos Média (n)
2 Com 165,13(18)
Sem 114,05(19)
4 Com 63,94(18) Coco15%c/H202 28,09 (6)
Sem 141,04(19) Milho 15%cC/H202 59,89 (6)
Canola 1 SVociRiOi 103,85(6)
Canolal 5%S/H202 120,04 (8)
Coco15%s/H202 139,84 (5)
Milhol5%s/H202 163,22 (6)
6 Com 39,82(18) Coco15%c/H202 11,89 (6)
Sem 149,60 (19) Milho 15%cC/H202 42,98 (6)
Canola 1 SVociHiOi 64,59 (6)
Canolal 5%s/H202 121,15(8)
Coco15%s/H202 148,43 (5)
Milho 15%Ss/H202 179,23 (6)
8 Com 31,55(18) COCO15%C/H202 12,57(6)
Sem 163,57(19) Milhol5%c/H202 34,82 (6)
Canola 15%c/H202 47,27(6)
Canola 15%S/H202 127,71 (8)
Coco15%s/H202 179,86 (5)
Milho 15%Ss/H202 183,14(6)




139

10 Com 30,54 (18) CoCO15%C/H202
Sem 159,98(19) Milho 15%cC/H202
Canola 1 5%c/H202
Canola 15%s/H202
Milhol 5%Ss/H202
Coco15%s/H202

11,07(6)
35,94 (6)
44,61 (6)
130,71 (8)
163,07 (6)
186,15(5)

OBS; Os espagos vazios € as barras verticais indicam equivaléncia estatistica.




4. DISCUSSAO

0 metabolismo oxidativo dos acidos graxos polinsaturados (AGP) ¢ importante por
cumprir papéis essenciais na membrana celular, no metabolismo energético e na geragao dos
eicosandides, como as prostaglandinas (PGs), tromboxanas (TXs), leucotrienos (LTs) e
lipoxigenases (LXs). Entretanto, a peroxidagdo dos AGP podem levar a formagdo de produtos
que sdo nocivos, potencialmente destrutivos do tecido, e podem estar associados a progressao de
uma variedade de doengas (CUNNANE, 1994). Estudos sugerem que os AGP da série 6mega 3
(n-3), presentes nos peixes e nos Oleos de peixe, podem ter influencia benéfica nas doencas
vasculares. Um dos mais importantes mecanismos da relacdo inversa entre os Oleos de peixe ou
entre os AGP (n-3) e as doencas cardiovasculares ¢ o efeito dos n-3 sobre o metabolismo dos

eicosanoides, resultando maior vasodilatagdo, reduzindo a pressdo sangiiinea (SALONEN,

1991).

As mudancas na formagdo de eicosanodides, pela alteragdo das taxas de AGP (n-6) (6mega
6) e (n-3) na dieta, t€m sido objeto de interesse desde décadas passadas. Estas alteragdes tém

sido sugeridas como tratamento de doencas envolvendo inflamacdo cronica (CUNNANE, 1994).

A partir de 1964, os acidos poliendicos foram identificados como sendo os precursores
dos eicosanodides. Estes acidos eram o homo-Y-linolénico, acido aragmdénico (AA) e os
eicosapentaenoicos (EPA), que contém 3,4 ¢ 5 duplas ligagdes, respectivamente. O AA € o mais
abundante destes acidos poliendicos e € encontrado em todas as membranas celulares, onde ¢
esterificado em duas posi¢des nos fosfolipidios. E prontamente liberado dos fosfolipidios sob
estimulagdo das fosfolipase A2 e fosfolipase C. O AA ¢ reciclado ou submetido a oxigenagao.
Uma vez livre, se ndo for reciclado, ¢ rapidamente metaboiizado através de 3 vias, denominadas;

citocromo P-450 monoxigenase, lipoxigenase e cicloxigenase. Produtos formados através da via
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da cicloxigenase sdo os prostandides, denominados PGI2 (prostaciclina), prostaglandinas E2
(PGE2), D2 (PGD2), F2 (PGF2) e tromboxanas A2 (TXA2). A via da lipoxigenase produz os LTs e
diferentes tipos de acidos hidroxieicosatetraenoico (5, 8, 12 ¢ 15 HETEs) (Figura VII). Ambas as
vias produzem O2" (FOEGH et al., 1990).

ACIDO ARAQUIDONICO
l

Fosfolipases A2 ou C

|
ACIDO ARAQUIDONICO
/ \
Cicloxigenase Lipoxigenase
/ \
PGs citocromo P-450 Lts
TXs monooxigenase LXs

I H(P)ETEs
Epoxidos
Figura VII - Vias metabolicas do acido araquidonico. PGs, prostaglandinas; TXs, tomboxanas;
Lts, leucotrienos; LXs, lipoxigenases; H(P)ETEs, 4acidos hidroxi(peroxi)eicosatetraendicos

(FOEGH et al., 1990).

O 02’ “ formado pela conversdo da prostaglandina G2 (PGG2) para prostaglandina H2
(PGH2) foi considerado por Kuehl et al., em 1977, estar envolvido na inflamagdo (Figura VIII).
A 3% via é a citocromo P-450 monoxigenase na qual sdo formados epoxidos biologicamente
ativos. Os produtos desta via importante sdo comumente identificados e caracterizados

biologicamente como seus produtos hidroxi (Figura VII) (FOEGH et al., 1990).

(0] fator de ativagdo plaquetaria (PAF) também tem sido relacionado ao metabolismo do
AA. O PAF ndo ¢ um eicosanoide, mas ele estimula a liberagdo do AA. O PAF e os eicosanoides
constituem os maiores mediadores lipidicos na resposta inflamatéria imune. Os maiores efeitos
dos eicosanodides e do PAF sdo; (1) A PGL, PGE: ¢ PGD: inibem a resposta inflamatoria, sdo
vasodilatadores e inibem a agregacdo plaquetaria; (2) A PGF: ndo tem papel na resposta
inflamatoria, mas ¢ um vasoconstrictor, embora ndo seja potente como a TXA:; (3) A TXA:, o

PAF, o leucotrieno Bs e o peptideo leucotrieno Cs e D4, todos aumentam a resposta inflamatoria;
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(4) A TXA2 ndo ¢ somente um potente vasoconstrictor, mas também uma substancia poderosa na
agregacdo plaquetaria; (5) O PAF e os leucotrienos aumentam a permeabilidade vascular e

ambos sdo vasodilatadores ou vasoconstrictores, dependendo do tipo de vaso (FOEGH et al.,

1990).

AA
{
AA V/Q2%¢«
1 v
PGG2 LT
da 025~
PGH,

\
2
PGI2, PGE2, PGD2, PGF20C, TXA2

Figura VIII- Formagdo do radical livre de oxigénio nas vias da cicloxigenase e lijx>xigenase do

metabolismo do AA (FOEGH et al., 1990).

Dietas enriquecidas com 4cidos graxos insaturados (AGI) tém sido indicadas,
primariamente, para obter efeitos benéficos nas doengas cardiovasculares (WALSH, 1998).
Estudos epidemioldgicos t€ém mostrado uma prevaléncia muito menor de aterosclerose e doenga
coronariana em esquimoés da Groenlandia e na populacdo artica do que na populacdo ocidental.
Tem sido sugerido que a composi¢do de alimentos consumidos pelas diferentes populacdes pode
ser responsavel pelas diferencas na prevaléncia destas doencas (FOEGH et al., 1990; MEHTA et
al., 1987). O principal alimento consumido pela populagdo artica ¢ 0 peixe de agua fria e
profimda; entre os peixes mais populares estdo o salmdo, a sardinha e o atum (LEVINE, 1997).
A carne vermelha e laticinios correspondem apenas a uma pequena por¢ao da dieta total destes
povos. Em contraste, os principais constituintes dietéticos das populacdes ocidentais sdo as

carnes vermelhas ¢ os laticinios (MEHTA et al., 1987).

Um dos mecanismos sugeridos para o efeito benéfico do EPA seria dado em fimgao dos
diferentes prostanoides formados a partir deste substrato quando comparados aos derivados do

AA (LEE et al., 1992). O EPA produz PGI: ¢ TXAs;. A TXAs ¢ biologicamente inativa, diferente

da TXA:, que ¢ uma substancia com potente efeito de agregacao plaquetaria e vasoconstrictora.
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enquanto a PGI3 atua como a PGI2 na prevencdo da agregacdo plaquetdria e causa vasodilatagao
(Figura IX) (FOEGH et al, 1990). Porém, ha autores que ndo concordam com tal afirmagdo e
demonstraram que a PGI3 tem propriedades antiagregantes e vasodilatadoras menos potentes do

que a PGI2 (KNAPP et al., 1986).

DIETA
_Acido linoléico Oleo de peixe
Acido araquidonico Acido eicosapentaendico
/ \ / \
Ciclo-oxigenase 5-Lipoxigenase Ciclo-oxigenase 5-Lipoxigenase

/ \ / \
Prostanoides Leucotrienos ~ Prostandides Leucotrienos
PGI2 LTB4 PGI3 LTBs
TXA2 LTCa4 TXA3 LTCs
PGD2 LTD4 PGD3 LTDs
PGE2 LTE4 PGEs LTEs
PGF2. PGFs.

Figura IX- Acido araquidénico e 4cido eicosapentaenédico (FOEGH et al, 1990).

Em estudos de suplementagdo dietética com o6leo de peixe em voluntarios normais, tem
sido geralmente relatado pequeno ou nenhum efeito sobre a fungdo plaquetaria. A conclusdo de
muitos estudos ¢ que maiores doses de EPA (10g/dia) sdo necessarias para afetar a formagao de
TXs ¢ PGI2 e menores doses (1 g/dia) ndo afetam a sintese de TXs ou a fungdo plaquetaria

(KNAPP et al., 1986).

Entretanto, o efeito a longo prazo, nestes pacientes que consomem oleo de peixe, € uma
elevagdo concomitante de LDL colesterol. Além disso, ocorre um aumento de AGI na membrana
celular e de LDL colesterol, podendo elevar a peroxidagdo lipidica. A peroxidagdo lipidica pode
aumentar a incidéncia de aterosclerose bem como de processos carcinogénicos (FOEGH et al.,

1990).

Uma alternativa é o consumo de gordura saturada (AGS), que tem menor potencial de
oxidacdo, mas, por outro lado, a sua ingestdo estda sendo reduzida devido ao seu efeito
hipercolesterolémico e aterogénico. Outra alternativa s3o os oleos vegetais hidrogenados. Este

processo aperfeigoa fiuicionalmente as gorduras e reduz os AGP, diminuindo, portanto, a
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formagao de radicais livres (RL) e a oxidacdo de lipidios. Entretanto, a hidrogenagdo também
produz aumento dos acidos graxos (AG) trans quando comparados a sua forma cis. Tem sido
sugerido que os AG trans podem ter efeitos prejudiciais a saude, sendo que este fato ainda exige

comprovagdo (FINLEY & OTTERBURN, 1993).

No passado, as recomendagOes dietéticas sugeriam a substituicdo dos AGS excedentes
por AGP. Mas a substituicdo por acidos graxos monoinsaturados (AGM) pode também baixar os
mveis de LDL colesterol (MATA et al, 1996). Observa-se que, populacdes que consomem
grandes quantidades de o6leo de oliva (rico em AGM), apresentam nivel de lipoperoxidacao
(LPO) plasmatico reduzido e baixa incidéncia de doenga isquémica do coracdo, apesar de que
isto possa ser explicado também pelo alto consumo de vitamina E e P-caroteno, através da

elevada ingestdo de oleo de oliva e tomate fresco, respectivamente (PARFITT et al., 1994).

Portanto, os fatores dietéticos podem alterar o metabolismo do organismo vivo, inclusive
observa-se que, a quantidade de gordura e a composi¢do de AG da dieta, afetam os constituintes
da membrana celular num curto espaco de tempo (GOWER, 1988). No nosso estudo, as
mudancas na composicdo dos AG do tecido hepatico foram diretamente relacionadas as suas
respectivas fontes alimentares em AG (Figuras 2 e 12; Tabelas 2 e 12); o mesmo ndo ocorreu
com o tecido cardiaco, apesar de ter havido uma tendéncia semelhante do perfil de AG
observado no figado (Figuras 3 e 13; Tabelas 3 e 13). Estudos concluem que a composi¢do em
AG da dieta modificam sensivelmente a composicdo dos AG dos tecidos, como figado
(HAMMER &, WILLS, 1978), intestino (TURINI et al., 1991), ossos (WATKINS et al., 1996) e
também o cora¢io (SKULADOTTIR et al., 1994).

O O6leo de canola ¢ uma importante fonte alimentar de AGM (53%), apresentando
quantidades moderadas de AGP (22% de acido linoléico, Cig:2 e 10% de acido alfa-linolénico,
C,8:3) e pequena quantidade de AGS (7%) (LINSCHEER & VERGROESEN, 1994). E
importante ressaltar que as dietas com 6leo de canola provocaram maior aumento de AGM totais

e 4cido oléico no figado de ratos (Figuras 2 e 12, Tabelas 2 e 12).

O o6leo de milho ¢ importante fonte alimentar de Ci8;2 (55%), apresentando quantidades

moderadas de AGM (25%) e pequenas quantidades AGS (13%) e AGP do tipo Ci8:3 (tragos)
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(LINSCHEER & VERGROESEN, 1994). As dietas com o6leo de milho provocaram maior
aumento de AGP totais e Cig * no figado de ratos (Figuras 2 e 12, Tabelas 2 e 12).

A gordura de coco ¢ importante fonte alimentar de AGS (88%), apresentando pequenas
quantidades de AGP (2% de Cig:a) e AGM (6%) (LINSCHEER & VERGROESEN, 1994). As
dietas com gordura de coco resultaram em maior aumento de AGS totais no figado de ratos

(Figuras 2 e 12, Tabelas 2 e 12).

Em dietas para humanos com 30% de gordura total, variando de 3 a 15% de AGP durante
80 dias, o conteudo de acido palmitico, estedrico, oléico, hnoléico e araquidonico das hemacias
ndo foi modificado (FRAGA et al., 1990). Esses AG sdo os que se apresentam em maior

concentragdo no tecido, tanto no figado (Tabelas 2 e 12), como no coragdo (Tabelas 3 e 13).

A gordura de coco, como dito anteriormente, apresenta pequenas quantidades de AGP
(2% de Cis;2) (LINSCHEER & VERGROESEN, 1994). Este tipo de gordura apresenta
quantidades insuficientes de Cisa e Ci183. Estes sdo chamados de &cidos graxos essenciais
(AGE), portanto, ndo podem ser sintetizados pelas células dos mamiferos, devendo ser ingeridos
em quantidades adequadas na alimentagdo, a fim de promoverem o crescimento ¢
desenvolvimento normal do organismo (SANTOS, 1998). A dieta a 8g% de gordura de coco ndo
proporcionou aumento de peso corporal equivalente as demais dietas a 8g% (Figura 1 e Tabela
1A). Isto pode ser proprio das quantidades insuficientes de AGE (Cigi e Ci8:3) da gordura de
coco, o que pode ser comprovado pela baixa incorporagdo destes AG no tecido hepatico
(7,96+0,19 e 0,00+0,00, respectivamente) (Tabela 2). O AGE Cig:2 do figado do grupo coco a
15g% foi maior (10,7743,30) (Tabela 12) do que o grupo coco 8g% (7,96+0,19) (Tabela 2).
Além disso, a incorporacdo de Ci8;2 no figado do grupo coco a 15g% (10,77£3,30) foi
estatisticamente semelhante ao grupo canola a 15g% (15,66+0,24) (Tabela 12), proporcionando
maior fonte de AGE para o organismo, ndo influenciando no peso corporal, neste nivel lipidico
(Figura 11, Tabela 11 A). Em estudo com humanos adultos, os tipos de gordura alimentar ndo
influenciaram no peso corporal em dietas a 35% da energia total de gordura (rica em AGS,
AGM, AGP (n-6) ou AGP (n-3)) (MATA et al., 1996), considerada pela Sociedade Brasileira de
Alimentagdo e Nutricdo uma dieta rica em gordura. As recomendagdes normais para a populagdo

brasileira sdo de 20 a 25% da energia total da dieta (VANNUCCHI et al., 1990). Mesmo a dieta
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rica em AGS, que apresentou baixos niveis de Cig:2, ndo comprometeu o peso corporal em
individuos adultos, uma vez que foi observada boa incorporacdo deste AG na LDL (MATA et
al., 1996). Mouni¢ e colaboradores (1986), em experimento com ratos pesando 120g,
alimentados durante 40 dias, ndo observaram diferencas de peso corporal final entre os grupos
que ingeriram 06leos de coco e milho a 6g%. Cabe salientar que, em nosso estudo, os organismos
sdo jovens (ratos recém-desmamados, com peso inicial de 40 a 50g), o que proporciona maiores

possibilidades de alteragdes nutricionais por deficiéncias de nutrientes essenciais.

O o6leo de canola, nos dois niveis lipidicos das dietas, provocou hipertrofia hepatica
(Tabelas IB e IIB). E possivel que isto se deva a presen¢a de acido erficico (€22:1, n-9) nestes
tipos de Oleos derivados da colza. Alguns autores observaram alteragdes estruturais (dilatagdo do
limen, perda de microvilosidades nos canaliculos biliares, cristas mitocondriais fortemente
aderidas, elevado niimero de peroxissomas) no figado de animais alimentados com o6leo de colza

com baixo teor de acido erucico (0,4%) (CULLEN et al., 1996).

Através do teste do TEARS (substancias reativas ao acido tiobarbitirico) ndo foram
detectadas alteragdes na LPO do figado nas diferentes dietas estudadas (Figuras 4 e 14; Tabelas 4
e 14). Muitos trabalhos tém demonstrado que produtos de oxidacdo derivados do sistema
linoléico produzem pequena quantidade de malonaldeido (MDA), detectado pelo teste de
TBARS que ¢ um método pouco sensivel para quantificagdo do grau de oxidagdo de lipidios

(PRYOR et al., 1976; FRANKEL & NEFF, 1983).

Para a analise da LPO, utilizou-se, também, a quimiluminecéncia (QL) iniciada por tert-
butil (i-BOOH). Este hidroperoxido ¢ muito utilizado em modelo de desordem oxidativa de
membranas celulares (RICE-EVANS et al., 1985; FRAGA et al., 1990). A QL induzida por ¢-
BOOH no figado de ratos alimentados com dietas ricas em AGS, apresentou maior nivel quando
comparada as dietas ricas em AGM (8g% e 15g%) (Figuras 5 e 15, Tabelas 5 e 15). Porém, a QL
induzida por i-BOOH na dieta normolipidica (8g%) rica em AGP (n-6) foi similar a dieta rica em
AGM, o que ndo ocorreu com a dieta hiperlipidica (15g%) rica em AGP (n-6), a qual apresentou
maior nivel de QL hepatica (Figuras 5 e 15, Tabelas 5 e 15). Em pesquisa feita com HDL
plasmadtica ap6s uma dieta hiperlipidica (37% de energia de lipidios em relagdo a energia total)

rica em acido linoléico, mostrou-se significativo aumento de acido linoléico nos fosfolipidios em



147

relacdo as lipoproteinas isoladas apos a dieta rica em acido oléico. A HDL, isolada apos a dieta
rica em acido linoléico, apresentou valores mais altos de TBARS do que a HDL obtida apds

dieta rica em 4cido oléico, tanto em HDL nativa como oxidada por cobre (SOLA et al., 1997).

Quando comparamos a dieta a 8g%, com gordura de coco e 6leo de milho, observamos
que o grupo milho apresentou a menor concentracdo de QL hepatica (Figura 5 e Tabela 5). A
situacdo se inverte, quando a dieta ¢ a 15g%, onde o grupo milho apresenta maior concentragao
de QL do que o grupo coco (Figura 15, Tabela 15). Portanto, a dieta normolipidica rica em AGP
(n-6), apresentou beneficios contra a LPO hepatica, porém a dieta hiperlipidica produz efeito
contrario (LPO medida pela técnica da QL). Portanto, a quantidade de insaturagdes da gordura
da dieta a 8g% de 6leo de milho ndo aumentou a LPO, mas o fez na dieta a 15g%. Apesar desta
constatagdo na alteracdo da QL no figado de ratos, os beneficios ou maleficios das gorduras em

estudo sobre a LPO no figado, necessitam de duas ou mais técnicas que comprovem o efeito com

seguran¢a (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989).

Observa-se aumento do 4acido linoléico (C18.2) nas lipoproteinas sangiiineas com dietas
ricas em AGP, tanto (n-3) como (n-6), quando comparadas com dietas ricas em AGS e/ou AGM
(MATA et al.; 1996, SOLA et al., 1997). As dietas a 8g% e 15g% de 6leo de milho apresentaram
maiores niveis de AGP totais, C18.2 ¢ C20 4 no figado, quando comparadas aos outros grupos
experimentais (Figuras 2 e 12, Tabelas 2 e 12). O AA ¢ um dos mais abundantes AG encontrados
na célula hepatica (Tabelas 2 e 12). Quando liberado das membranas celulares, serve de
substrato para metabolizar compostos das vias da cicloxigenase e lipoxigenase, nas quais se
formam espécies ativas de oxigénio (EAO) (Figura VIII) (FOEGH et al., 1990). Observamos que
os niveis de AA do figado s@o significativamente maiores nas dietas a 15g% de gordura de coco
e 0leo de milho, quando comparados a dieta com o6leo de canola 15g% (Tabela 12). O mesmo
ocorre com o nivel de QL induzida por r-BOOH (Figura 15 e Tabela 15). Verifica-se também
que a dieta a 15g% de 6leo de milho também apresenta o maior nivel de C18.2 no figado (Tabela
12). O Cis:2 especificamente pode ser citotoxico, podendo se acumular nas células endoteliais.
Isto se deve a incapacidade das células endoteliais de sintetizar quantidades significativas de AA
a partir da C]8:2, ja que a atividade da delta 6- dessaturase ¢ muito baixa comparada com as
atividades das elongases, delta 5 e delta 9- dessaturases (Figura V) (SPECTOR et al., 1981).

Apesar de a dieta a 8g% de 6leo de milho apresentar os maiores niveis de Ci8;2 e C20.4 no figado
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(Tabela 2), ndo provocou o maior nivel de QL induzida por r-BOOH (Figura 5 e Tabela 5).
Porém, devemos observar que a quantidade de Ci8:2 do grupo milho a 8g% ¢ significativamente
menor do que a do grupo milho a 15g% (15,05+0,20 vs 21,44+1,29 / Teste t Student p< 0,001),
apesar de que a quantidade de C20.4 foi significativamente maior no grupo milho a 8g% do que a
15g% (26,14+0,60 vs 22,00£0,94 / Teste t Student p< 0,006). Esta diferenca ndo foi tdo
significativa como a encontrada para Cig:2 (analise ndo demonstrada nos resultados) (Tabelas 2 ¢
12). Portanto, o aumento da QL iniciada por r-BOOH da dieta a 15g% de o6leo de milho,

possivelmente, deve-se ao seu conteudo de Ci8 2-

Isto também pode ser explicado pela maior relagdo entre o acido linoléico/acido oléico do
grupo milho (1,43) do que o grupo canola (0,54) a 15g%. Nao foram observadas diferencas
quanto a QL iniciada por r-BOOH entre os grupos milho e canola a 8g%, apesar de apresentarem
uma relag@o entre o 4cido linoléico/acido oléico relativamente semelhante 4 dieta a 15g% (1,26 e
0,55, respectivamente). Porém, houve menor incorporagdo de acido linoléico no grupo
alimentado com o6leo de milho a 8g% (15,05+0,20) comparado ao alimentado com o6leo de milho
a 15g% (21,44+1,29) e menor incorporagdo de acido oléico no grupo alimentado com o6leo de
canola a 8g% (22,45+0,62) comparado ao ahmentado com o6leo de canola a 15g% (28,98+0,59)
(Tabelas 2 e 12). Portanto, o maior nivel de acido linoléico no grupo milho aumenta sua
suscetibilidade 4 LPO e o maior nivel de 4cido oléico no grupo canola aumenta a prote¢do contra

0 estresse oxidativo.

Em estudos com células endoteliais incubadas com LDL isoladas de humanos tratados
com dieta rica em AGM, foram observados niveis mais baixos de adesdo de monocitos. Ao
contrario, a LDL obtida apo6s dieta com AGP (n-3), induziu maior adesdo de monocitos. Nao
houve diferencas entre AGM e AGP (n-6). Os dados mostram associacdo negativa entre o
percentual de adesdo de mondcitos nas células endoteliais e o contetido de Ci81 na fi-agdo dos
fosfolipidios da LDL. Ao contrario, associa¢do positiva foi observada para o conteudo de Cig 2
na mesma fi-a¢do. A relacdo inversa tem sido observada entre a razdo AGM/AGP dos

fosfolipidios e colesterol e grau de adesdo de monocitos (MATA et al, 1996).

Os AGP e os peroxidos da dieta aumentam a concentracdo de peroxidos no organismo,

sugerindo que os peroxidos da dieta sdo importantes fontes de substancias oxidativas para o
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organismo, como observado com relagdo as lipoproteinas séricas (STAPRANS et al, 1993a;
STAPRANS et al., 1993b). Em nosso laboratério, foi induzido estresse oxidativo através da
perfusdo cardiaca com H202 e observada contratura cardiaca, aumento de TBARS e de QL
(como indicadores do aumento da LPO) (BAUERMANN, 1995; BELLO-KLEIN, 1993,
BRUNETO, 1995; MIRANDA, 1997; OLIVEIRA, 1993). O mesmo foi observado em nosso
estudo; inducdo de contratura cardiaca (Figuras 6B, 6C, 16B e 16C; Tabelas 6A, 6B, 6C, 16A,
16B e 16C) e aumento de TBARS (Figuras 7B e 17B; Tabelas 7A, 7B, 7C, 17A, 17B e 17B).
Fraga e colaboradores (1990) também observaram aumento do TBARS dependente da
quantidade de um indutor de estresse oxidativo, o /-BOOH. Porém, ndo observamos aumento
significativo da QL induzida por /-BOOH em coragdes perfimdidos com H202. Isto pode ser
proprio do possivel declinio de substratos (AGI) durante a perfiisdo cardiaca prévia com H202
(Figuras 8B, 8E, 8F, 8G, 18D, 18E ¢ 18F; Tabelas 8A, 8B, 8C, 18A e 18B). Esta hipotese pode
ser refor¢ada, considerando que a dieta a 8g% causou inclusive diminui¢do significativa da QL
induzida por /-BOOH apo6s perfiisdio com H202 (Tabelas 8B e 8C). A dieta com maior contetido
de lipidios (mais substratos para a LPO), ndo apresentou diferencas significativas entre os grupos
sem e com H202 (Tabela 18B). Este fendmeno ja tinha sido observado em nosso laboratorio,
quando a perfiisdo cardiaca, como neste trabalho, foi feita a fluxo constante (MIRANDA, 1997,

comunicagao pessoal).

Os coracdes de ratos alimentados com oOleo de canola mostraram-se resistentes a LPO,
observada pelo menor nivel de TBARS. A dieta rica em AGP (n-6) (6leo de miUio) ndo diferiu
significativamente da dieta rica em AGS (gordura de coco) a 8g% em termos de TBARS. Nas
dietas a 15g%, o grupo tratado com AGP (n-6) apresentou niveis semelhantes de TBARS quando

comparado tanto ao grupo coco quanto ao canola (Figuras 7A e 17A; Tabelas 7C e 17C).

Alguns autores informam que em condigdes oxidativas intensas, a produgcdo de TBARS
esta relacionada a quantidade de AA. Em condi¢des de baixa oxidacdo, as defesas antioxidantes
sdo capazes de superar o estresse oxidativo, mas quando a exposicdo for grande, as defesas
antioxidantes sdo insuficientes, ¢ a peroxida¢dao fica dependente do substrato de AGP (FRAGA
et al., 1990). Apesar de o grupo canola apresentar o menor nivel de AA no coracdo, esta

diferenga ndo foi significativa em nosso estudo (Tabela 3 e 13).



O ¢6leo de canola (dieta a 8g% e 15g%) também protegeu o coragdo contra a LPO, quando
observamos a QL iniciada por r-BOOH como pardmetro. O grupo que consumiu gordura de
coco, na dieta 8g% apresentou o mesmo nivel de QL dos grupos canola e milho, porém quando
aumentou-se a quantidade de gordura de coco (dieta a 15g%), a QL equivaleu-se apenas ao nivel

do grupo que ingeriu 6leo de milho (15g%) (Figura 8A e 18; Tabelas 8C e 18C).

Ao analisarmos as TBARS e a QL iniciada por r-BOOH no coragdo, conjuntamente,

observamos que os animais tratados com oOleo de canola apresentam menores niveis de LPO

(8g%el5g%).

O grupo coco 8g% apresentou maior contratura cardiaca e o grupo canola 8g% e milho
82% as menores apenas no 8% minuto de perfusdo (Figura 6A; Tabela 6C). No 10° minuto de
perfusdo, os grupos canola € milho atingem o mesmo nivel de contratura observado no grupo
coco. Estes dados mostram que o tratamento com Oleo de canola e milho a 8g% aumentam o
tempo de laténcia, ou seja, retardam o surgimento da contratura induzida pelo H202. Na dieta a
15g¢%, o grupo que ingeriu gordura de coco apresentou menor resisténcia oxidativa, portanto,
maior contratura cardiaca; ja, a partir do 4% minuto de perfusdo até o 10" minuto, o Oleo de
canola apresentou a menor contratura cardiaca, porém, em nenhum momento, foi diferente do
6leo de milho. Isto sugere que as dietas a 15g% de Oleos de canola e milho aumentam a
resisténcia a contratura cardiaca induzida por 10 minutos de perfusdo com H202 (Figura 16A;
Tabela 16C). Além disso, houve significativa interacdo da dieta com o H202. Os coragdes
perfimdidos com H202 dos ratos alimentados com gordura de coco, apresentaram a maior
contratura; o grupo a 8g%, no 8* minuto (Figura 6C; Tabela 6C) e o grupo 15g% do 4% ao 10
minuto de perfusdo. Ao final do 10> minuto de perfusio, o grupo canola 15%c/H202 apresentou
menor contratura cardiaca que o grupo cocol5%c/H202 e igualdade estatistica com o grupo
milho 15%c/H202 e com um grupo sem H202 (cocol5%s/H202). Sugere-se que os Oleos de
canola e milho resistem a contratura cardiaca induzida pelo H202, e o 6leo de canola, neste caso,
apresenta ainda maior resisténcia, uma vez que apresentou igualdade estatistica com os coragdes
do grupo alimentado com gordura de coco que ndo foram perfundidos com H202 (Figura 16C;
Tabela 16C). Estes dados confirmam o envolvimento da LPO no processo de contratura, uma

vez que o grupo que apresenta menor LPO ¢ também aquele em que as contraturas sdo menores.
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Estes resultados vao de encontro aos obtidos por Mata e colaboradores em 1996,
observaram que dieta rica em AGM aumenta o tempo de laténcia, ou seja, aumenta a resisténcia
a oxidacdo da LDL, quando comparada com dietas ricas em AGS, AGP (n-6) e AGP (n-3); estas

por sua vez, ndo apresentaram diferencas significativas entre si.

Apesar dos danos oxidativos estarem diretamente relacionados ao aumento do nimero de
insaturagdes dos AG corporais, seja de membranas plasmaticas (HAEGELE et al, 1994) ou de
particulas de lipoproteinas sangiiineas (SARKKINEN et al., 1993), as dietas ricas em gordura
saturada tém papel reconhecido no aumento do colesterol sangiiineo ¢ no risco de doengas do
coragdo (WALSH, 1998). A hipercolesterolemia aterosclerdtica induzida por dieta em coelhos

esta associada ao aumento da QL dos leucocitos polimorfonucleares ¢ aos niveis de MDA do

tecido aortico (PRASAD & KALRA, 1993).

Recentes pesquisas mostram aumento da resisténcia a modificagdo oxidativa associada
com o consumo de dietas ricas em AGM (MATA et al, 1996), cvidenciando, mais
especificamente, que dietas enriquecidas com acido oléico, além de diminuir a LDL colesterol,
podem ser antiaterogénicas por produzirem LDLs altamente resistentes as modificagdes
oxidativas (PARTHASARATHY et al., 1990b). Em outros estudos feitos com LDL humana, foi
observado que dietas ricas em AGS e AGM mostram niveis semelhantes de TBARS. Estes niveis
foram menores do que dietas com AGP (n-6) e AGP (n-3). Os niveis de dienos conjugados
(nmoles/ mg de proteina de LDL) foram mais baixos nos sujeitos que consumiam dieta rica em
AGM, comparados com sujeitos que consimiiam dietas ricas em AGP (n-6) ¢ AGP (n-3). Os
niveis de dienos conjugados durante a dieta com AGS ndo foram significativamente diferentes
dos AGM e AGP(n-6), mas foram mais baixos do que aqueles determinados pelo AGP(n-3)
(MATA et al., 1996).

Sola e colaboradores (1997) em experimento com HDL observaram que homens que
ingeriram dieta rica em dacido linoléico apresentaram maior nivel de TBARS em HDL do que
homens que ingeriram dietas ricas em acido oléico. Estes resultados suportam a idéia de que a
presenga de mais acido linoléico, que apresenta posi¢des bis-alilicas, produz substancial LPO da
HDL. Em comparagdo, a HDL rica em acido oléico, que ndo apresenta posi¢cdo bis-alilica, ou

seja, tem dupla ligacdo isolada, tem maior resisténcia a peroxidagao (WAGNER et al., 1994).
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Os dados sugerem que o aumento do conteudo de AGM na dieta, o aumento do acido
oléico e a diminui¢do do acido linoléico parecem determinar a resisténcia a oxida¢do da LDL
(MATA et al., 1996) ¢ da HDL (SOLA et al., 1997). Reaven e¢ Witztum (1996) concluem, em
sua revisdao sobre a LDL oxidada na aterogénese e o papel da dieta, que as dietas ricas em Ci8:i
reduzem a suscetibilidade da LDL a oxidagdo, talvez como resultado das propriedades

antioxidantes intrinsecas e diminui¢do do contetido de Ci8 2 na LDL produzida por tal dieta.

Pesquisas mostram que o aumento da razdo entre acido linoléico/acido oléico nas fracdes
de LDL (BIFFANTI et al., 1994) ¢ HDL (SOLA et al., 1997), aumentam as taxas de
peroxidacdo. Esta diferenga é facilmente explicada considerando que os AGP s3o os substratos
para reagdes peroxidativas; os AGM ndo contém nenhum grupo metilénico dentro de suas
moléculas, portanto, ndo exibem nenhum sitio de ataque para os radicais livres (ESTERBAUER

etal., 1987).

Porém, no coragdo, apesar do efeito protetor do oleo de canola contra os danos
oxidativos, ndo houve maior incorporagdo de acido oléico e nem menor nivel de acido linoléico
neste orgdo (dieta 8g% e 15g%); ao contrario, a dieta com o6leo de canola 15g% resultou em
maior concentracdo de AGP totais no coracdo do que a dieta com gordura de coco 15g%
(Figuras 3 e 13; Tabelas 3 e 13). As pesquisas com lipoproteinas, ao contrario, mostraram maior
incorporagio de acido oléico (Cis i) nas fragdes de LDL (MATA et al., 1996) ¢ HDL (SOLA et

al., 1997) quando o organismo ¢ alimentado previamente com dieta rica em AGM.

Importante observagdo quanto as dietas a 8g% e 15g% de gordura rica em AGM, ¢ que
estas dietas induzem irai aumento significativo no acido docosahexaendico (DHA) no coragdo
(Tabela 3 e 13). Pesquisa com 6leo de colza (rico em AGM) observou aumento nos fosfolipidios
séricos de AGP (n-3) (Caois e C22.5) (GLfSTAFSSON et al.,, 1994). Concluiu-se, em alguns
estudos, que o potencial citotoxico dos AG ¢ dependente, mas ndo diretamente proporcional ao
numero de duplas ligagdes das cadeias carbonadas, por exemplo, o acido y-linolénico, AA e 0
EPA com 3, 4 e 5 duplas ligagdes, respectivamente, foram os trés agentes citotoxicos mais
efetivos, enquanto o DHA (com 6 duplas ligagdes) foi o menos efetivo. O acido linoléico e a-
linolénico, com 2 e 3 duplas, respectivamente, apresentaram atividade citotdxica intermediaria

(BEGIN et al., 1986; BEGIN & ELLS, 1987). Outros autores sugerem, ainda, que a quantidade
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de gordura pode aumentar muito mais a suscetibilidade a LPO do que o tipo de gordura (MILLS

etal., 1995).

Os diferentes tipos de gordura a 8g% na dieta ndo provocaram mudangas no
comportamento da freqiiéncia cardiaca (FC) (Tabela 9B). J4 nos animais alimentados com dieta
a 15g% foram observadas diferencas na FC a partir do 8 minuto de perfiisdo (Tabela 19B). Nos
animais tratados com o6leo de canola (15g%) a FC inicial foi preservada ao longo da perftisao,
sendo que isto ndo ocorreu nos outros grupos (Figura 19A; Tabela 19C), sugerindo maior
resisténcia destes coragdes. Além disso, o tratamento com Oleo de canola previne a bradicardia

induzida pelo H202, constituindo-se num fator de protecdo do miocardio.

Os tipos de gordura da dieta a 8g% também ndo interferiram na pressdo desenvolvida
pelo ventriculo esquerdo (AP) (Tabela 10B), porém, os diferentes tipos de gordura das dietas a
15g% modificaram os efeitos do H202 sobre a AP (Tabela 20B). Observa-se que, os coragdes do
grupo coco com H202, apresentaram menor AP a partir do 4° minuto de perfusdo. E importante
observar que, no 4° minuto, os grupos alimentados com o6leos de canola e milho perfundidos com
H202 apresentaram equivaléncia estatistica com o grupo canola sem H202 e que, no 6° minuto,
apenas o grupo canola persiste no retardo da diminui¢do da AP induzida pelo H202 (grupo
canolal5%c/H202, estatisticamente, semelhante ao canolal5%s/H202). Verifica-se entdo, que o
6leo de canola apresenta resisténcia a diminuigdo da AP induzida pelo H202. A partir do 82
minuto, o efeito do H202 acaba por prevalecer, diminuindo a interferéncia da dieta, sendo

constatadas diferengas nos grupos sem e¢ com H202, independente do tipo de dieta (Figura

20B;Tabela 20C).

O H202 diminuiu a FC e a AP em qualquer das dietas estudadas (Figuras 9, 10, 19B ¢
20A; Tabelas 9C, 10C, 19C e 20C). Uma observacao importante ¢ que os coragdes das dictas a
15g% perfundidos com H202, apresentaram um aumento da AP no inicio da perfusdo (Tabela

20C).

Outro relevante fator também ¢ a quantidade de antioxidantes da dieta, os quais também
vao determinar maior ou menor estresse oxidativo, por exemplo; a deficiéncia de vitamina E

aumenta a suscetibilidade da membrana cardiaca a peroxidacao lipidica (PARAIDATHATHU et
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al., 1994) e a sua inclusdo na dieta pode, inclusive, proteger o miocardio contra a injuria da
reperfusdo (PYKE & CHAN, 1990). Em estudos em que a unica varidvel sio os AG da dieta,
com quantidade de antioxidantes iguais, € possivel determinar o efeito desta tUnica variavel

(FRAGA et al., 1990).

Estudos realizados em humanos hipercolesterolémicos, observou-se diminuicdo do
TBARS sangiiineo em individuos que consumiam dieta tipica da American Heart Association,
com baixa gordura (32/10:8:8, que indica a percentagem de energia de gordura total/ gordura
saturada: monoinsaturada: polinsaturada). 0 TBARS estava aumentado em dieta com baixo
contetido de lipidios ¢ AGP (30/12:8:3). Os niveis de LDL colesterol ndo foram alterados com a
dieta, porém houve aumento dos tocofer6is com a dieta tipica da American Heart Association.
Portanto, a diminui¢do da LPO durante a dieta tipica da American Heart Association, com niveis

mais elevados de AGP, pode ser proprio do aumento de antioxidantes naturais dos alimentos

(SARKKINEN et al., 1993).

Prasad e Kalra (1993) demonstraram que as lesdes aterosclerdticas na aorta induzidas
pela dieta podem ser efetivamente prevenidas pela ingestdo de vitamina E, porém este efeito ndo
se deve a diminuicdo das EAO e nem do nivel de colesterol sangiiineo e sim da sua protecao

contra as EAO que provocam injuria endotelial.

A importancia deste trabalho se justifica quando analisamos a publicagio do Ministério
da Saude, através da Coordenac¢do de Informacdo e Analise de Situacdo (CIASS), do Centro
Nacional de Epidemiologia (CENAPI) e da Fundacdo Nacional de Saude (FNS) que, em 1997,
publicaram o estudo da “Mortalidade Brasil - 1994”, o qual aponta as doengas do aparelho
circulatorio como a primeira causa de morte. Sabendo-se que as gorduras alimentares podem
modificar o perfil lipidémico e que este pode ser um fator de risco para as doengas
cardiovasculares, os estudos sobre as gorduras alimentares e radicais livres devem ser

priorizados, uma vez que os radicais livres também tém sido impUcados em tais doengas.

Com este trabalho iniciou-se no Laboratorio de Fisiologia Cardiovascular - UFRGS uma
nova linha de pesquisa: “Nutricdo e Radicais Livres”. Novas perspectivas comecam a ser

tragadas. Futuramente, poderemos contribuir com a comunidade cientifica no entendimento de
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assuntos bastante polémicos, como o efeito da suplementagao de antioxidantes e sua implicacao

na biodisponibilidade de outros nutrientes.



5. CONCLUSOES

5.1. As gorduras alimentares estudadas modificaram a composi¢do de acidos graxos tecidxiais,
porém as mudancas foram mais significativas no figado. A gordura de coco, o 6leo de canola e o
6leco de milho aimientaram o conteido de acidos graxos saturados, monoinsaturados e

polinsaturados no figado, respectivamente.

5.2. A dieta a 8g% rica em gordura de coco interferiu no crescimento normal dos ratos jovens,

possivelmente por apresentar niveis insuficientes de acidos graxos essenciais.
5.3. O 6leo de canola provocou hipertrofia hepatica.

5.4. O dleo de canola protegeu o tecido hepatico contra o aumento da QL iniciada por r-BOOH,
possivelmente pelo seu alto conteudo de acido oléico (Cis .i). O o6leo de milho apresentou
beneficios apenas quando a dieta era a 8g%; quando estava a 15g% ocorreu aumento da QL
iniciada por r-BOOH, possivelmente pelo alto nivel hepatico de acido linoléico (Cig 2) e baixo

em oléico (Cis 1). A gordura de coco aumentou a QL iniciada por r-BOOH no figado.

5.5. O H202 causou aumento do estresse oxidativo no coragdo independente do tipo de gordura

da dieta, avaliado pelo teste de TBARS e pela contratura.

5.6. A exposicao continua ao H202, através da perfiisio a fluxo constante, parece reduzir
substancialmente os niveis de substrato para peroxidagdo lipidica (acidos graxos polinsaturados),

impossibilitando o aumento da emissao luminosa da QL iniciada por -BOOH

5.7. O dleo de canola (8g% e 15g%) aumentou a resisténcia do coragdo a peroxidacdo lipidica

(analisada por TBARS e QL).
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5.8. O tratamento com Oleos de canola e milho aumentou o tempo de laténcia, ou seja, retardou o
surgimento da contratura cardiaca induzida pelo H202. As dietas a 15g% de 6leos de canola e
milho ofereceram prote¢do mais efetiva, uma vez que o tempo de laténcia foi ainda maior. Neste
nivel lipidico, o 6leo de canola parece ser mais resistente. Os cora¢des de animais alimentados

com gordura de coco apresentaram maior contratura.
5.9. As dietas a 15g% apresentaram maior influéncia na atividade mecanica do coragao.

5.10. O o6leo de canola, na dieta a 15g%, preservou a freqiiéncia cardiaca inicial; preveniu a

bradicardia e retardou a diminui¢do da diferenca de pressao induzida pelo H202.
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