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RESUMO

O objetivo, deste trabalho, foi estudar o possivel efeito protetor da vitamina E
sobre a oxidacdo hpidica no sangue e no figado de ratos Wistar, alimentados
conforme dietas AIN93-G ¢ suplementados por gavagem com acidos graxos
poliinsaturados 6mega-3. Para o primeiro ensaio bioldgico, foram utilizados 60
ratos machos albmos, recém-desmamados, distribuidos aleatoriamente em 6
grupos experimentais, no qual foram divididos, de acordo com a quantidade de
suplemento ¢ marca, com e sem vitamina E: GRUPO 1 - Controle -
Suplementagdo com 2 g/dia de dleo de soja; GRUPO 2 — Suplementagio com 2
g/dia de acidos graxos Omega-3 da marca A com vitamina E (120 mg/dia);
GRUPO 3 - Suplementagdo com 2 g/dia de acidos graxos émega-3 da marca B,
sem vitamina E; GRUPO 4 - Suplementaciio com I g/dia de 4cidos graxos
dmega-3 da marca A, com vitamina E (60 mg/dia); GRUPO 5 - Suplementacio
com 1 g/dia de acidos graxos 6mega-3 da marca B, sem vitamina E; GRUPQ 6 -
Suplementacdo com 2 g/dia de acidos graxos Omega-3 da marca B, sem
vitamina E, por um periodo de 30 dias e, posteriormente, durante 15 dias,
suplementacdo com vitamina E (marca C - 400 mg de acetato de DL-a-
tocoferol). Nesse grupo, ndo houve sacrificio de animais no Tempo 1. Foram
realizadas analises em trés tempos: TO - valor de referéncia apds 3 dias em
adaptag@o com dieta basal (sacrificados 12 animais, n=12); T1, com 30 dias de
suplementagdo (sacrificados 4 animais por grupo, n=8), ¢ 12, aos 45 dias de
suplementacio (sacrificados 4 animais por grupo, n=4). Para o segundo ensaio
biolégico, foram utilizados 80 ratos machos albinos, da linhagem Wistar, recém-
desmamados. Inicialmente os 80 animais foram pesados ¢ submetidos a um

periodo de achimatacio ao ambiente, em gaiolas de crescimento individuais,



durante 8 dias, em dieta nfio purificada de formula fechada Nuvital® para ganho
de peso; em seguida, foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos
experimentais, com 16 animais por grupo; os mesmos permaneceram por 4 dias
em adaptagdo recebendo dieta basal e, ao final desse periodo, era feito o
alinhamento do peso, retirando 4 animais por grupo, que foram sacrificados para
analise lipidica do sangue e figado; essa analise foi considerada “valor de
referéncia” e denominada “Tempo 0”. Permaneceram 64 animais (16 animais
por grupo) dos quais, apos 30 dias de experimento foram retirados 8 animais por
grupo, para analise de sangue e figado, denominado “Tempo 17, e, apos 15 dias,
foi feita mais uma analise, denominada “Tempo 27, nos animais restantes por
grupo, para as avaliagdes dos perfis lipidicos sérico e hepatico, dos lipides totais,
acidos graxos poliinsaturados 6mega-3 e dosagem de vitamina E, como também
a agdo antioxidante da vitamina E. Os animais foram suplementados por
gavagem, durante 45 dias consecutivos, por via oral. Os grupos experimentais,
em estudo, foram divididos de acordo com a quantidade de suplemento com e
sem vitamina E: GRUPO 1 - Controle - suplementagdo com 2 g/dia de 6leo de
soja; GRUPO 2 — Suplementacdo com 2 g/dia de acidos graxos dmega-3 da
marca A, com vitamina E (120 mg/dia); GRUPO 3 - Suplementagdo com 2
g/dia de acidos graxos Omega-3 da marca B, sem vitamina E; GRUPO 4 -
Suplementagdo com 2 g/dia de acidos graxos Omega-3 da marca B, sem
vitamina E, por um periodo de 30 dias e posteriormente durante 15 dias,
suplementacdo com vitamina E (marca C - 400 mg de acetato de DL-a-
tocoferol). Nesse grupo, ndo houve sacrificio de animais no Tempo 1. No que
diz respeito ao efeito antioxidante da vitamina E, nos teores de indice de
peroxido (IP) e substéncias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), observou-

se que, nOs grupos experimentais que receberam suplementacio de AGPI ©-3
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sem vitamina E, os teores de indice de perdxido e também os teores de
substdncias reativas ao 4cido tiobarbitirico apresentaram valores muito
superiores do que nos grupos experimentais que receberam suplementos de
AGPI ®-3 com vitamina E. Assim, verificou-se que a vitamina E mostrou uma
protegio efetiva contra a oxidag#o lipidica, em ratos Wistar, suplementados com
produtos & base de acidos graxos poliinsaturados (AGPI) 6mega-3 (o - 3).
Observou-se que ndo houve diferenga significativa (p>0,05), nas médias no
consumo de dieta (g) e do ganho de peso (g), entre os grupos em estudo,
mostrando que as suplementagdes a base de acidos graxos poliinsaturados -3,
com e sem vitamina E, ndo interferiram nessas varidveis; que o tempo de
suplementa¢do com acidos graxos poliinsaturados dmega-3 nio foi capaz de
melhorar o perfil lipidico sérico dos ratos, observando-se apenas uma redugdo
dos teores de LDL-colesterol sérico dos ratos. A suplementagio com acidos
graxos poliinsaturados 6mega-3 nfo reduziu os teores hepaticos do colesterol
total e triacilglicerdis dos ratos. Com relagéo a variagio dos teores no sangue e
no figado dos acidos graxos saturados, monoinsaturados e polunsaturados,
observou-se que, ao longo da suplementacio de 45 dias com AGPI ©-3, houve
um aumento nos teores de acidos graxos saturados palmitico, estearico e dos
insaturados, acido oléico, a-linolénico ¢ DHA. A adicdo da vitamina E nio
interferiu nos teores encontrados. Tendo em vista os resultados encontrados, fica
a recomendacdo de que, ao fazer uso de suplementagdio com acidos graxos
poliinsaturados 6mega-3, sob forma concentrada em capsulas gelatinosas, a
mesma deve estar associada com vitamina E, para evitar os riscos de oxidagdo ao

nivel celular e, com 1sso, causar efeitos danosos a saude.
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ABSTRACT

The objective of this research was to study a possible protective effect of vitamin
E against lipid oxidation in the blood and liver of Wistar rats fed on a AIN93-G
diet supplemented by gavagem with polyunsaturated omega-3 fatty acids. For
the first biological assay, 60 albino recently weaned male Wistar rats were used,
distributed at random into 6 experimental groups. The experimental groups
under study were divided according to the amount and brand of supplement,
with and without vitamin E: GROUP 1 - Control — supplementation with 2
g/day soybean oil; GROUP 2 — supplementation with 2 g/day brand A omega-3
fatty acids with vitamin E (120 mg/day); GROUP 3 - supplementation with 2
g/day brand B omega-3 fatty acids without vitamin E; GROUP 4 -
supplementation with 1 g/day brand A omega-3 fatty acids with vitamin E (60
mg/day); GROUP 5 - supplementation with 1 g/day brand B omega-3 fatty
acids without vitamin E; GROUP 6 - supplementation with 2 g/day brand B
omega-3 fatty acids without vitamin E for a period of 30 days and subsequently
for 15 days with vitamin E (brand C — 400 mg DL-a- tocopherol). In this group
no animals were sacrificed at Time 1. In the second biological assay, 80 albino
recently weaned male Wistar rats were used. Analyses were carried out at 3
points in time: TO — reference value after 3 days of adaptation on the basal diet
(12 animals sacrificed, n=12); T1 after 30 days of supplementation (4 animals
sacnificed per group, n=8) and T2 after 45 days of supplementation (4 animals
sacrificed per group, n=4). The 80 animals were first weighed and submitted to
an eight day period of acclimatization to the environment in individual growth
cages, fed on a non-purified closed formula Nuvital® diet in order to gam
weight. They were then distributed at random into four experimental groups, 16
animals per group, and fed for a further 4 days of adaptation on the basal diet



before carrying out a weight alignment, when 4 animals per group were removed
and sacrificed for a lipid analysis of their blood and liver. This analysis was
considered as the “reference value” and denominated “Time 07. Sixty-four
animals thus remained (16 animals per group) of which, after 30 days of the
experiment, 8 amimals per group were removed for blood and liver analyses,
denominated “Time 17, and after a further 15 days, another analysis,
denominated “Time 2” was carried out on the remaining animals to evaluate the
serum and hepatic lipid profiles, total lipids, omega-3 polyunsaturated fatty acids
and the vitamin E content, as well as the anti-oxidant activity of the vitamin E.
The animals were supplemented by gavagem for 45 consecutive days, via oral.
The experimental groups under study were divided according to the amount and
brand of supplement, with and without vitamin E: GROUP 1 - Control -
supplementation with 2 g/day soybean oil; GROUP 2 — supplementation with 2
g/day brand A omega-3 fatty acids with vitammn E (120 mg/day); GROUP 3 -
supplementation with 2 g/day brand B omega-3 fatty acids without vitamm E;
GROUP 4 - supplementation with 2 g/day brand B omega-3 fatty acids without
vitamin E; GROUP 5 - supplementation with 2 g/day brand B omega-3 fatty
acids without vitamm E for a period of 30 days and subsequently for 15 days
with vitamin E (brand C — 400 mg DL-a- tocopherol). In this group no animals
were sacrificed at Time 1. With respect to the anti-oxidant effect of vitamin E on
the peroxide mdex (PI) values and on the thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS), 1t was observed that in the experimental groups receiving @-3 PUFA
without vitamin E, the values for PI and for TBARS were much higher than for
the experimental groups supplemented with @-3 PUFA with vitamin E. Thus it
was shown that vitamin E had a protective effect against lipid oxidation at the
cellular level in Wistar rates supplemented with products based on @-3 PUFA.

xx1



No significant difference (p>0.05) was observed between the means for diet
consumption (g) and weight gain (g), showing that supplementation with ©-3
PUFA, with and without vitamin E, did not interfere with these variables, and
that the time of supplementation with -3 PUFA was not capable of improving
the serum lipid profile of the rats, just a reduction in the levels of serum LDL-
cholesterol being observed. Supplementation with ©-3 PUFA did not reduce the
levels of total cholesterol or triglycerides in the rat livers. With respect to the
variation of the levels of saturated, mono-unsaturated and poly-unsaturated fatty
acids m the blood and liver, it was observed that during the 45 days of
supplementation with ®-3 PUFA, there was an increase in the levels of the
saturated fatty acids palmitic and stearic acids, oleic acid, a-linolenic acid and
DHA. The addition of vitamin E did not interfere with the values found.
Considering the results obtained it can be recommended that, if using
supplementation with ©-3 PUFA in a concentrated form in soft gels, it should be
associated with vitamin E to avoid risks of oxidation at the cellular level, thus

causing damage to the health.
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1 INTRODUCAO

Muitas pesquisas tém demonstrado os efeitos benéficos a sande que os
acidos graxos poliinsaturados (AGPI) da familia 6mega-3 (®-3) podem gerar
(Kinzella et al., 1990; Bagga et al. 1997; Inés et al., 1999), tendo intensificado
o uso do oleo de peixe, na forma concentrada, em capsulas gelatinosas com
elevado teor de 4cidos graxos poliinsaturados, em especial de
eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA), em processo
terapeéutico ou como complemento nutricional, visando principalmente a
prevencdo de distiirbios vasculares. As cidpsulas de oleo de peixe estfio
disponiveis no comércio com varios nomes (marcas registradas), contendo
AGPI ®-3 em diferentes concentragdes, com ou sem vitamina E. Os
requerimentos didrios de AGPI ©-3, em humanos, nfo estiio bem definidos:
entretanto, t€m-se proposto a ingestfio de 1 ou 2 capsulas diarias de 1000 mg
que fornecem uma quantidade suficiente de EPA e DHA para obter beneficios

nutricionais € eventualmente farmacolégicos (Vannucchi & Campana, 1991).

Os acidos graxos insaturados, que tém importincia bioldgica, sio 0s
1sémeros cis (Moraes & Santos, 1998). Dentro desse contexto, enfatizamos os
polinsaturados de cadeia longa (AGPI), uma vez que fazem parte da
composi¢do dos fosfolipides de membranas, onde sdo 4acidos funcionais e
precursores de prostaglandinas. O termo poliinsaturados ¢ usado para aqueles
que contém mais de uma dupla ligagho, também conhecidos por PUFA (do

inglés “polyunsarurated fatty acids”) (Vannucchi & Campana, 1991).

Os AGPI sdo compostos em que a primeira dupla ligagdo pode ocorrer
no terceiro ou no sexto atomo de carbono a partir do carbono metilico
terminal, ®-3 ¢ -6, respectivamente. Os AGPI nfo sdo sintetizados pelo

organismo, por isso sdo considerados essenciais, ¢ tdm que ser fornecidos
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através da dieta, mais particularmente o linoléico (18:2, ®-6) e o a-linolénico
(18:3, ®-3). Esses acidos graxos sdo precursores de importantes lipides
estruturais, como os fosfolipides nas membranas celulares ou dos eicosanoéides
com fungdes reguladoras, como as prostaglandinas, prostaciclinas,

tromboxanos e leucotrienos (Vannucchi et al., 1990).

Os AGPI de cadeia longa ©-3, cuja fonte dietética sdo as microalgas, os
peixes gordurosos de aguas frias e profundas (salmio e atum), tem papel
relevante na prevengdo de doengas cardiovasculares (Vergara, 2000; Pollonio,
2000), sendo reconhecidos como nutrientes cardioprotetores. Também sdo
utilizados em alguns produtos para gestantes ¢ lactentes para promover um
melhor desenvolvimento cerebral e da visdo em criangas (Pacchioni, 1999). O
percentual de gordura nos peixes pode classifica-los como: peixes magros,
com menos de 1% de gordura (bacalhau, carpa, pescada, truta ¢ linguado);
peixes semigordos, com 7 a 8% de gordura (salmo, arenque, cavala), peixes
gordos, com mais de 15% de gordura (atum e enguia) (Germano et al., 1998).
O valor biolégico das gorduras dos peixes é importante na prevengdo do
ateroma (Ferretti et al., 1994), devido a presenga de grande mimero de AGPI
®-3. Diversos estudos populacionais constataram que dietas com alto
consumo de peixes gordurosos, ricos em AGPI ®-3, tém efeito protetor contra
derrame cerebral, doencas cardiovasculares e diabetes (Takemoto, 1999).
Recomenda-se que os AGPI ®-3 compreendam entre 10 ¢ 20% dos AGPI da
dieta (Vannucchi et al., 1990).

De acordo com Birch et al. (2002), criangas que receberam formulas

contendo AGPI, apds desmame, mostraram melhor maturagdo da fungéo



1INTRODUCAC

cortical do que aquelas criancas que ndo receberam essa suplementacgio; o
periodo critico durante o qual a suplementacdo em AGPI influencia a

maturagéo da fungdo cortical se prolonga além das 6 semanas de idade.

Trabalhos de pesquisa sobre o infarto do miocardio, em homens entre
50 e 55 anos de idade, revelaram que a mortalidade foi maior nos paises onde
ha grande consumo de gordura de mamiferos, tal como ocorre na Franga,
Inglaterra, Finldndia e Estados Unidos (Ascherio et al., 1995). Na Dinamarca,
por exemplo, a ingestéo diaria de gordura é da ordem de 140g contra 125g nos
Estados Unidos, mas a taxa de infarto é 33% menor do que a americana, pois &
o oOleo de peixe que constitui a maior parte da gordura ingerida pelos

dinamarqueses.

O oleo de peixe possui em sua composicio uma grande quantidade de
AGPI, como o EPA (20:5, w-3) e 0 DHA (22:6, ®-3), que sdo recomendados
na prevencdo de doengas cardiacas, diabetes e pressdo alta, além de estarem
presentes nas estruturas de tecidos nervosos e cerebrais (Wanasundara &
Shahidi, 1996; Fantoni et al., 1996). Entretanto, esses compostos sd0 muito
suscetivels & autoxidagio (Frankel, 1984) e a sua mgestdo sob a forma oxidada
pode exercer um papel importante na geracio de cancer, na inibi¢io da sintese
de prostaciclinas, aterosclerose, derrame cerebral, inflamagdes € no processo
de envelhecimento (Frankel, 1984; Lin et al, 1995; Fantoni et al, 1996).
Deve-se levar em consideragio que o alto nivel de AGPI intensifica os
processos oxidativos (Lanzillotti, 2002), com consequiente formacio de
compostos indesejaveis como radicais livres, perdxidos, hidroperéxidos e
outros produtos secundarios e tercidrios da oxidagdo lipidica. Para evitar o

processo oxidativo, € usualmente utilizada a associacio com vitamina E, que é
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um antioxidante natural, lipossolivel, capaz de quebrar a reagio em cadeia da
autoxidacfo lipidica e a formagdo de radicais livres nas membranas celulares,

prevenindo a formacio de hidroperéxidos (Jackson, 1994).

Segundo Allen & Hamilton (1983), os processos oxidativos podem ser
evitados através da modificaciio das condi¢des ambientais ou pela utilizagdo
de substdncias antioxidantes com a propriedade de impedir ou diminuir o
desencadeamento das reacdes oxidativas. Como substincia antioxidante,
convém destacar o papel da vitamina E. O a-tocoferol, principal e mais ativo
constituinte dos isémeros, coletivamente conhecidos como vitamina E, € o
mais importante seqiiestrante de radicais livres em membranas e lipoproteinas

(Halliwell, 1994; Halliwell et al., 1995; Wiseman, 1996).

Com o objetivo de verificar o possivel efeito protetor da vitamma E
sobre a oxidag#o lipidica no sangue e figado de ratos Wistar, alimentados com
dietas suplementadas com &cidos graxos poliinsaturados Omega-3, foram

enfocadas neste trabalho, as seguintes investigagoes:

1t Determinagdo do indice de peréxido na dieta AIN93-G, no oleo de
soja, nos suplementos de 4cidos graxos poliinsaturados 6mega-3, no sangue €
no figado dos ratos e determinagfio do valor de substincias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS) na dieta AIN93-G, no oleo de soja, nos suplementos
de acidos graxos poliinsaturados 6mega-3, no sangue e no figado dos ratos,

como indicadores da oxidagdo hipidica;
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X Determinagio da vitamina E (tocoferéis totais) na dieta AIN93-G,
no dleo de soja, nos suplementos de acidos graxos poliinsaturados Omega-3,

no sangue ¢ no figado dos ratos;

X Composicdo de 4cidos graxos no 6leo de soja, nos suplementos de
acidos graxos poliinsaturados 6mega-3 a serem utilizadas no estudo, na dieta

AIN93-G, no sangue e no figado dos ratos;

X Determinagéio do conteido lipidico na dieta AIN93-G, no sangue e

no figado dos ratos;

X Determinagdo de triacilglicerdis, do colesterol total ¢ suas fragbes
(LDL, HDL e VLDL) no sangue e no figado dos ratos;

X Monitoramento da composigdo em acidos graxos no sangue e no

figado dos ratos ao longo da suplementacio;

X Monitoramento do peso dos ratos durante os experimentos para

observacdo do crescimento e o consumo de dieta.
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2.1 Oxidacao de lipides

O encapsulamento de éleos ricos em AGPI ®-3 tem-se transformado
num processo multo comum, ja que, além de isolar o 6leo do meio ambiente,
evitando o contato com o oxigénio e, portanto, sua oxidagdo, a capsula torna
esse suplemento alimentar muito mais bem aceito no mercado, evitando o
sabor e odor caracteristico do dleo de peixe (Breivik, 1992). A vulnerabilidade
do dleo de peixe a oxidagdo estd diretamente relacionada ao seu grau de
insaturagdo, de modo que o namero de duplas ligacdes e, mais exatamente, de
unidades pentadiénicas (estrutura formada por 5 carbonos e duas duplas
ligagdes), que possui o dleo de peixe, consiste num fator determinante na sua
susceptibilidade em desenvolver a rancidez oxidativa (Uauy & Valenzuela,
1992).

O 1nicio da oxidagdo lipidica decorre da interacdo de um iniciador com
0 oxigénio, que uma vez ativado, pode reagir com o 4cido graxo insaturado,
ocorrendo a retirada de um 4&tomo de hidrogénio do carbono metilénico
adjacente & ligagdo dupla cis do 4cido graxo insaturado, resultando na

formagéo de radicais alilicos, segundo a reago citada por Ferrari (1998):

INICIACAO
1. R-H + iniciador — R*(Radical carbonil).

Uma vez iniciada, a reagio segue em cadeia e somente termina quando
estiverem esgotadas as reservas de acidos graxos insaturados e oxigénio (Kirk,

1984) ou quando dois radicais livres se ligam, ou ainda pela acdo de
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antioxidante, como o a-tocoferol (Haliwell & Chirico, 1993). Assim sendo, a

fase de propagacdo, que ocorre em seguida, € caracterizada por diversas

reacdes:

PROPAGACAQ

2.R" + 02 —> RO, (Radical peroxit)

3. RO, + R-H — R" + ROOH (Lipohidroperéxido)
4. 2RO0H — RO," +RO"+ H,0

As reagdes de propagacgio levam a formacgio de diversos perdxidos, que
podem ser mensurados, servindo como indice de oxidacgfo lipidica, seja em
alimentos (Gray, 1978; Wang et al., 1995) ou mesmo no organismo humano
(Halliwell & Chirico, 1993). Todavia, como os perdxidos sdo instaveis, sua
mensura¢do € limitada as fases iniciais da oxidacéo hipidica, j& que as reagdes

continuam a ocorrer até a fase de terminagio (Sevanian & Hochstein, 1985):

TERMINACAO

5.R0," +RO;" > ROOR + O

6.RO;"+ R’ —» ROOR

7. R+ R’ — RR (Dimeros ou polimeros).

Dessa maneira, com o esgotamento dos substratos, as reagdes de
propagacdo vio cessando e restam os produtos finais. Assim, as reagles de
terminagdo tém como caracteristica a formagdo de produtos finais estaveis ou
nio reativos. Os radicais alquoxil (RO'), que participam de reagles de

decomposi¢do, também podem sofrer epoxidagdo, polimerizagfio (reagfio 5) ou
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reagir com grupos alquila (R”) (reagdo 6), reagbes quimicas representativas da

fase de terminagdo (Kubow, 1992), como esti demonstrado na Figura 1.

Figura 1. Esquema global do processo de oxidaggo.
Fonte: Hilst (1999).

Esse mecanismo se inicia com a formagio de radicais livres que, devido
a sua alta energia de ativagdo (em torno de 146kJ/mol), necessita ser
catalisada com aquecimento, exposi¢do a luz, radiagio, presenca de ions
metalicos, etc. Depois dessa fase de iniciagdo, a oxidagdo é propagada pela
remogdo de atomos de hidrogénio nas posigdes o das ligagdes duplas de

acidos graxos, produzindo radicais livres. A adi¢io de oxigénio entfio ocorre
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nessas posigdes, resultando na formacgédo de radicats perdxidos, que abstraem
de radicais perdxidos. Este abstrai hidrogénio, dos grupos o-metileno, de
outras moléculas para formar hidroperoxidos e um novo radical livre, que
reage com oxigénio; e 0 mecanismo se repete até radicais se combinarem para
formar produtos que ndo alimentem a reagdo de propagagdo (Frankel, 1984;
Nawar, 1996).

A formacgio dos primeiros radicais livres necessarios para iniciar o
processo de autoxidagfio ainda ndo esta absolutamente esclarecida. Uma das
hipéteses consideradas mais viaveis para a formacfio desses ¢ através do
ataque do oxigénio singlet ('0,) 4 dupla ligagdo de lipidios insaturados.
Através da energia transmitida, por um fotocatalisador, ao oxigénio, podera
ocorrer uma inversdo do spin de um elétron ndo ligante desse oxigénio triplet
(0,), deixando-o com dois elétrons paralelos e um orbital vazio (Nawar,
1996). O oxagénio singlet (102) formado € mais eletrofilico que o triplet (302).
Assim, reage rapidamente com as duplas ligacdes de alta densidade eletronica

formando hidroperoxidos (Frankel, 1984; Nawar, 1996).

As taxas de oxidagdo de lipides sdo influenciadas por varios fatores: a
temperatura do ambiente é uma varidvel importante, ja a presenca de oxigénio
nas vizinhancas do alimento leva a um acréscimo na taxa de oxidagdo. Da
mesma forma, a oxidagio ocorre em maiores velocidades, conforme o teor de

agua, vai se tornando muito baixo (Singh et al., 1976).

Entre os métodos utilizados para acompanhar o processo de oxidagdo de

lipides, o valor de peroxido ¢ aplicavel para observar a sua formagfio nos
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primeiros estagios do processo de oxidacéo, sendo, entretanto, empirico, de
acuracidade questionavel e variavel, em fungdio dos procedimentos utilizados,

mncluindo-se a temperatura na qual o teste é realizado (Nawar, 1996).

No entanto, a vitamina E pode interromper a reagio em cadeia iniciada
pelos radicais livres, na fase de propagacéo. Para tanto, ela propria se torna um
radical livre, porém menos reativo devido a sua localizacfio no anel aromatico

(Halliwell, 1991).

Garrido et al. (1993) investigaram o papel do a-tocoferol na
susceptibilidade de membranas de eritrécitos ao estresse oxidativo, induzido
pela ingestdo de altas doses de 6leo de peixe em ratos jovens e idosos.
Observaram uma susceptibilidade menor nos animais jovens que receberam
suplementagdo vitaminica, do que nos idosos. Essa diferenca foi atribuida a
uma reduzida capacidade do o-tocoferol em seqiiestrar radicais livres mo
segundo grupo, uma vez que sua concentragdo no plasma e eritrécitos
encontrava-se elevada. Por outro lado, a susceptibilidade ao estresse

apresentou-se aumentada.

A suplementagdo com AGPI ®-3, na dieta, pode causar a peroxidacdo
das LDL-colesterol, com alteragdes significativas das propriedades fisicas e
biologicas das LDL-colesterol no homem. Essas alteragdes poderiam provocar
acumulo de colesterol nas paredes dos vasos arteriais e conseqiientemente

aumento da aterogenicidade (Norday & Dyerberg, 1989).

O fenémeno de oxidagio da LDL ¢ conseqiiéncia da agdo de radicais
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livres, levando & peroxidagdo dos 4acidos graxos dos fosfolipidios,
triacilglicerdis, ésteres de colesterol e colesterol livre (Stemnbrecher et al.,
1989; Halliwell & Chirico, 1993, Aviram, 1993). Os produtos de oxidagdo da
LDL exercem varios mecanismos aterogénicos, atuando como substincias
quimiotaticas para os monocitos, favorecendo a migragdo de macréfagos e
citotoxicas. A LDL oxidada altera a expressdo genética das células arteriais,
ativa a resposta imune que, por sua vez, modula a resposta inflamatoria (Liu et

al., 1994).

O método classico para se determunar os hidroperoxidos, que sdo
produtos primarios da oxidagdo, é o indice de peréxido. O método
1odométrico da AOAC (Cd 8-53) ¢ determinado em miliequivalentes (mEq) de
perdoxido ou oxigénio por 1000 gramas de amostra (Shahidi, 1995).

Segundo Hudson & Gordon (1994), embora os perdoxidos e o0s
hidroperoxidos formados nos oleos e gordura nio tenham sabor, sua presenga
¢ um mdicador seguro da inevitavel alteracdo de aroma e sabor que ira se
perceber. Como sdo muito mstaveis, poderdo sofrer quebra, a temperatura
ambiente, produzindo uma variedade de moléculas de cadeias menores,
especialmente compostos carbonila, que alteram o aroma e gosto caracteristico
do oleo. O indice de peroxido € um indicador muito sensivel dos primeitros
estagios da deterioracdo oxidativa. Porém, a temperaturas suficientemente
elevadas, enquanto o oxigénio estd sendo absorvido, os peréxidos estdo sendo
decompostos mais rapidamente do que sendo gerados. Assim, 6leos podem ter
altera¢do de sabor, curtos periodos de inducfo, mas possuir baixos indices de

peroxidos.
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A decomposi¢io de hidroperoxidos por quebra de ligagdes C-C, com
formac@o de compostos volateis, constitui a base molecular da rancidez
oxidativa (Chan et al, 1982). O processo basico de decomposicdo de
hidroperoxidos foi descrito por Nawar (1985). A primeira etapa ¢ uma cisdo
da ligagdo O-O, originando um radical alcéxi e uma hidroxila. A segunda
etapa envolve a quebra de ligagdes C-C, em cada lado do grupo alcoxi.
Geralmente, uma quebra no ponto, indicado na Figura 2 pela letra a, produz
um aldeido € um acido (ou éster). Uma quebra no ponto b resulta na formacio
de um radical alquil, que pode se combinar a um radical hidroxila para formar
um alcool, perder um hidrogénio para formar um alceno, ou se oxidar para

produzir um hidroperdxido (Nawar, 1985).

a b
R; - CH- R, — COOH > R, + CH+ R, — COOH ++0
O+ OH Oe

Figura 2. Mecanismo basico da decomposig¢do de hidroperdxidos.
Fonte: Nawar (1985).

Um outro pardmetro para determinacdo da oxidagdo lipidica é o
malonaldeido (MDA), que é um aldeido de cadeia curta, sendo um dos
compostos medidos pela reacdo com o 4cido tiobarbitirico (TBA). A
formacdo de malonaldeido ocorre pela decomposigdo dos hidroperdxidos
lipidicos e sua concentragdo tem sido utilizada para estimar a intensidade da
peroxidagdo lipidica, em sistemas biologicos, em células e tecidos (Bonnes &

Guérin, 1996).
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Um dos aldeidos mais estudados é o malonaldeido, que constitui um
bom indice de oxidagéo lipidica, uma vez que ele se correlaciona bem com a
taxa de consumo de oxigénio na oxidagio de acidos graxos € com os teores de
gordura e acidos graxos insaturados, tanto em alimentos e sisternas modelo,
quanto em estudos dietéticos com seres humanos e ratos, além de representar
um componente toxico, substincias toxicas que contribuem para a ocorréncia
de processos como aterosclerose e, possivelmente o cancer (Ferrari, 1998). As
fontes de malonaldeido podem ser exdgenas, originarias da oxidagéio de acidos
graxos alimentares, ou endogenas, derivadas da oxidagio de fosfolipidios de
biomembranas (Dahle et al., 1962) e da decomposi¢iio de acido araquiddmnico,
pela cicloxigenase, na sintese de prostaglandinas (Pryor et al, 1976). O
malonaldeido é um composto 1,3-dicarbonil (CsH40-) de cadeia curta, baixo
peso molecular, volatl e de fraco potencial acido (Janero, 1990). O
malonaldeido pode ser encontrado no sangue (Wasowicz et al., 1993) ¢ seu
metabolismo oxidativo processa-se em mitocondrias, através da atividade da
enzima aldeido-desidrogenase, ocorrendo a formagéo de intermediarios que
sofrem descarboxilagdo com a produgdo final de CO, (60-70%), apesar de
ocorrer também a excregdo do malonaldeido nas fezes (5-15%) e urma (9-
17%) (Siu & Draper, 1982).

O teste com TBA refere-se a reagio do acido 2-tiobarbitirico com os
acidos graxos insaturados de produtos oxidados, produzindo um pigmento
vermetho, quantificado através espectrofotémetro a 532 nm (Tarladgis et al.,
1960). A coloragdo é formada a partir do croméforo produzido na reagdo de
duas moléculas de TBA com uma molécula de malonaldeido (um produto

carbonilico secundario) que pode ser encontrado em produto oxidado.
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Como resultado da peroxidagiio lipidica, uma grande variedade de
aldeidos sdo produzidos, incluindo-se o hexanal, 0 malonaldeido (MDA) e o
5-hidroxinonenal. Através da reagdo desses aldeidos com o TBA, obtém-se
um composto colorido, quantificivel por espectrofotometria. Como a reagéo
ndo acontece somente com o MDA, o método mais apropriado detecta e
quantifica as TBARS (substincias reativas ao acido tiobarbiturico). Um
problema encontrado, ao se utilizar o TBARS como indicador de
malonaldeido, € que esse Gltimo pode ser originario de outras vias, além da
peroxidagdo lipidica, e o teste apresentar resposta positiva para outros
produtos de oxidagdo (Valenzuela, 1991; Alessio, 1993; Favier, 1994).
Contudo, embora diferentes métodos fisicos e quimicos possam ser
empregados, na determinagdo de peroxidagio bpidica, em amostras
biologicas, a medida de MDA, a partir da formacio de endoperoxidos, durante
o ultimo estagio de oxidacio de AGPI pelo teste de TBARS, tem sido ainda a

mais utilizada como indicador de oxidagdo (Valenzuela, 1991).

Kanner (1994) descreveu algumas conseqiiéncias nutricionais da
oxidagdo lipidica para a saide como, por exemplo, destruicdo parcial dos
acidos graxos insaturados essenciais linoléico e linolénico; formagdo de
produtos secundarios da oxidago lipidica (malonaldeido e outros compostos)
e compostos de Maillard, capazes de reagir com biomoléculas, principalmente
proteinas com dimimuigdo da absorgdo; irritagio da mucosa intestinal por
perbéxidos, que provoca diarréia e diminui a capacidade de absorgio;
formagdo de lipidios oxidados que sdo antagonistas de diversos nutrientes,
como a tiamina, o pantotenato de célcio, a riboflavina, o 4cido ascorbico, a

vitamina Biz, os tocoferdis, a vitamina A, as proteinas, a lisina e os

16



2 REVISAO DA LITERATURA

aminoacidos sulfurados. Além desses efeitos, com a oxidagfo, sdo formados

diversos lipidios oxidados e outras substancias potencialmente toxicas.

Em diversos estudos (Esterbauer et al., 1991; Kubow, 1992; Esterbauer,
1993) sobre a oxidacdo lipidica, tem sido enfatizada a enorme relevancia em
termos toxicolégicos, de compostos carbonila de baixo peso molecular,
especialmente aldeidos, como o malonaldeido, a acroleina e outros 2-alcenais,
o 2,4-decadienal, o 2 4-nonadienal, o 4-hidroxinonenal, o 4-hidroxilhexenal e
os alcanais também sdo formados. As alteragdes das caracteristicas
nutricionais que podem ocorrer como conseqiiéncia da peroxidagdo lipidica

sdo apresentadas na Figura 3.

Destruigdo dos Destruicio de Formagéo de

acidos graxos fosfolipides compostos oxidados

essenciais msaturados aterogénicos
PEROXIDOS

Co-oxidagéo de vitaminas Reagdes cruzadas

A,C, E e carotenoides com proteinas

Figura 3. Possiveis alteragdes nutricionais como conseqiiéncia da peroxidagéo
lipidica.
Fonte: Silva (1997).
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Os AGPI ©-3 das membranas, por exemplo, sdo muito vulneraveis ao
ataque de radicais livres. Esses agentes desencadeiam reagdes de oxidagdo nos
acidos graxos da membrana lipoprotéica, denominadas de peroxidacio
lipidica, que afetam a integridade estrutural e funcional da membrana celular,
alterando a sua fluidez e permeabilidade. Além disso, os produtos da oxidagio
dos lipidios da membrana podem causar alteracdes em certas fungdes
celulares, como, por exemplo, modificacdes nas proteinas celulares,
resultando em sua fragmentacfo, agregacdo e, em certos casos, ativagdo ou
mativagdo de certas enzimas devido a reagio dos radicais livres com
aminoacidos constituintes da cadeia polipeptidica. A reacdo dos radicais livres
com acidos nucléicos também foi observada, gerando mudancas em moléculas

de DNA e acarretando certas alteragdes cromossdmicas (Soares, 2002).

2.2 Vitamina E

Algumas vitaminas tém agdo antioxidante (vitaminas E, A, C e
carotendides), sdo capazes de prevenir os efeitos deletérios da oxidagédo
(Jackson, 1994) e atuam através de dois mecanismos distintos: mpedindo a
etapa de iniciagdo ou seqiiestrando os radicais livres (Hsieh & Kinsella, 1989).
O primeiro mecanismo envolve a eliminagéo das espécies que possibilitam a
etapa de 1niciagdo, isto €, as espécies reativas do oxigénio, e os antioxidantes
atuam decompondo o peréxido de hidrogénio, suprimindo oxigénio “singlet”
e/ou quelagdo de metais pré-oxidantes. O segundo envolve a eliminagdo de
dois radicais importantes na etapa de propagagdo, radicais alcoxila e peroxila.
Nesse caso, os antioxidantes sdo denominados segqiiestradores de radicais

livres, sendo substéncias doadoras de protons ou de elétrons (Silva, 1997). Os
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antioxidantes sdo compostos naturais ou sintéticos (BHT, TBHQ, BHA) que
retardam a oxidagfio, pois reagem com os radicais livres formados nas etapas

iniciats da oxidacdo para formar produtos intermediarios estaveis (Valenzuela

et al., 1993).

A vitamina E consiste em um termo coletivo para um grupo de
tocoferdis e tocotriendis que ocorrem naturalmente em plantas, ambos
contendo um anel cromanol e uma cadeia lateral fitila. As diferentes
substituigdes metila no anel aromatico originam os compostos o, , 7, € 6. A
distingdo entre os dois subgrupos se da, entdo, pela existéncia, nos
tocotriendis, de trés duplas ligagdes na cauda hidrofébica, que ancora a
molécula nas membranas ou lipoproteinas; nos tocoferdis, a cadeia €
totalmente saturada. Essa diferenga estrutural, portanto, responde pelas

diferentes agdes biologicas de ambos compostos (Packer, 1995 citado por
Oliveira, 1999).

De acordo com Mcguire & Fritsche (1997), os niveis de a-tocoferol das
células imunes em ratos aumentaram significativamente com o tempo de
suplementacdo com éleo de peixe; além disso, o enriquecimento rapido das
células 1munes com AGPI ©-3 depende da dosagem e pode comprometer o

status antioxidante dessas células.

O sistema de defesa antioxidante protege as células dos efeitos danosos
dos radicais hivres, evitando a peroxidagdo dos AGPI (Halliwell, 1991). Esse
sistema consiste de enzimas antioxidantes, como a superdxido dismutase, a

glutationa peroxidase ¢ a catalase; de micronutrientes, que incluem os
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minerais como selénio, cobre, zinco, manganés e as vitaminas E, C e beta-
caroteno (Hennekans & Gaziano, 1993). O primeiro meio de defesa natural
sd0 as metaloproteinas superdxidos dismutases (SOD) citoplasmatica
(contendo cobre e zinco) e mitocondrial (contendo manganés), que atuam
acelerando a velocidade de dismutacdo do radical superdxido (Bast et al.,
1991). A catalase € uma hemeproteina citoplasmatica, que catalisa a redugfio
do perdéxido de hidrogémio a agua e a oxigénio, e a glutationa peroxidase
(GPO) catalisa a redugfo do peréxido de hidrogénio e peroxidos orgnicos a
seus correspondentes dlcoois as custas da conversio da glutationa reduzida a

glutationa oxidada (Ferreira & Matsubara, 1997).

A vitamina E ¢ um antioxidante natural, lipossolivel, capaz de quebrar
a reacdo em cadeia da peroxidagio lipidica mediada por radicais livres em
membranas celulares, prevenindo a formacdo de hidroperéxido (Jackson,
1994). A formagdo de perdxidos de lipides resulta de uma reacio em cadeia
envolvendo a remogéo de prétons de acidos graxos insaturados, radicais livres
intermediarios que reagem com o oxigénio para formar perdxi e finalmente
perdxidos lipidicos. A membrana celular € o sitio principal da acfio de radicais
livres derivados do oxigénio em fun¢io da presenga de AGPI, por sua
natureza fosfolipidica (Halliwell, 1991). Os radicais livres atacam as
membranas biologicas que possuem elevado teor de AGPI, como as
membranas dos lisossomos, levando a uma degradacfio dos tecidos. Por isso é
conveniente a reposi¢do dos AGPI, ao lado do uso de antioxidante como os
tocoferdis (vitamina E) (Esterbauer et al., 1991). A vitamina E, representada
na Figura 4, mibe a peroxidagdo lipidica pela varredura do radical peroxil
(Halliwell, 1994).
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Rﬁ
Figura 4. Estrutura quimica da vitamina E.
Fonte: Moss (1992).

Varios estudos mostraram os graves danos que a reatividade dos
radicais livres podem causar as moléculas biologicas em algumas doengas,
especialmente para o DNA, através da formagdo do radical hidroxil, que
ocorre em todas as células aerdbicas, contribuindo para o desenvolvimento do
cancer e do envelhecimento. O dano oxidativo dos lipides, nas paredes dos
vasos sangiiineos, leva ao desenvolvimento da aterosclerose ¢ também a
produciio excessiva de radicais livres, que participam do dano nos tecidos,
causando a artrite reumatdide ¢ doencas inflamatorias do intestino, tais como

Crohn e colite ulcerativa (Halliwell, 1994).

Estudos epidemiolégicos t€m observado que individuos com alto
consumo ou altas concentragdes no sangue de vitaminas antioxidantes tem de
20 a 40% menor risco de ter doengas cardiacas. A vitamina E inibe a oxidagéo
da LDL-colesterol, que quando oxidada, acelera varias etapas de ateroscierose

e dano endotelial (Buring & Hennekens, 1997).

De acordo com Saito et al. (1996), a suplementagio dietética com

13
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capsulas de AGPI ©-3 e uma baixa quantidade de a-tocoferol podem diminuir
as defesas antioxidantes normais. Contudo, as implicaces danosas que a
suplementagdo com AGPI ®-3 pode causar, sem vitamina E, tém sido

omitidas por causa dos muitos beneficios que 0 AGP!I ®-3 traz 3 satde.

Em experimento descrito por Douillet et al. (1998), em que ratos
diabéticos foram suplementados com selénio e vitamina E, concluiu-se que a
suplementagd@o teve um papel positivo na prevencdo do estado oxidativo de

AGPI -3 contido nos tecidos.

Para recomendar o consumo adequado de dleo de peixe, devem ser
considerados a composi¢do e os efeitos potencialmente nocivos do mesmo,
com a deficiéncia de vitamina E, podendo resultar na oxidacio excessiva dos
AGPI ©-3. Para evitar tais prejuizos, tem sido sugerida a armazenagem em
baixas temperaturas, embalagens em cépsulas gelatinosas e adicdo de
antioxidantes (Herold & Kinzella, 1986). Os AGPI ©-3 sdo os acidos eraxos
msaturados mais conhecidos e altamente sensiveis & autoxidagdo. Ha dois
aspectos para esse problema: a deterioragdo do sabor que ocorre na exposicdo
do dleo de peixe refinado com o ar, sendo mais um problema tecnologico do
que uma ameaga a saude, visto que o odor repulsivo e o sabor tornarfio o 6leo
inacetavel para o consumo humano. O 6leo encapsulado & protegido do
contado com o ar e é bastante estivel, mas o controle de qualidade rgoroso ¢é
necessario para assegurar que o 6leo ndo oxide antes da encapsulacéio. O outro
aspecto relativo ao alto grau de insaturagio do ®-3 refere-se a presenga dos
lipides na membrana celular apds a sua absor¢do. Os AGPI sdo extremamente

sensiveis ao ataque dos radicais livres que causam dano a estrutura e funcio
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das membranas. O a-tocoferol age como um varredor de radicais livres ¢
antioxidante biolégico; portanto, é prudente aumentar o suplemento de
vitamina E quando os doleos de peixe sfo consumidos (Budowski, 1988). Os
antioxidantes podem ter um importante papel na prevencio de danos
provocados pelos radicais livres aos tecidos, seja por interferéncia na

formagdo de espécies reativas de oxigénio ou protegendo-os dos processos

oxidativos (Diniz, 2000).

Alguns estudos tém demonstrado evidéncias de que a adigdo de
antioxidantes a dieta resulta em beneficios para a saide, como por exemplo:
retardo do desenvolvimento de doengas relacionadas ao envelhecimento,
prote¢do do organismo contra alteragdes genéticas ¢ bioquimicas decorrentes
da acdio de radicais livres ou espécies reativas do oxigénio, redugfio do risco de
doencas cardiovasculares e de cédncer, aumentando a expectativa de vida ou
ainda melhorando o desempenho fisico de desportistas (Alessio, 1993;
Weindruch, 1996; Kanter, 1998).

Nos 1ltimos anos, um grande interesse tem sido dado ao potencial uso
terapéutico de suplementa¢fo em vitamina E, no tratamento de doengas do
sistema nervoso, particularmente as neurodegenerativas, como a doenga de
Parkinson e mal de Alzheimer (Vatassery et al., 1998).

Define-se antioxidante como “qualquer substincia que, mesmo estando
presente em baixas concentragdes, reduz ou inibe significativamente a
oxidacdo de substratos”. Com relagdo a defesa antioxidante, os organismos

vivos tém um sistema complexo para controlar a produgio e reduzir os danos
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por radicais livres. O estado antioxidante seria refletido pelo balango dindmico
entre os sistemas anti e pro-oxidantes. A identificacdo do equilibrio entre essas
substincias no organismo vem sendo atualmente empregada para estimar o

risco de dano oxidativo (Gutteridge, 1993; Papas, 1996).

Alguns mecanismos de defesa antioxidante estiio envolvidos no controle
da formagdo de radicais livres. Os componentes desse sistema podem ser
classificados conforme determinadas caracteristicas, tais como: de natureza
endogena ou dietética, baseando-se na sua solubilidade, origem enzimatica ou
ndo enzimatica, tamanho das moléculas, dentre outras caracteristicas (Papas,
1996). Sua agdo pode acontecer de diferentes formas: removendo o 02 ou
diminuindo as concentragbes deste no local afetado; removendo os ions
metalicos que catalisam as reagdes; removendo as substincias chave (O e
H>0;); eliminando os radicais livres como o OH", RO", RO": quebrando a
cadeia de uma seqiiéncia iniciada; eliminando ou seqiiestrando 10,. Muitas
substancias antioxidantes podem ter mais do que um mecanismo de acdo, mas
provavelmente a interagdo entre elas seja mais eficiente na protegdo

antioxidante (Gutteridge, 1993; Joseph et al., 1998).

Dietas ricas em AGPI sdo consideradas hipocolesterolémicas (Grundy
& Denke, 1990), porém provocam a formagéo de lipoproteinas mais ricas em
AGPI, que seriam mais susceptiveis a peroxidagiio e, em principio, mais
aterogénicas. Substéncias antioxidantes, entre elas a vitamina E, podem evitar
a oxidagfo dessas lipoproteinas (Esterbauer et al., 1987, Parthasarathy et al.,
1990; Frei & Gaziano, 1993; Frei, 1995). Segundo Hennekens & Gaziano

(1993), o papel primario da vitamina E & interferir com a cadeia de
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propagagdo dos radicais livres, na fase inicial da peroxidagdo lipidica. A
vitamina E doa um hidrogénio aos radicais peroxilos, evitando assim a
propagacdo. As vérias formas da vitamina E ndo sdo idénticas na atividade
antioxidante e biologica, sendo que o a-tocoferol apresenta a maior atividade
antioxidante, enquanto que o &-tocoferol somente tem 50% da atividade
antioxidante, apesar de ser a principal forma na dieta humana (Kayden &
Traber, 1993).

2.3 Acidos graxos poliinsaturados (AGPI) 6mega-3 (©-3)

A familia dos AGPI ®-3 compreende o acido a-linolénico (C18:3, ®-3)
(Figura 5) do qual, por alongamento ¢ dessaturagdo, sdo gerados os acidos
eicosapentaendico (EPA) (C20:35, »-3) (Figura 6) e docosahexaendico (DHA)
(C22:6, ®-3) (Figura 7), que sdo acidos graxos com a primeira dupla ligagdo
no terceiro carbono, a partir do carbono metilico terminal. O écido
a-linolénico é considerado 4acido graxo essencial porque ndo pode ser
sintetizado no organismo humano e deve ser fornecido através da dieta.
Diferentemente de outros acidos graxos que podem ser sintetizados a parfir de
macronutrientes no corpo, estes ndo podem ser fabricados endogenamente ¢
podem ser supridos apenas pela dieta. A grande fonte do acido o-linolénico
reside nos animais marinhos, particularmente peixes, pois o fitoplancton e
zooplancton com que se alimentam sfo ricos em AGPI de cadeia longa ®-3
(Belda & Pourchet-Campos, 1991). Os peixes que se enconfram em uma
escala superior da cadeia de alimentos marinhos incorporam os AGPI -3 ¢ os
alongam a acidos graxos de 20 e¢ 22 carbonos, contendo 4 ou até¢ 6 duplas

ligacBes por agdo de enzimas especificas, que aumentam o namero de duplas
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ligagbes. Dessa maneira, os peixes concentram EPA e DHA, principalmente
no tecido adiposo e 6rgdos viscerais. Portanto, quanto maior a gordura do

peixe, maior € seu contetido de AGPI ®-3 (Valenzuela et al., 1993).

Quanto a importincia nutricional dos AGPI, ficou demonstrado que a
posicdo das duplas ligacdes relativas ao grupo metilo do final da cadeia de
carbonos tem maior significado do que com relagdo ao grupo carboxila, como
¢ a correta nomenclatura em quimica orginica, o que levou a sugestiio de
numerar o8 atomos a partir do carbono terminal (CH3) designado 6mega,
ultima letra do alfabeto grego. Esse tipo de numeraciio define a série © 3 qual
a molécula pertence, como, por exemplo, ao ®-3 (Figuras 5-7), ©-6, -9

(acido linolénico, acido linoléico e 4cido oléico, respectivamente).
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Figura 5. Estrutura do AGPI a-linolénico (C18:3, o-3) — duplas ligagdes nos

carbonos: 3,6,9.

%5 15 18 2oCOOH
entaenocico, C 20: 5 omega-3
Figura 6. Estrutura do AGPI eicosapentaenoico (EPA) (C20:5, ©-3) - duplas

ligagdes nos carbonos: 3,6,9,12,15.

Figura 7. Estrutura do AGPI docosahexaendico (DHA) (C22:6, ®-3) duplas

ligagdes nos carbonos: 3,6,9,12,15,18.
Fonte: Valenzuela (1999).

Os primeiros estudos epidemioldgicos, referentes aos efeitos dos AGPI
®-3 sobre a saude, comecaram na década de 70, época em que um grupo de
investigadores dinamarqueses comparou a incidéncia de morte repentina por

doenga cardiovascular em dinamarqueses, como aquela dos esquimoés da
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Groelandia. A taxa de Obitos para os esquimés era significativamente mais
baixa. Os pesquisadores concluiram que a diferenga podia estar relacionada
com o tipo de gordura ingerida pelos esquimés, ao invés da quantidade. A
dieta dos esquimés apresentava um teor tio ou mais alto de gordura do que a
dos dinamarqueses, mas o peixe e os mamiferos marinhos, na dieta dos
esquimoés, continham cinco vezes mais AGPI ©-3 do que a dieta dinamarquesa

(Bangetal, 1971).

O Oleo de peixe contém AGPI ®-3, responsavel pela redugdo na
agregagdo de plaquetas nas veias, diminuindo a viscosidade do plasma
sangiiineo (Herold & Kinzella, 1986). EPA ¢ DHA agem no organismo por
estimulo de suspensdes de plaguetas e trombina inibindo o metabolismo do
acido araquidonico, que tem efeito antagdnico aos do AGPI ®-3 no organismo
humano. Além disso, no tecido vascular, 0 EPA ¢é metabolizado em
prostaciclina que tem potencial para inibir a agregagio das plaquetas e

aumentar a vasodilatacdo (Kinzella et al., 1990).

Os efeitos anti-agregatorios, atribuidos ao EPA, sio mediados por
alteragdes no padrdo da produgdo de eicosanodides depois do consumo de 6leos
de peixe. A suplementagdio com 6leos de peixe tem demonstrado reduzir os
niveis de tromboxano A, (TXAy) e prostaciclina PGL,. Tem sido proposto que
o EPA, presente no dleo de peixe, compete com o 4cido araquiddnico ao nivel
da ciclooxigenase e, assim, resulta na sintese de TXA e PGI, que tem
propriedades fracamente pré-agregantes, prevenindo a agregacdo plaquetéria

(Frias, 1995).
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Entre as varias propriedades biologicas dos AGPI ®-3, a agdo redutora
de lipides foi a primeira a ser reconhecida. A descoberta dos efeitos
hipocolesterolémicos foi relatada por Bronte-Stewart et al. (1956). Esses
resuitados foram novamente confirmados por Keys et al. (1957), que
compararam a eficacia do oleo de peixe, rico em AGPI ©-3, na redugdio do
nivel de colesterol plasmatico, em relagfio aos oleos de mitho e girassol, ricos

em AGPI o-6.

Numerosas investigagdes, em humanos e animais, demonstraram o
papel da dieta com AGPI na pressdo sangiiinea. A queda da pressdo
sangiiinea, pela dieta, pode ser modulada por respostas do sistema pressorico
as substancias vasoconstrictoras circulantes e a habilidade contractil intrinseca
do musculo liso vascular (Hime, 2000). Segundo Fitzgerald et al. (1983), uma
queda na pressdo sangiiinea, sistolica e diastéhica, foi observada em homens
saudaveis que receberam 15g de dleo de peixe como suplemento, durante 4
semanas. Quando os suplementos foram mterrompidos, a pressdo sangiiinea

retornou a linha de base apds um més.

Chee et al. {(1990) relataram que o uso de capsulas de AGPI ®-3 tem
sido associado a diminui¢do no nivel de triacilglicerol plasmatico. Além disso,
as populagdes que consomem dietas ricas em Oleo de perxe t€ém uma
incidéncia reduzida de doenca cardiovascular. O mecanismo de inibigdo da
secrecdo de triacilglicerol pelos AGPl ®-3 de cadeia longa ocorre,

provavelmente, através da reducfo da via de sintese do triacilglicerol.

Em varios estudos, quantidades crescentes de oOleo de peixe ou
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concentrado de AGPI ®-3 foram testados em humanos. As estimativas da dose
didria minima de AGPI ®-3, para reduzir significativamente os niveis de
triacilglicerol, variou de 7g no caso do concentrado de DHA ingerido pelos
voluntarios saudaveis durante 4 meses (Bronsgeest-Shoute et al., 1981), para

2g em experimento de 3 meses com pacientes hiperlipémicos (Simons et al.,
1985).

Nas pesquisas realizadas por Sanders & Hochland (1983) ¢ Mortensen
et al. (1983), comparou-se o uso do suplemento de Oleo de peixe e do dleo
vegetal em homens saudiveis, durante 2 ¢ 4 semanas, respectivamente. Nas
duas pesquisas, 0 AGPI @-3 foi fornecido em céapsulas contendo 18% de EPA
¢ 12% de DHA, enquanto as capsulas com odleo vegetal continham uma
mistura de Oleo de milho e dleo de oliva. Os autores mostraram que o
colesterol sérico total permaneceu inalterado, mas, nos individuos que
receberam suplemento com oleo de peixe, houve uma queda nos
triacilghcerdis sérico de 26% durante 4 semanas, junto com uma queda de
VLDL-colesterol. Os  niveis de  HDL-colesterol  aumentaram
significativamente apés o tratamento com AGPI ®-3. As capsulas de 6leo
vegetal ndo afetaram o nivel de triacilglicerol. Mouri et al. (1984) estudaram a
influéncia do consumo de 6leo marinho sobre os niveis de lipides, a-tocoferol
¢ peroxidagdo lipidica no sangue e no figado de ratos, e concluiram que os
niveis de colesterol e triacilglicerol diminuiram comparado com o grupo que

recebeu Oleo de milho.

De acordo com Saynor (1984), os niveis de triacilglicerol foram

reduzidos em 48% e o colesterol 8%, quando foi usado suplemento de 6leo de
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peixe em 16 pessoas hiperlipémicas, comparado com um grupo controle, que
recebeu suplementaciio com uma mistura de éleo de milho e 6leo de oliva e
tiveram uma reduclo de 13% de tnacilglicerol; a mudanga no colesterol nio

foi significativa, durante dois meses.

Em seres humanos normais ou obesos com hipercolesterolemia, a
administracdo de AGPI ©-3 reduziu os valores de colesterol e triacilglicerol
no sangue. A razio desse efeito parece estar ligada a célula hepatica. O figado
normalmente secreta triacilglicerol e colesterol, mas reduz o ritmo dessa
secrecdo, principalmente de triacilglicerol, quando os AGPI ®-3 estdo
presentes (Harris et al, 1983). Foi demonstrado que o EPA pode causar
diminui¢do da sintese do triacilglicerol hepatico, através da reducdo da
atividade das principais enzimas responsaveis pela sintese de NADPH

(enzima malica ¢ desidrogenase-6-fosfato) (Nossen et al., 1986).

Os eicosandides sfio grupos de compostos biologicamente ativos de
vinte carbonos {C20), que incluem as prostaglandinas, tromboxanas e
leucotrienos. Todos eicosandides sdo derivados do acido araguidénico. Sdo
sintetizados a partir dos AGPI componentes dos fosfolipides das membranas
celulares. Sdo hormodnios paracrinos, substincias que agem somente nas
células proximas onde sfo sintetizados. Estdo envolvidos na fungédo
reprodutiva, na inflamacfo, febre, dor associada a lesdo ou doenga, formagéo
das plaquetas e regulagiio da pressdo arterial, secregdo de acidos gastricos e
uma variedade de outros processos importantes na saude ou doenga humana
(Nelson & Cox, 2000).
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A administragdo de AGPI ®-3 fornece consideravel alteracdo nos
processos mnflamatérios e alérgicos, sendo resultado da iibi¢do na formacgdo
de compostos mediadores da inflamagdio (Drevon, 1992). Os AGPI -3
também tém fungdo nas reacSes inflamatédrias e na resposta imunolégica. O
leucotrieno  LTBs produzido do 4cido araquidénico, ¢ fortemente
quimiotatico, fazendo com que os leucédcitos se acumulem no local de
mflamagdo. Contrastando com isto, o leucotrieno LTBs, produzido do EPA, é
muito menos potente do que o LTB,. O consumo de 6leos de peixe resulta na
melhora de algumas condig8es inflamatérias, tais como artrite reumatéide e
lupus eritomatoso. Novos estudos sugerem que os AGPI ®-3 suprimem a
sintese de interleucina e fator de necrose tumoral, o que se correlaciona

melhor com a melhora clinica do que com a produgiio de leucotrieno (Voss,
1994).

O ®-3 € incorporado na membrana da célula e influencia sua fluidez, a
funcdo de receptor, a atividade enzimatica, as citocinas e a produgio de
eicosandides (Nelson & Cox, 2000). A suplementagdo oral com ®-3 de 6leo
de peixe, em sujeitos saudaveis, decresce a producdo de citocinas pro-
inflamatorias interleucinas-2 e mterleucinas-1 em monécitos isolados ¢ o fator

de necrose tumoral.

Efeitos biologicos dos ®-3 sfo caracterizados pela diminuigdo na
aderéncia de plaquetas, diminui¢cio nos niveis de triacilglicerdis, menos do
colesterol, melhora na fluidez da membrana (enitrocitos) e mudangas no
endotelio vascular resultantes da produgdo de compostos antiinflamatoérios. O

©-3 promove, também, a formacdo da prostaglandinas da série El,
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estimuladora da liberacio de somatotropina (Fett et al., 2001). As plaquetas
sio células sanguineas que desempenham um importante papel na integridade
vascular, controlando a permeabilidade das arteriolas. Apresentam uma
tendéncia natural de se agregarem e aderirem a parede dos vasos sanguineos.
Essa tendéncia é controlada pela produgio de tromboxana TXA; a partir de
C20:4 ©-6, por enzimas existentes nessas células. Se a sintese de TXA, for
excessiva, pode ocorrer vasoconstricco e as plaquetas tendem a formar
agregados, ou trombos, que podem bloquear as artérias, causando a trombose
coronaria ou cerebral. Felizmente essa tendéncia em resposta a TXAx ¢
continuamente contrabalanceada pela produgdo de prostaciclinas (PGlz), que
também s3o sintetizadas a partir de C20:4 -6, s6 que por enzimas existentes
nas células endoteliais da parede vascular. PGl promove vasodilatagdo,
minima adesio plaquetiria e desagrega¢do, sendo portanto antitrombotica.
Esse mecanismo hemostatico ¢ criticamente importante na manutengio da
integridade e funcionamento do sistema vascular; seu desequilibrio, ao
contréario, pode conduzir 4 trombose e sangramento. A elucidacio dessas inter-
relacdes demonstra um efeito especifico dos AGPI na etiologia da trombose ¢
doencas isquémicas do coragio. Também neuiréfilos, macrofagos e mastocitos
contém lipoxigenases e, portanto, sintetizam hidroxi é4cidos graxos
biologicamente ativos e leucotrienos. Os leucotrienos exercem atividade
quimiotaxica, sobre os neutréfilos e macrofagos, podendo causar sua
aderéncia ao endotélio arterial, bem como aumentar a permeabilidade
vascular. Esses efeitos tém apontado para um papel pro-inflamatorio dos
leucotrienos. A Tabela 1 apresenta as propriedades fisiologicas dos principais
cicosandides derivados do acido araquidénico e 4cido eicosapentaendico

(EPA) (Vannucchi & Campana, 1991).
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Tabela 1. Propriedades fisiolégicas dos principais eicosandides derivados do

acido araquidénico (AA) e 4cido eicosapentaendico (EPA).

Local de acéo AA (C20:4 ©-6) EPA (C20:5 ©-3)
Plaquetas TXA; TXAz
Pré agregatorio Antiagregatorio
Vasoconstrictora Néo-vasoconstrictora
Células endoteliais PGI, PGI;
Antiagregatério Antiagregatorio -
Vasodilatadora Vasodilatadora
Granulocitos LTB, LTBs
Macréfagos Fortemente Fracamente
Monocitos Quimiotaxico Quimiotaxico

Fonte: Drevon {1992).

Os AGP! ®-3 apresentam participagbes relevantes nos processos de
carcinogénese de diversos org dos e tecidos, como o de cdlon, figado,
endométrio, prostata, mamario e outros. Um alto consumo de AGPI ©-3 tem
sido associado a diminuigio da incidéncia, crescimento e dispersdo de
diversos tumores experimentais (Bagga et al., 1997). Yam et al. (1997),
utilizando o ¢6leo de peixe em ratos com crescimento de tumor e metdstase de
carcinoma no pulmdo, relataram uma diminui¢do significativa do tumor
primario e na taxa de mortalidade nos animais suplementados com 6leo de
peixe, enquanto que, nos animais que receberam oleo de soja, ndo houve

diferenga significativa.

Uma capsula de 1000mg de acidos graxos fornece geralmente 180mg de
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EPA ¢ 120mg de DHA. Todavia, ainda ndo se estabeleceu a exigéncia diaria
de acidos graxos em seres humanos, e esta varia dependendo da idade ¢ estado
nutricional de cada individuo. Considera-se que a ingestdo de uma ou duas
capsulas por dia fornecem suficiente quantidade de EPA e DHA para
satisfazer os padrBes 6timos de saide (Valenzuela et al., 1993).

As recomendacdes nutricionais, proferidas pelo International Food
Information Council (1989), indicam que o consumo diario de hipidios néo
deve ultrapassar 30% de ingestdio caldrica total, sendo 10% de gorduras
saturadas, 10% de gorduras monoinsaturadas e 10% de gorduras
poliinsaturadas para redugdo do risco desenvolvimento de doencas

cardiovasculares, hipertensio, obesidade, entre outras.

A proporgio entre gorduras poliinsaturadas e saturadas (razdo P/S), é de
extrema importancia em estudos de dietas, pois um excesso de acido linoléico
ird competir pelas dessaturases, comprometendo o teor de ®-3, tendo como
possivel conseqiiéncia uma baixa produgdo de EPA (Harris, 1997), ou seja,
quando ocorrem niveis insuficientes de AGPI no consumo alimentar, o
organismo tem que sintetiz-los a partir de seus homdlogos, o que pode
provocar um desequilibrio nas proporgdes entre as diferentes séries. Por essa
razio, recomenda-se manter uma proporgdo de 6:1 a 10:1 entre as séries -6 e
®-3 (COI, 1997). Entretanto, Staessen et al. (1998) chamaram a atengdo para a
inadequagdo de dietas que levam em conta teores em separado de lipidios,
relacdo P/S, acidos graxos saturados, -6 ¢ ®-3 ingeridos, imnformando que

esses teores devem ser analisados de forma correlacionada.
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Foram determinadas, por vérias instituicSes, as recomendacdes para
ingestdo de ©-3, obedecendo a sua proporgdo, com -6 para adulios (Tabela
2). O total de acidos graxos, na dieta diaria, é baseado nas informagdes
nutricionais e niveis de 4cidos graxos observados em pacientes com

deficiéncia de -3 apos suplementacio.
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Tabela 2. Recomendagdes para ingestio de AGPI ©-3.

Orgéos

Recomendagdes

British
(BNF)

Nutrition Foundation

Committee on Medical Aspects of
Food Policy {COMA)

The Danish Ministry of Health
(PMH)

German Nutrition Society

International Society for the Study
of Fatty Acids and Lipids

0,5% da ingestdo diaria de energia.
Isso corresponde a uma ingestdo
diaria de aproximadamente 1250mg
de EPA/DHA.

Ingestdo  didria  de
EPA/DHA.

215mg

35g dianias de peixe de espécies
diferentes; calculando os niveis de
®-3 em 35g de peixes, teremos uma
ingestdo  diaria
300mg de EPA/DHA.

aproximada de

1-2 porgles de peixes por semana, o
que corresponde a uma mngestdo
diaria aproximada de 350-700mg de
EPA/DHA.

Consumo diario de 650mg de
EPA/DHA. Minimo de 220mg
EPA/DHA.

Fonte: Itha (1999).

Enzimas chamadas dessaturases estdo envolvidas no processo de

transformacgdo dos acidos graxos essenciais. Essas enzimas introduzem

insaturagbes na molécula, sendo que

a dessaturacdo inicial é feita pela

A6-dessaturase, ¢ os acidos graxos essenciais somados ao acido oléico
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competem por ela. A afinidade desses compostos pela enzima ¢ na seguinte
ordem: 18:3>18:2>]8:1. Como 18:3 é menos comum na dieta, a reagéio
costumna acontecer preferencialmente com o 18:2 (Pacchioni, 1999). A Figura
8 mostra o caminho das mudancas que ocorrem a partir do acido a-linolénico

até alguns de seus importantes metabolitos.

Acido a-linolénico (®-3)
(18:3)
A6 Dessaturase ————p
(18:4)

Alongase

-
(20:4)

A5 Dessaturase >
(20:5)
Acido eicosapentaendico (EPA)

Alongase > l
(22:5)

Alongase > l
(24:5)

A6 Dessaturase > l
(24:6)

B Oxidagéo peroxisomal ———»
(22:6)
Acido docosahexaendico (DHA)

Figura 8.Esquema do metabolismo na formagio dos AGPIs w-3 EPA e DHA.
Fonte: Ewin (1997).
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De acordo com Frias (1995), os AGPI ®-3 aparecem, nos lipidios dos
tecidos, dentro de 1 ~ 2 dias, e suas concentracdes nos fosfolipidios aumentam
modestamente com uma alimentacdo continua. Porém, os AGPl ®-3 sdo
rapidamente depletados da maioria dos tecidos (dentro de 1 semana), quando
ocorre a cessacdo da alimentagdo rica nesse acido graxo. Por isso, para se
beneficiar dos efeitos dos AGPI ®-3, deve-se consumir diariamente uma
quantidade suficiente, evitando-se assim a deplegdo nos lipidios do tecido e,

conseqiientemente, as doengas cardiovasculares.

Schechtman (1989) relatou os beneficios 4 saide provenientes de
diferentes efeitos dos AGPI ®-3: a) propriedades de diminui¢dc de lipidios
séricos ¢ hepaticos; b) diminui¢do na formagdo de VLDL e aumento da HDL;
¢) melhoria das fungSes de membrana: fluidez, flexibilidade, permeabilidade,
retina (acwidade wvisual) e cérebro (aprendizagem, desempenho e
comportamento); d) efeitos de eicosandides: diminuigdo da aterosclerose,
aumento da resposta imunologica e da coagulagdo; e) efeitos combinados:

redugdo do risco de cancer e diabetes.

Portanto, a suplementagido de AGPI ®-3, visando efeitos benéficos, tem
sido contestada por algumas pesquisas, uma vez que os AGPI ®-3 sfo
especialmente susceptiveis aos processos oxidativos, mnduzindo a formagéo de
compostos indesejaveis como radicais livres, peroxidos, hidroperoxidos ¢
outros produtos secundarios e terciarios de oxidagdio, e com 1sso prejuizo a
saude. Alerta-se, com isso, que fazendo uso de suplementagdo com AGPI ®-3,
a mesma deve ser associada a antioxidantes para protecdo na oxidacdo lipidica

ao nivel celular.
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3.1 Material £ s

Utilizaram-se suplementos a base de acidos graxos poliinsaturados
(AGPI) 6mega-3 (®-3), contendo ou ndo vitamina E. A quantidade do
suplemento de acidos AGPI ©-3 foi calculada de acordo com a posologia dos
farmacos, a serem utilizados, indicada no rotulo da embalagem, que
recomenda de 1 a 2 capsulas ao dia, onde cada capsula da marca A contém
1000 mg de 4cidos graxos poliinsaturados émega-3 (EPA: 180 mg ¢ DHA:
120 mg) com vitamina E, e, da marca B, cada cipsula contém 500 mg (EPA:
90 mg e DHA: 50 mg) sem vitamina E. Foi administrada 1 ou 2 capsulas que
sio, respectivamente, a posologia minima e a méxima por dia para a marca A
(com 60 mg de vitamina E) e, para a marca B, (sem vitamina E) foram
administradas 2 ou 4 capsulas que sdo, respectivamente, a posologia minima ¢
a maxima por dia. Os animais foram suplementados durante 45 dias
consecutivos por via oral. Foi utilizado suplemento de vitamina E (marca C-

400 mg de acetato de DL-a-tocoferol).

3.1.2 Animais para experimentacio

Utilizaram-se ratos Wistar, albinos, machos, recém-desmamados (21-23
dias), com peso médio de 46,8+2.6 g para o primeiro ensaio bioldgico, e
52.3+12 g para o segundo ensaio bioldgico, provenientes do Centro de

Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas, SP.
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3.2 Métodos Analiticos

3.2.1 Determinacio do indice de peréxido (IP)

A determinacfio do indice de peréxido do soro, figado e dieta seguiu o
método oficial da AOAC (1975a), baseado na oxidagdo de iodeto de potassio
pelas substincias oxidantes presentes na amostra e assumindo-se que sejam
peroxidos. Pesou-se cerca de 0,1 g de amostra e acrescentaram-se 30 ml da
solugdo de acido acético:cloroférmio (3:2); em seguida, adicionou-se 0,5 ml
da solugdo saturada de iodeto de potassio e 30 ml de agua destilada, e foi feita
titulagdo com tiosulfato de sédio 0,02N.

3.2.2 Determinacéo de substincias reativas ao gcido tiobarbitiirico (TBARS)

A determinagdo de substincias reativas ao 4cido tiobarbitiirico do soro,
figado e dieta seguiu a metodologia proposta por Smnhuber & Yu (1977):
pesou-se cerca de 0,20 g de amostra tecidual e 0,05 a 0,15 g de dleos ou
extratos hpidicos; em seguida acrescentaram-se 5 m! de acido 2-tiobarbiturico
a 0,IN, 5 ml de 4gua destilada, 5 ml de acido cloridrico a 06N e 10 ml da
solugdo de acido tricloroacético; conectou-se a um condensador ¢ destilou-se
ao refluxo por 30 minutos, em banho-maria fervente; apos esse periodo,
acrescentaram-se 70 ml de acido cloridrico 0,6N e continuou-se o refluxo por
mais 10 minutos; posteriormente, a solucéio foi filtrada ¢ feita a leitura a 535

nm, em espectrofotdmetro Beckman, modelo DU-70.
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32 3 Determinacido de vitamina E (tocoferdis totais)

A determinacdo de vitamina E (tocoferdis totais) do soro, figado e dieta
seguiu o método de Contreras-Guzman & Strong (1982), feita, no minimo, em
triplicata para cada amostra; utilizou-se, em média, 0.5 g de amostra;
adicionaram-se 8 ml de heptano, 2,5 ml de acido ascorbico ¢ 2,5 ml de
hidroxido de potassio alcodlico; para o padréo, adicionaram-se 8ml da solugio
padrio de c-tocoferol, 2,5 ml! de acido ascorbico ¢ 2,5 ml de hidréxido de
potassio alcodlico; e, para o branco, adicionaram-se 8 ml de heptano puro, 2,5
ml de &cido ascorbico e 2.5 ml de hidroxido de potassio alcodlico.
Transferiram-se, para o tubo de ensaio, 5 ml da camada de heptano e
adicionaram-se 5 ml de etanol a 70%; a seguir, transferiram-se, para o tubo de
ensaio, 3 ml da camada superior e adicionaram-se 5 m! do reagente de
complexacio; deixou-se sedimentar e transferiram-se, para o tubo de ensaio, 3
ml da camada inferior e adicionou-se 0,5 ml de etanol puro. O branco foi
usado para calibrar o aparelho e, em seguida, no padrdo e nas amostras, foram

lidas as absorbincias a 545 nm, em espectrofotdmetro Beckman, modelo DU~
70.

324 Determinagio da composicio de acidos graxos saturados.

monoinsaturados e poliinsaturados (AGPI) 6mega-3 (®©-3)

Para a determinacdo da composigdo de acidos graxos saturados,
monoinsaturados e poliinsaturados (AGPI) 6mega-3 (®-3) do soro, figado ¢
dieta seguiu-se o método de Hartman & Lago (1973), onde ¢ feita a

saponificagdo do oleo e conversdo dos écidos graxos em ésteres metilicos.
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Pesaram-s¢ 100 mg da amostra, adicionaram-se 4 ml do reagente de
saponifica¢do (hidroxido de sodio 0,5N); agitou-se e aqueceu-se a 100°C por 3
a 5 minutos, até se obter uma solu¢fio transparente; a seguir foi feito um
resfriamento até temperatura ambiente; adicionaram-se 5 mi do reagente de
esterificagdo (cloreto+acido sulfiirico+metanol — BF3), novamente agitou-se €
aqueceu-se por 2 minutos, em agua fervente; resfriou-se em 4gua corrente,
adicionaram-se 3-4 ml da solucdo saturada de cloreto de sodio (NaCl), agitou-
se em seguida e adicionaram-se 6-8 ml de heptano ou éter de petrdleo; agitou-
se novamente, deixou-se em repouso até separagio das fases; transferiu-se,
para o tubo de ensaio, a fase superior (fase orgénica) e guardou-se, na
geladeira, o sobrenadante (ésteres metilicos). Os ésteres metilicos de acidos
graxos foram analisados por cromatografia a gis, em um cromatografo Varian
3600, com detector de ionizagdo de chama (FID), coluna J & W Scientific,
filme 0,25 um. A temperatura programada da coluna foi de 170°C a 210°C, na
taxa de 1°C por minuto, a temperatura do detector foi de 250°C, do injetor
250°C e a vazfo de gas de arraste de 1,0 ml/min. O volume da amostra foi de
1,0 ml, solvente benzina de petréleo, gas de arraste hidrogénio. Os acidos
graxos 6mega-3 foram identificados por comparagfo dos tempos de retengio
dos componentes da amostra, com os padrdes (Sigma Chemical Company) e
quantificados pelo percentual da 4rea, com um registrador microcomputador

digital (programa Varian Star 4.5).

3.2.5 Extracdo ¢ determinacio lipidica

O procedimento para extragfo e determinacdo do conteudo lipidico do

figado, soro e dieta foi determinado pelo método de Bligh & Dyer (1959),
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sendo a amostra homogeneizada com uma mistura de cloroférmio, metanol e
agua na proporgio de 1:2:0,8 e 2:2:1,8 antes e apos a diluiglo,
respectivamente. Uma aliquota da amostra de extragio contendo os lipidios fo1
evaporada até peso constante, em estufa a 100°C, e os resultados calculados

como percentagem do peso imido da amostra.

3.2.6 Determinacio do colesterol total sérico e hepatico e de suas fracdes
(LDL. HDL e VLDL) e dos triacilglicerdis

Para avaliacio do perfil lipidico, utilizou-se o sangue dos animais, que fol
coletado por pungdo cardiaca, em trés tempos (T0, T1 ¢ T2), apds jejum de 16
horas. As amostras de sangue individuais foram deixadas em banho-maria, a
37°C, por 30 minutos e, em seguida, centrifugadas a 1.300 x/g por 15 minutos.
Foi recolhido o soro, para as analises de lipides totais (para o primeiro ensaio
biologico), colesterol total, HDL-colesterol e triacilglicerdis, que foram
dosados através de kits enzimdaticos comerciais LABTEST (Labcenter,
Campinas — SP). O principio da metodologia do kit enzimatico, utilizado para
a determinagfio de lipides totais, baseia-se na reagdo dos lipides do soro com
acido sulftirico, formando o “ion carbonium™, que reage com 0 grupamento
carbonil ativado do reagente de cor, produzindo um complexo de cor résea,
que ¢ estabilizado por ressonéncia ¢ tem absorgio méxima em torno de 535
nm. No caso da determinacdo do colesterol total, utilizou-se uma reagéio de
oxidacdo catalisada pelo colesterol oxidase, apds hidrdlise dos ésteres de
colesterol, monitorada a 540 nm; foi adicionado 1 ml de reagente ao soro,
incubando-se a 37°C por 10 minutos; uma concentragdo de colesterol de 200

mg/dl foi usada como padrio. A determinagdo do HDL-colesterol, no
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sobrenadante, ocorre pelo acido fosfotimgstico e cloreto de magnésio; ap6s a
centrifugacdo, o HDL-colesterol foi determinado pelo reagente enzimatico
para colesterol total. A determinago de tracilglicerdis era feita com uma
mistura de varsol, 1sopropanol e icido sulfirico, havendo separagio em fases
com recuperacdo total dos triacilglicerdis na fase nfo polar (superior), ficando
os fosfolipides, glicose ¢ bilirrubina na fase polar (inferior), juntamente com
as proteinas; os triacilglicerdis extraidos sdio saponificados a glicerol, que ¢
oxidado a formaldeido e este ¢ medido através da formagio de um complexo

dehidrolutidina amarelo (reagdo de Hantzch).

Os figados foram retirados para a dosagem de colesterol total ¢ dos
triaciiglicerdis. A técnica utilizada para a extragdo dos lipides foi a de Haug &
Hostmark (1987), onde era pesada cerca de 0,1 g de figado, adicionados 5 ml
de isopropanol e, em seguida, agitagdo por 1 minuto; o extrato obtido foi
mantido por 2 dias a uma temperatura de 4°C e posteriormente centrifugado
por 10 minutos a 1000 x/g; as aliquotas dos sobrenadantes foram entio
analisadas enzimaticamente, através dos Aits comerciais LABTEST

(Labcenter, Campinas — SP).

As concentragdes de VLDL-colesterol e LDL-colesterol foram

calculadas segundo as formulas de Friedewald et al. (1972):

VLDL-colesterol - triacilglicerdis
5

LDL-colesterol - colesterol total — (HDL-colesterol + VLDIL-colesterol).
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3.2.7 Determinacio de proteina bruta na caseina ¢ nas dietas experimentais

O nitrogénio total da caseina e das dietas experimentais foi determinado
pelo método semmmicro Kjeldahl (AOAC, 1975b), utilizando-se como
catalisador, na fase da digestfio, o didxido de titAnio (Williams, 1973) ¢ 6,38

como fator de conversdo de nitrogénio para a proteina da caseina.

3.2 .8 Determinacio de umidade

Foi feita, por secagem das amostras (figado), em estufa, a 105°C, até
peso constante {AOAC, 1990). Os so6lidos totais foram obtidos pela diferenca

entre o peso total da amostra e o conteudo em umidade.

3.3 Ensaios Biologicos

3.3.1 Animais e dietas experimentais

Para o primeiro ensaio biolégico (Figura 9), foram utilizados 60 ratos
machos e albinos, da inhagem Wistar, recém-desmamados. Inicialmente os 60
animais foram distribuidos aleatoriamente em seis grupos experimentais, 10
animais por grupo; oS mesmos permaneceram por 3 dias em adaptacdo,
recebendo dieta basal AIN93-G e, ao final desse periodo, for feito o
alinhamento do peso, retirando 2 animais por grupo, que foram sacrificados

para analise do sangue e figado; esta analise foi considerada “valor de
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referéncia” e denominada “Tempo 0”. Permaneceram 48 animais (8 animais
por grupo), dos quais, apos 30 dias de experimento, foram retirados 4 animais
por grupo, onde foi feita analise de sangue e tecido hepatico denominado
“Tempo 17, e, apés 45 dias, foi feita mais uma anilise, denominada “Tempo
27, nos animais restantes, por grupos, para as avaliagdes em todos os tempos
do perfil lipidico, sérico e hepatico; dos lipides totais; dos niveis de acidos
graxos politnsaturados Omega-3; da dosagem de vitamina E, e das
determinagbes do indice de perdxido e substincias reativas ao 4cido

tiobarbitarico.

A partir dos resultados obtidos, no primeiro ensaio biolégico, optou-se
por realizar um segundo ensaio biolégico (Figura 10), com algumas
modifica¢des: aumento do numero de ratos de 60 para 80 animais; um periodo
de crescimento, onde os animais receberam dieta nfio purificada de formula
fechada (Nuvital®) por 8 dias, para obter maior quantidade de amostra (soro e
figado) necesséaria para as andlises; retirou-se, do protocolo, os grupos que
receberam 1 g de AGPI com e sem vitamina E, tendo em vista, aos resultados
encontrados nesses grupos experimentais, que nfio foram significativos,
ficando apenas 4 grupos experimentais ao invés de 6 grupos, como no
primeiro ensaio biolégico. Inicialmente os 80 animais foram pesados e
submetidos a2 um periodo de aclimatagio ao ambiente em gaiolas de
crescimento individuais, durante 8 dias em dieta ndo purificada de formula
fechada (Nuvital®) para ganho de peso; em seguida foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos experimentais, 16 animais por grupo; os
mesmos permaneceram por 4 dias em adaptagdo recebendo dieta basal

AIN93-G e, ao final desse periodo, foi feito o alinhamento do peso, retirando
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4 animais por grupo, que foram sacrificados para anélise do sangue e figado;
essa analise foi considerada como “valor de referéncia” e denominada “Tempo
0”. Permaneceram 64 animais (16 animais por grupo), dos quais, apés 30 dias
de experimento, foram retirados 8 animais por grupo, onde foi feita analise de
sangue ¢ figado, denominado “Tempo 17; e, apés 15 dias, foi feita mais uma
analise, denominada “Tempo 2”, nos animais restantes, por grupo, para as
avaliacbes em todos os tempos do perfil lipidico, sérico e figado, dos lipides
totais, dos niveis de acidos graxos polimsaturados omega-3, da dosagem de
vitamina E, e das determinacdes do indice de perdxido e substncias reativas
ao acido tiobarbitarico. Os animais foram suplementados por gavagem durante

45 dias consecutivos.
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60 ratos machos.

Y

- - »  Tempo 0 “valor de
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periodo de adaptagio. por grupo,
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»  Tempo 2 com 45 dias de
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E (120 mg/dia).

-3 s vitamina ®-3 ¢ vitamina
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w-3 &/ vitamina
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(400 mg/dia)
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FIGURA 9. Esquema do delineamento experimental do primeiro ensaio bioldgico.
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80 ratos machos.

l

Dieta Nuvital® por 7 dias — periodo

de crescimento.

i

Dieta AIN93-G por 4 dias —

» Tempo 0 com “‘valor de
referéncia”/16 animais
por grupo

Tempo 1 com 30 dias de

experimento/8 animais por
grupo

» Tempo 2 com 45 dias de
experimento/8 animais por

grupo

periodo de adaptagio.
u‘ l
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>
Dieta AIN93-G + 45 de
suplementagfio.

GRUPQ 1 Controle - GRUPO 2 - GRUPO 3 - GRUPO 4 -
2 g/dia de dleo de 2 g/dia de AGPI 0-3 2 g/dia de AGPI o~ 2 g/dia de AGPI »-3
soja. ¢/ vitamina E 3 s/ vitamina E. s/ vitamina E durante
(120 mg/dia). 30 dias + vitamina E

(400 mg/dia) durante
15 dias.

FIGURA 10. Esquema do delineamento experimental do segundo ensaio bioldgico.
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As dietas purificadas foram formuladas segundo o “American Institute
of Nutrition™ (Reeves et al., 1993), dieta AIN-93G (Tabela 3), e, nas Tabelas 4
e 5, estdo expostas as composi¢cGes das misturas mineral e vitaminica,
respectivamente, para ratos em crescimento, contendo caseina como fonte
protéica; as dietas foram modificadas para conter 12% de proteina bruta
(Pellet & Young, 1980; Santidrian, 1988; Goena, 1989). O consumo de dieta

foi monitorado durante todo o periodo experimental.

Tabela 3. Composigdo da dieta basal AIN-93G conforme Reeves et al.,
(1993).

Ingredientes g/kg de dieta
Amido de mitho 397,486
Amido de milho dextrinizado 132,000
Sacarose 100,000
Caseina (>85% de proteina) 200,000
Oleo de soja 70,000
Fibra (Celulose) 50,000
Mistura Mineral (AIN-93G-MX) Tabela 2 35,00
Mistura Vitaminica (AIN-93G-VX) Tabela 3 10,00
L-Cistina 3,00
Bitartarato de Colina — 41,1% de colina 2.500
Terbutilidroquinona 0,014
Total de dieta 1000,000
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A caseina, M. Cassab™ utilizada continha somente 80,0:0,3% de
proteina bruta. A fragdo carboidrato da dieta foi fornecida por amido de milho
Maizena®; o amido de milho dextrinizado por Corn Products Brasil®, a
sacarose por Unido®, o dleo de soja Soya®, a fibra celulose microfina Arbocel
1-290, a L-cistina Synth C 1.027.01AE, o bitartarato de colina Sigma C 1629,
o terbutilidroquinona Sigma B 9161, a mistura mineral (AIN-93G-MX)
(Tabela 2) e a mistura vitaminica (AIN-93G-VX) (Tabela 3). Todos os
compostos das racdes foram selecionados de acordo com os padrdes da AIN-

93G (Reeves et al., 1993). O percentual de proteina na dieta foi de 12%.
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Tabela 4. Mistura mineral AIN-93G-MX (Reeves et al., 1993).

Ingredientes g/Kg
Elementos minerais essenciais: -
Carbonato de calcio anidro — 40,04% Ca 357.00
Fosfato de potassio monobasico —~ 22,76% P; 28.73% K 196,00
Cloreto de sodio — 39,34% Na; 60,66% Cl 74,00
Sulfato de potassio —~ 44,87% K; 18,39% S 46,60
Citrato de potassio, tri-K, monoidratado — 36,16% K 70,78
Oxido de magnésio — 60,32% Mg 24,00
Citrato férrico — 16,5% Fe 6,06
Carbonato de zinco — 52,14% Zn 1,65
Carbonato de manganés — 47,79% Mn 0,63
Carbonato de cobre — 57,47% Cu 0,30
Iodeto de potassio — 59,3% 1 0,01
Selenito de sodio anidro ~ 41,79% Se 0,01025
Paramolibidato de aménio, 4H,0 ~ 54,34% Mo 0,00795
Elementos minerais potencialmente benéficos: -
Meta-silicato de sddio, 9H,0 — 9,88% Si 1,45
Sulfato de potassio crémico , 12H20 — 10,42% Cr 0,275
Clondrato de litio ~ 16,38% Li 0.0174
Acido bérico - 17,5% B 0,0815
Fluoreto de sodio —45,24% F 0,0635
Carbonato de niquel — 45% Ni 0,0066
Vanadato de aménia — 43,55% V 0,0318
Sacarose em pé (q.s.p.) 221,026
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Tabela 5. Mistura vitaminica AIN-93G-VX (Reeves et al., 1993).

Vitaminas g/Kg
Acido nicotinico 3,000
Pantotenato de calcio 1,600
Piridoxina - HCL 0,700
Tiamina — HCL 0,600
Riboflavina 0,600
Acido folico 0,200
D-Biotina 0,020
Cianocobalamina (B 12) (0,1% em manitol) 2,500
Acetato de all-rac-a-tocoferol (E)* (500 Ul/g) 15,00
Palmitato de all-trans-retinol (A) (500.000 Ul/g) 0,800
Colicalciferol (D3) (400.000 Ul/g) 0,250
Filoquinona (vitamina K) 0,075

Sacarose em pod (g.s.p.) 974,655

A mistura vitaminica, constante na formulacdo da dieta AIN-93G, foi
mantida na integra, uma vez que o consumo diario de vitamina E fo1 de
0.003g/dia em média, 0 que representou uma quantidade muito pequena com

relacdio a quantidade de vitamina E fornecida por suplementag@o.

Os animais foram mantidos em gaiolas de crescimento individuais, com
4gua e alimentagdo & vontade, por um periodo de quarenta e cinco dias. A
temperatura ¢ umidade relativa foram 23£1°C e 50-60%, respectivamente,

com ciclo claro/escuro de 12 horas. Os animais foram sacrificados, apds jejum
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de 16 horas, para coleta de sangue por puncéo cardiaca e retirados os figados,
de acordo com as normas laboratoriais em vigor adotadas pelo Laboratério de
Ensaios Biologicos do Departamento de Planejamento Alimentar e Nutrigéo,
obtendo-se, assim, amostras de sangue ¢ figados denominadas: Tempo O,

Tempo 1 e Tempo 2.

As amostras de figado foram liofilizadas de acordo com o seguinte
procedimento: apos a retirada dos figados, congelou-se os figados em
nitrogénio liqudo ¢ acondicionou-se em bandejas, sendo, em seguida, levados
para o liofilizador por 28 horas; apés esse periodo, os figados foram
homogeneizados individualmente e acondicionados em recipiente proprio com
identificac@o por rato, por grupo experimental e por tempo de suplementacio,
sendo armazenados em freezer a -25°C até as analises. Os resultados das
analises dos figados estdo apresentados em base tmida, uma vez que foi feita
a determinacio da umidade dos mesmos. O percentual encontrado de umidade

nos figados foi de 66,7+1.2 %.

3.3.2 Primeiro ensaio bioldgico

Os grupos experimentais, em estudo, foram divididos de acordo com a
quantidade de suplemento e marca, com ¢ sem vitamina E:
GRUPO 1 - Controle - suplementagdo por gavagem com 2 g/dia de éleo de
50ja;
GRUPO 2 - Suplementagdo por gavagem com 2 g/dia de acidos graxos
poliinsaturados dmega-3 da marca A, com vitamina E (120 mg/dia):;

GRUPO 3 - Suplementagio por gavagem com 2 g/dia de acidos graxos
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poliinsaturados émega-3 da marca B, sem vitamina E;

GRUPO 4 - Suplementagido por gavagem com 1 g/dia de acidos graxos
poliinsaturados dmega-3 da marca A, com vitamina E (60 mg/dia);

GRUPO 5 - Suplementacdo por gavagem com 1 g/dia de acidos graxos
poliinsaturados 6mega-3 da marca B, sem vitamma E;

GRUPQO 6 - Suplementagio por gavagem com 2 g/dia de 4cidos graxos
poliinsaturados émega-3 da marca B, sem vitamina E por um periodo de 30
dias e, posteriormente, durante 15 dias, suplementacdo com vitamina E
(marca C — 400 mg de acetato de DL-a-tocoferol). Nesse grupo ndo houve

sacrificio de animais no "Tempo 1".

3.3.3 Segundo ensaio biolégico

Os grupos experimentais, em estudo, foram divididos de acordo com a
quantidade de suplemento e marca, com € sem vitamina E:
GRUPQO 1 - Controle - suplementa¢io por gavagem com 2 g/dia de dleo de
s0ja;
GRUPO 2 - Suplementagdo por gavagem com 2 g/dia de acidos graxos
poliinsaturados 6mega-3 da marca A, com vitamina E (120 mg/dia);
GRUPO 3 - Suplementagio por gavagem com 2 g/dia de acidos graxos
poliinsaturados 6mega-3 da marca B, sem vitamina E;
GRUPO 4 — Suplementagdo por gavagem com 2 g/dia de acidos graxos
poliinsaturados dmega-3 da marca A, com vitamina E por um periodo de 30
dias e, posteriormente, durante 15 dias, suplementa¢io com vitamina E
(marca C — 400 mg de acetato de DL-a-tocoferol). Nesse grupo ndo houve

sacrificio de animais no "Tempo 1".

57



3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacéo
Animal (CEEA) do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de

Campinas.

3.4 Avaliacdo do ganho de peso dos animais e do consumo de dieta

A curva ponderal de peso dos animais, alimentados com dieta
AIN-93G, fot elaborada com o peso no inicio do experimento (Pg), apés o
periodo de 3 dias de adaptagdo (P;), ¢ a cada semana até o 45° dia de
experimento para o primeiro ensaio bioldgico, e, no segundo ensaio biolégico,
utilizou-se o peso no inicio do experimento (Po), apés uma semana que 0s
amimais receberam dieta ndo purificada de férmula fechada (Nuvital®) para
ganho de peso, depois de um periodo de 4 dias de adaptacdo as dietas
experimentais (P;) ¢ a cada semana até o 45° dia de experimento (P»). A
quantidade de dieta ingerida foi determinada pela diferenca de peso entre a
oferta, as sobras e as perdas. A 4gua era trocada e os bebedouros lavados a

cada 2 dias, durante o controle do consumo alimentar e pesagem dos animais.
3.5 Analise Estatistica
Os dados foram avaliados pelos testes estatisticos ANOVA e de Tukey

para confronto de médias. Para tanto foi utilizado o Software “Statistica: Basic

Statistics and Tables®”, ao nivel minimo de significancia de 5%.
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4.1 Caracterizacio quimica dos produtos utilizados nos ensaios biologicos

Os resultados apresentados, na Tabela 6, mostram as analises realizadas
dos produtos utilizados nos ensaios biolégicos, mais particularmente dieta
AIN93-G, suplementos a base de acidos graxos poliinsaturados (AGPI)

omega-3 (®-3), marca A e B, e suplemento de vitamina E, marca C.

Tabela 6. Caracterizagio quimica dos produtos utilizados nos ensaios

biolégicos.

Amostras  Lipides VitaminaE  Substincias Indice de AGPI
totais (mg de reativas ao perdxido Oomega-3
(%) Tocoferois/ acido (mEq/Kg) (mg/g)
100g) tiobarbitirico
(TBARS)

Dieta 7,010,1 7,4+007 0,3+0,06 0,5+0,04 -
AIN93-G

AGPI com - 624 ,8+0,02 0,7+0,04 0,6+0,06 EPA:200,0
vitamma E DHA: 121,3
(60  mg)*

marca A

(1000 mg)*

AGPI sem - 6,9+0,08 0,7+0,05 0,6£0,09 EPA: 90,5
vitamina E DHA: 52,6
marca B

(500 mg)*

Vitamina E - 400,0%* 0,5+0,03 0,6+0,02 -
marca C

TBARS - mg de dialdeidomaldnico/kg de amostra;
*valor de rotulo por capsula;

**o valor considerado foi o de rétulo em mg de acetato de DL-o-tocoferol.
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4.2 Primeiro ensaio biologico

4.2.1 Indice de perdxido (IP) e substincias reativas ao 4cido tiobarbitiirico

(TBARS) hepaticos

A Figura 11 (A-B) apresenta as concentragdes do indice de peroxido
(IP) e de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) hepaticos

respectivamente.

Indice de peréxido hepatico (mEq/Kg)
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BG!
BG2
0G3
0G4
BaGs
BGS

TBARS hepatico(mg dialdeidomaldnico/Kg de amostra)

Tempo

Figura 11 (A-B). Teores médios de indice de perdxido (IP) (A) e de substncias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) (B) hepaticos de ratos Wistar, suplementados por gavagem nos Tempos 0
(3 dias), 1 (30 dias) e 2 (45 dias) em: GRUPO 1 - Controle — 2 g/dia de 6leo de soja; GRUPO 2 -2
g/dia de AGPI ©-3 da marca A com vitamina E (120 mg/dia); GRUPO 3 - 2 g/dia de AGPI -3 da
marca B, sem vitamina E; GRUPO 4 - 1 g/dia de AGPI @-3 da marca A, com vitamina E
(60 mg/dia); GRUPO 5 — | g/dia de AGPI ®-3 da marca B, sem vitamina E; GRUPO 6 -2 g/diade
AGPI ®-3 da marca B, sem vitamina E, por um periodo de 30 dias e posteriormente durante 15
dias, suplementagdo com vitamina E (marca C — 400 mg de acetato de DL-a-tocoferol). Nesse
grupo, ndo houve sacrificio de animais no Tempo 1. **p<0,01; *p<0,05, em relagfio ao valor de

referéncia ao longo dos tempos.

4.2.2 Vitamina E (tocoferois totais) hepatica

O resultado dos teores de vitamina E (tocoferdis totais) hepaticos estdo
apresentados na Tabela 7, onde se observou um aumento significativo
(p<0,05), nos Tempos 1 e 2, em relacdo ao Tempo 0; sendo os resultados mais

em destaque os do Grupo 2, no Tempo 2; e os do Grupo 6, no Tempo 2, que
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apresentaram também diferenca significativa de todos os outros grupos

experimentais, nos Tempos 1 e 2.
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Tabela 7. Teores médios de vitamina E (tocoferois totais) hepaticos de ratos
Wistar suplementados por gavagem nos Tempos 0 (3 dias), 1 (30 dias) e 2 (45
dias).

Grupos Tempos Vitamina E (tocoferois
totais) hepatica
(mg de Tocoferol/100g)
VALOR DE REFERENCIA TO (3 DIAS) 0,5£0,1*
GRUPO 1 — CONTROLE - Oleo TI (30 DIAS) 1,5:0,1°
de soja — 2 g/dia
GRUPO 2 - AGPI -3 - 2 g/dia Tl 1,7£0,1°

marca A ¢/ vitamima E

GRUPO 3 - AGPI ®-3 - 2 g/dia T1 1,1£0,1°
marca B s/ vitamina E

GRUPO 4 — AGPI ®-3 - 1 g/dia T1 0,9+0,1°
marca A ¢/ vitamina E

GRUPO 5 — AGPI ®-3 - 1 g/dia T1 1,2+0,2°
marca B s/ vitamina E

GRUPO 6 — AGPI ©-3 - 2 g/dia T1 -

marca B s/ vitamina E + vitamina

E (400 mg/dia) marca C

GRUPO 1 — CONTROLE - Oleo T2 (45 DIAS) 1,5£0,2°
de soja— 2 g/dia

GRUPO 2 - AGPI ®-3 - 2 g/dia T2 3,0+0,1¢
marca A ¢/ vitamina E

GRUPO 3 — AGPI ©-3 - 2 g/dia T2 1,2£0,1°
marca B s/ vitamina E

GRUPO 4 - AGPI ©-3 - 1 g/dia T2 1,8+0,1°
marca A ¢/ vitamina E

GRUPO 5 — AGPI ©-3 - 1 g/dia T2 1,6£0,1°
marca B s/ vitamuna E

GRUPO 6 — AGPI ®-3 - 2 g/dia T2 4,8+0,1°
marca B s/ vitamina E + vitamina

E (400 mg/dia) marca C

a,b,c,d, ¢

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (p<0,05).
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423 Teores médios dos acidos graxos saturados. monoinsaturados ¢
poliinsaturados (%) hepatico

Na Tabela 8, estdo demonstrados os teores médios dos acidos graxos
saturados, monoinsaturados e poliinsaturados (%) nos figados. Somente esses
acidos mostraram expressivas variagdes, com diferenga significativa (p<0,05),
ao longo da suplementagdo, com AGPI ®-3: palmitico (16:0) 0,6+0.4;
estearico (18:0) 0,4+0,2; oléico (18:1) 0,310,1; AGPI ®»-3: a-linolénico (18:3)
0,6+0,2; eicosapentaendico (EPA) (20:50-3) 0,3%0,1; docosapentaendico
(22:5) 0,440,2; docosahexaenodico (DHA) (22:6®-3) 0,2+0,1, para o Tempo 0,
os teores médios encontrados para os 5 grupos experimentais, no Tempo 1,
foram os seguintes: palmitico 2,2+0.5; estearico 1,9+0,5; oléico 1,2+0,3;
AGPI ®-3: o-linolénico 1,740,5; EPA: 1,240,5; docosapentaenodico: 1,1+0,5;
DHA 1,340,3, e, para o Tempo 2, os resultados médios entre os 6 grupos
experimentais foram os seguintes: palmitico 2,81+0,8; estearico 1,840,6; oléico
1,740,6; AGPI ©-3: a-linolénico 2,6+0,8; EPA: 1,240,3; docosapentaendico
1,5+0,5; DHA 1,610,2.
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Tabela 8. Teores médios de acidos graxos saturados, monoinsaturados e poliinsaturados (AGPI) encontrados no figado (%) de ratos
Wistar, nos Tempos 0 (3 dias), 1 (30 dias) e 2 (45 dias) de suplementa¢io com AGPI ©-3, com e sem vitamina E.

Acidos  Tempo 0 Tempo 1 Tempo 2
graxos (3 DIAS) (30 DIAS) (45 DIAS)

- Grupol Grupo2  Grupo3  Grupo4 Grupo5 | Grupol Grupo 2 Grupo3 Grupo4  Grupo5  Grupo 6
160 06£0,4° 2,005 2,330,7° 2,040,5° 2,1:04° 25405 2330,7° 2,6:0,7° 24+0,8° 2.5:09° 2,140,4°  22+0,6°
180 04£02" 2,7402° 1,740,5° 163037 1,8£07° 1,7+0,6° 1,940,6° 1,6£0,57 1,1£05 1,540,6' 1,3+03"  1,4+04
181 03£0,1" 1,1404° 13403% 1240,6° 1,1202" 1,4+02° 12404° 1740,6° 14+0,6° 1,040,1° 1,940,7°  1,2+0,5°
18206  0,7£0,2° 1,0£0,6° 0,8£04° 0,9£04° 04+0,1° 0,7+0,3° 0,5:03% 04+0,1° 08+04° 0,6+0,3  0,5+0,8° 0,6+0,4*
2030-6  0,240,1° 0,6+0,3° 0,7£0,2" 05:0,2 04+02° 0,8+0,4% 09+02¢ 0,7+04" 0,6+0,2" 0,4+0,1°  0,8+02% 0,7+0,4"
20:4n-6  0310,1* 0340,1° 0,8+04" 0,6+0,3° 0,8403" 0,5:0,2 0,6£0,3° 0,4+0,1° 0,8:+0,3" 0,6£02° 0,7£0,3° 0,9+0,2°
22:40-6 0,5£0,3" 09403° 0,6£03° 04£0,1° 0,7403° 04+0,1° 08404° 0,6+£02° 04:+0,1° 0,9+0,5° 0,6+0,1° 0,5+0,1°
18303 0,6£0,2° 1,040,7° 2,0:0,4° 18405 15:04° 2,1+0,7° 1,0£0,7° 2,6+0,7° 2.8+0,7° 2,540,7°  2,2408°  2,0+04°
20:5n-3 03+0,1° 0,840,4" 1,6£0,5° 09+03° 14405° 1,5¢0,8° 09405 1,5£0,6° 13£0,6° 15408 1.2+04° 1,3+0,3¢
225n-3  04£0,2" 04402° 1,330,6° 12404° 15£04° 1340,6° 0,6£02° 12+05° 1,0+04° 1,440,6° 1,6£0,5° 1,7£0,5°
22:60-3  0,2+0,1° 03£0,1" 1,3x02" 1440,1° 1,7:02' 1,6+04° 07+0,1° 12+0,1° 15$03° 17402 1,6+0.2¢ 1,3+0,1°

GRUPO 1 - Controle — 2 g/dia de 6leo de soja; GRUPO 2 — 2 g/dia de AGPI »-3 da marca A com vitamina E (120 mg/dia),
GRUPO 3 - 2 g/dia de AGPI 0-3 da marca B, sem vitamina E; GRUPO 4 — 1 g/dia de AGPI ©-3 da marca A, com vitamina E (60
mg/dia), GRUPO 5 - 1 g/dia de AGPI ©-3 da marca B, sem vitamina E; GRUPO 6 ~ 2 g/dia de AGPI ©-3 da marca B, sem

vitamina E, por um periodo de 30 dias e posteriormente durante 15 dias, suplementagdio com vitamina E (marca C — 400 mg de

acetato de DL-a-tocoferol). Nesse grupo, ndo houve sacrificio de animais no Tempo 1.

sbodelel etras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (p<0,05).
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4 RESULTADOS

4 2.4 Lipides totais hepaticos

A Tabela 9 mostra os resultados encontrados na determinacio de lipides
totais hepaticos, onde se observa um aumento dos teores dos Tempos 1 € 2,
em relagio ao Tempo 0, com diferenga significativa (p<0,05), em especial o
Grupo 1 e o Grupo 3 no Tempo 2, sendo que os demais grupos experimentais

apresentaram valores que ndo apresentaram diferenca estatistica (p>0,05) nos

Tempos 1 e 2.

67
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Tabela 9. Teores médios de lipides totais hepaticos de ratos Wistar
suplementados por gavagem nos Tempos 0 (3 dias), 1 (30 dias) e 2 (45 dias).

Grupos Tempos Lipides totais
R hepaticos (%)
VALOR DE REFERENCIA TO (3 DIAS) 5,4+0,3°
GRUPO 1 — CONTROLE - Oleo  TI (30 DIAS) 7,2+0,3°
de soja — 2 g/dia
GRUPO 2 — AGPI ®-3 ¢/ vitamina Tl 7,4+0,2°
E -2 g/dia marca A
GRUPO 3 — AGPI ©-3 s/ vitamina Tl 7,2+0,3°
E -2 g/dia marca B
GRUPO 4 — AGPI ®-3 ¢/ vitamina Tl 7,2+0,3°
E -1 g/dia marca A
GRUPO 5 — AGPI ®-3 s/ vitamina Tl 7,320,3°
E - 1 g/dia marca B
GRUPO 6 — AGPI »-3 s/ vitamina Tl -

E - 2 g/dia marca B + vitamina E

(400 mg/dia) marca C

GRUPO 1 — CONTROLE - Oleo T2 (45 DIAS) 9,0+0,1°
de soja — 2 g/dia

GRUPO 2 - AGPI ®-3 ¢/ vitamina T2 7,7+0,1%
E -2 g/dia marca A

GRUPO 3 - AGPI ©-3 s/ vitamina §V) 8,2+0,1%
E - 2 g/dia marca B

GRUPO 4 — AGPI ©-3 ¢/ vitamina T2 7,6+0,2%
E - 1 g/dia marca A

GRUPO 5 — AGPI ®-3 s/ vitamina §V) 7,4£0,1°
E - 1 g/dia marca B

GRUPO 6 — AGPI ®-3 s/ vitamina 2 7,3+0,1°
E - 2 g/dia marca B + vitamina E

(400 mg/dia) marca C

*%% %% etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05).
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No primeiro ensaio bioldgico, ndo foram realizadas analises de
vitamina E, indice de perdxido, substincias reativas ao acido tiobarbiturico e
determinagdo dos 4cidos graxos poliinsaturados 6mega-3 no sangue, devido a

insuficiéncia de amostra.

4.2 .5 Perfil lipidico sérico

A Figura 12 mostra a concentragfio de lipides totais séricos (mg/dl), ndo
tendo sido observada diferenga significativa (p>0,05) entre os grupos

experimentais e entre os tempos de suplementagio TO, T1 e T2.
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Figura 12. Teores médios de lipides totais séricos (mg/dl) de ratos Wistar suplementados por
gavagem nos Tempos 0 (3 dias), 1 (30 dias) e 2 {45 dias) em: GRUPQ 1 - Controle — 2 g/dia de dleo
de soja; GRUPO 2 - 2 g/dia de AGPI »-3 da marca A com vitamina E (120 mg/dia); GRUPO 3 -
2 g/dia de AGPI ©-3 da marca B, sem vitamina E; GRUPO 4 — 1 g/dia de AGPI ©-3 da marca A,
com vitamina E (60 mg/dia); GRUPO 5 — 1 g/dia de AGPI ©-3 da marca B, sem vitamina E;
GRUPO 6 — 2 g/dia de AGPI -3 da marca B, sem vitamina E, por um periodo de 30 dias ¢
posteriormente durante 15 dias, suplementagfio com vitamina E (marca C — 400 mg de acetato de

DL-a-tocoferol). Nesse grupo, ndo houve sacrificio de animais no Tempo 1.
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Os teores de colesterol total sérico (mg/dl), apresentados na Figura 13,
mostram um aumento no Tempo 1, com relagdo ao Tempo 0, e uma posterior
reducdo no Tempo 2, para todos os grupos experimentais, praticamente

voltando aos valores do Tempo 0.
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Figura 13. Teores médios de colesterol total sérico (mg/dl) de ratos Wistar suplementados por
gavagem nos Tempos 0 (3 dias), 1 (30 dias) e 2 (45 dias) em: GRUPO 1 - Controle — 2 g/dia de 6leo
de soja; GRUPO 2 - 2 g/dia de AGPI @-3 da marca A com vitamina E (120 mg/dia); GRUPO 3 -
2 g/dia de AGPI ©-3 da marca B, sem vitamina E; GRUPO 4 — 1 g/dia de AGPI @-3 da marca A,
com vitamina E (60 mg/dia); GRUPO 5 — 1 g/dia de AGPI -3 da marca B, sem vitamina E;
GRUPO 6 — 2 g/dia de AGPI ®-3 da marca B, sem vitamina E, por um periodo de 30 dias ¢
posteriormente durante 15 dias, suplementacdo com vitamina E (marca C - 400 mg de acetato de

DL-a-tocoferol). Nesse grupo, ndo houve sacrificio de animais no Tempo 1.

No que se refere aos teores de HDL-colesterol sérico (mg/dl) (Figura
14), apenas o Grupo 1 apresentou valores mais elevados (p<0,05) do que os

demais grupos nos Tempos 1 ¢ 2.
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Figura 14. Teores médios de HDL-colesterol sérico (mg/dl) de ratos Wistar suplementados por
gavagem nos Tempos 0 (3 dias), 1 (30 dias) e 2 (45 dias) em: GRUPO 1 - Controle - 2 g/dia de dleo
de soja; GRUPO 2 - 2 g/dia de AGPI ©-3 da marca A com vitamina E (120 mg/dia); GRUPO 3 —
2 g/dia de AGPI ©-3 da marca B, sem vitamina E; GRUPO 4 — 1 g/dia de AGPI ©-3 da marca A,
com vitamina E (60 mg/dia); GRUPO 5 — 1 g/dia de AGPI »-3 da marca B, sem vitamina E;
GRUPO 6 — 2 g/dia de AGPI ©-3 da marca B, sem vitamina E, por um periodo de 30 dias ¢
posteriormente durante 15 dias, suplementagfo com vitamina E (marca C — 400 mg de acetato de

DL-a-tocoferol). Nesse grupo, ndo houve sacrificio de animais no Tempo 1.

Na Figura 15, estdo demonstrados os resultados dos teores de LDL-
colesterol sérico (mg/dl), em que ocorreu uma diminuicdo nos niveis no
Tempo 2 com relacdo aos Tempos 0 e 1, a excecdo do Grupo 5, no qual,
observou-se um pequeno aumento, mas ndo significativo, dos valores em

relacéo aos Tempos 0 e 1(p>0,05).
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Figura 15. Teores médios de LDL-colesterol sérico (mg/dl) de ratos Wistar suplementados por
gavagem nos Tempos 0 (3 dias), 1 (30 dias) e 2 (45 dias) em: GRUPO 1 - Controle — 2 g/dia de 6leo
de soja; GRUPO 2 - 2 g/dia de AGPI ©-3 da marca A com vitamina E (120 mg/dia); GRUPO 3 -
2 g/dia de AGPI ©-3 da marca B, sem vitamina E; GRUPO 4 — 1 g/dia de AGPl ©-3 da marca A,
com vitamina E (60 mg/dia); GRUPO 5 - 1 g/dia de AGPI »-3 da marca B, sem vitamina E;
GRUPO 6 — 2 g/dia de AGPI ©-3 da marca B, sem vitamina E, por um periodo de 30 dias ¢
posteriormente durante 15 dias, suplementagdo com vitamina E (marca C — 400 mg de acetato de

DL-a-tocoferol). Nesse grupo, ndo houve sacrificio de animais no Tempo 1.

Quanto aos teores de VLDL-colesterol séricos (mg/dl) (Figura 16), ndo
ocorreu variagdo significativa dos teores nos 3 Tempos 0, 1 e 2, com exce¢do

do Grupo 5. que apresentou valores maiores (p<0,05) com relagdo ao Tempo

0.
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Figura 16. Teores meédios de VLDL-colesterol sérico (mg/dl) de ratos Wistar suplementados por
gavagem nos Tempos 0 (3 dias), 1 (30 dias) e 2 (45 dias) em: GRUPO 1 - Controle — 2 g/dia de 6leo
de soja; GRUPO 2 - 2 g/dia de AGPI »-3 da marca A com vitamina E (120 mg/dia); GRUPO 3 —
2 g/dia de AGPI ©-3 da marca B, sem vitamina E; GRUPO 4 - 1 g/dia de AGPl ©-3 da marca A,
com vitamina E (60 mg/dia); GRUPO 5 — 1 g/dia de AGPI ©-3 da marca B, sem vitamina E;
GRUPO 6 — 2 g/dia de AGPI »-3 da marca B, sem vitamina E, por um periodo de 30 dias ¢
posteriormente durante 15 dias, suplementac@io com vitamina E (marca C — 400 mg de acetato de

DL-a-tocoferol). Nesse grupo, ndo houve sacrificio de animais no Tempo 1.

Pode-se observar, na Figura 17, que os teores de triacilglicerdis séricos
(mg/dl), a semelhanca dos teores de VLDL-colesterol séricos (Figura 16), ndo
apresentaram diferenca estatistica (p>0,05) entre os 3 Tempos 0, 1 e 2, com
excegdo do Grupo 5, cujos valores aumentaram significativamente (p<0,05)

no Tempo 2, em relagdo aos Tempos 0 ¢ 1.

73



4 RESULTADOS

— 200
= o

£ —
- 1507 —— (32
3 —8— G4
) ; 1 OO 7 GS
2 —&—G6

m . |
@ i
) 50
B
.8
= 0 : : ‘

T0 T1 T2
Tempo

Figura 17. Teores médios de tracilglicerdis séricos (mg/dl) de ratos Wistar suplementados por
gavagem nos Tempos 0 (3 dias), 1 (30 dias) e 2 (45 dias) em: GRUPO 1 - Controle - 2 g/dia de oleo
de soja; GRUPO 2 -2 g/dia de AGPI ©-3 da marca A com vitamina E (120 mg/dia); GRUPO 3 ~
2 g/dia de AGPI ©-3 da marca B, sem vitamina E; GRUPO 4 - 1 g/dia de AGPI ©-3 da marea A,
com vitamina E (60 mg/dia); GRUPO 5 — 1 g/dia de AGPI -3 da marca B, sem vitamina E;
GRUPO 6 — 2 g/dia de AGPI ©-3 da marca B, sem vitamina E, por um periodo de 30 dias e
posteriormente durante 15 dias, suplementagdo com vitamina E (marca C — 400 mg de acetato de

DL-a-tocoferol). Nesse grupo, ndo houve sacrificio de animais no Tempo 1.

4.2 .6 Perfil lipidico hepatico

A Figura 18 mostra os teores de colesterol total hepatico (mg/g), ndo
sendo encontrada diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos

experimentais nos tempos de suplementacio.
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Figura 18. Teores médios de colesterol total hepatico (mg/g) de ratos Wistar suplementados por
gavagem nos Tempos 0 (3 dias), 1 (30 dias) ¢ 2 (45 dias) em: GRUPO 1 - Controle - 2 g/dia de oleo
de soja; GRUPQ 2 — 2 g/dia de AGPI ©-3 da marca A com vitamina E (120 mg/dia); GRUPO 3 -
2 g/dia de AGPI ®-3 da marca B, sem vitamina E; GRUPO 4 — 1 g/dia de AGPI ©-3 da marca A,
com vitamina E (60 mg/dia); GRUPO 5 — 1 g/dia de AGPI ©-3 da marca B, sem vitamina E;
GRUPO 6 - 2 g/dia de AGPI ®-3 da marca B, sem vitamina E, por um periodo de 30 dias ¢
posteriormente durante 15 dias, suplementagéio com vitamina E (marca C — 400 mg de acetato de

DL-a-tocoferol). Nesse grupo, ndo houve sacrificio de animais no Tempo 1.

A Figura 19 demonstra os teores de triacilglicer6is hepaticos (mg/g),
onde se observa que, nos Tempos 0 e 1, apresentaram valores menores em

relagdio ao Tempo 2, para todos os grupos experimentais (p<0,05).
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Figura 19. Teores médios de triacilglicerdis hepéticos (mg/g) de ratos Wistar suplementados por
gavagem nos Tempos 0 (3 dias), 1 (30 dias) e 2 (45 dias) em: GRUPO 1 - Controle - 2 g/dia de 6leo
de soja; GRUPO 2 - 2 g/dia de AGPI @-3 da marca A com vitamina E (120 mg/dia); GRUPO 3 -
2 g/dia de AGPI ©-3 da marca B, sem vitamina E; GRUPO 4 - 1 g/dia de AGPI ©-3 da marca A,
com vitamma E (60 mg/dia); GRUPO 5 —~ 1 g/dia de AGPI ©-3 da marca B, sem vitamina E;
GRUPO 6 - 2 g/dia de AGPI »-3 da marca B, sem vitamina E, por um periodo de 30 dias ¢
posteriormente durante 15 dias, suplementacfo com vitamina E (marca C — 400 mg de acetato de

DL-a-tocoferol). Nesse grupo, néio houve sacrificio de animais no Tempo 1.

4.2.7 Consumo médio de dieta (g) e peso médio (g) dos animais

Na Figura 20 (A-B), estfo apresentadas as médias do consumo médio
de dieta por grupo (g) e o peso médio (g) dos ratos durante os 45 dias do

primeiro ensaio biologico respectivamente.
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Figura 20 (A-B). Consumo médio de dieta por grupo (g) (A) e Peso médio (g) (B) de ratos Wistar
suplementados por gavagem nos Tempos 0 (3 dias), 1 (30 dias) ¢ 2 (45 dias) em: GRUPO 1 -
Controle — 2 g/dia de dleo de soja; GRUPO 2 — 2 g/dia de AGP! ©-3 da marca A com vitamina E
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(120 mg/dia); GRUPO 3 - 2 g/dia de AGPI ©-3 da marca B, sem vitamina E; GRUPO 4 — 1 g/dia
de AGPI -3 da marca A, com vitamina E (60 mg/dia); GRUPO 5 — 1 g/dia de AGPI -3 da
marca B, sem vitamina E; GRUPO 6 - 2 g/dia de AGPI »-3 da marca B, sem vitamina E, por um
periodo de 30 dias e posteriormente durante 15 dias, suplementagfio com vitamina E (marca C —

400 mg de acetato de DL-a-tocoferol). Nesse grupo, ndo houve sacrificio de animais no Tempo 1.

4.3 Segundo ensaio biologico

4.3.1 Indice de peréxido (IP) sérico e hepatico

A Figura 21 (A-B) mostra os valores médios do indice de peroxido (IP)
sérico ¢ hepatico, onde se observa um aumento no indice de peréxido sérico,
nos Grupos 1 e 3, nos Tempos 1 e 2, em relagdo ao Tempo 0 com diferenga
significativa (p<0,05); com rela¢do ao indice de peroxido hepatico, o Grupo 3
apresentou valores médios mais elevados do que os demais grupos, tanto para

o Tempo 1 como para o Tempo 2, com diferenca significativa (p<0,01).
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Figura 21 (A-B). Teores médios de indice de peroxido (IP) sérico (A) e hepatico (B) (mEg/kg) de

ratos Wistar suplementados por gavagem nos Tempos 0 (11 dias), 1 (30 dias) ¢ 2 (45 dias) em:
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GRUPO 1 - Controle - 2 g/dia de 6leo de soja; GRUPO 2 - 2 g/dia de AGPI ©-3 da marca A com
vitamina E (120 mg/dia); GRUPO 3 - 2 g/dia de AGPI -3 da marca B sem vitamina E; GRUPO 4
— 2 g/dia de AGPI ©-3 da marca B sem vitamina E, por um periodo de 30 dias e posteriormente
durante 15 dias suplementacio com vitamina E (marca C - 400 mg de acetato de DL-a-tocoferol).

Nesse grupo, ndo houve sacrificio de animais no Tempo 1. **p<0,01, *p<0,05em relagdo ao valor

de referéncia ao longo dos tempos.

4.3.2 Teor de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) sérico e

hepatico

Na Figura 22 (A-B), estdo demonstrados os teores médios das
substdncias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) sérico e hepatico, em
que ocorreu um aumento, nos teores médios séricos, dos Grupos 1 e 3, nos
Tempos 1 e 2, com relacdo ao Tempo 0; com relagdo aos teores médios
hepaticos, observou-se um aumento, no Grupo 3, nos Tempos 1 e 2, com

relagdo aos demais grupos, com diferenga significativa (p<0,01).
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Figura 22 (A-B). Teores médios de substéncias reativas ao acido tiobarbittirico (TBARS) sérico
(A) ¢ hepatico (B) (mg dialdeidomalonico/kg de amosira) de ratos Wistar suplementados por

gavagem nos Tempos 0 (11 dias), 1 (30 dias) ¢ 2 (45 dias) em: GRUPO 1 - Controle — 2 g/dia de
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6leo de soja; GRUPO 2 - 2 g/dia de AGPI ©-3 da marca A com vitamina E (120 mg/dia); GRUPO
3 -2 g/dia de AGPI®-3 da marca B sem vitamina E; GRUPO 4 - 2 g/dia de AGPI »-3 da marca
B sem vitamina E. por um periodo de 30 dias e posteriormente durante 15 dias suplementagdo com
vitamina E (marca C - 400 mg de acetato de DL-a-tocoferol). Nesse grupo, nfio houve sacrificio

de animais no Tempo 1. **p<0,01; *p<0,05, em relagfo ao valor de referéncia ao longo dos tempos.

4.3.3 Vitamina E (tocoferdis totais) sérica e hepatica

A Tabela 10 expressa os valores de vitamina E (tocoferdis totais)

séricos e hepaticos dos animais experimentais.
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Tabela 10. Teores médios de vitamina E (tocoferois totais) séricos e hepaticos

de ratos Wistar suplementados por gavagem nos Tempos 0 (11 dias), 1 (30
dias) e 2 (45 dias).

Grupos Tempos Vitamina E Vitamina E
(tocoferois (tocoferois
totais) sérica  totais) hepatica
(mg de (mgde
Tocoferol/100g) Tocoferol/100g)
VALOR DE REFERENCIA TO (11 0,1+0,02° 0,4+0,09*
DIAS)
GRUPO 1 — CONTROLE —  T1 (30 0,2:0,10%® 0,7+0,10°
Oleo de soja — 2 g/dia DIAS)
GRUPO 2 — AGPI ©-3 -2 T1 0,5+0,08° 1,0+0,20°
g/dia marca A ¢/ vitamina
E
GRUPO 3 - AGPI ©-3 -2 T1 0,3+0,02* 0,4+0,07°
g/dia marca B s/ vitamina E
GRUPO 4 — AGPI ®-3 -2 T1 - -

g/dia marca B s/ vitamina E
+ vitamina E (400 mg/dia)

marca C

GRUPO 1 — CONTROLE — T2 (45 0,4+0,02% 1,120.20°
Oleo de soja—2 g/dia DIAS)

GRUPO 2 - AGPI ©-3 - 2 T2 1,440,20° 2,6+0,10°
g/dia marca A ¢/ vitamina

i ™y

GRUPO 3 — AGPI ©-3 - 2 T2 0.8+0,05° 1,0+0,09°
g/dia marca B s/ vitamina E

GRUPO 4 — AGPI ©-3 - 2 iV 2,4+0,20° 5,9+0,20°

g/dia marca B s/ vitamina E
+ vitamina E (400 mg/dia)

marca C
a, b,c,d et

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05).
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434 Teores medios dos acidos graxos saturados. monoinsaturados e
polimsaturados (%) sérico hepatico

Os teores médios séricos (%) de acidos graxos saturados (AGS),
monomsaturados foram os seguintes: palmitico (16:0) 0,6+0,5: estearico
(18:0) 0,510.1; oléico (18:1) 0,4+0,4; para os AGPI ®©-3: a-linolénico (18:3)
0,51+0,3; docosahexaenodico (DHA) (22:6®-3) 0,4+0,1, para o Tempo 0; para o
Tempo 1, encontrou-se, como média dos grupos: palmitico 1,5+0,1; estearico
1,4+0,3; oléico 1,640,2 e para os AGPI ®-3: a-linolénico 1,3+0,5; DHA
0,9+0,6; e, para o Tempo 2, encontrou-se os seguintes valores médios entre os
grupos: palmitico 1,5+0,3; estearico 1,6+0,2; oléico 1,540,2 e AGPI ©-3: a-
linolénico 1,6£0,2; DHA 1440,1, com diferenga significativa (p<0,05)
(Tabela 11).

A Tabela 12 mostra que os teores hepaticos encontrados, no Tempo 0,
foram os seguintes: palmitico 0,8+0,3; estearico 0,740,6; oléico 0,6+0,2: para
os AGPI ®-6: o-linoléico (18:2) 0,5+0,1; para os AGPI ®-3: a-linolénico
0,240,1; docosapentaendico (22:5) 0,5+0,3; DHA 0,3+0,2; para o Tempo 1,
encontraram-se os seguintes resultados: palmitico 2,5+0,6; estearico 2,140,6:
oléico 1,8+0,1; AGPI ©-6: a-linoléico 1,6+04; e para os AGPI ®-3:
a-linolénico 1,1+0,5; docosapentaenéico 1,4+1,0; DHA 1,0+0,7; para o
Tempo 2, os valores médios foram: palmitico 3,4+0,1; estearico 2,5+0,2;
oléico 3,3+0,4; a-linoléico 1,8+0.4; para os AGPI ®-3: a-linolénico 1,1+0,3;
docosapentaendico 1,2+0,7; DHA 1,0£0,4, com diferenca significativa
(p<0,05).
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Tabela 11. Teores médios de 4cidos graxos saturados, monoinsaturados e poliinsaturados (AGPI) encontrados no soro (%) de

ratos Wistar, nos Tempos 0 (11 dias), 1 (30 dias) e 2 (45 dias) de suplementagfio com AGPI ©0-3, com € sem vitamina E.

Acidos  Tempo 0 Tempo 1 Tempo 2

graxos (11 DIAS) (30 DIAS) (45 DIAS)
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
16:0 0,640,3°  1,640,1°  1,440,2° 1,4+0,1° 1,540,7% 1,240,39 1,640,6° 1,80,6°
18:0 0,5+0,1*  1,120,3°*  1,740,4 1,3+0,3¢ 1,8+0,5° 1,5+0,4° 1,3£0,24 1,6+0,5°
18:1 0,4+0,1°  1,5+0,3%*  1,440,1° 1,8+0,4° 1,340,2° 1,7+0,6 ¢ 1,7+0,4¢ 1,4+0,4°
182n-6  0,5+0,1*  0,6+0,2®®  0,5+0,2* 0,9+0,1°  0,7+0,1% 0,9+0,2° 0,8+0,2°% 0,7+0,1%
203n-6  0,4402*° 0,5£0,1®  0,3+0,1°  0,2+0,1¢ 0,740,2° 0,44+0,1* 0,60,3% 0,610,2%
204n-6  0,240,1*°  0,9+0,3*  1,040,1°  0,8£0,3%¢  0,9+0,3® 0,7+0,1¢ 0,9+0,1% 0,7+0,34
22:4n-6  0,740,4*  0,8+0,4®  0940,3°  0,740,1*  0,4+0,1¢ 0,84+0,2% 0,6+0,2° 0,410,1¢
18:3n-3  0,5+0,3*  0,840,2°  1,8+0,4° 1,440,6¢ 1,8+0,4° 1,740,4% 1,340,5¢ 1,640,4°
205503 0,6£0,2°  0,440,1°  0,4+0,1*  0,3+0,1° 0,740,2° 0,540,1% 0,6+0,3* 0,740,3°
22:5n-3  0,340,1°  0,6+0,2°  0,610,2° 0,8+0,4° 0,9+0,3° 0,74+0,2% 0,410,1° 0,610,2°
22:6n-3  0440,1*  0,240,1°  1,1+0,1° 1,340,2%  1,2+0,1¢ 1,440,1° 1,540,3f 1,440,1¢

GRUPO 1 - Controle — 2 g/dia de 6leo de soja; GRUPO 2 — 2 g/dia de AGPI ©-3 da marca A com vitamina E (120 mg/dia);
GRUPO 3 - 2 g/dia de AGPI ®-3 da marca B, sem vitamina E; GRUPO 4 — 2 g/dia de AGPI »-3 da marca B, sem vitamina E,
por um periodo de 30 dias e posteriormente durante 15 dias, suplementagfo com vitamina E (marca C — 400 mg de acetato de
DL-a-tocoferol). Nesse grupo, ndo houve sacrificio de animais no Tempo 1.

ab.¢.4.¢1 etras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (p<0,05).

SOQvLINSA v



98

Tabela 12. Teores médios de acidos graxos saturados, monoinsaturados e poliinsaturados (AGPI) encontrados no figado (%) de

ratos Wistar, nos Tempos 0 (11 dias), 1 (30 dias) e 2 (45 dias) de suplementagdo com AGPI ®-3, com e sem vitamina E.

Acidos  Tempo 0 Tempo 1 Tempo 2
graxos (11 DIAS) (30 DIAS) (45 DIAS)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

16:0 0,8+0,3°  2,0+0,5°  2340,1° 3,1+0,7° 3,4+0,1° 3,5+0,4° 3,3+0,1°  3,240,1¢

18:0 0,7£0,6°  2,7+0,2° 1,940,6° 1,7+0,3¢ 2,8+0,2° 2,3+0,7° 2,340,6° 2,4+0,2°

18:1 0,6+0,2°  1,1+0,4° 1,340,8° 3,040,6° 3,240,6° 2,940,9° 3,8+0,7°  3,140,4%
18:2n-6  0,5+0,1°  0,7+0,3®  0,4+0,1% 0,3+0,1° 0,6+0,3% 0,7+0,1° 0,840,2°  0,6+0,1%
203n-6  0,120,7  0,6+0,3°  0,740,3% 0,8+0,2° 0,6+0,1° 0,5+0,1¢ 0,4+02¢  0,7+0,3%
204n-6  04+0,8°  0,3+0,4° 0,7+0,2° 0,5¢0,1° 05402  0,6¢0,1% = 0,7+0,4%  0,9+0,1°
22:4n-6  0,5£0,5  09+03®  0,5:0,6"  0,5+0,9™ 0,8+0,3" 1,10,7° 0,640,1° 0,4+0,1¢
18:3n-3  0,240,1°  0,640,7° 1,5+0,6° 1,1£0,1¢ 0,7+0,1° 1,340,4° 1,1£0,79  1,4+0,5°
20:5n-3  0,4404°  0,6+0,6  0,7+0,3° 0,5+0,8% 0,4+0,1° 0,6+0,1% 0,640,3*  0,5+0,1%
22:5n-3  0,5+0,3°  0,5+0,7° 1,4+0,1° 2,410,7° 0,5+0,7" 1,140,4° 1,0+0,5¢ 2,140,6°
22:6n-3  03+0,2®  0,2+0,4° 1,240,4° 1,6+0,2¢ 0,4+0,4° 1,240,1° 1,240,1° 1,240,1°

GRUPOQ 1 - Controle — 2 g/dia de 6leo de soja, GRUPO 2 - 2 g/dia de AGPI ®-3 da marca A com vitamina E (120 mg/dia);
GRUPO 3 - 2 g/dia de AGPI ©-3 da marca B, sem vitamina E; GRUPO 4 - 2 g/dia de AGPI »-3 da marca B, sem vitamina E,
por um periodo de 30 dias e posteriormente durante 15 dias, suplementagio com vitamina E (marca C — 400 mg de acetato de
DL-a-tocoferol). Nesse grupo, ndo houve sacrificio de animais no Tempo 1.

a,b,c,

%°Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05).
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4.3.5 Lipides totais séricos € hepaticos

A Tabela 13 mostra o percentual de lipides totais séricos e hepaticos dos
ratos suplementados com acidos graxos poliinsaturados 6mega-3, com e sem

vitamina E.

Tabela 13. Teores médios de lipides totais séricos e hepaticos de ratos Wistar
suplementados, por gavagem, nos Tempos 0 (11 dias), 2 (30 dias) e 2 (45
dias).

Grupos Tempos Lipides  Lipides totais
totais séricos  hepaticos
(%) (%)

VALOR DE REFERENCL@ TO (11 DIAS)  0,7+0,06™ 5,6+0,3°
GRUPO 1 — CONTROLE — Oleo TI (30 DIAS)  0,6+0,03" 7,3+0,7
de soja— 2 g/dia

GRUPO 2 — AGPI ©-3 — 2 g/dia Tl 0,640,06™  6,6+0,9™
marca A ¢/ vitamina E

GRUPO 3 — AGPI -3 - 2 g/dia Tl 0,5+0,06° 6,3+0.2%
marca B s/ vitamma E

GRUPO 4 — AGPI ©-3 — 2 g/dia T1 - -

marca B s/ vitamma E +

vitamina E (400 mg/dia)marca C

GRUPO 1 — CONTROLE - Oleo T2 (45DIAS) 0,8+0,05°  7,5+0,8"
de soja— 2 g/dia

GRUPO 2 — AGPI -3 — 2 g/dia T2 0,6+0,06  6,3+0,6%
marca A ¢/ vitamina E
GRUPO 3 — AGPI ©-3 — 2 g/dia T2 0,4+0,02%  6,9+0,7°%
marca B s/ vitamima E
GRUPO 4 — AGPI ©-3 — 2 g/dia T2 0,3+0,01°  7.3+0,7™

marca B s/ vitamma E +

vitamina E (400 mg/’dia)marca C
a,0,¢.d

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.3.6 Perfil lipidico sérico

Os teores de colesterol total sérico (mg/dl) sdo apresentados na Figura
23, que mostra um aumento significativo (p<0,05), no Tempo 2, com relacdo

ao Tempo 0.
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Figura 23. Teores médios de colesterol total sérico (mg/dl) de ratos Wistar suplementados por
gavagem, nos Tempos 0 (11 dias), 1 (30 dias) e 2 (45 dias) em: GRUPO 1 - Controle — 2 g/dia de
Oleo de soja; GRUPO 2 - 2 g/dia de AGPI ©-3 da marca A com vitamina E (120 mg/dia); GRUPO
3~ 2 g/dia de AGPI ©-3 da marca B sem vitamina E; GRUPO 4 — 2 g/dia de AGPI ©-3 da marca
B sem vitamina E, por um periodo de 30 dias e posteriormente durante 15 dias suplementagiio com
vitamina E (marca C — 400 mg de acetato de DL-a-tocoferol). Nesse grupo, ndo houve sacrificio

de animais no Tempo 1.

No que se refere aos teores de HDL-colesterol sérico (mg/dl) (Figura
24), observou-se uma reducdo dos teores (p<0,05), em todos os grupos

experimentais do Tempo 0 e do Tempo 1, para o Tempo 2.
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Figura 24. Teores médios de HDL-colesterol sérico (mg/dl) de ratos Wistar, suplementados por
gavagem, nos Tempos 0 (11 dias), 1 (30 dias) e 2 (45 dias) em: GRUPO 1 - Controle - 2 g/dia de
dleo de soja; GRUPO 2 - 2 g/dia de AGPI ©-3 da marca A com vitamina E (120 mg/dia); GRUPO
3 — 2 g/dia de AGPI -3 da marca B sem vitamina E; GRUPO 4 - 2 g/dia de AGPI »-3 da marca
B sem vitamina E, por um periodo de 30 dias e, posteriormente, durante 15 dias, suplementago
com vitamina E (marca C — 400 mg de acetato de DL-a-tocoferol). Nesse grupo, ndo houve

sacrificio de animais no Tempo 1.

Com relacdo aos teores de LDL-colesterol sérico (mg/dl) (Figura 25),
observou-se também uma redugdo dos teores (p<0,05) para todos os grupos

experimentais do Tempo 0, ¢ do Tempo 1 para o Tempo 2.

89



4 RESULTADOS

g 40
= e
\% MW:»V‘”'M'—W:MJV” . i %Km“‘x;&
o 304 - IR e
Tt o o
% \ el @ G
5 204 e
o ;
& G3
8 —— (34
> 10 ~
<
A
- 0 ; !

T0O T1 T2

Tempo

Figura 25. Teores medios de LDL-colesterol sérico (mg/dl) de ratos Wistar, suplementados por
gavagem, nos Tempos 0 (11 dias), 1 (30 dias) e 2 (45 dias) em: GRUPO 1 - Controle — 2 g/dia de
6leo de soja; GRUPO 2 -2 g/dia de AGPI -3 da marca A com vitamina E (120 mg/dia); GRUPO
3 -2 g/dia de AGPI ©-3 da marca B sem vitamina E; GRUPO 4 — 2 g/dia de AGPI ©-3 da marca
B sem vitanina E, por um periodo de 30 dias e, posteriormente, durante 15 dias, suplementagdo
com vitamina E (marca C — 400 mg de acetato de DL-a-tocoferol). Nesse grupo, niio houve

sacrificio de animais no Tempo 1.

Com relagdo aos teores encontrados para o VLDL-colesterol sérico
(mg/dl) (Figura 26), os mesmos apresentaram um aumento (p<0,05) Tempo 0

para o Tempo 1, retornando aos valores iniciais no Tempo 2.
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Figura 26. Teores médios de VLDL-colesterol sérico (mg/dl) de ratos Wistar, suplementados por
gavagem, nos Tempos 0 (11 dias), 1 (30 dias) ¢ 2 (45 dias) em: GRUPO 1 - Controle — 2 g/dia de
6leo de soja; GRUPO 2 - 2 g/dia de AGPI ®-3 da marca A com vitamina E (120 mg/dia); GRUPO
3 — 2 g/dia de AGPI ®-3 da marca B sem vitamina E; GRUPO 4 - 2 g/dia de AGPI ©-3 da marca
B sem vitamina E, por um periodo de 30 dias ¢, posteriormente, durante 15 dias, suplementagdo
com vitamina E (marca C - 400 mg de acetato de DL-a-tocoferol). Nesse grupo, ndo houve

sacrificio de animais no Tempo 1.

No que diz respeito aos valores encontrados para os triacilgliceréis
séricos (mg/dl) (Figura 27), observou-se também um aumento do Tempo 0
para o Tempo 1, com posterior diminui¢do dos valores para o Tempo 2,

voltando aos valores iniciais, com diferenga significativa (p<0,05).
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Figura 27. Teores médios de triacilglicerdis séricos (mg/dl) de ratos Wistar, suplementados por
gavagem, nos Tempos 0 (11 dias), 1 (30 dias) e 2 (45 dias) em: GRUPOQ 1 - Controle — 2 g/dia de
6leo de soja; GRUPO 2 — 2 g/dia de AGPI -3 da marca A com vitamina E (120 mg/dia); GRUPO
3 — 2 g/dia de AGPI ©-3 da marca B sem vitamina E; GRUPO 4 - 2 g/dia de AGPI ©-3 da marca
B sem vitamina E, por um periodo de 30 dias e, posteriormente, durante 15 dias, suplementagdo
com vitamina E (marca C — 400 mg de acetato de DL-a-tocoferol). Nesse grupo, ndo houve

sacrificio de animais no Tempo 1.

4.3.7 Perfil lipidico hepatico

Na Figura 28, estio apresentados os resultados dos teores de colesterol
total hepatico (mg/g), onde se observa ter havido um aumento do Tempo 0
para o Tempo 1, e para Tempo 2, com significdncia (p<0,05) apenas para os

Grupos 1 e Grupo 3.
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Figura 28. Teores médios de colesterol total hepatico (mg/g) de ratos Wistar, suplementados por
gavagem, nos Tempos 0 (11 dias), 1 (30 dias) ¢ 2 (45 dias) em: GRUPO 1 - Controle — 2 g/dia de
oleo de soja; GRUPO 2 - 2 g/dia de AGPI ©-3 da marca A com vitamina E (120 mg/dia); GRUPO
3 — 2 g/dia de AGPI @-3 da marca B sem vitamina E; GRUPO 4 - 2 g/dia de AGPI -3 da marca
B sem vitamina E, por um periodo de 30 dias e, posteriormente, durante 15 dias suplementagdo com
vitamina E (marca C — 400 mg de acetato de DL-a-tocoferol). Nesse grupo, ndo houve sacrificio

de animais no Tempo 1.

Segundo os dados apresentados na Figura 29, os teores de
triacilglicerdis hepaticos (mg/g) apresentaram valores maiores, no Tempo 2,
em compara¢do aos Tempos 0, e Tempo 1 de suplementagdo com acidos
graxos poliinsaturados omega-3, com e sem vitamina E, a exce¢do do Grupo

2.
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Figura 29. Teores médios de triacilglicerdis hepaticos (mg/g) de ratos Wistar, suplementados por
gavagem, nos Tempos O (11 dias), 1 (30 dias) e 2 (45 dias) em: GRUPO 1 - Controle — 2 g/dia de
6leo de soja; GRUPO 2 - 2 g/dia de AGPI ©-3 da marca A com vitamina E (120 mg/dia); GRUPO
3 -2 g/dia de AGP1 ©-3 da marca B sem vitamina E; GRUPO 4 - 2 g/dia de AGPI -3 da marca
B sem vitamina E, por um periodo de 30 dias ¢, posteriormente, durante 15 dias suplementagdo com
vitamina E (marca C - 400 mg de acetato de DL-a-tocoferol). Nesse grupo, néio houve sacrificio

de animais no Tempo 1.

4.3.8 Consumo médio de dieta (g) e peso médio (g) dos animais

A Figura 30 (A-B) mostra as médias do consumo médio de dieta (g) em
cada grupo experimental, nos Tempos 0, 1 ¢ 2, ¢ o peso médio (g) dos
animais, durante os 45 dias do segundo ensaio bioldgico. Pode ser observada,
na Figura 32 A e 32 B, a nfo ocorréncia de diferenga estatistica (p>0,05) entre
as médias de consumo de dieta dos grupos, nos 3 Tempos, e a média de peso

dos ratos ao longo dos 45 dias de experimento, respectivamente.
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Figura 30 (A-B). Consumo médio de dieta (g) (A) ¢ Peso médio (g) (B) de ratos Wistar.
suplementados por gavagem, nos Tempos 0 (11 dias), 1 (30 dias) e 2 (45 dias) em: GRUPO 1 -
Controle — 2 g/dia de 6leo de soja; GRUPO 2 — 2 g/dia de AGPI ©-3 da marca A com vitamina E
(120 mg/dia); GRUPO 3 — 2 g/dia de AGPI -3 da marca B sem vitamina E; GRUPO 4 - 2 g/dia
de AGPI ©-3 da marca B sem vitamina E, por um periodo de 30 dias ¢, posteriormente, durante 15
dias suplementacdo com vitamina E (marca C — 400 mg de acetato de DL-a-tocoferol). Nesse

grupo, nio houve sacrificio de animais no Tempo 1.
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5.1 AvaliacAo da oxidacdo lipidica através do Indice de peréxido (IP) e

substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) séricos e hepaticos

Os teores dos grupos experimentais, que ndo receberam vitamina E,
apresentaram valores maiores (p<0,05) de IP, com relagdo aos grupos
experumentais que receberam vitamma E (Figuras 11 A, 21 A-B). No que se
refere aos teores de TBARS sérico e hepatico (Figuras 11 B, 22 A-B), também
os resultados mostraram que, nos grupos experimentais suplementados com
AGPI ®-3, com vitamina E, apresentaram valores mais baixos do que os
grupos que ndo receberam vitamma E (p<0,05). Observou-se, neste estudo,
que a vitamina E fez o papel de protegdo sobre a oxidagdo lipidica, ao nivel
sérico e hepatico, nos animais suplementados com AGPI -3 nos Tempos 1 e

2.

Os AGPI »-3 sdo mais susceptiveis a oxidagdo devido aos numeros de
duplas ligagbes em sua estrutura quimica, por isso os resultados, encontrados
por Saito & Nakatsugawa (1994), sugerem que a ingestdo de AGPI ®-3 seja
associada a antioxidante (a-tocoferol) para prevenir a oxidacdo em nivel
celular, pois a oxidacgdo lipidica acelera o processo de aterosclerose, causando
prejuizo a saude humana. Song & Miyazawa (2001) mostraram um aumento
nos niveis de TBARS, no plasma e figado, dos animais suplementados com
AGPI ®-3 sem vitamma E; os autores concluiram que a vitamina E protegeu

na oxidagdo lipidica.

Varios estudos (Leibowitz et al., 1990; Miyazawa, 1999; Mouri, 1984;
Meydani et al., 1991) mostram a prote¢do da vitamina E, na oxidagéo lipidica,
97



5 DISCUSSAQ

em ratos suplementados com AGPI ®-3. Suarez et al. (1999) relataram que a
associagdo da vitamina E a suplementacdo com AGPI -3 protegeu os
eritrocitos ¢ figados da peroxidagdo lipidica durante o desenvolvimento e
crescimento neonatal dos ratos. No estudo realizado por Shimizu et al. (2001),
o efeito do AGPI ©-3 e vitamina E, na peroxidagio lipidica, sugerem que os
AGPI ®-3 elevados no sangue, a inibigdo na producdo de leucécitos e a
vitamina E mnibem a peroxidagdo lipidica em experimento com ratos com
colitis. A influéncia da vitamina E, nos teores de AGPI ®-3 e malonaldeido
(MDA), em alguns tecidos de ratos diabéticos, mostraram que a
suplementagdo com vitamina E, em estudo experimental com ratos,
proporcionou um controle na oxidagfio € alteragdo de AGPI, no metabolismo

dos tecidos, afetando as complicagdes em ratos diabéticos (Celik et al., 2002).

Faz-se necessaria toda a atengdo a oxidagdo lipidica dos AGPI ®-3, em
nivel celular, devido a formagfo de diversos lipidios oxidados e outras
substancias potencialmente toxicas. Nesse sentido, a ingestio de AGPI ®-3,
sem a prote¢do de antioxidante, ocorre formagdo de hidroperoxidos e aldeidos,
provocando degeneracgdo hepatica e renal, alteragdes nos sistemas enzimaticos
do metabolismo de xenobidticos e distirbios nos niveis séricos de diversas

enzimas (Kubow, 1992; Esterbauer, 1993).

Os prejuizos causados pela agio dos radicais livres sfo extensos ¢
danosos. Nas membranas celulares, ocorrem modificagdes estruturais e
perturbagbes da fluidez, decorrentes da peroxidagdo lipidica de AGPI
presentes na membrana, interferindo na atividade de enzimas e em seus

receptores. Também ocorrem alteragdes quimicas das bases de DNA e
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modifica¢do das estruturas das proteinas, o que pode significar dano génico no

primeiro caso e degeneragéio proteolitica, no segundo (Diniz, 2000).

E importante salientar a necessidade de proteger esses compostos da
oxidacdo a que sdo particularmente sensiveis, € que geraria efeitos nocivos. O
uso de vitamina E foi estudado por Drevon (1992), com o propésito de evitar a
oxidacdo dos AGPI »-3; ele recomenda aumento nas taxas diarias de vitamina
E, no caso do aumento do consumo de AGPI. Em um estudo feito por
Leibowitz et al. (1990), observou-se que a vitarnina E teve um efeito protetor
no figado e no coragdo de ratos, submetidos a uma dieta que continha 6leo de

peixe ou uma mistura de 6leo de milho e gordura animal (1:1).

O indice de peréxido mede os produtos primarios da oxidagdo lipidica,
e sua determinacdo estd baseada no fato de todas as substincias oxidantes
presentes, na amostra, serem perdxidos. A peroxidagdo lipidica pode ser
inibida por antioxidantes naturais que interrompem a cadeia de peroxidagfio
reagindo com os radicais peroxila ou alcoxila. Entre esses antioxidantes esta o
o-tocoferol, que fornece atomo de hidrogénio para o radical peroxila dos
acidos graxos, impedindo, dessa forma, a reagdo, em cadeia, que se propaga

nas membranas celulares (Tidus et al., 1993; Halliwell, 1991).

Estudos realizados por Draper et al. (1984) ¢ Kubow (1992) revelaram
que a deficiéncia de vitamina E e selénio, e a ingestdo de lipoperoxidos e
malonaldeido, constituem determinantes da anemia hemolitica oriunda de

processos oxidativos.

99



5 DISCUSSAO

5.2 Teores médios de acidos graxos saturados, monoinsaturados e

poliinsaturados (AGPI) sérico e hepatico

Os resultados dos teores médios de 4cidos graxos saturados,
monoinsaturados e poliinsaturados (AGPI) sérico e hepatico, para o primeiro
(Tabela 8) e, segundo ensaios bioldgicos (Tabelas 11 e 12 respectivamente),
mostram que houve diferenga significativa (p<0,05) dos grupos experimentais,
nos Tempos 1 e 2, com relagdio ao Tempo 0. Observou-se que, ao longo da
suplementagdo com AGPI ®-3, houve um aumento dos é4cidos graxos
saturados: palmitico, estearico, monoinsaturados: oléico, ¢ os AGPI ®-3 a-
linolénico e o docosahexaendico (DHA), enquanto que o eicosapentaendico
(EPA) nio aumentou, tanto sangiiineo quanto hepatico, em todos os grupos
experimentais. Observou-se uma relago dose-resposta entre os teores de
AGPI ©-3, ao longo da suplementagdo, com relagio ao perfil lipidico
sangiiineo ¢ hepatico dos ratos. Enquanto que, no figado, houve um aumento

do acido docosapentaendico.

Vognild et al. (1998) estudaram a composi¢io de acidos graxos, no soro
de animais que receberam Oleo de peixe na dieta, e observaram que, apos 12
semanas, houve um aumento significativos (p<0,05) nos teores de EPA e
DHA, e uma redugdo nos teores de a-linolénico, comparando com o grupo
controle. Também observaram mudanga, mas ndo significativa, nos teores do

acido oléico no soro.

Song & Miyazawa (2001) demonstraram que o aumento dos teores de

DHA afeta, na composicdo dos AGPI, no plasma e figado. Harris (1983)
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observou que o consumo de dleos de peixes, ricos em AGPI ®-3, leva a um

aumento dos niveis de EPA e DHA nos lipides plasmaticos.

5.3 Efeito protetor da vitamina E (tocoferdis totais) sérico e hepdtico

Os niveis de vitamina E (tocoferdis totais) sérico e hepatico, no segundo
ensaio bioldgico (Tabela 10), mostraram diferenga significativa (p<0,05) do

Tempo O para os Tempos 1 e 2.

No que se refere aos teores de vitamina E (tocoferdis totais) hepatico,
observou-se que, tanto no primeiro, como no segundo ensaio bioldgico, os
valores para o grupo experimental, que recebeu durante 15 dias o suplemento
de vitamina E (marca C - 400 mg de acetato de DL-a-tocoferol), foram

maiores do que os demais grupos experimentais (Tabelas 7 e 10,

respectivamente).

A escolha da dosagem de 400 mg de vitamina E, usada nesta pesquisa,
foi baseada em estudos de investigagdo do efeito protetor da vitamina E,
quando associada & suplementacdo com AGPI a-3 (Brown & Wahle, 1990:
Harats et al., 1990; Meagher et al., 2001; Granit et al., 2001).

Os antioxidantes sdo capazes de inibir a oxidagio de diversos
substratos, de moléculas simples a polimeros e biossistemas complexos, por
meio de dois mecanismos: o primeiro envolve a inibicdo da formacdo de

radicais livres que possibilitam a etapa de iniciagdo; o segundo abrange a
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eliminagdo de radicais importantes na etapa de propagacédo, como alcoxila e
peroxila, atraves da doagdo de atomos de hidrogénio a essas moléculas,

mterrompendo a reagio em cadeia (Namiki, 1990; Simic & Javanovic, 1994).

Em um estudo feito para avaliar ¢ efeito dos AGPI ©-3 na recuperagio
nutricional, observou-se que a administragio diaria desse suplemento ndo
causou mudangas, nos niveis de peroxidagdo lipidica, no grupo experimental,
o que podenia ser explicado pela agfo protetora exercida tanto pelos
antioxidantes naturais do organismo como pelo aporte de vitamina E na dieta
(Inés et al., 1999). Sodergren et al. (2001), observaram que a vitamina E reduz
a peroxidagdo lipidica, em nivel celular, em experimento com ratos, uma vez
que a peroxidacéo lipidica € envolvida em diversos processos de doencas e

também no envelhecimento precoce.

O consumo de elevadas quantidades de o6leos de peixe aumenta o
requerimento de antioxidantes, devido a maior probabilidade de formagdo de
peroxidos e seus efeitos deletérios. Nos dleos de peixe, esse problema pode ser
resolvido com a adigdo de antioxidante como a vitmaina E. Niki (1987) sugere
uma adi¢do de quantidades significativas de vitamina E (a-tocoferol), que é
um potente antioxidante hipossolivel, em capsulas de olec de peixe
comercializados, servindo, tanto para prevenir a peroxidagdo do proprio dleo
na céapsula, quanto apds sua incorporagio as membranas celulares

posteriormente a sua ingestio.

A vitamina E mostrou-se eficaz na reducfio dos teores de TBARS no

sangue e no figado dos ratos suplementados com AGPI ©-3. Nosso resultado
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mostra concordéncia com outros trabalhos (Cho & Choi, 1994; O’Farrell &
Jackson, 1997). Ando et al. (1998) pesquisaram o efeito protetor da vitamina
E, na redugfio da oxidagdo lipidica, nos grupos que receberam AGPI -3 com
vitamina E, conclui-se que a vitamina E foi consumida para evitar a
peroxidagdo lipidica. Recomenda-se a associacdo da vitamina E com a
suplementacdo de AGPI -3 para proteger do efeito oxidativo, indesejavel ao

nivel celular, nos ratos.

QObserva-se que o consumo de vitamma E vem aumentando
progressivamente, em particular pelas populagées com mais de 40 anos. Dessa
maneira, a utilizagdo da vitamina E, dentro de doses limitadas até o total de

800 Ul/dia, tem sido observada em numero significativo de prescri¢des
(Magnoni & Cukier, 2000).

5.4 Teor de lipides totais sérico e hepatico

Com relagdo aos lipides totais hepaticos, no primeiro ensaio biolégico,
todos os grupos experimentais, nos Tempos 1 e 2, apresentaram valores
maiores em relagdo ao Tempo 0, tendo como destaque os Grupos 1 e 3, no

Tempo 2, onde apresentaram valores mais elevados que os demais grupos
(p<0,05) (Tabela 9).

Os resultados, apresentados na Tabela 13, mostram os niveis de lipides
totais séricos ¢ hepaticos, no segundo ensaio biolégico, onde se observa que,

no sangue, apenas o Grupo 1, no Tempo 2, apresentou valor maior em relagdo
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ao Tempo 0 (p<0,05). Em mnivel hepatico, os grupos experimentais
apresentaram valores maiores do que o valor de referéncia, & excecdo dos

Grupos 3, no Tempo 1, e do Grupo 2, no Tempo 2.

Dagnelie et al. (1994) estudaram o efeito do 6leo de peixe nos niveis de
lipides sangilineos e observando que a suplementacgio n#o interferiu no perfil

lipidico sangiiineo.

O jejum de 16 horas foi usado, nesta pesquisa, baseado em referéncias

anteriores, sendo necessario para uma melhor avaliagdo sangiiinea (Nicolosi et
al., 1998; Saito et al., 1996).

5.5 Perfil lipidico sérico e hepatico

O comportamento do perfil lipidico sérico, para o primeire ensaio
biolégico, mostra que os teores de lipides totais séricos (mg/dl), apresentados
na Figura 12, permaneceram constantes ao longo dos tempos de
suplementacdo para todos os grupos experimentais, nio apresentando
diferenca significativa (p>0,05). Considerando o Grupo 1 como referéncia
para os niveis de colesterol total sérico (mg/dl), observou-se um aumento do
Tempo O para o Tempo 1 de suplementacdo, mas, com a continuidade da
suplementagio com AGPI ®-3, os teores de colesterol total apresentaram uma -
reducdo no Tempo 2 (Figura 13), o mesmo acontecendo com os outros grupos.
No que se refere aos teores de HDL-colesterol sérico (mg/dl) (Figura 14), ndo

houve diferenga notdvel, entre os grupos, nos diferentes tempos de
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suplementagdo, a excecgéo de que houve um aumento do Grupo 1 do Tempo 0
para os Tempos 1 e 2 (p<0,03), 1.e,, dos 0 aos 45 dias de suplementagio. Com
relagdo aos teores de LDIL-colesterol sérico (mg/dl) (Figura 15), observa-se
que houve uma redugio para os grupos experimentais no Tempo 2 (p<0,05). A
redugdo do nivel de LDL~colesterol sérico, aos 45 dias de suplementacio com
AGPI ®-3, estd de acordo com outros estudos (Simons et al. 1985; Nestel,
1987, Drevon, 1992). Quanto aos teores de VLDL-colesterol (mg/dl) e
triacilghcerdis (mg/dl) séricos (Figuras 16 e 17 respectivamente), houve um
aumento significativo apenas do Grupo 5, em que os ratos receberam 1 g de
AGPI »-3, sem vitamina E, para protecio da oxida¢do, sendo que os demais
grupos ndo apresentaram diferenca significativa nos Tempos 0, 1 e 2 (p>0,05).
Assim, no presente estudo, houve aumento do nivel sérico de HDL-colesterol,
somente no caso dos ratos suplementados com éleo de soja, sendo que, nos
demais grupos, os teores mantiveram-se constantes. Ndo houve variagio dos
teores de lipides totais, e, ao aumento do colestero]l total aos 30 dias de
suplementacdo, sobreveio uma reducdo aos 45 dias. Ndo obstante os valores
absolutos, as variagdes, ao longo do tempo, dos teores de VLDL-colesterol e

triacilglicer6is mostraram-se semelhantes.

Com relacdo ao perfil lipidico sérico, para o segundo ensaio biolégico,
observou-s¢ que os teores de colesterol total sérico (mg/dl) (Figura 23)
apresentaram um aumento no Tempo 2 em relagdo ao Tempo 0, com diferenca
significativa (p<0,05). Por outro lado, os teores de HDL-~colesterol (mg/dl)
(Figura 24) e de LDL-colesterol séricos (mg/dl) (Figura 25) apresentaram uma
redugdo no Tempo 2 em relagdio ao Tempo 0 e ao Tempo 1. Analisando-se 0s

teores VLDL-colesterol (mg/dl) (Figura 26) e triacilglicerdis séricos (mg/dL)
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(Figrua 27), os resultados encontrados apresentaram um aumento no Tempo 1,
ocorrendo posteriormente uma reducfio dos teores no Tempo 2, que ndo
diferiram daqueles do “valor de referéncia” no Tempo 0. Portanto pdde-se
notar que os valores encontrados para o perfil lipidico sérico, no primeiro e no
segundo ensaios bioldgicos, foram diferentes, podendo-se apenas destacar,
nos dois ensaios, a redugdo de LDL-colesterol sérico no Tempo 2 em relagio

ao Tempo 0 (p<0,05).

No que se refere ao perfil lipidico hepatico, para o primeiro ensaio
biolégico, observa-se que os teores de colesterol total (mg/dl) (Figura 18) ndo
apresentaram  diferenca  significativa durante a suplementagio, e
triacilgliceréis hepaticos (mg/g) (Figura 19), entre os grupos experimentais

nos tempos de suplementacdo.

Tendo em vista os resultados encontrados para colesterol total e
triacilgliceréis  hepaticos, verificou-se que, para todos os grupos
experimentais, & excegdio do Grupo 2, no segundo ensaio bioldgico, os
mesmos mostraram teores maiores para os Tempos 1 e 2, no primeiro e
segundo ensaios biolégicos, com relagdo aos “valores de referéncia” no

Tempo 0.

Resultados encontrados por Song & Miyazawa (2001), mostraram que a
suplementagdo com AGPI ®-3 nio ocasionou diminuicdo nos teores de
colesterol total, HDIL-colesterol ¢ LDL-colesterol no plasma, em ratos, com
relagdo ao grupo controle; sendo que os teores de triacilglicerdis apresentaram

uma redugdo com relagfio ao grupo controle. Chee et al. (1990) relataram que
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o uso de capsulas de AGPI ©-3 tem sido associado com a redugfo nos teores
de triacilglicerois plasmaticos. O mecanismo de inibicdo da secrecdo de
triacilglicerois pelos AGPI ®-3 de cadeia longa ocorre, provavehmente, através
da redugdo da via de sintese do triacilglicerdis. Os resultados do perfil
lipidico, encontrados no presente trabalho, diferiram de dados da literatura,
uma vez que outras pesquisas mostraram que o uso da suplementacdo com
AGPI ©-3 reduziu os teores de triacilgliceréis e colesterol plasmaticos (Harris,
1997; Hwang et al. 1997; Rambjor et al.1996), reduzindo também as
concentragdes de VILDL-colesterol (Norum, 1992).

Os resultados encontrados com a suplementacio com odleo de soja
(Grupo 2) sugerem que a concentragdo de acido a-linolénico, geralmente
encontrado nesse 6leo (aproximadamente 7%), foi capaz de produzir, embora
em menor magnitude do que os AGPI ®-3, um efeito desejavel em relagédo ao

teor de LDL-colesterol que diminuiu.

No presente estudo, houve aumento do nivel sérico de HDL-colesterol,
no caso dos ratos suplementados com éleo de soja, sendo que, nos demais
grupos, os niveis mantiveram-se constantes (Figura 14). Ndo houve variacio
dos niveis séricos de lipides totais, porém foi detectado um aumento do
colesterol total, particularmente nos 30 dias de suplementagio, VLDL-
colesterol e triacilglicerdis. Contudo a redugdo do nivel de LDL-colesterol
sérico (Figura 15), aos 45 dias de suplementagdo, estd de acordo com outros

estudos (Simons et al. 1985; Nestel, 1987; Drevon, 1992).
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O prmmcipal modelo adotado para estudo do metabolismo lipidico é o
rato. A maioria das pesquisas em metabolismo lipidico visa a determinacio do
perfil das lipoproteinas plasmaticas (Suckling & Jackson, 1993). O
metabolismo lipidico do rato foi estudado por varios pesquisadores. O’ Farrell
& Jackson (1997) e Mohamed et al. (2002) observaram o efeito da ingesta de

acidos graxos no figado.

3.6 Consumo médio de dieta (g) e peso médio (g) dos animais

De acordo com os resultados obtidos no primeiro e segundo ensaios
biolégicos, com 45 dias de experimento, apresentados nas Figura 20 (A-B) ¢
Figura 30 (A-B) respectivamente, que demonstram respectivamente o
consumo médio de dieta por grupo experimental (g) e o peso médio (g) dos
animais que receberam suplementacio com AGPI ©-3 com e sem vitamina E,
verificou-se que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
tratamentos (p>0,05) em cada tempo, mostrando que a suplementacdo a base
de AGPI ©-3, com ou sem vitamina E, ndo interferiu nessas variaveis. Song &
Miyazaura (2001) chegaram a resultados semelhantes quando suplementaram
ratos com AGPI, e observaram que nfo houve diferenga significativa (p>0,05)

entre os grupos, em estudo, com relagéo ao ganho de peso dos animais.
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De acordo com os resultado encontrados, podemos conchuir que:

1. A suplementagdo com vitamina E (a-tocoferol) exerceu efeito protetor
contra a peroxidagdo lipidica (sobre o nivel de TBARS e do indice de

peroxido) no sangue e no figado dos ratos suplementados com 4cidos graxos

poliinsaturados 6mega-3.

2. Durante 45 dias de suplementagio com AGPI ®-3, houve um aumento nos
teores de acidos graxos saturados palmitico e estearico, acido oléico e o-
lmolénico e docosahexaendico, tanto ao nivel sanguineo como hepatico, e um
aumento do docosapentaendico ao nivel hepatico. A adicdo da vitamina E ndo

interferiu nos teores encontrados.

3. A suplementagfio com 4cidos graxos polinsaturados 6mega-3 reduziu os

teores de LDL-colesterol sérico dos ratos.

4. A suplementagio com 4cidos graxos poliinsaturados 6mega-3 nfio reduziu

os teores hepaticos de colesterol total, e triacilglicerois dos ratos.

5. A vitamina E (tocoferdis totais) ndo interferiu no perfil lipidico dos ratos

durante o periodo de suplementacio.
6. A suplementacdo, & base de acidos graxos poliinsaturados 6mega-3, ndo

interferiu nas médias do consumo de dieta e no ganho de peso dos ratos entre

os grupos em estudo.
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Tendo em vista os resultados encontrados, fica uma recomendagio de que,
ao fazer uso de suplementagio com acidos graxos poliinsaturados émega-3, na
forma concentrada, em capsulas gelatinosas, a mesma deve estar associada a
vitamina E para evitar os riscos de oxidacido no nivel celular e, com isso,

causar efeitos danosos a saude.
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