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RESUMO

O dleo de arroz contém altos teores de acidos graxos monoinsaturados (40%) e poli-
insaturados (36,3%), além de grandes quantidades de antioxidantes (3 a 5% de gama-
oryzanol e tocoferéis) quando comparado com outros dleos. Acidos graxos mono e poli-
insaturados podem apresentar efeito na saciedade alimentar e inibicao da sintese de acidos
graxos no tecido adiposo e figado. Enquanto os antioxidantes podem contribuir para a
prevencao do ataque oxidativo de Espécies Reativas de Oxigénio. Além disso, propde-se
que o gama-oryzanol é uma molécula bioativa que também pode sinalizar o aumento das
concentragdes plasmaticas de adiponectina e testosterona. Por outro lado, altas
concentragdes de acidos graxos também podem gerar obesidade e doengas hepaticas ndo
alcodlicas. Assim,o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de diferentes dosagens de
6leo de arroz no comportamento alimentar, composi¢do corporal, pardmetros bioquimicos,
histolégicos e de estresse oxidativo no figado de ratos da linhagem Wistar. Quarenta ratos
machos foram divididos em 4 grupos: Suplementados com 1mL de o6leo de arroz,
correspondente a dosagem minima (GMin); suplementados com 2mL de déleo de arroz,
correspondente a dosagem media (GMed) e suplementados com 6mL, correspondente a
dosagem maxima de 6leo de arroz (GMax). O grupo controle recebeu volume fixo de 2 mL
de agua (GCon). Todos os grupos foram suplementados por gavagem durante 8 semanas (5
dias de suplementacao seguido de dois dias de descanso). Avaliamos o consumo de ragao
e composicao corporal apds a primeira, quarta e oitava semana de suplementacao. Ao final
do protocolo foram também avaliadas as concentragbes plasmaticas de leptina,
adiponectina, glicose, colesterol total, triglicérides, HDL-Colesterol, uréia e das enzimas
aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase e amilase pancreatica. Também
realizamos analise histolégica e quantificamos o nivel de peroxidagéo lipidica através do
método TBARs e a atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GR no figado dos
animais. Nossos resultados mostraram que a suplementacdo com o6leo de arroz induziu
aumento na saciedade, redugdo da massa corporal total e aumento nas concentragcdes
séricas de HDL-Colesterol, principalmente nas dosagens maiores do 6leo (GMax). Por outro
lado, houve aumento dos estoques de tecido adiposo ao redor de 6rgéos intra-abdominais,
como a gordura periepididimal, aumento das concentracdes de leptina sérica em todos os
grupos suplementados e aumento nos niveis de estresse oxidativo associado ao dano
hepatico no GMed e GMax. Provavelmente a diminuigdo no consumo de ragao foi devido a
um aporte maior de lipideos do 6leo de arroz na composi¢cado da dieta, associado a uma
diminuicdo nas quantidades de carboidratos e proteinas que, de forma cronica gera
saciedade, mas contribui também para a diminuicdo da massa isenta de gordura, a
explicacdo mais provavel para a diminuicdo na massa corporal total dos animais
suplementados. Esses dados sugerem cautela com o uso crbénico de 6leo de arroz.

Palavras chave: Oleo de Arroz, Suplementac&o, Figado, Acidos Graxos e Estresse
Oxidativo



ABSTRACT

The rice bran oil contains high levels of mono (40%) and polyunsaturated (36,3%) fatty acids,
and a large concentration of antioxidants (3 to 5% of gamma oryzanol and tocopherols) when
compared to other vegetable oils. Mono and polyunsaturated fatty acids may have effect on
food satiety and inhibition of the synthesis of fatty acids in adipose tissue and liver. While
antioxidants, can contribute to the prevention of oxidative attack of reactive oxygen species.
Furthermore, the gamma-oryzanol is a bioactive molecule that may signal the increase of
plasma concentrations of adiponectin and testosterone. However, high concentrations of
fatty acids can also generate obesity and non-alcoholic liver diseases. Our goal was to
analyze the effects of different doses of rice bran oil in feeding behavior, body composition,
biochemical, histological parameters and oxidative stress in liver of Wistar rats. Forty (40)
Wistars male rats were divided into 4 groups: Supplemented with 1mL of rice bran oil, as
minimum dose (GMin); supplemented with 2mL, as mean dose (GMed) and supplemented
with 6 mL, as the highest dosage (GMax). The control group received fixed volume of 2 mL
of water (GCon); All groups were supplemented by gavage during 8 weeks (5 days of
supplementation following 2 days of rest). We analyzed food intake and body composition
after the first, fourth and eighth weeks of supplementation. At the end of protocol we also
analyzed the serum concentrations of leptin, adiponectina, glucose, total cholesterol,
triglycerides, HDL-cholesterol, urea and enzymes aspartate aminotransferase, alanine
aminotransferase and amylase pancreatic. We also performed histological analysis and we
measured the level of lipid peroxidation through TBARs method and the activity of
antioxidant enzymes SOD, CAT and GR in the liver of animals. Our results showed that
supplementation with rice oil induced an increase in satiety, reduced total body mass and
increased the serum HDL-cholesterol, especially in oil higher doses group (GMax). On the
other hand, there was an increase of adipose tissue storage around the abdominal organs,
such as the periepididymal fat associated with increased serum leptin in all supplemented
groups, and elevated levels of oxidative stress associated with liver damage in GMed and
GMax. Probably, the decrease in feed intake was due to a higher amount of rice oil lipids in
the diet composition, associated with a decrease in the amounts of carbohydrates and
protein that chronically produces satiety, but also contributes to the decrease in mass fat-free,
the most likely explanation for the decrease in total body mass of the animals fed. Overall our
data suggest caution with the chronic use of rice bran oil.

Key words: Rice bran oil, Supplementation, Liver, Fatty acids and Oxidative Stress
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1. INTRODUGAO

Por mais de um milhdo de anos nossos ancestrais percorriam diariamente
quildbmetros em busca de agua e alimentos para manutencéo das fungdes vitais do
organismo e sobrevivéncia. Estima-se que a fonte de energia nessa época era 65%
advinda de frutas, vegetais, nozes e mel. E apenas 35% era derivada de aves,
peixes, mariscos e ovos. Com o advento da revolugéo agricola e industrial esse
comportamento mudou, ou seja, diminuiu a necessidade de busca e selecdo dos
alimentos que o ambiente ofertava naturalmente em fungdo do cultivo de frutas,
domesticacédo e producdo em grande escala de animais para consumo alimentar e
de novos alimentos como os cereais e alimentos processados (Eaton Cordain,
1997).

A reducdo da atividade fisica diaria associada ao aumento do consumo de
novos alimentos com alta densidade cal6rica, como fonte principal de energia, ndo
correspondem com a maquinaria que desenvolvemos ao longo de milhdes de anos.
Estima-se que nos ultimos 10.000 anos diminutos 0,005% dos nossos genes
sofreram mutagcbes esponténeas (Simopoulos, 2001). Assim, o estilo de vida
moderno da populagéo ocidental pode ser o potencial causador de doencgas crbnicas,
como aterosclerose, obesidade, diabetes e doengas hepaticas.

1.1. Origem dos 6leos vegetais como recurso terapéutico.

A utilizagdo de 6leos em geral como recurso terapéutico é de cultura milenar.
Entretanto, os primeiros relatos cientificos datam no final do século XIX, com a
proposicdo da ingestdo de O6leo de figado de bacalhau para pessoas com
reumatismo cronico (Bradshaw, 1845) e dleo de oliva para pacientes com calculos
biliares (Goodhart, 1892).

Ha relatos que os primeiros Oleos de figado de bacalhau foram adquiridos
através da decomposicdo de peixes em barris de madeira. Porém, com o
desenvolvimento tecnologico da agricultura moderna, com énfase em gréos e
vegetais, tornou-se possivel a produgao de dleos vegetais em grande escala para o
consumo em saladas, para cozinhar alimentos e para aumentar a densidade caldrica

e sabor dos alimentos processados (Simopoulos, 2001).
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Coincidéncia ou n&o, os indices na taxa de mortalidade por doencas
cardiacas no inicio do século XX foram crescentes e alarmantes em alguns paises,
como EUA e Australia. Nessa época, essas ocorréncias despertaram o interesse da
comunidade cientifica e as primeiras investigagdes epidemioldgicas associaram o
aumento das concentragdes plasmaticas do colesterol com doengas coronarianas
(Konstantinov et al., 2006). Assim, na década de 50 iniciaram as pesquisas para
tratamento e prevencdo do aumento das concentragdes plasmaticas de colesterol
(Tyroler, 2000).

Um dos estudos pioneiros que investigou a associagado de oleos vegetais no
tratamento de doengas cardiacas foi feito com a inser¢cdao de diferentes Oleos
vegetais (caroco do algodao, soja, milho, amendoim e cartamo) na dieta de mais de
50 pacientes coronarianos (Kinsell et al,1958a). Nesse estudo observou-se que os
oleos com maior quantidade de acidos graxos do tipo linoleico (18:2) apresentaram
reducdo das concentragdes plasmaticas de colesterol, seguido de nenhuma ocluséo
coronariana durante os 3 anos consecutivos que compreenderam o estudo.

A partir desse, varios outros estudos investigaram os mecanismos de agao
pelos quais a ingestdo de acidos graxos poli-insaturados podem contribuir em
doencas e na reducio das concentragdes plasmaticas de colesterol. Nesse contexto
na década de 70, pesquisadores relataram que acidos graxos poli-insaturados, em
especial o acido linoleico, ofertados através do 6leo de cartamo e de milho eram
mais eficazes na diminuigdo dos niveis de acidos graxos hepaticos quando
comparados com os acidos graxos saturados do 6leo de coco e monoinsaturados
sintético (Sabine et al., 1969), devido a inibigdo da atividade das enzimas da sintese
de acidos graxos in vitro (Bortz et al., 1963) e in vivo (Flick et al., 1977).

Nessa época comegaram a surgir na literatura investigagcdes dos efeitos dos
acidos graxos no tecido adiposo. Um dos primeiros estudos nesse sentido mostrou
que os acidos graxos poli-insaturados comparado com acidos graxos saturados
eram mais eficazes na inibicdo da atividade das enzimas responsaveis pela sintese
de acidos graxos, como a acetil-CoA carboxilase (Bortz et al., 1963) e acido graxo
sintetase (Foufelle et al., 1992). E esse efeito se refletia no menor ganho de massa
total e de massa adiposa (Raclot e Oudart, 1999; Fickoca et al, 1998).

Um fato importante a ser considerado nos trabalhos com 6leos vegetais é que
com excegdo de poucos estudos que utilizaram animais saudaveis (Campanella et

al., 2014; Eder et al.,2006; Poudyal et al., 2013), a maioria dos estudos foram feitos
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com animais ja obesos e/ou submetidos a dietas hiperlipidicas ou hiperglicidicas
(Kinsell et al., 1958; Mercer e Trayhurn, 1987; Okuno et al., 1997), sem a utilizagdo
de um grupo controle saudavel com dieta padréo (Buckley e Howe, 2009; Raclot e
Oudart, 1999).

1.2. Oleo de arroz.

A utilizac&o do 6leo de arroz para o consumo alimentar teve inicio na india na
década de 80 (Purushothama et al., 1995). Naquela época o pais apresentava
dependéncia de importacdo e escassez de Oleos comestiveis, o que o levou a
explorar sementes nativas como o algodao e arroz.

Das 130.000 toneladas de o6leo de arroz produzidas da época 85% era
utilizado na fabricacdo de sabao, tintas e lubrificantes, e o restante para o consumo
alimentar (Sharma e Rukmini, 1986). O 6leo tomou popularidade e o aumento do
consumo na dieta levaram os pesquisadores a testar a toxicidade do produto. Foi
observado que 10% de oleo de arroz na dieta se apresenta seguro e sem efeitos
adversos em ratos Wistar saudaveis durante 3 geragdes, quando comparado com o
grupo que ingeriu 6leo de amendoim (Rukmini, 1988).

Na mesma época, 0s pesquisadores investigavam o Oleo sobre o perfil
lipidico de animais hipercolesterolémicos (Sharma e Rukmini, 1986). Os resultados
foram promissores e assim, o Oleo também foi testado em humanos
hipercolesterolémicos. Reproduziram o efeito de reducdo dos niveis de colesterol
encontrado nos animais, levando a hipétese que o 6leo de arroz poderia ser utilizado
na prevengao de doengas cardiacas (Raghuram et al., 1989).

O dleo é extraido do farelo do grédo de arroz através de varios processos
fisico-quimicos da moagem do grédo para melhorar o sabor, odor, aparéncia e
eliminar impurezas. Ha varios processos industriais que extraem o 6leo de sua
matéria prima, e dependendo dos meétodos utilizados o conteudo dos compostos
podem variar (Paucar-Menacho da Silva, 2007).

O farelo compde cerca de 6-10% do total do gréo (Figura 1), e constitui a
maior concentragado de lipideos, cerca de 12-18%. Enquanto o gréo possui apenas
0,8% (Paucar-Menacho da Silva, 2007), justificando porque o dleo é extraido do
farelo.
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Figura 1: Estrutura do gréo de arroz (Adaptado de http://www.ricebranoil.info).

Dentre os compostos extraidos do farelo de arroz 90 a 96% sao lipideos
saponificaveis, ou seja, acidos graxos saturados e insaturados, e 3 a 5% sao
lipideos insaponificaveis que compreende a familia dos antioxidantes e fitoquimicos
bioativos descritos na Tabela 1 (Paucar-Menacho e da Silva, 2007).

Os principais lipideos saponificaveis que constituem o Oleo s&o os acidos
graxos saturados (22,6%), monoinsaturados (41%) e poli-insaturados (36,4%). Sao
chamados saponificaveis pois se submetidos a uma adicdo de alcalis tornam-se

saboes.

Tabela 1: Composigéo do lipideos saponificaveis e insaponificaveis do 6leo de arroz

Lipideos saponificaveis Lipideos insaponificaveis
Principais Principais
g/100g /100g de gordura
Componentes Componentes

Acido Palmitico (16:0) 21,59 y- oryzanol (g) 3,21
Acido Esteérico (18:0) 1,96 a-tocoferol (mg) 15,4
Acido Oleico (18:1) 40 B-tocoferol (mg) 0,9
Acido Linoleico (18:2) 34,5 y-tocoferol (mg) 55
Acido Linolénico (18:3) 1,8 d-tocoferol(mg) 0,8

Valores fornecidos através método de extragao fisico patenteada pela empresa HT Nutri.

Estudos, utilizando 10% de oleo de arroz (fonte de acidos graxos poli-
insaturados), diminuiram as concentragcbes plasmaticas de colesterol total, das
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e lipoproteinas de densidade muito baixa
(VLDL) de animais hipercolesterolémicos quando comparado com Oleo de
amendoim (Sharma e Rukmini, 1986; Seetharamaiah e Chandrasekhara, 1989), dleo
de coco, ou com de gergelim (Reena e Lokesh, 2007). Esses efeitos foram
associados a prevencdo de doengas cardiacas. Esses mesmos efeitos foram
observados em humanos hipercolesterolémicos (Berger et al., 2005; Eady et al.,
2011) e hiperlipidémicos (Kuriyan et al., 2005; Kennedy et al., 2010; Zavoshy et al.,
2012).

A literatura também apresentou evidéncias que a ingestdo de 5 a 20% de dleo
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na dieta de animais sem patologia pode apresentar alteracdo dos niveis das
lipoproteinas de alta densidade (HDL), quando comparado com oleo de amendoim.
Contudo, o aumento foi observado apenas na dosagem maior (Purushothama et al.,
1995).

A possivel explicagao para esses resultados foram os componentes tocoferdis
e acidos ferulicos presentes na porgdo insaponificavel do dleo (Tabela 1).
Dependendo do método de extragcdo, a porcao insaponificavel pode variar de 1 até
4% de quantidade de lipideos insaponificaveis (Sugano e Tsuji, 1997).

A empresa HT Nutri, fornecedora do 6leo de arroz analisado nesse estudo
utiliza métodos fisicos que evitam a eliminacdo em massa de lipideos
insaponificaveis junto com as impurezas do processo quimico geralmente
empregado. Essa tecnologia de extragédo é patenteada pela empresa e mantém altos
teores de lipideos insaponificaveis no 6leo produzido. Os valores encontrados estéo
descritos na Tabela 1.

O principal componente investigado da porgédo insaponificavel tem sido o
gama-oryzanol, que foi originalmente caracterizado como um unico composto com
ésteres de acido ferulicos. Porém, atualmente, com a evolugdo de técnicas
laboratoriais ja se sabe que o composto faz parte da familia de mais de 10
componentes bioativos (Xu e Samuel, 1999).

Os principais componentes da familia gama-oryzanol sdo denominados de [3-
Sitosteril ferulato(25%), 24-Metileno cicloartenil ferulato (15%) e Campesteril ferulato
(9,2%), como apresentados na Figura 2A. Todos os componentes do gama-oryzanol
contem uma unidade de acido ferulico e uma por¢ao com 28 a 29 carbonos
formando quatro anéis aromaticos (anéis tetraciclicos), chamado esterol (Figura 2B)
ou alcool triterpeno (Islam et al, 2011). Quando presente em frutas e vegetais o
radical esterol € nomeado de fitoesterol (fito em latim), ou colesterol, quando
presente nos animais.

Os fitoesterdis encontrados no 6leo de arroz, assim como os tocotriendis e
tocoferdis apresentam grande contribuicdo no efeito hipolipidémico do 6leo por inibir
a atividade da enzima responsavel pela sintese de colesterol, a HMG-CoA redutase
(Makynen et al., 2012; Minhajuddin et al., 2005). E também diminuem a absorg&o do
colesterol no intestino através da formagé&o e excregdo de micelas lipidicas (Rong et
al., 1997).
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Figura 2: Principais componentes da familia gama oryzanol(A). E nomeclatura estrutural dos ésteres
de acidos ferulicos (B). Fonte: Islam et al,2011

Além do efeito hipolipidémico, os componentes da familia gama-oryzanol
também apresentam propriedades antioxidantes (Ristow et al., 2009), atribuidas aos
grupos hidroxilas e duplas ligagcdes que doam seus elétrons aos radicais livres. Em
sua forma isolada, as propriedades antioxidantes do gama-oryzanol apresentam-se
4 vezes maior que a dos tocoferdis (Kim et al., 1995). Contudo, estudos mostraram
que a sinergia dos antioxidantes presentes no 6leo contribuiram para o aumento da
atividade das enzimas antioxidante das células hepaticas e minimizaram o efeito dos
radicais livres nas células de animais diabéticos (Posuwan et al.,, 2013) e ao
estresse oxidativo induzido (Rana et al., 2004).

Alguns estudos in vivo e in vivo demonstraram que os componentes da
familia gama-oryzanol, na forma isolada, podem estar relacionados com o aumento
da expressdo de adiponectina no tecido adiposo. Porém, o aumento sé é notado
guando também ha o aumento da ativacao do fator nuclear kappa B (NF-kB) (Ohara
et al., 2009), ou com a ingestdao de 6leo de milho comparado com sebo bovino
(Nagasaka et al., 2011), ou ainda, em uma dieta hipercalérica (Wang et al., 2015).

Outra funcao fisioldgica proposta para o composto em sua forma isolada é o
aumento de massa e forca muscular devido a sinalizacdo e participacdo do
composto na sintese de testosterona e horménio do crescimento (Eslami et al.,
2014). Com essa descricao o produto € comercializado popularmente em varios
paises (Fry et al., 1997). Porém, ha poucos estudos cientificos e os resultados sao
controversos.

Nesse contexto, com excecdao de um estudo, todos os estudos sobre os

efeitos fisioldgicos do dleo de arroz na dieta e no perfil lipidico de animais (Reena e
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Lokesh, 2007; Sugano e Tsuji, 1997; Wilson et al., 2007) e humanos foram
realizados em populagdes ja hiperlipidémicas ou hipercolesterolémicas (Berger et
al., 2005; Eady et al., 2011). Além do efeito antioxidante em animais diabéticos
(Posuwan et al., 2013) e ao estresse oxidativo induzido (Rana et al., 2004). Porém,
doses e pesquisas com uma populagdo saudavel sedentaria ou engajada em um

programa de atividade fisica ainda sao escassas.

1.3. Oleos e gorduras.

Oleos e gorduras sdo as principais formas de armazenamento de energia em
muitos organismos vivos. Geralmente, em temperatura ambiente os lipideos de
origem vegetal sdo encontrados na forma liquida e denominados 6leos, enquanto os
de origem animal encontram-se no estado solido e sdo denominadas de gordura.

Os lipideos sdo biomoléculas constituidas por acidos graxos insoluveis em
agua e que apresentam diversas fungdes bioldgicas, tais como elementos estruturais
de membranas bioldgicas, horménios, mensageiros intracelulares e também podem

ser utilizados como fonte de energia (Nelson e Cox, 2014).

1.3.1. Estrutura e funcao dos acidos graxos

Acidos graxos sdo acidos monocarboxilicos ligados a uma cadeia carbénica
com um grupo metila no carbono terminal. Podem apresentar cadeias carbbnicas
curtas (menos que 4 carbonos), médias (6 a 12 carbonos), longas (14 a 20
carbonos) e muito longas (acima de 22 carbonos). As mais comuns s&o cadeias
longas, principalmente o acido palmitico (16C). Em alguns casos essas cadeias sao
totalmente saturadas ou podem conter uma ou mais duplas ligagdes, denominadas
de insaturagcbes(Nelson e Cox, 2014).

Na forma saturada os elétrons dos atomos de carbono sdo compartilhados
com os elétrons do carbono seguinte de forma simples (Figura 3A). Essa
configuragdo permite que os atomos de carbono tenham rotagao livre em torno da
ligacdo e a cadeia se apresente mais flexivel. Acidos graxos com essa configuragdo
sdo0 mais estaveis e podem se agrupar de forma compacta. Quanto maior o
comprimento da cadeia carbdnica saturada, maior o ponto de fusdo da molécula e

em temperatura ambiente terdo consisténcia de cera (Nelson e Cox, 2014).
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Figure 3: Ligacao simples (A) e dupla (B) entre os atomos de carbono. Fonte: Nelson e Cox, 2014

Quando dois atomos de carbono compartilham dois pares de elétrons (Figura
3B) a molécula perde dois atomos de hidrogénio em cada ligacdo. E descrita como
ligacao cis, pois os atomos de carbonos estdo do mesmo lado. Esse tipo de ligacao
forca uma dobra na cadeia carbbénica que desordena as interacées com outros
acidos graxos. Quanto maior o numero de insaturagdes maior a instabilidade e
menor o ponto de fusdo das moléculas, o que permite em temperatura ambiente
terem consisténcia liquida (Nelson e Cox, 2014).

Acidos graxos também podem ser descritos a partir do numero de
insaturacdes que a cadeia carbbnica apresenta, sendo chamados de acidos graxos
saturados (sem liga¢des duplas), monoinsaturados (uma ligacdo dupla) ou poli-
insaturados (mais que uma dupla ligacao) (Figura 4).

A nomenclatura comum dos acidos graxos saturados, mono e poli-
insaturados geralmente baseia-se na fonte onde sdo encontrados em abundancia.
Assim, o acido palmitico (16 carbonos) sao advindo do latim, palma, da planta
‘palmeira”. Enquanto o acido oleico (18 carbonos) é derivado do 6leo de oliva. Ja o
acido linoleico possui origem grega, /inon, ou linho em portugués, que & derivado de

uma espécie de planta que produz sementes oleaginosas e flores, nomeadas de

linaceas
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Figura 4. Estrutura dos acidos graxos saturados com 16 carbonos acido palmitico (A),mono-
insaturado e poli-insaturado com 18 carbonos: acido oleico (B) e acido linoleico (C).
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Dificilmente acidos graxos apresentam-se em sua forma livre. Essas
moléculas podem estar ligadas a um alcool como o glicerol ou a esfingosina. No
primeiro caso os lipideos formados podem ser armazenados na forma de
triacilglicerol (TGA) ou triglicérides nos tecidos. E quando ligados a esfingosina
podem apresentar fungdes estruturais nas membranas biolégicas (Marzzoco e
Torres, 2007).

As propriedades de fluidez das membranas s&o determinadas principalmente
pela presenca de acidos graxos poli-insaturados nas moléculas de fosfolipideos
(Catala, 2009). O comprimento e o numero de insaturagdes presentes na cadeia
carbonica dos TGA podem determinar a fluidez ou rigidez de uma membrana
bioldgica (Nelson e Cox, 2014). Quanto maior a quantidade de duplas ligagdes mais
fluida sera a membrana, devido a instabilidade da insaturagdo dos acidos graxos.

No inicio do século XX acreditava-se que os acidos graxos em geral eram
apenas fonte de calorias armazenada em plantas e animais, ou moléculas veiculo
para absorcao de vitaminas lipossoluveis. Porém, na década de 30 foi demonstrado
que os acidos graxos poli-insaturados poderiam apresentar efeito bioativo e serem
essenciais na dieta dos animais.

No estudo de Bur e Bur (1929, 1930) os autores observaram que animais
saudaveis com privacdo de lipideos desenvolviam doengas com algumas
caracteristicas especificas que levavam a morte. Por esse motivo os autores
sugeriram o termo acido graxo essencial para os acidos linoleico (18:2) e linolénico
(18:3).

1.3.2. Absorgao

ApOs a ingestdo de uma refeigdo gordurosa a absorgcdo dos acidos graxos
pode variar de acordo com o comprimento da cadeia carbdnica dos lipideos
ingeridos. Logo no estdbmago as enzimas gastricas clivam os acidos graxos de
cadeias mais curtas dos TGA em cadeias mais curtas, diacilgliceréis e acidos graxos
livres.

Os acidos graxos saturados de cadeia longa apresentam-se com maior
insolubilidade e o processo de digest&o inicia-se na por¢gdo proximal do intestino
delgado (Figura 5). Nessa porcédo do intestino a vesicula biliar secreta moléculas
anfipaticas chamadas de sais biliares, enquanto o pancreas secreta a enzima lipase.



22

A solubilizagdo dos sais biliares com os acidos graxos e os TGA ingeridos na dieta
formam micelas mais acessiveis a agao das lipases pancreaticas (Nelson e Cox,
2014).

Intestino Delgado Carebra
{Ducdeno) Mucosa Intestinal

OEA Nervo vago .
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Figura 5: O processo de absor¢éo de 6leos e gorduras da dieta. OEA: oleoletanolamina; RE: Reticulo
endoplasmatico liso; QM: Quilomicrons; A.G: acidos graxos; HDL: lipoproteina de alta densidade;
VLDL: lipoproteina de densidade muito baixa

Os acidos graxos livres, glicerol, mono e diacilglicerois clivados pela agédo das
lipases pancreaticas sdo difundidos pela mucosa intestinal e nas células epiteliais
sdo convertidos em TGA novamente. Apds serem difundidos, o reticulo
endoplasmatico liso (RE) empacota os TGA e colesterol em proteinas, constituindo
uma lipoproteina nomeada de quilomicron (QM).

Acidos graxos saturados de cadeia curta e média apresentam baixo peso
molecular e por esse motivo sao relativamente soluveis em agua comparado com os
acidos graxos de cadeia longa, o que facilita a acdo da enzima lipase pancreatica.
Consequentemente, sao rapidamente hidrolisados e ligados a albumina para
neutralizar sua insolubilidade. S&o absorvidos e transportados para o figado atraves
da veia porta (Bach e Babayan, 1982). Acidos graxos poli-insaturados de cadeia
longa ndo apresentam baixo peso molecular. Porém, as insaturagbes da molécula
permitem maior solubilidade em agua e 56% os acidos linoleico e linolénico também
sdo absorvidos diretamente no figado via sistema porta (McDonald et al., 1980;
McDonald e Weidman, 1987).

Acidos graxos monoinsaturados como o acido oleico podem ser absorvidos
tanto pelo sistema porta (15%) quanto pelo sistema linfatico (85%) (Hyun et al.,
1967). Nas células epiteliais podem ser convertidos a oleoletanolamina (OEA) e

ativar fibras sensoriais do nervo vago, por mecanismos ainda indefinidos, levando
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sinais de saciedade ao hipotalamo, que é o centro regulador do comportamento
alimentar (Piomelli, 2013).

Outra sinalizagdo que pode aumentar a saciedade de forma aguda é a
dilatacdo estomacal e secregcdo de peptideos como a colecistoquinina (CCK), que
também modulam o comportamento alimentar através da sinalizagao via nervo vago

ao hipotalamo (Kenny, 2011).

1.3.3.Transporte dos lipideos da dieta para os tecidos extra-hepaticos.

Por conta da insolubilidade em agua os lipideos ingeridos e absorvidos via
sistema porta ou linfatico sdo transportados para os tecidos extra-hepaticos através
da corrente sanguinea como complexos de proteinas carregadoras de triglicérides
que apresentam diferentes densidades e conteudos de TGA, colesterol e proteinas
(Tabela 2).

Tabela 2: Conteudo de TGA, colesterol e proteinas das principais lipoproteinas plasmaticas.

Composicéo (% da massa)

Lipoproteinas Densidade (g/ml)  TGA Colesterol livre  Proteinas
Quilomicrons <1,006 85 1 2
VLDL 0,95-1.006 50 7 10
LDL 1.006-1.063 10 8 23
HDL 1.063-1.210 4 2 55

Fonte: (Nelson e Cox, 2014).

O primeiro passo do transporte é realizado através dos quilomicrons
sintetizados no RE liso a partir dos TGA e colesterol absorvidos da dieta. Os QM
difundem-se primeiramente pelo sistema linfatico e logo depois para a corrente
sanguinea através da veia subclavia, onde distribuem TGA para todos os tecidos
extra hepaticos que necessitam de energia.

Apos a entrega de TGA e acidos graxos aos tecidos os quilomicrons
remanescentes (QMr) retornam ao figado com a quantidade restante de TGA e
colesterol (Nelson e Cox, 2014).

No figado os TGA absorvidos via veia porta ou transportados pelos
quilomicrons remanescentes podem ser utilizados como fonte de energia ou quando
a oferta de lipideos da dieta € maior que a requisitada pelas células, sdo novamente
empacotados como lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) e exportados
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para a oxidagdo de acidos graxos nos miocitos, ou estocagem no tecido adiposo.
Essa distribuicdo de TGA converte as VLDL em VLDL remanescentes (VLDLr). A
remocgao dos TGA das VLDLr é feita pela LDL que contém muito mais colesterol do
que TGA na sua composigao (Nelson e Cox, 2014).

Enquanto os QM, VLDL e LDL transportam TGA e colesterol da dieta ou do
figado para os tecidos extra-hepaticos, moléculas de HDL s&o sintetizadas no
intestino delgado e no figado, e tem como fung&o a coleta de colesterol e TGA dos
tecidos extra hepaticos para o figado (Rader et al., 2003), ou seja, o caminho
reverso.

A literatura aponta que o aumento de HDL parece ser benéfico para a saude
e prevencdo de doengas coronarianas. Por outro lado, o aumento das
concentracdes plasmaticas de VLDL e LDL apresentaram correlagéo positiva com a
hipercolesterolemia e risco de doencga arterial coronariana, que podem levar a morte
(Rader et al., 2003).

1.4. Tecido adiposo

O tecido adiposo é constituido principalmente por células chamadas
adipdcitos, cuja fungdo mais evidente € o armazenamento dos lipideos da dieta e
manutengao da homeostase energética. O excesso de calorias advindas da dieta na
forma de TGA sdo armazenadas nos adipdcitos, sem apresentar lipotoxicidade para
a célula, e podem ser liberadas de acordo com a demanda energética requisitada
por todos os 6rgaos e tecidos (Rutkowski et al., 2015).

O tecido adiposo pode ser divididos em trés subtipos, segundo sua coloragéo:
branco, marrom e bege. Uma caracteristica dos adipocitos marrons ou bege é a
grande quantidade de citrocomo oxidase nas mitocOndrias e alta vascularizagao.
Dessa forma, a grande quantidade de Fe+ presente no grupo heme dos citocromos
em conjunto com o grupamento heme das hemoglobinas nos capilares apresentam
a coloragéo bege e marrom dos tecidos (Nelson e Cox, 2014).

O tecido marrom € encontrado principalmente em bebes e animais
hibernantes (Ouchi et al., 2011). Porém, ja se sabe que adultos saudaveis também
apresentam um pequena quantidade desse tecido na regido subescapular, cervical e
perirenal. Ao contrario do tecido branco ambos produzem calor e colaboram para a
manutengao da temperatura corporal (Enerback, 2013).
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Os adipécitos brancos, os quais daremos mais énfase, € o0 mais abundante na
regido subcutanea e visceral. Estdo organizados em lobulos separados por tecido
conjuntivo e localizados entre a derme e os musculos, em uma regido chamada
subcuténea ou hipoderme.

Ha também o tecido adiposo visceral, localizado dentro da cavidade
abdominal em volta dos 6rgéos. Esse pode ser classificado em trés tipos: gordura
periepididimal , retroperitoneal, omental e mesentérica. Acidos graxos que ndo sdo
armazenados nos tecidos adiposos s&o nhomeados de gordura ectépica (Ouchi et al.,
2011).

Durante muitos anos o tecido adiposo branco foi considerado um 6rgao cuja
unica funcédo era a de armazenar energia de longo prazo. Isso continua verdade.
Porém, novas evidéncias tém apontado para o tecido adiposo como um Orgao
endocrino, com um papel regulador chave de fungdes metabdlicas, devido a
secregdo de moléculas sinalizadoras chamadas de adipocinas (Hassan et al., 2012).

Uma das primeiras adipocinas descobertas foi leptina (do grego /leptos,
magro), descrita originalmente a partir de camundongos ob/ob. A falta da expresséo
de nesses animais resultou em hiperfagia, ganho de massa exacerbado e
resisténcia a insulina, sugerindo um papel importante da leptina no controle da
ingestdo alimentar e regulagdo da homeostase energética (Zhang et al., 1994;
Frederich et al.,1995b).

Atualmente ja estd bem estabelecido que os receptores de leptina séo
expressos no hipotalamo e estdo localizados em neurbnios anorexigenos que
regulam o comportamento alimentar (Hommel et al., 2006). Também é consenso na
literatura que a leptina € expressa e liberada de forma proporcional aos estoques de
tecido adiposo (Lee et al., 2001). Demonstrou-se que o aumento das concentragdes
plasmaticas pode inibir a fome e aumentar a saciedade alimentar (Schwartz et al.,
2000).

Além do papel na saciedade alimentar, o aumento das concentragdes
plasmaticas de leptina no periodo pds prandial também pode prevenir o acumulo de
gordura ectopica em 6rgdos como figado e pancreas (Rutkowski et al., 2015). Esse
processo é regulado através do aumento de fatores de transcricdo que regulam a
oxidagao e biogénese mitocondrial como o receptores ativados por proliferadores de
peroxissoma & (PPARx) nesses tecidos (Unger, 2003). Assim, dietas hiperlipidicas

podem aumentar em até 150 vezes a quantidade de lipideos no tecido adiposo e



26

apenas de 5 a 10 vezes em outros tecidos como pancreas, figado, coragao e
musculo esquelético (Lee et al., 2001). Em contraste, a leptina também apresenta
um papel pro-inflamatério, com potencial efeito pré fibrogénico e aterogénico e
aumento do estresse oxidativo nas células (Hassan et al., 2012).

Outra adipocina expressa pelo tecido adiposo branco é a adiponectina, que
apresenta uma correlacdo inversamente proporcional com a quantidade de tecido
adiposo branco e correlagao positiva com a sensibilidade a insulina (Nannipieri et al.,
2007). Ao contrario da leptina, as concentragbes plasmaticas da adiponectina
apresentam efeitos anti-inflamatérios, como a inibicdo de citocinas inflamatérias
como o fator necrose tumoral a (TNF a), interleucina 6 (IL-6) e estresse oxidativo
(Ouchi et al., 2011).

Além dos adipdcitos o tecido adiposo também apresenta outros componentes
como macréfagos, linfocitos, fibroblastos, pré adipdcitos, células endoteliais e
vasculares. Os macrofagos e linfocitos fornecem o estado imune dos adipocitos
enquanto os fibroblastos produzem componentes da matriz extracelular para
fornecer suporte mecéanico (Ouchi et al., 2011). Qualquer molécula secretada de
forma disfuncional por esses componentes, podem desencadear um desequilibrio e
aumento da produgao de citocinas pro-inflamatérias.

Parece que a quantidade de tecido adiposo estocado determina a secregcao
de adipocinas anti ou pro-inflamatérias e a relagdo com a disfungdo do o6rgao,
podendo desencadear doencas como diabetes, esteatose hepatica e doencas
cardiacas (Ouchi et al., 2011).

1.5. Figado

O figado é o maior dos 6rgéos viscerais internos. Pesa cerca de 1,5 kg em
seres humanos adultos e € responsavel por multiplas fungdes do metabolismo tais
como sintese, armazenamento e redistribuicdo de nutrientes como os carboidratos,
aminoacidos e gorduras para todos os outros tecidos (Zhu et al., 2012).

O figado apresenta diversas células com distintos fendtipos como os
hepatdcitos, células de Kupffer, células estreladas, células dendriticas e células
endoteliais e vasculares. Dentre todas, a principal célula constituinte € a célula
hepatica, também chamada de hepatécito. Os hepatdcitos se agrupam em corddes,
de forma analoga a tijolos de um muro (Junqueira e Carneiro, 2008). Recebem cerca
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de 75% dos nutrientes absorvidos através de vasos eferentes da veia porta e o
restante da artéria hepatica.

Os metabolitos produzidos sdo drenados e transportados através do lumen
dos capilares sinusoides que compde o sistema de distribuicédo, e sdo levados até as
veias centrolobulares para a excrecao e distribuicdo para os ramos da veia hepatica
(Figura 6) (Adams e Eksteen, 2006).

Os capilares sinusoides sdo constituidos por células endoteliais com
inumeras fenestras dispostas como “peneiras” que ocupam 68% do revestimento.
Apresentam papel importante no balanco de lipideos, colesterol e vitamina A, pois
controlam a entrada desses componentes presentes nos QMr. Além disso, o lumen
desses capilares também & composto por células de Kupffer, que regulam as

respostas imunes do tecido (Wisse et al., 1996).

Veia

Sinusdides centrolobular

Canaliculos
biliares
Sinusdides

Canaliculos Espaco de Disse

biliares Células de

Kupffer Hepatécitos

Ramo da
artéria
hepatica

Ramo da
vela porta

Célula
Ducto estrelada
Biliar

Células
endoteliais
com orificios

Célula
dendritca

Figura 6: Esquema tridimensional dos componentes estruturais do figado. Fonte: Adams e Eksteen,
2006

Entre as células endoteliais e os hepatdcitos ha um estreito espaco chamado
de espaco de disse (Figura 6), revestido por fibras de colageno, células dendriticas e
células estreladas, ou também chamadas de células de Ito (Junqueira e Carneiro,
2008).

As células estrelas estdo presentes em maior parte nas regides proximais das
veias centrolobulares. Quando quiescentes sdo responsaveis pelo armazenamento
de vitamina A, producéo de colageno, fibronectina e outros componentes da matriz

extracelular para a sustentacéo do tecido (Wisse et al., 1996). As células endoteliais
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regulam a porosidade, numero e tamanho das fenestras através dos componentes
do citoesqueleto.

Em casos de doencas como a esteatose hepatica as celulas estreladas sao
ativadas, se diferenciam, aumentam a producao de colageno do tipo | e IV, formando
uma densa camada no espaco de disse. Essa mudanca de fenétipo da matriz
extracelular bloqueia as fenestras endoteliais e impede a troca de substancias do

sangue (Wisse et al., 1996).
1.5.1.Especies Reativas de Oxigénio (EROs) e células do figado.

As estruturas de atomos e moléculas geralmente apresentam pares de
elétrons se movendo dentro de uma regiao definida como espaco ou orbital. Radical
livre &€ qualquer espécie capaz de existir de forma independente (livre), e que contem
um ou mais elétrons desemparelhados (radical), como representado na Figura 7
(Halliwell, 2001; Gandra et al.,2006). Essa configuracdo no orbital do atomo ou
molécula a torna altamente reativa e instavel. Assim, para se tornar estavel ira oxidar
(roubar) elétrons de outras moléculas.

Elétrons pareados Elétron desemparelhado

cep @
U

Molécula estavel Radical Livre

Figura 7: Distribuicao eletronica simplificada das moléculas estaveis e dos radicais livres

A principal fonte de energia utilizada pelos hepatdcitos é advinda da oxidagao
de acidos graxos nas mitocdndrias. Para a producao de ATP e oxidagcao completa
dos acidos graxos € necessario que a molécula de oxigénio (O,) seja reduzida a
agua (H20) de forma monoeletrénica no complexo |V da cadeia transportadora de
elétrons (Figura 8). As espécies intermediarias formadas dessa reducao sao

chamadas de Espécies Reativas de oxigénio (EROs).

e | e +2H" e +H20 | e +H*
0,— 0;” —— H,0;, ——>'OH —> H,0
Oxigénio Radical Anion Peroxido de Radical Agua
Superoxido Hidrogénio hidroxila

Figura 8: Redugédo monoeletrénica da molécula de oxigénio no complexo IV da cadeia transportadora
de elétrons e seus intermediarios
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A molécula de H,O é o unico produto da reacdo catalisada no complexo IV
(Gandra et al., 2006). No entanto, e escape de elétrons pelos complexos | e lli
mitocondrial podem reduzir a molécula de oxigénio monoeletronicamente e produzir
o radical &nion superoxido (02 ).

Uma vez produzido o ‘O, inicia-se o processo de producgdo das outras EROs.

Isso porque o "0, pode ser rapidamente dismutado a peroxido de hidrogénio (H>O5)
pela acdo da enzima superoxido dismutase (SOD). O H,O, ndo apresenta elétrons
desemparelhados em sua estrutura, e assim n&do pode ser classificado como um
radical livre. Porém, na presenca de ions de metais de transicdo como o Fe?* ou
Cu” podem reagir com essas moléculas e originar o radical hidroxila ("OH), que &
altamente reativo e oxidante, por conta de sua meia vida muito curta (Gandra et al.,
2006).

Embora em muitos tecidos as mitocondrias tenham se mostrado a organela
responsavel pela maior produgdo de EROs, no figado essa conclusdo apresenta
algumas controvérsias (Brown e Borutaite, 2012). Os hepatdcitos apresentam
enzimas ativas no sistema redox como a enzima xantina oxidase, citrocomo p450,
cicloxigenases, lipoxigenases e oxido nitrico sintase (NOS) que também produzem
'O, (Crosas-Molist e Fabregat, 2015).

Além disso, outra via que também pode contribui para a formacado de EROs
no figado é o complexo enzimatico nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH) oxidase. A NADPH oxidase é encontrada tanto nas membranas das
células fagocitarias quanto nas células nao fagocitarias como as células endoteliais,
hepatdcitos e células estreladas (Paik et al., 2014). Quando ativado o complexo
enzimatico NADPH oxidase reduz o O, a custa de NADPH ou NADH, produzindo

‘O, Nas células de Kupffer a produgdo de O, é extracelular, e desenvolve um

papel chave na defesa contra parasitas e infecgoes.

Radicais livres e EROs s&o constantemente geradas em nosso organismo em
pequenas concentracdes, sendo considerados sinalizadores de varias funcdes
importantes nas células como sintese de horménios, regulacédo de fosforilagdo de
proteinas e ativacdo de fatores nucleares (Halliwell, 2001). Porém, o aumento
exacerbado da producdo de EROs pode inibir a fungdo da bomba sédio potassio
(Zhu et al., 2012), causar danos as membranas plasmaticas dos componentes



30

celulares e aumentar as concentracdes plasmaticas de LDL oxidada (Zambo et al,
2013).

Para impedir os danos oxidativo ocasionado pelo aumento da producao de
EROs e consequentemente do potencial oxidante as células apresentam um sistema

de defesa denominado de antioxidante.

1.5.2.Sistema de defesa antioxidante.

Segundo Halliwell (2001) antioxidante € qualquer substancia que quando
presente em baixa concentragdao quando comparada com um substrato reduzido é
capaz de retardar ou prevenir de forma significativa a oxidacdo do substrato
(Halliwell, 2001).

O sistema de defesa € constituido pelos antioxidantes de baixo peso
molecular e principalmente pelo sistema enzimatico. Os antioxidantes de baixo peso
molecular tais como vitamina C, tocoferdis, flavonoides e fitoesterdis entre outros
podem ser ofertados pela dieta. Os a-tocoferdis podem inibir a cascata de reacdes
da peroxidacao lipidica, sendo considerados um dos principais antioxidantes das
membranas biolégicas (Halliwell, 2001)

O primeiro passo da defesa antioxidante enzimatica € caracterizado pela
dismutacdo do O, a H,0, pela acédo da enzima SOD, como demonstrado abaixo.

Esta enzima esta presente no citosol na forma dependente de Cu?** e Zn** e na

matriz mitocondrial na forma dependente de Mn?* (Anderson, 1996).

SOD
‘0 | =—> H,0,

A neutralizagao do H,O, pode ser catalisada por duas enzimas com atividade
peroxidase, a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPX). A enzima CAT esta
presente em alta concentracao nos peroxissomos dos hepatdcitos e decompde o
H,0, a O, + 2H,0 (Chance et al., 1979).

H20, i) 02 + 2H,0
O sistema enzimatico GPx/ Glutationa Redutase (GR), pode ser encontrado
no citosol e na matriz mitocondrial. A acdo em conjunto destas duas enzimas &
dependente da quantidade de glutationa reduzida (GSH) e do selénio como cofator

das enzimas.
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GPX

H>0, 7-? 0O, + 2H,0

GSH GSSG
\ 4

LD

GR
NADP NADPH

O primeiro passo € a dismutacao do H,0O; pela acao da GPX, a partir de GSH.
A glutationa oxidada (GSSG) € regenerada as custas dos elétrons do NADPH

transferidos pela enzima GR.
Ja o "OH é altamente reativo e uma vez produzido n&o possui enzimas contra

sua acgao nas células.
1.5.3. Estresse oxidativo

O figado apresenta uma capacidade antioxidante relativamente mais alta
quanto comparada com outros 6rgaos (Tian et al., 1998). Contudo, quando ha maior
producao de EROs frente a capacidade antioxidante do tecido instala-se um quadro
de estresse oxidativo que pode desencadear perda de funcdo do tecido, danos
celulares e doencas crénicas (Halliwell, 2001).

Um dos danos teciduais mais comuns que o aumento de EROs pode
acarretar € a oxidacao dos acidos graxos poli-insaturados da membrana celular.
Esse processo é chamado de peroxidacao lipidica.

A peroxidacao lipidica inicia-se com remoc¢ao de um atomo de hidrogénio da
cadeia carbbdnica dos acidos graxos. Essa oxidagcdo do atomo de carbono
desencadeia uma cascata de reac¢des quimicas que tem como produto final aldeidos
reativos que podem reagir com proteinas estruturais, DNA e causar dano tecidual
(Catala, 2009).

Quando em homeostasia as células estreladas apresentam-se em seu estado
quiescente. Porém, quando ativadas em consequéncia do aumento da producéao de
EROs, de dano tecidual ou das concentracdes plasmaticas de leptina (Schroyen et
al., 2012) essas células se proliferam, diferenciam-se e geram uma resposta

fibrogénica, depositando grande quantidade de colageno na matriz extracelular dos
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hepatdcitos danificados, e produz também grande quantidade de “O,” para remover
proteinas danificadas e reparar o dano tecidual (Odena e Bataller, 2012).

No figado o quadro de estresse oxidativo e ativagdo de células estreladas
pode ser um dos principais fatores para o desenvolvimento de fibrose, inflamacao
crbnica e morte celular, que estdo associadas a doencgas hepaticas nao alcodlicas
(Cichoz-Lach e Michalak, 2014; Day, 2002).

2. OBJETIVOS.

A literatura relacionada aos efeitos de suplementagdes com oleos vegetais
ainda é incipiente, principalmente o 6leo de arroz, e seus efeitos no figado,
marcadores de saciedade, de perfil lipidico e ganho de massa em animais e
humanos saudaveis. Essa dissertacdo de mestrado € resultado da parceria entre o
Laboratério de Bioquimica do exercicio (Labex) e a empresa HT Nutri, produtora do
oleo de arroz. O objetivo comum foi verificar a seguranga para a comercializagdo do
o0leo de arroz como suplemento alimentar para pessoas saudaveis. Para isso, 0
objetivo do presente estudo foi analisar os efeitos da suplementagdo com 6leo de
arroz durante 8 semanas com diferentes dosagens, no comportamento alimentar e

no figado de animais jovens saudaveis.
2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comportamento Alimentar

O comportamento alimentar foi avaliado apds a primeira, quarta e oitava
semana de suplementagao através do consumo de ragédo e ganho de massa (total e
adiposa do epididimo) apds 8 semanas do protocolo de suplementacéo através das
variaveis: percentual de macronutrientes ingeridos da dieta padrdo, parametros
hormonais (concentragdes séricas de leptina, adiponectina e testosterona) e

bioquimicos (glicemia, uremia e perfil lipidico).

Figado
O efeito do consumo cronico de quantidades crescentes de lipideos

provenientes da suplementacdo com O6leo de arroz no figado dos animais foi
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avaliado através de analise morfolégica, de marcadores de estresse oxidativo e

marcadores de fungéo hepatica.
3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais.

Foram adquiridos do Centro de Bioterismo da Unicamp 40 ratos albinos
machos da linhagem Wistar, com 21 dias de idade. Para a adaptagdo ao novo
ambiente os animais foram acomodados em grupos de 4 animais por gaiola
(46X24X20 cm?®), e alojados em biotério climatizado a 25+1°C, com controle invertido
de luz claro:escuro de 12 h. Os animais receberam agua e dieta padrdao (Nuvital -
Nuvilab CR-1 autoclavavel) ad libitum durante todo o experimento.

Ap0Gs o periodo de adaptagao ao biotério (4 semanas) os animais com massa
meédia de 330,2 + 20,4 g foram separados em 4 grupos experimentais (n=10 cada).
O grupo controle (GCon) recebeu um volume fixo de agua e os outros trés grupos
foram suplementados com volumes fixos e crescentes de 6leo de arroz (1 mL, 2 mL
e 6 mL) durante 8 semanas. O grupo suplementado com 1mL de 6leo de arroz
representa o grupo suplementado com a dosagem minima, sendo denominado de
GMin. O grupo suplementado com 2mL representa o grupo suplementado com a
dosagem mediana (GMed) e o grupo suplementado com 6mL representa a dosagem
maxima (GMax) de 6leo de arroz.

As dosagens utilizadas para os grupo GMin, GMed e GMax foram
selecionadas a partir de experimento piloto onde avaliamos a capacidade estomacal
dos animais, baseando-se em estudos que utilizaram gavagem estomacal com
outros 6leos vegetais (Rusyn et al., 1999). Este trabalho foi aprovado pelo Comité de
Etica na Experimentacdo Animal (CEUA) do IB-UNICAMP (Protocolo 2626-1- Anexo
).

Durante as 8 semanas do protocolo os animais foram mantidos em gaiolas
individuais (46X24X20 cm®), e mantidos com uma dieta com ragdo padrao (Tabela 3)
e agua ad libitum. A suplementagdo com oleo de arroz foi feita durante 5 dias (terga
a sabado), com dois dias de descanso (domingo e segunda).
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Tabela 3: Composig¢ao da ragado Nuvilab CR-1 Autoclavavel
Carboidratos 55%

Proteinas 22%
Lipideos 4.5%
Fibras e Minerais 18%

3.1.1. Calculo do consumo de ragcao e ganho de massa Corporal.

Semanalmente, no primeiro dia de suplementagao (T0) adicionou-se 260 g de
ragao nas gaiolas, e no quinto (T1) mensurou-se o conteudo restante para calcular o
consumo de racdo durante o periodo de suplementacdo correspondente a cada
semana. Os animais também foram pesados nos mesmos momentos, para o calculo

do ganho de massa corporal, através da equagao abaixo:
[(TO-T1)/T0] x 100.

onde: TO foi a massa inicial mensurada no 1° dia de suplementagdo do protocolo e

T1 a massa final da semana.

3.2. Protocolo de suplementagio com Oleo de Arroz.

O 6leo de arroz foi fornecido pela empresa HT Nutri (Helmut Tessmann
Industria e Comercio de 6leos Vegetais). O odleo foi recebido semanalmente e
separado em aliquotas menores com a quantidade de Oleo necessaria para a
suplementacao diaria de todos os animais ao longo da semana. As aliquotas foram
armazenadas em frascos ambar e estocadas em temperatura ambiente 28+2°C. A
suplementacado de oOleo de arroz foi realizada por meio de gavagem estomacal
(Figura 9).

Figura 9: Procedimento de gavagem estomacal.

Todos os grupos suplementados, com excegdo do GMax (6 mL) receberam
uma dose unica de 6leo de arroz no periodo da manha. A suplementacdo do GMax
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foi fracionada em 3 doses de 2 mL, com um intervalo de 3 horas entre cada
gavagem (7h, 10h e 13h). Para garantir que todos os animais foram submetidos ao
mesmo estresse gerado pela canula inserida no estomago, o grupo controle (GCon)
recebeu, 2 mL de agua fixos, 5 vezes na semana.

E importante ressaltar que ao longo do protocolo mantivemos os volumes de
oleo fixos em cada grupo. Ou seja, ao longo das 8 semanas os animais foram
submetidos a dosagens de O6leo de arroz em relagdo a massa corporal
progressivamente decrescentes.

A Tabela 4 apresenta a dose ingerida de o6leo dos animais em g/kg,
relativizada pela massa corporal dos animais no inicio e apds 4 e apos 8 semanas

de suplementacéo.

Tabela 4: Dosagem do 6leo relativizada pela massa dos animais ao longo das 8 semanas de
protocolo. Densidade do éleo: 0,92g/ml

Grupos Suplementacao de Oleo de Arroz
Inicial Apos 4 semanas  Apoés 8 semanas
GMin (g/kg) 2,65 £0,18 2,26 £ 0,18 1,98 £0,17
GMed (g/kg) 5,40 +£0,28 4,50 +0,24 3,89 +0,18
GMax (g/kg) 16,15 +0,84 13,95 +0,97 12,68 +1,09

Observa-se uma reducdo média de 24% da dose de Oleo relativo a massa

corporal da primeira para a ultima semana do protocolo.

3.2.1. Dosagem Equivalente para Humanos.

Considerando que os diversos 6leos vegetais disponiveis no mercado para
uso em seres humanos apresentam recomendacgdes que variam de 1 a 4 colheres
de sopa de 6leo ao dia calculamos qual seria o equivalente em colheres de sopa
para os seres humanos, dos volumes de 6leo de arroz suplementados nos animais
neste protocolo.

A dose equivalente para humanos (Human Equivalent Dosage - HED) foi
calculada segundo a equacéo proposta pelo Guia da Food and Drug Administration
(2005), que introduz fatores que levam em consideragdo a area de superficie
corporal (Ky,) de animais com 150 g (Kma = 6) € de um ser humano com 60 kg (Kmn =

37). Verificamos a adaptagdo necessaria na formula para utilizar a massa média de
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todos animais (330 g) e recalculamos um novo valor de K, para a nova massa
proposta dos animais e de humanos com 70 kg. Como néao observamos diferencas
nos valores finais de Ky, ,decidimos adotar o valor proposto inicialmente. A equacgao

é:

HED (mg/kg) = Dose administrada para o animal (mg/kg) x ~ Fator Km do animal
Fator Km de Humano

Por exemplo, sabendo-se que a densidade (massa/volume) do 6leo de arroz
administrada em 1mL & de 920 mg, e a massa total média de todos os animais era
0,330 kg dividimos esses valores para obter a dose de 6leo administrada para o
animal (mg/kg), que foi correspondente a 2.787,87 mg/kg. O préximo passo foi a
multiplicacao desse valor pelo fator de area de superficie do animal (Kna = 6),
resultando no valor de 16.727,27, que foi dividido pelo fator de area de superficie do
humano (Knn = 37). O valor obtido (452,08 mg/kg), corresponde a dosagem de éleo
(mg) por massa humana (kg).

Assim, para um adulto de 70 kg, a quantidade de 6leo a ser ingerida (452,08
mg/kg x 70 kg), seria de 31.646,19 mg, aproximado 32 g de éleo. Assumindo que em
uma colher de sopa rasa cabem 13 mL de éleo de arroz dividimos essa dosagem
pelo volume de 6leo correspondente a uma colher. Ou seja 32/13, obtendo o valor
de 2,46 colheres de 6leo de arroz.

Portanto, para um ser humano de 70 kg a suplementacdo com 1 mL de dleo
nos animais equivale a 2,5 colheres de 6leo de arroz, enquanto as dosagens de 2 e
6 mL corresponderam a 5 e 14 colheres na primeira semana. Essas dosagens na 82
semana corresponderam, respectivamente, a 2, 4 e 10 colheres de 6leo para um
adulto de 70 kg.

3.3. Avaliagao “in vitro” da presenc¢a de antioxidantes no éleo de arroz.

Como uma forma de controle da qualidade do 6leo recebido semanalmente
avaliamos a capacidade antioxidante total dos compostos presentes no 6leo de arroz
através de uma adaptacdo do método descrito por Melo e colaboradores (2005).
Essa metodologia foi utilizada para ver se as fracbes de 6leo recebidas continham

as mesmas caracteristicas em relacao aos antioxidantes presentes no 6leo. A
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metodologia propde o acompanhamento do radical livre estavel, nao natural 1,1-
difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) no comprimento de onda de 517 nm. No estado
oxidado o DPPH apresenta uma coloragao violeta intensa, devido a presenca de
elétrons desemparelhados. Os antioxidantes presentes no éleo de arroz sequestram
esses elétrons desemparelhados e a solugcao passa a apresentar uma coloragao
amarelo palha, e a absorbancia diminui.

Aliquotas de 5 yL de 6leo de arroz foram adicionadas a 500 pyL de tampéo
acetato 0.1 M (pH= 5,5) contendo 500 pL etanol e 250 pL de solucao etandlica de
DPPH 0.5 mM, e as medidas foram realizadas apés 30 min de incubacao. A reducao
da absorbancia a 517 nm foi expressa em % de atividade sequestradora (AS%),

através equacao descrita abaixo(Miranda et al., 2006).

AS% =100 x Ahx

Ahx = hc - hx

onde: hc € a absorbancia controle (DPPH + solucéo etilica) e hx € a absorbancia
teste (DPPH + solucao etilica + 6leo de arroz). Os resultados obtidos estdo
apresentados no Anexo |. Nao houve alteracao significativa da AS% ao longo das 8

semanas de suplementacao.

3.4. Eutanasia, coleta de sangue e de tecidos.

A eutanasia foi realizada ap6s 24 h a ultima suplementacao e jejum de 12 h.
Os animais foram anestesiados na pata dianteira via intramuscular com 11 mg/kg de
Zoletil e 50 mg/kg de Cloridrato de Xilazina (Machado et al., 2009).

Apos a anestesia total, verificada através dos reflexos corneais, auriculares e
caudal, foi realizada a laparotomia medial e a coleta de sangue através de pungao
cardiaca no ventriculo esquerdo. O sangue coletado foi rapidamente transferido para
tubos a vacuo de sorologia (Vaccuette com Gel separador) e centrifugado a 1700g
por 10 minutos. O sobrenadante foi aliquotado em microtubos, inseridos no
nitrogénio liquido e armazenados a -80 °C no biofreezer para posterior analises.

O figado foi dissecado completamente, pesado e seccionado em 3
fragmentos de 0,5 cm. A primeira secc¢ao foi descartada, o segundo fragmento foi

imerso em solucao de formalina tamponada (10%), e o terceiro armazenado em
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nitrogénio liquido e posteriormente em biofreezer para futuros ensaios

espectrofotométricos. Foi também dissecada e pesada a gordura periepididimal.

3.5. Parametros bioquimicos

Na mesma semana do sacrificio as amostras de soro foram descongeladas
em temperatura ambiente, sendo utilizadas na determinagdo da atividade das
enzimas Aspartato Transaminase (AST), Alanina Transaminase (ALT), Amilase
Pancreatica e Fosfatase Alcalina, e das concentracbes de Ureia e HDL. Esses
analitos foram quantificados utilizando o equipamento Reflotron Plus (Roche), com
operagdes de limpeza do sistema optico do Reflotron®™ a cada 100 analises, e
verificagdo do sistema com as tiras controle Reflotron® Clean + Check.

As analises de Triglicérides e Colesterol Total foram quantificadas através dos
kits especificos da marca Laborlab, através do método colorimétrico enzimatico no

analisador clinico automatizado AUTOLAB18 (Boehringer Mannheim, Germany).

3.6. Parametros hepaticos

3.6.1. Analises histolégicas

Apos o periodo de fixacdo de 24 h imerso em solucdo de formalina
tamponada os tecidos foram desidratados em solugdes crescentes de alcool etilico
(80, 95 e 100%), clareadas em xilol (50 e 100%), incluidas em parafina e cortadas
com espessura de 6 ym no microtomo Leica RM 2125 RT. Em seguida foi feita a
coloragcdo Hematoxilina e Eosina (H.E) em 9 secgbes hepaticas. A foto-
documentacéo foi feita em microscopio Leica DM2000. Para as analises de imagens
utilizamos o software Image Manager (IM 50). Para as analises morfométricas
utilizou-se 30 imagens digitalizadas de hepatdcitos de cada animal na objetiva com
aumento de 100X. Ja para as analises estereoldgicas foram utilizadas 5 imagens
digitalizadas de cada animal na objetiva de 20X. Todas as imagens foram escolhidas
aleatoriamente. Utilizou-se o programa ImageProPlus 6.0 para realizar as medidas.
Foram medidos os didmetros maior e menor de cada nucleo do hepatécito. Com

uma grade de 494 pontos foram contabilizados os que incidiam sobre o nucleo e
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citoplasma dos hepatdcitos, lumen dos capilares sinusodides e veias centrolobulares
no GCon (n=6), GMin(n=9), GMed(n=10) e GMax (n=8).

O volume do nucleo (1) e do hepatdcito (2) foram calculados a partir das
seguintes equagodes (Weibel, 1981).

(1) Volume nuclear: 4/3*m*r>

(2) Volume do hepatécito: Volume nucleo *(% citosol / % nucleo)

Onde: r € a média do raio do nucleo obtido de cada animal.

3.6.2. Preparagdao das amostras de figado para as analises da atividade de
enzimas antioxidantes (CAT, GR, SOD) e produtos de peroxidag¢ao lipidica
(TBARSs).

Para a preparacédo dos ensaios das enzimas antioxidantes utilizamos 60 mg
de tecido hepatico. O tecido foi homogeneizado durante 30s no Politron (Politron PT-
MR 2100, Kinematica, Switzerland) e imerso em 3 mL de Tamp&o contendo
sacarose (40mM), EDTA (1 mM), KyHPO, (39 mM) PMSF (Fluoreto de
FenilMetilsulfonila) [200mM], etanol (1%) e Triton (1%). Em seguida foi centrifugado
a 790g durante 10 min a 4°C. O sobrenadante foi aliquotado em microtubos e
armazenados em nitrogénio liquido. Ao término da preparagao os microtubos foram
armazenados a -80°C no biofreezer até o processamento das amostras.

Ja para as analises de quantificagcdo de TBARs utilizamos 200 mg de tecido.
Homogeneizamos sobre banho de gelo com homogeneizador Politron durante 30s
na razao 1:10 (tecido/vol) em solugdo KCI (1,15%) e 1 yL PMSF [200 mM]. O
sobrenadante foi aliquotado em microtubos e armazenado no nitrogénio liquido e em

seguida armazenadas em biofreezer até o processamento das amostras.

3.6.3. Andlise da Peroxidagcdo Lipidica através da analise de Substancias
Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS):

O nivel de peroxidacgéo lipidica foi inferido através dos produtos aldeidos
resultantes do ataque de EROs a membranas celulares, como por exemplo o
malondialdeido (MDA), e outras substadncias que reagem com o acido 1-
tiobarbiturico (TBARs), produzindo um complexo colorido que absorve luz no
comprimento de onda de 532 nm. O ensaio foi adaptado e conduzido conforme os
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meétodos descritos por Uchiyama (1978) e Ohkawa (1979). A concentracao de
TBARs foi calculada através da equacéao da reta (y = ax+b) de uma curva padrao de

tetraetoxipropano (TEP), relativizado pela quantidade de tecido umido (ANEXO II).

3.6.4. Analise da atividade da enzima Superéxido Dismutase (SOD):

O ensaio da atividade da enzima SOD foi conduzido segundo as instrucdes

do kit de analises da Trevigen®. O principio do método tem como base a formacgao

de NBT-diformazan, através da conversdo de H,O, a ‘O,  pela xantina oxidase
(XOD). A enzima SOD catalisa a dismutacdo do "O," a O, e H,O,. A concentracdo

de ‘0O,  ¢é determinada pela atividade e concentracdo de SOD da amostra e
inibicao na formacao de NBT-diformazan adicionado no ensaio (Figura 10). Assim,
guanto maior a concentracao de SOD no tecido maior sera a inibicdo da formacao

de NBT-diformazan e menor a absorbancia no comprimento de onda de 550 nm.

Xantina 20, NBT- diformazan
XOD C
HZO2 + Acido urico o° 0, NBT
lSOD

H. O

2+ 22

Figura 10: Esquema do ensaio da enzima SOD e formac¢éo de NBT-diformazan. Em azul, enzimas da
amostra. Em verde, reagentes do ensaio. Em preto, produtos ndo quantificados. Em vermelho,
produto quantificado.

O calculo da atividade da SOD foi realizado através de uma quantidade
conhecida de SOD isolada, fornecida pela Trevigen e do percentual de inibicdo da

formacao de NBT-diformazan calculado por uma curva padrao (ANEXO II).
3.6.5. Analise da atividade da enzima Catalase (CAT):

A enzima CAT foi quantificada através de uma adaptacao do método proposto
por Aebi (1984). As amostras foram descongeladas 30 minutos antes do
experimento, sendo adicionados ao ensaio etanol a 10% e Triton 1%. A atividade da

enzima foi acompanhada em um espectrofotdmetro através da decomposicdo do
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H.0O2, que reflete diretamente na reducédo de absor¢do de luz no comprimento de

onda de 240 nm, como demonstrado esquema abaixo.

3.6.6. Analise da atividade da enzima Glutationa Redutase (GR):

A enzima GR foi quantificada por meio da formacao de 5,5-Tiobis acido 2-
nitrobenzoico (TNB) conforme proposto por Smith e colaboradores (1988). O
principio do método baseia-se no aumento da absorbancia em um comprimento de
onda de 412 nm em consequéncia da formacao de TNB. A enzima GR & dependente
de NADP(H), sendo adicionado ao ensaio NADP(H), glutationa oxidada (GSSG) e
5,5-ditiobinitrobenozéico (DTNB). O DTNB é reduzido por GSH, tendo como

produtos da reacdo GSTNB + TNB, segundo o esquema abaixo (Figura 11).

GPX
HZOZ H,0
DTNB + 2 GSH GSSG
GSTNB + [TNB] NADP NADP(H)

Figura 11: Esquema didatico da reacao catalisada pela enzima GR e formacédo de TNB. Em azul,
enzimas e substratos da amostra. Em verde, reagentes do ensaio. Em preto, produtos n&o
quantificados. Em vermelho produto quantificado.

3.7. Analise estatistica e apresentagcao dos resultados.

A apresentacdao dos dados foi descritiva e realizada em graficos do tipo
boxplot, utilizando-se o programa MATLAB 7.0. Este tipo de apresentacao possibilita
uma melhor visualizagcao da dispersao dos valores obtidos. O grafico se apresenta
como uma caixa (box) com todos os dados distribuidos em quartis, como

demonstrado pelas setas em azul na Figura 12.
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Figura 12: Representacédo dos dados apresentados na forma de boxplot. Em azul, as informacdes
dos dados fornecidos no boxplot hipotético. E em vermelho, o Intervalo de Confianca de 95% dos
dados obtidos sobrepondo o I.C do outro boxplot (linhas vermelhas tracejadas), demonstrando a
sobreposigéo dos dados e diferenga estatisticamente significativa (p<0,05).

No centro da caixa, em vermelho, o grafico apresenta a linha mediana dos
dados. A caixa corresponde a 50% dos dados e os outros 25% superiores e
inferiores estdo localizados nas linhas tracejadas. Ao redor da mediana estédo
localizados os intervalos de confianga (1.C), na forma de abas, que podem apoiar a
avaliacdo visual da significancia estatistica (McGill et al, 1978). Caso os intervalos
de confianga das medianas ndo estejam sobrepostos podemos inferir que a
diferenga entre as amostras € significante.

As analises estatisticas também foram realizadas utilizando-se o programa
MATLAB 7.0, com a aplicagao do teste Lilliefor para a classificagcdo dos dados em
parameétricos ou ndo paramétricos. Para os dados paramétricos a comparacao entre
os grupos foi realizada através do teste ANOVA one-way com pés teste de Tukey.
Para os dados ndo paramétricos foi utilizado o teste de Kruskalwallis com poés teste
de Dunn’s. Apenas os dados com valores de p<0,05 foram considerados como
diferenca estatisticamente significativa.

Para efeito didatico, em todos os graficos o grupo controle (GCon) esta
representado com um boxplot na cor azul, os suplementados com 1 mL (GMin) em

rosa, 2 mL (GMed) em vermelho e 6mL (GMax) em preto.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeitos da suplementacgao de éleo de arroz no comportamento alimentar.

4.1.1. Consumo de ragao.

A Figura 13 apresenta o consumo de ragéo (g) apds as semanas 1, 4 e 8 de
suplementagao com 6leo de arroz nas diferentes dosagens. Como as doses de 6leo
suplementadas ao longo das 8 semanas foram mantidas fixas, o eixo superior do
grafico apresenta a dosagem de Oleo relativizada pela massa dos animais
correspondente aos grupos GMin, GMed e GMax nos mesmos momentos.
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Figura 13: Consumo de ragdo (em gramas) apos a primeira, quarta e 82 semana de suplementagéo.
Grupo controle GCon (azul); Grupos suplementados com diferentes quantidades de 6leo de arroz:
GMin (rosa), GMed (vermelho) e GMax(preto). O simbolo # representa diferenca estatisticamente
significativa entre o grupo suplementado em relagéo ao grupo controle.

Observa-se que o GCon apresentou uma diminuigao significativa no consumo
de ragdo semanal apos a 4% semana, sem alteragdes significativas apdés a 82
semana do protocolo. Os grupos GMed e GMax apresentaram uma diminuigdo no
consumo de ragado (p<0,05) quando comparados com o GCon desde a primeira
semana de suplementagao.

Chama atenc&o o comportamento do grupo GMax, com uma queda média de
40g no consumo de ragao apos 4 e 8 semanas de suplementagéo, representando
uma reducgao de 47% na ingestao de racdo comparado com o GCon. Esse resultado
foi observado mesmo com a diminuicdo na quantidade de Oleo relativizada pela
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massa (g/kg) dos animais na 8% semana, quando comparada com o inicio do
protocolo.

Ja o GMin passou de um aumento significativo no consumo de ragdo quando
comparado ao GCon apds a primeira semana para uma tendéncia de diminuigcéo

apo6s 8 semanas de suplementacéo.

4.1.2. Ganho de massa

A Figura 14 apresenta o ganho de massa corporal dos animais dos diferentes

grupos apoés a primeira, quarta e oitava semanas de suplementagao.

60 F
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Figura 14: Percentual de ganho de massa relativo a primeira semana: apds 1,4 e 8 semanas no
grupo controle GCon (azul) ou suplementado com 6leo de arroz : GMin (rosa), GMed (vermelho) e
GMax (preto). O simbolo # representa a diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao GCon.

Podemos observar que todos os grupos exibiram ganho significativo de
massa corporal total ao longo das 8 semanas de protocolo, relacionado ao seu
préprio crescimento. Apenas o GMax apresentou menor ganho de massa em
relacdo ao GCon apds 8 semanas de suplementacgao, representando uma redugao
de 10% de massa corporal total.

A massa adiposa ao final da oitava semana de suplementacao foi estimada
através da proporgdo de gordura dos epididimos em relagdo a massa corporal.
Esses dados estdo apresentados na Figura 15.
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Figura 15: Propor¢cédo de gordura periepididimal em relagcdo a massa total dos animais (gramas de
gordura periepididimal/gramas de massa do rato) GCon (azul), GMin (rosa), GMed (vermelho) e
GMax (preto). O simbolo # representa diferenga estatisticamente significativa em relagédo ao GCon.

Todos o0s animais suplementados exibiram aumento na mediana da

quantidade relativa de gordura periepididimal, significativo estatisticamente apenas
no GMed e GMax quando comparado com o GCon.

4.1.3. Percentual de macronutrientes consumidos da dieta padrao.

A Figura 16 apresenta a quantidade de macronutrientes consumidos da ragao
e de lipideos ofertados pela suplementagdo de 6leo de arroz para os diferentes
grupos de animais na 8% semana de protocolo.

(sRWwEID) E18K] BP SSJUSLINUOIDERN

GCon i . il -0
GMin GMed GMax
B Carboidraios W Proteinas B Outros Lipideos M Lipideos (Olea)

Figura 16: Macronutrientes da ragdo padrdo consumida por todos os animais e suplementagéo
fornecida (gramas) na 8% semana do protocolo no GCon (dieta padrdo) ou Grupo suplementado:
GMin, GMed e GMax: Carboidratos (violeta), proteinas (azul), fibras e minerais, outros (verde),
lipideos da ragdo (amarelo), lipideos da suplementacédo (vermelho).O simbolo # representa diferenga
estatisticamente significativa em relacao ao GCon.

Observa-se que a dieta padrdo consumida pelos animais do GCon contém
cerca de 47 g de carboidratos, 19 g de proteinas, 4 g de lipideos e 16 g de fibras e

minerais. A suplementagdo com o6leo de arroz aumentou a contribuigdo de lipideos
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(8 g, 13 g e 29 g) nos grupos suplementados paralelo a diminuicdo na quantidade de
carboidratos (5 g, 6 g e 25 g) e proteinas (2 g, 3 g e 10 g) ingeridos da dieta. Note
que o GMax apresentou uma reducao de cerca de 52% na quantidade de proteinas

e carboidratos consumidos quando comparado com o GCon.

4.1.4. Parametros hormonais.

A Figura 17 apresenta as concentracdes séricas de leptina (A), adiponectina
(B) e testosterona (C) dos animais do grupo controle e suplementados com éleo de

arroz apos 8 semanas de protocolo.
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Figura 17: Concentragbes séricas (pg/mL) de leptina (A),adiponectina (B) e testosterona (C) de
animais sedentarios no GCon (azul), GMin (rosa), GMed (vermelho) e GMax (preto).

Observa-se que ao final da oitava semana de suplementacdo houve um
aumento das concentracbes séricas de leptina significativa em todos os grupos
suplementados com 6leo de arroz.

Enquanto as concentracbes séricas de adiponectina e testosterona

apresentaram somente um aumento nos valores minimos e na mediana dos animais



47

do GMed e GMax quando comparados ao GMin e GCon. Apenas as concentracdes
de adiponectina no grupo GMax demonstraram diferenca estatisticamente

significativa em relagéo ao GCon.

4.1.5. Parametros bioquimicos.

A Tabela 5 apresenta os dados de perfil lipidico, glicemia e concentragcdes

plasmaticas de ureia apos 8 semanas de suplementacao.

Tabela 5: Analises Bioquimicas: Perfil lipidico e concentragdes de glicose e uréia apos 8 semanas.

Suplementacao de 6leo de Arroz
GCon GMin GMed GMax p

Analises Bioquimicas

Colesterol Total (mg/dL) 37,15+2,68 44,15+4,56° 408+574 4263+532 00140
HDL-C (mg/dL) 19,84 +3,46 2365+259 2295+4,74 2459+335° 0,0302
Triglicérides (mg/dL) 59 + 3348 66,7 +30,73 71,6+40,33 512+2272 05242
Uréia (mg/dL) 37,81 +577 36,8+6,36  37,38+320 30,62+4,51% 0,0069

Glicose (mg/dL) 994 +1420 932+911 117,66+ 14,20 11545+ 11,71 0,5379

Resultados apresentados em Média e Desvio padrao.
Letras representam diferenca significativa quando comparado ao GCon. @ representa diferenca significativa
(p<0,05).

O grupo de animais GMax apresentou aumento significativo nas
concentracdes plasmaticas de HDL-C, acompanhado de reducao significativa nas
concentragcdes de uréia. As concentragcdes plasmaticas de colesterol total exibiram
aumento significativo apenas no GMin, enquanto as concentracdes plasmaticas de
glicose e de triglicérides ndo se alteraram de forma significativa em nenhum dos

grupos.
4.2. Efeitos da suplementacgédo de 6leo de arroz no figado dos animais.

4.2.1. Histologia.

A Figura 18 apresenta a analise qualitativa das seccdes de figado de animais
do GCon (A, B), GMin (C, D), GMed (E, F) e GMax (G, H) nos aumentos de 20x
(A,C,E,G) e 100x (B,D,F,H) na coloracéao H.E. ap6s 8 semanas de protocolo.

Observa-se que o parénquima da seccao histolégica dos animais do GMed e
GMax apresentaram aumento da vacuolizacao (== ) e perda do limite celular no
arranjo hepatico (*). Além disso, o grupo GMax também apresentou aumento do

limen dos sinusoides.
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Figura 18. Secgdes histolégicas (Coloragdo H.E) de figado de ratos Wistar, GCon (A,B), GMin (C,D),
GMed (E,F) e GMax (G,H).Objetiva de 20 (A,C,E,G) e 100 X (B,D,F,H).

Legenda: Veia centrolobular (VL), nucleos (=3 ), hepatocitos/citoplasma (@ ), sinuséides¥ ) ,
vacuolizacao (m=pe-) perda do limite celular ( *).

Também foram mensurados por morfometria e estereologia o didmetro (D) e
volume (Vol.) dos nucleos e hepatdcitos, a porcentagem de nucleos, de citosol, de
sinuséides, de veias, além de dados biométricos como o indice hepatosomatico
(massa do figado/massa total do animal). Esses dados estdo apresentados na
Tabela 6.
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Tabela 6: Resultados da morfometria e estereologia do figado de ratos dos grupos GCon,
GMin, GMed e GMax.

Anadlise histolégica Suplementacao de 6leo de Arroz
GCon GMin GMed GMax o)
D.nuclear (um) 6,06+0,37 6,92+0,18° 6,86+0,32° 6,88+1,23° <0,0001
D. hepatécitos (um) 16,68+1,44 17,03+1,01 17,88 £1,20 17,84+1,23 0,2389
Vol.nuclear (um®)  117,89+20,52  173,89+14,25* 170,15+23,69° 171,23+17,31° <0,0001

Vol. Cit. (um®)  752,18+147,25  809,58+130,7 903,98+159,03  1003,163+248,24 0,0507
Vol.Hep (um’)  870,07+165,99 983,48+135,5 1074,135¢175,9 1174,39+262,09° 0,0286

Ncleos (%) 10,76x0,94 14,26 +1,47° 12,96+1,33° 11,68+1,45 0,0001
Citoplasma (%) 68,00+£2,708 65,68+3,69 68,34+2,75 66,66+3,13 0,2272
Lamen (%) 18,83 £2,89 18,02+2,93 16,27+1,80 20,462,95° 0,0127
V.centrolobular (%) 2,39 0,94 2,04 1,24 2,42+1,56 2,04+0,51 0,5026
HIS 2,51 0,07 2,39+0,19 2,26+0,82 2,60+0,26 0,3138

Resultados apresentados em Média e Desvio padrao.

Letras representam diferenca significativa quando comparado ao GCon. @ representa diferenca significativa
<0,05.
representa diferencga significativa p<0,05 em relagdo ao GMed

Observa-se aumentos significativos no didmetro dos nucleos e volume
nuclear de todos os grupos suplementados quando comparados ao GCon. Foi
observado aumento do percentual de nucleos apenas nos grupos GMin e GMed.
Somente o grupo GMax apresentou aumento significativo do volume do hepatdcito.

4.2.2. Marcadores de estresse oxidativo.

A Figura 19 apresenta dados relacionados ao nivel de estresse oxidativo do
tecido hepatico em fungcdo da suplementacdo com doses crescentes de oleo de
arroz. Para isso foram analisadas a atividades das enzimas antioxidantes SOD
(Figura 19A), CAT (Figura 19B), GR (Figura 19C) e TBARSs (Figura 19D).

N&o houve diferengas significativas (p=0,09) na atividade da enzima SOD na
comparagao entre os grupos suplementados e controle. No entanto, é possivel notar
diminuicdo na mediana dos dados no GMin e GMed comparado com o grupo
controle e GMax.

Houve aumento significativo na atividade da enzima CAT em todos os grupos
suplementados quando comparado com o GCon. A atividade no GMin aumentou em
meédia 38% em relacdo ao GCon, enquanto a atividade do GMax foi aumentada em
13%.
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Figura 19: Atividade (unidades/gramas tecido umido) das enzimas antioxidantes SOD(A), CAT(B)e
GR(C). E Concentragées (nnamol de TEP/g tecido umido) de peroxidos lipidicos (D) no figado do
GCon (azul),GMin (rosa), GMed (vermelho) e GMax (preto) apés 8 semanas de protocolo. O simbolo
# representa diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao GCon.

O comportamento na atividade da enzima GR foi similar ao observado para a
CAT. Atividade enzimatica foi maior no grupo GMin e GMed, seguida de queda na
atividade no GMax.

Ja as concentragdes de perédxidos de lipideos no figado de todos os grupos
suplementados com 6leo de arroz aumentaram quando comparado com o GCon. O
GMax exibiu os maiores aumentos nas concentracdes de TBARSs.

4.2.3. Marcadores de funcao hepatica.

A Tabela 7 apresenta as concentracdes plasmaticas das enzimas AST, ALT,
Fosfatase Alcalina e Amilase Pancreatica apdés 8 semanas de suplementacdo com

6leo de arroz.
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Tabela 7: Efeitos da suplementacdo de 6leo de arroz com nos animais do GMin, GMed e GMax
comparado com os animais controle nas concentragcbes

Suplementacao de 6leo de Arroz

Analises Bioquimicas
GCon GMin GMed GMax

ALT (U/) 25,2+35 26,43 +4,6 32,28 +5,1° 31,40 +6,19° 10,0048

AST (U/) 129,8+69,9 9155+17,1 148,09+429 112,15+30,8 0,1704

Fosfatase Alcalina (U/) 99 + 18,7 105,95 +48,8 139,84 + 33,1 129,95+ 35,0 0,0662
Amilase Pancreédtica (U/l) 686,3+128,6 733,4+752 843,11+81,9° 882,36+ 115,2° 0,0006

Resultados apresentados em Média e Desvio padrao.
Letras a representam diferenca significativa p<0,05 comparada ao grupo Controle.

Observa-se aumento significativo nas concentragdes plasmaticas da enzima
Alanina Aminotransferase (ALT) e Amilase Pancreatica nos animais dos grupos
GMed e GMax.

5. DISCUSSAO

5.1. Efeitos da suplementacao de dleo de arroz no comportamento alimentar.

Estudos recentes tém mostrado que as propriedades fisicas dos acidos
graxos presentes nos oOleos vegetais produzem diferentes efeitos no consumo
alimentar e padrdo de saciedade. Enquanto acidos graxos saturados apresentam
aumento no consumo de ragao (Magri et al,), os com maior concentragdo em mono
e poli-insaturados apresentam queda, ou seja, aumento da saciedade .De fato, a
suplementagcdo com oleo de arroz, fonte de acidos graxos mono e poli-insaturados
(Tabela 1) reduziu o consumo de ragao nos animais do GMed e GMax quando
comparados com o GCon. Embora ndo tenhamos encontrado outros estudos que
avaliaram o efeito da suplementacdo de 6leo de arroz no consumo de ragao, outros
Oleos vegetais com grandes quantidades de acidos graxos poli-insaturados do tipo
linoleico (18:2) apresentaram efeito semelhante ao encontrado no nosso trabalho.
Por exemplo, a suplementagdo com 1 mL/kg e 2 mL de dleo de cartamo reduziu o
consumo de ragao quando comparado com um grupo de animais que consumiu uma
dieta padrdo (Campanella et al., 2014).

A diminuicdo no consumo de racdo foi dependente da dose de Oleo
administrada. Ou seja, o grupo GMax produziu a maior saciedade alimentar e o

grupo GMin a menor. Corroborando com esses dados, ratos e camundongos que
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ingeriram 30% de acidos graxos mono e poli-insaturados consumiram menores
quantidades de ragdo comparado com o grupo que ingeriu 5% (Hsu e Huang, 2007,
2006).

A diminuicdo na quantidade de carboidratos devido a substituicdo pela
gordura como fonte energética provavelmente foi responsavel pela diminuigdo do
consumo de ragdo observado no GMed e GMax. Os animais do grupo GMax, que
ingeriram 9% de proteinas exibiram redugdo no ganho de massa corporal total e as
menores concentragdes plasmaticas de uréia quando comparados com o GCon, que
ingeriu 19% de proteina. Nossos dados corroboram os dados obtidos por Du e
colaboradores (2000) que observaram que o consumo de 2% de proteina na dieta
apresentaram redugdo da massa corporal total, da massa magra e das
concentragbes plasmaticas de ureia quando comparado com o grupo que ingeriu
20% de proteinas na dieta. Esses efeitos também foram observado por Poudyal e
colaboradores (2013) em animais suplementados com 1mL/kg de 6leo de cartamo e
animais ou pessoas com desnutric&o ().

Outro dado importante desse estudo que n&o pode ser ignorado foi que a
imposigao de volumes crescentes de 6leo consumidos semanalmente na dieta dos
animais, e a consequente reducdo nos carboidratos e proteinas resultou em
aumento na gordura periepididimal dos animais, principalmente no GMed e GMax.
Dietas que administraram volumes de 5, 20 e 30% de dleo de cartamo enriquecido
com acido oleico também exibiram aumento de gordura periepididimal em fung&o da
quantidade de 6leo administrada (Hsu e Huang, 2007).

Desde a descoberta da leptina esta bem estabelecido em estudos com ratos
e humanos que o aumento das concentragdes seéricas dessa adipocina é
dependente do estoque de tecido adiposo branco ( Zhang et al., 1994; Frederich et
al., 1995a). O aumento nos niveis de leptina faz parte do cross talking dos adipécitos
com o0s neurdnios anorexigenos do hipotalamo sobre os niveis de energia
armazenados, modulando o comportamento da ingestdo de alimentos (Schwartz et
al., 2000).

As altas concentragbes séricas de leptina do GMax reforcam as maiores
quantidades de tecido adiposo observadas, e reforcam o papel da leptina no controle
da saciedade, com a consequente diminuigdo na ingestdo de ragdo. Isso nao
significa que com altas concentragdes de Oleo ndo possa estar havendo uma
possivel modulagdo no controle da saciedade advinda dos acidos graxos da
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suplementagdo, ou do esvaziamento gastrico como resposta ao maior volume de
oleo ingerido.

Embora o efeito anabodlico natural do gama-oryzanol ndo tenha sido
observado nas concentragdes plasmaticas de testosterona, o GMax apresentou
aumento das concentracbes plasmaticas de adiponectina quando comparado ao
grupo controle. Nossa hipdtese € que o aumento das concentragdes de HDL
encontradas no grupo GMax podem estar associadas ao aumento das
concentracdes plasmaticas de adiponectina.

Nesse contexto, a literatura apresenta correlagao positiva da adipocina com
as concentragdes plasmaticas de HDL (Yamamoto et al, 2002;Christou e Kiortsis,
2013). Além disso, o aumento da quantidade de gama-oryzanol ofertado na
dosagem maxima pode ativar indiretamente PPARy, o gene de expressao da
adiponectina, quando esta instalado um quadro inflamatério no tecido adiposo. como
observado com o 6leo de milho e com o composto isolado (Ohara et al., 2009; Wang
et al., 2015).

5.2. Efeitos da suplementagao de 6leo de arroz no figado.

A analise das seccgdes histologicas do figado demonstrou um aumento da
vacuolizagdo celular, associado a perda do limite celular e aumento do volume dos
hepatocitos no figado dos animais do grupo GMax. Esses dados corroboram a
outros estudos in vitro e in vivo, que observaram que o aumento da ingestdo dos
acidos graxos palmitico, oleico e linoleico na dieta, aumentou a quantidade de
microvesiculas lipidicas nos hepatécitos, caracteristicas de um quadro de esteatose
hepatica n&o alcodlica ( Rusyn et al., 1999; Poudyal et al., 2013; Zhu et al., 2014;
Anavi et al., 2015). Além das alteragbes morfologicas, detectamos aumento das
concentragbes plasmaticas das enzimas ALT, marcador de funcédo hepatica,
sugerindo um possivel dano hepatico nos animais suplementados com altas
dosagens de 6leo de arroz. Corroborando com outros estudos que avaliaram dano
hepatico com a suplementacéo de 6leo de palma (Owu et al., 1998) e 6leo de milho
(Brito et al., 2014).

No figado, o dano tecidual pode ser decorrente de estimulos nocivos
extrinsecos, como por exemplo, a oferta de acidos graxos excedendo a capacidade
de estocagem celular. Ou intrinsecos, como aumento da produgdo de EROs,
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gerando dano oxidativo aos componentes celulares (Brookheart et al., 2009). Em
ambos os casos a dieta pode ser o fator desencadeador. Abreu e colaboradores
(2014) observaram que ratos Fischer que ingeriram 25% de dleo de soja (fonte de
acido graxo linoleico) com adicdo de 1% de colesterol exibiram aumento da
vacuolizagcdo dos hepatocitos, dano hepatico, aumento na producdo de EROs via
enzima NADPH oxidase e da peroxidacgao lipidica quando comparado com ratos
submetidos a uma dieta padrao (Abreu et al., 2014).

Nossos dados sugerem um possivel efeito lipotoxico do 6leo devido ao
aumento na producdo de EROs no figado dos animais suplementados. Essa
hipétese é reforgada pelo aumento na atividade das enzimas antioxidantes, embora
esse aumento tenha sido insuficiente para conter o aumento nos niveis de
peroxidagdo lipidica no figado dos animais suplementados. Esse efeito foi
independente da dose utilizada.

Em nosso estudo n&o encontramos diferenga estatisticamente significativa na
atividade enzimatica da SOD. Somente uma tendéncia de reducéo de atividade nos
grupos GMin e GMed. Uma possivel explicagdo para essa redugcdo vem de
pesquisas in vitro, que demonstraram que o aumento das concentracdes de H,O, na
célula, produto da reagao catalisada pela SOD, promovem sua inativacdo de forma
irreversivel (Blech e Borders, 1983) e degradacao da enzima (Salo et al., 1988).

Vale a pena ressaltar que as enzimas CAT e GR apresentaram aumento da
atividade enzimatica inversamente proporcional ao nivel de peroxidacéo lipidica
observado. Ambas as enzimas apresentaram comportamento em forma de sino,
com atividade maxima no GMin quando comparado ao GMed e GMax. Esse
aumento da atividade das enzimas CAT e GR no GMin sugerem uma maior
capacidade de neutralizacdo das EROs produzidas, com menor dano oxidativo no
grupo que ingeriu menor volume de o6leo. Ao passo que a menor atividade
observada no GMax sugere uma menor protegcdo e maior dano oxidativo as
membranas celulares, proteinas, DNA e outras moléculas envolvidas no
funcionamento do hepatdcito. Isso também justificaria o aumento significativo das
concentragdes plasmaticas de ALT no grupo GMed e GMax.

Outro fator que pode estar associado a maior producdo de EROs e ao dano
tecidual dos hepatdcitos, principalmente com as doses mais altas de dOleo € a
susceptibilidade ao numero de insaturagbes dos acidos graxos incorporados as

membranas plasmaticas dos componentes celulares. Resultados de estudos in vitro
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e in vivo demonstraram que a ingestdo de Oleos vegetais que sao constituidos
principalmente por acidos graxos poli-insaturados apresentam maior susceptibilidade
ao ataque de EROs e peroxidacédo lipidica de membranas celulares, comparado a
acidos graxos monoinsaturados e saturados. (Ergun et al., 2005; Haggag et al.,
2014; Sugihara et al., 1994). Observamos nesse estudo que o aumento da
peroxidacao lipidica das membranas dos componentes celulares foi dependente da
quantidade de o6leo de arroz administrado. Esses dados sugerem que o aumento
crescente da peroxidagao lipidica encontrada no figado dos animais suplementados
com Oleo de arroz pode estar associado ao aumento da metabolizacdo de aldeidos
reativos advindos dos acidos graxos mono e poli-insaturados que compde o 0leo
(40% acido oleico e 34% de acidos linoleicos).

Embora ndo tenhamos avaliado nenhum parametro histolégico ou de estresse
oxidativo no pancreas também observamos aumento das concentragdes plasmaticas
da enzima Amilase Pancreatica no GMed e GMax, sugerindo que outros tecidos
podem estar prejudicados com o consumo crénico de 6leo de arroz.

No nosso estudo mostramos aumento do lumen dos sinusdides no GMax. O
aumento da produgcdo de EROs acompanhado de dano tecidual desencadeia um
processo de regeneragdo nos hepatdcitos comprometidos, que tem como passo
inicial a ativagao, proliferacdo e diferenciagdo de células estreladas. Quando esse
processo € ativado repetidas vezes por agentes toxicos é observado um aumento do
[umen dos sinusdides hepaticos, decorrente da maior quantidade de matriz
extracelular depositada pelas células estreladas. Esse aumento foi demonstrado em
animais induzidos a cirrose hepatica (Matsui et al., 1994).

No figado a leptina também pode ativar as células estreladas e contribuir para
o aumento da produgédo de “O,’, via NADPH oxidase (lkejima et al., 2002). Além
disso, a leptina também apresenta papel fundamental na proliferacdo dos
hepatdcitos. Os primeiros a observarem esse papel foi Leclercq e colaboradores
(2003) que induziram um quadro de esteatose hepatica em camundongos que nao
expressavam leptina (ob/ob) em comparagdo com camundongos normais. Os
autores observaram que ratos ob/ob falharam em liberar citocinas inflamatérias
(TNFa, IL6), ciclinas (D1) e apresentaram inicio tardio na primeira fase do ciclo
celular, comparado ao controle e camundongos ob/ob que foram suplementados

com leptina. Especulamos que o aumento das concentragbes séricas de leptina
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encontradas no GMed e GMax podem ter contribuido com um efeito proé inflamatorio
e proliferativo nos hepatdcitos.

Outros estudos sugeriram que o papel proliferativo da leptina também poderia
ocorrer através da ativagcdo de fatores mitogénicos (MAPK e ERK), via receptor,
independentemente de citocinas inflamatérias (Catalano et al., 2004; Fruhbeck,
2006). Nossos dados nado permitem maiores especulagdes nesse contexto. Porém,
Syndor e colaboradores (2013) observaram que a remog¢ao de 70% do lobo hepatico
de camundongos que ingeriram uma dieta rica em acido graxo linoleico induziu
aumento na proliferagdo hepatica, quando comparado a uma dieta padrao (Sydor et
al., 2013) e a uma dieta com acido graxo linolénico, administrados através do 6leo
de peixe (Van Noorden,1995).

Contrapondo esses dados, € importante ressaltar, que o GMax também
apresentou aumento das concentragdes plasmaticas de adiponectina, que apresenta
um papel anti-inflamatorios e anti-fiorogénico em fungdo da redugdo da migragéao
das células estreladas aos hepatocitos danificados (Ramezani-Moghadam et al.,
2015), e inibicdo de multiplos mecanismos pro-inflamatorios desencadeados pela
leptina (Handy et al., 2011; 2010). Contudo, a raz&o leptina/adiponectina tende a ser
maior com o aumento da dosagem do Oleo e os efeitos gerados pelo aumento das
concentracdes plasmaticas de adiponectina aparentemente n&do foram suficientes
para reverter o quadro instalado.

O processo inflamatério também pode ser um potencial desencadeador da
proliferagdo celular. Rusyn e colaboradores (1999) observaram que animais
suplementados com 2 mL de éleo de milho aumentaram tanto as concentracdes de
citocinas pro-inflamatérias (TNFa) como cerca de 3 vezes a proliferagao celular dos
hepatdcitos quando comparados com o grupo controle, sem suplementagdo. Como
sugerido por Schmidt e Schilbler (1995) a proliferacdo celular pode ter alta
correlacdo com o tamanho do nucleo, transcricdo de RNA e volume citoplasmatico
de hepatocitos.

Em nosso estudo todos os grupos suplementados com o odleo de arroz
exibiram aumento no diametro nuclear dos hepatdcitos. Além disso, o GMin e GMed
também exibiram aumento na quantidade de nucleos por secgao histologica
analisada, sugerindo uma cromatina desenovelada, aumento de replicacdo de DNA
e proliferacdo celular (Webster et al., 2009). Resultados morfolégicos dessa

natureza também foram observados em figado de animais que ingeriram horménios
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anabodlicos (Mohammed et al., 2009), e em pacientes com cirrose descompensada e
compensada nivel Il e Il (Zhi-hai et al., 1995).

O conjunto de resultados apresentado nessa dissertagdo de mestrado
proporcionou um panorama abrangente sobre os efeitos da suplementagdo com dleo
de arroz em parametros que, se analisados isoladamente permitiriam interpretagdes
equivocadas relacionadas com a recomendag¢ao do consumo de o6leo de arroz na
prevencdo da obesidade e controle de doengas crénicas degenerativas, conforme
preconizado para esse e outros 6leos.

A Tabela abaixo apresenta um resumo dos efeitos de oito semanas de

suplementacdo com diferentes doses de 6leo de arroz sobre todas as variaveis

analisadas.
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Figura 20: Panorama geral dos dados obtidos. Uma seta: Tendéncia de queda ou aumento. Duas
setas: diferenca significativa GCon. Trés setas: Diferenca estatisticamente significativa ao grupo
controle e tendéncia de aumento ou redugéo em relagdo ao grupo GMin.

No contexto positivo, a suplementagdo com 6leo de arroz induziu aumento na
saciedade, redugdo da massa corporal e aumento nas concentracdes séricas de
adiponectina e HDL, principalmente nas dosagens maiores do Oleo. Esses dois
ultimos efeitos podem ser devido a maior quantidade de gama-oryzanol, um dos
componentes do 6leo de arroz.

Por outro lado, outros efeitos da suplementagcdo com 6leo nao se mostraram

benéficos para os animais. O aumento dos estoques de tecido adiposo ao redor de
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orgaos intra-abdominais como a gordura periepididimal, da leptina sérica e os efeitos
sobre o figado ndo podem ser negligenciados. E importante ressaltar que todas as
dosagens de dleo de arroz utilizadas induziram aumento nos niveis de estresse
oxidativo associado ao dano hepatico no GMed e GMax.

Provavelmente a diminuicdo no consumo de ragao foi devido a um aporte
maior de lipideos do 6leo de arroz na composicdo da dieta, associado a uma
diminuicdo nas quantidades de carboidratos e proteinas que, de forma crbnica gera
saciedade, mas contribui também para a diminuigdo na massa isenta de gordura, a
explicacdo mais provavel para a diminuicdo na massa corporal total dos animais

suplementados. Esses dados sugerem cautela com o uso crénico de 6leo de arroz.

6. CONSIDERAGOES FINAIS

E importante registrar a escassez de estudos sobre os efeitos da ingestao de
Oleos vegetais em animais saudaveis. A maioria dos estudos sobre efeitos da
ingestédo de o6leos sdo em animais que foram induzidos a desenvolver alguma
doenga ou alteragdo no perfil lipidico. Ou ainda, utilizam outro 6leo como grupo
controle. A comparagéo dos dados com um grupo controle de animais que utilizaram
o mesmo volume de agua permitiu identificar efeitos colaterais importantes dos
acidos graxos ofertados pelo dleo de arroz no figado de forma dependente da dose.
Esses efeitos poderiam ter sido camuflados se utilizassemos como grupo controle

outro dleo vegetal.

7. APLICAGOES PRATICAS

A relagédo entre empresas e a universidade pode oferecer muitas vantagens
para ambos os lados, uma vez que podem contribuir para o bem estar da populacgao.
Parte dos reagentes utilizados nesse estudo foi custeada pela empresa “HT Nutri”. O
objetivo comum foi verificar a seguranga para a comercializagdo do oleo de arroz
como suplemento alimentar para atletas e/ou pessoas saudaveis.

Os dados contidos nessa dissertagdo de mestrado permitiram a sugestéo de
nao comercializacdo do produto para a empresa. No entanto, a parceria entre a
empresa HT Nutri e outros laboratérios da universidade resultaram na patente da
reformulac&o do 6leo (BR 10 2012 028235 6) para utilizagdo de forma tépica para o
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tratamento de ulceras na pele por induzir o aumento de fatores que aceleram o
processo de cicatrizagdo de feridas cutaneas, como a leptina, IL-2, TNF-a e IFN-y
(Lania 2013; Silva et al, 2014).

Os resultados da presente dissertacdo também reforgam a importancia do
investimento das empresas nessas parcerias A interacdo da empresa com diferentes
linhas de pesquisas dentro de uma universidade amplia muito o leque de opcdes
para seu produto. O beneficio final € da populagao.
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Avaliacao “in vitro” da capacidade antioxidante do 6leo de arroz.
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A capacidade antioxidante do o6leo de arroz foi mensurada através da sua

capacidade em reduzir (sequestrar) o radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH).

A Tabela 8 apresenta a média da capacidade sequestradora dos antioxidante (%AS)

do dleo de arroz utilizado na gavagem dos animais ao longo do protocolo.

Tabela 8: Percentual da atividade sequestradora (%AS) de 4,6 mg/mL de 6leo de arroz.

1° 2 3 4 5° 6° 7 8
semana | semana | semana| semana | semana| semana | semana| semana| P
0,
% 34,8+6,2(41,8+5,3|37,4+7,5|/34,4+14,4]|35,8+3,1(34,2+13,0{34,9+7,2(28,8 +4,1|0,542

AS

Resultados apresentados em Média e Desvio Padrao.

A estabilidade dos antioxidantes do 6leo mostrou uma variabilidade de 29% a

42% da atividade sequestradora total de DPPH. Porém, essa diferenca no %AS do

oleo de arroz utilizado ao longo das 8 semanas do protocolo ndo foi estatisticamente

significativa.
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ANEXO Il

PADRONIZAGOES, ANALISE DE CONFIANGA E DESCRIGAO DOS METODOS
EXPERIMENTAIS

A busca por respostas que expliguem o funcionamento dos fenbmenos da
natureza é de carater milenar e inato do ser humano. Inicialmente os conhecimentos
gerados tinham como base apenas os aspectos da observagao e da légica. Contudo,
apo6s o século XVII Galileu Galilei se contrapds a seus antecessores e propds um
método de investigagdo denominado de método cientifico, que confrontava os
conhecimentos tedricos existentes com evidéncias laboratoriais manifestadas e
avaliadas de forma que traga mais confiabilidade aos resultados (Brenzikofer,1997).

Os meétodos experimentais utilizados para mensuragao dos fendmenos de
interesse dessa dissertagdo foram quantificados de forma indireta. Para isso foi
necessaria a etapa de padronizagdo das técnicas utilizadas para maior
confiabilidade dos resultados obtidos e das interpretagcdo realizadas. As
padronizagbes dos meétodos utilizados nessa dissertagdo foram realizadas e a
condicdo experimental foi selecionada através de curvas-padrdo. A curva padrao
s&o correlagbes entre retas de uma variavel dependente (eixo x) e uma variavel
independente (eixo y). A mudanga de comportamento entre essas duas variaveis
determinam sua linearidade. Assim quanto mais linear uma curva mais préxima de
uma correlagdo de 1 ou -1 , enquanto mais proximo de O (zero) menor sua
linearidade. Assim, escolhemos as curvas que apresentaram maior linearidade, a fim
de garantir que tanto o aumento quanto diminuicdo da atividade das enzimas seja
detectado nos ensaios espectrofotométricos realizados com o0s grupos
experimentais do protocolo.

Uma das formas de se avaliar o estresse oxidativo nos tecidos € através das
concentracbes de TBARs e da atividade das enzimas antioxidantes. Sabendo-se
que o nivel de substrato e produto interferem nas reagcdes quimicas e enzimaticas
realizamos diversas curvas-padrdo com diferentes volumes de amostra, tratados
como média e desvio padrao. Quando o desvio padrdao de uma medida é expresso
em porcentagem é denominado de coeficiente de variagdo (CV). E pode ser obtido
através da divisdo do desvio padrao pela média dos dados e multiplicado por 100.
Assim, quanto menor CV de uma amostra mais homogéneo serédo os dados obtidos
da triplicada, permitindo uma maior confiabilidade dos dados obtidos (Hopkins, 2000).
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As condicbes experimentais foram selecionadas de curvas que apresentaram
variabilidade menor que 5%.

Aléem de garantir maior confiabilidade e reprodutibilidade dos métodos as
padronizacdes permitem que o aprendiz se familiarize com os métodos a serem
desenvolvidos ao longo de sua busca por respostas aos fendbmenos investigados.
Abaixo sao apresentadas as curvas com diferentes tempos de leitura, volumes de
amostra utilizado, correlagdo e CV das triplicatas da padronizacao das enzimas

antioxidantes e concentracéo de TBARs, bem como o volume e tempo escolhido.

A.l. Espécies reativas ao acido Tiobarbiturico (TBARSs)

Abaixo demonstramos duas tentativas da realizagcdo das curvas-padréo do

método TBARs (A e B) e a curva padrao com 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) — (C).
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Figura 1: Curva-padrao diferentes volumes de homogenato para o método TBARs. Primeira (A) e
segunda (B) tentativa de padronizagcado com diferentes volumes de homogenato (uL). E uma curva
padrao (C) com diferentes concentragdes de TEP.

Como podemos observar a primeira tentativa de padronizacao (A) apresentou uma

baixa correlacédo de 0.95 e alta variabilidade dos dados (CV: 10,6%). Os volumes



Taxa de Absorbancia (240nm)

0.09

68

testados na segunda tentativa (B) exibiram melhor linearidade (R:0,989) e menor
variabilidade dos dados (3,6%). Nesse sentido, escolhemos as condicdes
experimentais da curva B, com o volume de 50uL de amostra para realizar as
leituras dos grupos experimentais.

A partir da curva padréao do TEP (C) foi possivel calcular as concentragdes de
TBARs do ensaio. O calculo foi realizado a partir dos valores de coeficiente linear e
angular da equacéao da reta (y=ax+b). Onde, a é o coeficiente angular e b o linear e y
a absorbancia conhecidas de TEP. Esses dados foram relativizados pela massa de

tecido umido, tendo como produto final da equacao x= nmol/g tecido umido.

A.ll. Catalase

Para a enzima Catalase no figado, utilizamos os volumes de
50,70,90,110,130 e 150uL e o tempo de leitura realizado com 30(A),60(B),90(C) e
120(D) segundos reacdo. Outras curvas também foram realizadas, porém

demonstramos aqui apenas a escolhida.
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Figura 2: Curva-padrdo com diferentes volumes e tempos de reacao da enzima catalase: 30
(A),60(B),90(C) e 120(D)seg. e 50,70,90,110,130 e 150uL de homogenato.



69

Escolhemos a condicao experimental com o volume de 110 yl de amostra e

um tempo de leitura de 90 segundos, pois apresentaram melhor linearidade
(R:0,994)e menor variabilidade (CV:3,5%) dos pontos obtidos.

A.lll. Glutationa Redutase.

Para a enzima Glutationa Redutase contruimos varias curvas com os volumes

de variando de 100, 120, 140, 160 e 180uL e com os tempos de reacdes de
60(A),120(B),180(C),240(D) e 300(E) segundos. Os resultados estdo apresentados
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Figura 3: Curvas com diferentes tempos de leitura: 60(A),120(B),180(C),240(D) e 300(E)segundos e
volumes de homogenato 100,120,140,160 e 180pL.

Observa-se que a maior correlacdao, seguida na menor variabilidade dos
dados foi encontrada na curva de 240 segundos. E o volume de homogenato

escolhido foi o com 140 pL.

A.lIV. Superoéxido Dismutase

A Figura abaixo apresenta a curva padrao da enzima SOD no tecido hepatico.
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Figura 4: Curva com diferentes volumes 1,2,4 e 6 pL de homogenato e taxa de absorbancia da do
NBT-diformazan

O tempo de leitura escolhido para a enzima SOD foi o de 5 minutos com volume de
6ul. A curva padrao realizada com a SOD isolada para determinar a atividade esta

apresentada abaixo.
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Curva de inibigdo da SOD (5min)
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Figura 5: Curva de inibicdo da SOD em diferentes volumes: 1,2,4 e 6 L.

o
[N]

A.V. Calculo da atividade enzimatica.
Uma vez que a faixa linear e os menores volumes foram encontrados foi
realizado o calculo da atividade enzimatica segundo a Lei de Beer e os valores

expressos em U/g segundo a equacgao abaixo.

Taxa (abs/min)* V¢ (mL)* Vy (mL)
€ (mL.pumol-1.cm-1)* caminho éptico(cm)* Va (mL)*M(g)

Equacao:

onde, a taxa representa o valor de absorbancia; V.o volume da cubeta ;Vy o0 volume
total do homogenato preparado. E o coeficiente de extincdo molar, para o H;0O
equivale a 0,04 mL.umol™.cm™e para o TNB 13,6 mL.umol™.cm™; VA& o volume de
amostra padronizado no ensaio; M é a massa de tecido utilizada no preparo do

homogenato
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