«“\Q RO/U P'D,e

(%

UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO S
=]
ESCOLA DE NUTRICAO 3
(=]
 uFop | PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E e e
NUTRICAO

STTEFANY VIANA GOMES

Efeito do consumo crénico de diferentes 0leos vegetais sobre a
modulacdo de mediadores metabolicos, do status redox e
inflamatdrio em ratas saudaveis.

Ouro Preto
2018



STTEFANY VIANA GOMES

Efeito do consumo crénico de diferentes 6leos vegetais sobre a
modulacdo de mediadores metabolicos, do status redox e
inflamatorio em ratas saudaveis.

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Saude e Nutricdo da Escola de
Nutricdo da Universidade Federal de Ouro Preto,
como requisito parcial para a obtencdo do titulo
de Mestre em Salde e Nutricao.

Area de Concentracdo: Bioquimica e
Fisiopatologia da Nutricao.

Orientadora: Prof2. Dr?, Daniela Caldeira Costa
Co-orientadora: Dr?. Karina Barbosa de Queiroz
Co-orientador: Prof. Dr. Marcelo Eustaquio Silva

Ouro Preto
2018



Gomes, Sttefany Viana.

Efeito do consumo crénico de diferentes dleos vegetais sobre a modulacdo de
mediadores metabolicos, do status redox e inflamatério em ratas saudaveis.
[manuscrito] / Sttetany Viana Gomes. - 2018.

117£: il.: color: tabs.

Orientadora: Prof®. Di*. Daniela Caldeira Costa.

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal de Ouro Preto. Escola de
Nutri¢do. Departamento de Nutri¢do. Programa de Pos-Graduacdo em Saude e
Nutricdo.

Area de Concentracio: Saude e Nutricao.

1. Oleos vegetais - Dissertacdo. 2. Inflamacio - Dissertacdo. 3. Acidos graxos -
Dissertacdo. I. Costa, Daniela Caldeira. II. Universidade Federal de Ouro Preto.
III. Titulo.

CDU: 613.2

Catalogac&o: www sisbin.ufop.br




'
4 - @
!

¥
g5 MINISTERIO DA

Universidade Federsl de Ouro Preto - UFOP
- Escola de Nutrigiio - ENUT

Programa de Pés-Graduacdo em Salde e Nutrigdo

ATA DE DEFESA PUBLICA DE DISSERTAGAO DE MESTRADO

Acs vinte e trés dos do més ce feverewro de dos mi ¢ JazoiD, 45 ncve hores o tints
minuics, ne Sals 51 da Escole de Nutriclo des Universidade “ederal de Ouro Preto, realizou-
¢z & Defesa da Ossertagdo de Mestrade da aluna Sticfany Viana Gomes. A 8anca
Examingdors, definde anterdormante, Toi composts pelas professores Andréls Cacvalho
Mzamora (UFOP), Cinsa Lopes de Brmio Magalhdes (UFOP) Keana Bartosa Quexvox @
Denila Caiders Costs (UFOP). Dando micic 30 exane, 3 aluna apreseniou sua
Omsartagdo do Masirado Inttulada: “Efelto do consumo crdnico de diferentes dlecs
vegetsis sobre s modulagho de medisdores metabdlicos, do status redox ¢
Inflamatério em ratas sauddveis” Apds & apresentacio, & cendidats ol argude pele
Bancs que avalou o dominio co conteddo metodoldgico & tairico reldconade 8 dissanagio
A concassdo do titulo esté condicionsda 80 cumprimanto Gss demsis exiphnciss orevisiss
no Regmenio do Programa. Apds puigamento, os membros @ Banca decdiram por

E APROVAR [:] REPROVAR

Profa. cnfw@u’u (UFOR),
Examinadors Externa

Al G,
Profa. Andréia Nzamora (UFOPF),
Examnadora intema.




Universidade Federal
de Ouro Preto

Reitora
Dr2 Claudia Aparecida Marliére de Lima

Vice-Reitor

Dr. Herminio Arias Nalini Jlnior

Pro-Reitor de Pesquisa e P6s-Graduagéo

Dr. Sérgio Francisco de Aquino

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM SAUDE E NUTRICAO

Coordenadora

Dr2, Adriana LUcia Meireles



Este trabalho foi realizado no Laboratorio de Bioquimica Metabdlica e no
Laboratorio de Nutricdo Experimental, com o auxilio financeiro do Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), da Comissdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e da Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG).



Dedico esta dissertagdo a minha amada vozinha Neide (in
memoriam) e & minha mae Meire, meus exemplos de
amor, humildade, forca e luta. Obrigada por sempre terem
feito tudo que podiam para que meus sonhos se tornassem

realidade. Amo vocés!



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

Agradeco imensamente a minha orientadora Daniela Caldeira Costa, que
aceitou me orientar mesmo sem me conhecer previamente, abrindo as portas do
laboratério com todo amor e alegria. Vocé é um grande exemplo de profissional e de
pessoa, admiro o seu empenho em orientar cada aluno, a sua dedicagdo a pesquisa e
ao ensino dentro da sala de aula. Obrigada pelo apoio, pelos conhecimentos
compartilhados, pelo incentivo e pela palavra amiga nos momentos que precisei. E

um prazer trabalhar ao seu lado.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus pelo dom da vida, por fortalecer as minhas forgas
nos momentos em que mais precisei. Obrigada por guiar, abencoar e iluminar o meu

caminho sempre.

Agradeco especialmente a minha querida vozinha, Neide, que sempre esteve ao meu
lado desde os meus primeiros dias de vida. Ndo ha palavras que possam expressar
toda a minha gratiddo a ti. Vocé foi e sempre serd meu grande exemplo de amor,

dedicacao, forca e fé.

A minha amada familia, Meire, Demétrius, Bruna e Bernardo pelo apoio,
compreensdo, carinho e incentivo. Obrigada pelas palavras e acGes que me mostram
que ndo estou sozinha na caminhada e que posso contar com vocés em todos 0s

momentos.

Ao professor Marcelo Eustaquio Silva, por me co-orientar e pelo conhecimento
compartilhado dentro da sala de aula e no LABNEX, bem como pela paciéncia e
disponibilidade de sempre.

A minha co-orientadora, Karina Barbosa de Queiroz, vocé foi um presente que
Deus colocou no meu caminho; vocé contribuiu muito para a finalizacdo desse

trabalho. Chegou oferecendo conhecimento, amizade, boas risadas e bons conselhos.

A equipe maravilhosa do Laboratério de Bioquimica Metabdlica, Bruna, Pedro,
Karine, Ana Carolina, Carol Morais, Karine Meirelle, Maria Laura e Livia.
Vocés se tornaram grandes amigos; admiro vocés e agradeco pela oportunidade de
dividir momentos de alegria e conhecimentos com cada um. Obrigada por toda ajuda

laboratorial, com certeza cada um contribuiu muito para a realizagéo deste trabalho.



A todos os demais membros do Laboratorio de Bioquimica Metabdlica, Renata,

Alice, Mayara, Ana Maria, Josilene, pela amizade e pela 6tima convivéncia diaria.

Aos Sr. Jair Pastor Mota e Clodoaldo Pereira dos Santos, por serem tdo solicitos
e atenciosos em me orientar no cuidado com os animais. Com certeza a ajuda e o0

conhecimento transmitido a mim foram essenciais na realizacéo deste trabalho.

Aos professores Wanderson e André Talvani, por me fornecerem a infraestrutura
necessaria para o desenvolvimento de algumas metodologias, além do conhecimento

para interpretacdo dos resultados.

A técnica Nivia Carolina, pelos conhecimentos compartilhados, paciéncia e ajuda na

analise histologica.

As minhas amadas amigas, Mariah, Luisa Nunes, Luiza Carvalhaes e Caroline. E
um imenso prazer fazer parte desta familia chamada Favinho de Mel. Com certeza
os dias em Ouro Preto foram melhores e mais leves na presenca de vocés. Mulheres
incriveis, guerreiras e fortes. Agradeco pelo apoio, amizade, risadas, mdusicas,

comidas gostosas e pelos rocks que compartilhamos!

A minha querida amiga Marina de Ndbile, por ter me recebido de bracos abertos e 0
sorriso largo em Ouro Preto. Vocé é iluminada minha amiga! Agradeco ao destino
por ter me presenteado com a sua amizade. Por mais risadas frouxas, rodas de viol&o,

vinho e papo cabe¢a acompanhado de uma boa comida.

A Universidade Federal de Ouro Preto pela oportunidade de me aprimorar

profissionalmente.



Agradeco ao Programa de Pds-Graduacdo em Saude e Nutricdo (PPGSN) e a
Escola de Nutricdo (ENUT) pela oportunidade de crescimento e por oferecerem a

estrutura necessaria para a execucdo do projeto.

Agradeco as agéncias de fomento Capes, Fapemig, CNPq, bem como a UFOP pelo

apoio financeiro, que possibilitou a realizacdo deste trabalho.

Agradeco a todos que, de alguma forma, contribuiram para a realizacdo deste

trabalho. A todos vocés, muito obrigada!



AGRADECIMENTO AOS COLABORADORES

Laboratério de Bioguimica e Biologia Molecular;
Laboratério de Epidemiologia Molecular;

Laboratério de Hipertensao;

Laborat6rio de Imunobiologia da Inflamacéo;
Laboratério de Morfopatologia;
Fotodocumentacdo e Morfometria;

Laboratorio de Nutricdo Experimental;

Muito obrigada pelo suporte necessario!

Xii


http://www.nupeb.ufop.br/lem/

“A tarefa ndo € tanto ver aquilo
que ninguém viu, mas pensar o
gue ninguém ainda pensou sobre

aquilo que todo mundo vé.’

(Arthur Schopenhauer)

Xiii



Efeito do consumo crénico de diferentes 6leos vegetais sobre a modulacéo
de mediadores metabdlicos, do status redox e inflamatorio em ratas
saudaveis.

RESUMO

O processo de transi¢do nutricional observado em todo o mundo tem sido caracterizado por
um aumento da ingestdo de alimentos com elevada densidade caldrica, ricos em carboidratos
elou lipideos, em especial gordura saturada, trans e acido linoleico. O desequilibrio na
quantidade e no tipo de lipideos consumidos na dieta pode ter efeitos negativos no organismo.
Os oOleos vegetais tém recebido atencdo especial devido aos potenciais efeitos benéficos a
salde. Estes efeitos estdo associados ao tipo de acido graxo presente nestes 6leos, sendo 0s
acidos graxos monoinsaturados e poli-insaturados associados a melhora no perfil lipidico,
enguanto os acidos graxos saturados apresentam efeitos negativos no organismo. Desta forma,
0 objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do consumo crénico de déleos vegetais com
diferentes percentuais de acidos graxos sobre mediadores metabdlicos, do status redox e
inflamatorios em ratas saudaveis. Para isto, foram utilizadas 44 ratas da linhagem Fisher
(peso), separadas em cinco grupos, a saber: (i) grupo controle (C), o qual recebeu apenas
agua, (i) grupo azeite de oliva (AO), (iii) grupo 6leo de linhaga (OL), (iv) grupo 6leo de coco
(OC) e (v) grupo o6leo de girassol (OG). Todos os tratamentos foram administrados por
gavagem (1mL/ 250g peso) e o delineamento experimental teve duracdo de 90 dias. Apos este
periodo, as ratas foram eutanasiadas e amostras de sangue, figado e tecido adiposo foram
coletadas e armazenadas para analises posteriores. O consumo crénico de AO aumentou 0
tecido adiposo branco e a concentracdo sérica de IL-6, enquanto reduziu o HDL sérico. Os
animais do grupo OL apresentaram reduc¢do do indice HOMA, aumento nas concentracdes de
triglicérides séricos, ALT e IL-6, além de aumentarem TNF hepatico. A ingestdo cronica de
OC foi responsavel por alteracbes de parametros glicometabdlicos e modificacfes no
metabolismo lipidico sérico e hepatico, além de aumentar o dano oxidativo hepatico através
do aumento de TBARS e ALT. Os animais do grupo OG apresentaram alteracdo no perfil
lipidico sérico, aumento da lipogénese hepatica, através do aumento da expressao génica do
fator de transcricdo Srebpl e da enzima Acetil-Coa carboxilase (ACC). Além disso, 0 OG
causou alteracbes nas concentracBes séricas e hepaticas de citocinas inflamatdrias, aumento
de dano hepético e diminuicdo da razdo GSH/GSSG. Estes resultados sugerem que 0s
diferentes acidos graxos presentes nos 6leos vegetais interferem na homeostase do organismo,
podendo contribuir para a patogénese de diversas doencas em ratas saudaveis. Desta forma,
mais estudos precisam ser feitos a respeito da quantidade e qualidade dos lipideos dietéticos a
fim de se promover recomendagdes para um consumo consciente e adequado dos mesmos.

Palavras-chave: Oleos vegetais. Acidos graxos saturados. Acidos graxos monoinsaturados.
Acidos graxos poli-insaturados. Processo redox. Inflamagéo.
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Effect of different vegetable oils chronic intake on metabolic mediators,
redox and inflammatory status in healthy female rats.

ABSTRACT

The nutritional transition process observed worldwide has been characterized by an increase
in the intake of high caloric density foods, rich in carbohydrates and / or lipids, especially
saturated, trans and linoleic acid. The imbalance between the amount and type of dietary
lipids may adversely affect the body. Vegetable oils have been receiving special attention due
to their potential beneficial effects on health. The vegetable oils effects are associated with
the fatty acid type present by them. For instance, monounsaturated and polyunsaturated fatty
acids are commonly associated with an improvement in the lipid profile, while saturated fatty
acids are associated with having a negative impact on the body. Thus, the aim of the present
study was to evaluate the effect of vegetable oils chronic intake of , with different fatty acids
composition, on metabolic mediators, redox and inflammatory status in healthy rats. Fisher
female rats (N=44, peso), were randomly separated into the following five groups: (i) control
group, which received only water; (ii) olive oil group (AO), (iii) flaxseed oil group (OL), (iv)
coconut oil group (OC) and (v) sunflower oil group (OG). All treatments were administered
by gavage (ImL / 250g weight) and the experimental design lasted for 90 days. After this
time, the female rats were euthanized and blood, liver and adipose tissue samples were
collected and stored for further analysis. AO chronic intake increased white adipose tissue,
and the serum IL-6, while decreased d serum HDL. The animals in OL group had a decrease
in HOMA index, and we observed an increase in the serum triglyceride, ALT and IL-6 levels,
and hepatic TNF levels. Chronic OC intake resulted in glucometabolic alterations and changes
in serum and hepatic lipid metabolism, as well as increased hepatic oxidative damage through
the TBARS and ALT increase. The OG group showed alterations in the serum lipid profile,
increase in hepatic lipogenesis, by increased the gene expression of the transcription factor
Srebpl and the Acetyl-Coa carboxylase (ACC) enzyme. In addition, OG group causedchanges
in serum and hepatic concentrations of inflammatory cytokines, increase in liver damage and
decreased GSH / GSSG ratio.Our results suggest that the different fatty acids composition
present in vegetable oils may interfere in the body homeostasis,and also favour the
development of several diseases in healthy female rats. In this way, more studies are
necessary regarding the dietary lipids quantity and quality,in order to promote
recommendations for a conscious and adequate lipids intake.

Keywords: Vegetable oils. Saturated. Monounsaturated. Polyunsaturated. Redox process.
Inflammation.

15



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Visdo geral da sintese e agdes de mediadores inflamatérios produzidos a partir do

metabolismo do &cido linoleico e do &cido alfa iNOIENICO. ..........cccceiiiiiiiic e 32
Figura 2: Vias de sinalizacdo dos fatores de transcricdo NF-KB € AP-1........ccccccovviviievieneeieseeiennens 34
Figura 3: Atuacdo das enzimas antioXidanteS. .........c.cceiieiieiiiiie i se e sre e nre 37

Figura 4: Efeito do consumo crénico de diferentes 6leos vegetais sobre parametros hepéticos de ratas
FISNEE SAUTAVEIS. ...c.viiiiiieieie et b ettt b bbbttt n e b e b e 63
Figura 5: Efeito do consumo crdnico de diferentes 6leos vegetais sobre a expressdo génica de enzimas
regulatorias da via lipogénica Acc (Acaca) e Fas (Fasn) e do fator de transcricdo Srebpl (Srebfl) no
figado dE ratas SAUAAVEIS. .......c.civiieiie ettt s te et st e e be e ae e st este e b e sbeeneestesreenee e 65
Figura 6: Efeito do consumo crénico de diferentes 6leos vegetais sobre o status antioxidante no
Figado de ratas SAUTAVEIS. ........ccvvuiriiiiee ettt bttt 67

16



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores para a analise de qRT-PCR...........c.ccccevenene. 48
Tabela 2: Sequéncias de primers forward (F) e reverse (R”), slope, eficiéncia de reagdo e coeficiente
de correlacdo (R2) referentes aos genes avaliados. ..........ccoveveiiiieie i 51
Tabela 3:Valores de slope dos genes avaliados para validar o uso do método do ACq.......ccceevvrvrnnne. 53
Tabela 4: Efeito do consumo crénico de diferentes dleos vegetais sobre os parametros biométricos de
FAtaS FISNEI SAUAVEIS. .......ovieviiiiitiitisie st b ettt sttt bt ne e 60
Tabela 5: Efeito do consumo crénico de diferentes 6leos vegetais sobre os pardmetros bioquimicos de
FAtAS FISNEI SAUJAVEIS ... ...eveeeieiiiiiitise ettt bbbttt sbe bt e e ne e 61
Tabela 6: Resumo dos principais resultados encontrados apds o consumo crénico dos 6leos vegetais
(azeite de oliva, dleo de linhaga, dleo de coco e 6leo de girassol) sobre mediadores metabdlicos e

INFIAMALOTIOS EM FALAS SAUAAVEIS. ... eeeeeee ettt e e e et eeeee e e e eete e e e eeneeeeseenneeeseaneeeeeans 85

17



LISTA DE ABREVIATURAS

AA — Acidos araquidonicos

ACC — Acetil-CoA Carboxilase

ACP — Proteina Carreadora de Acila

AGE — Acido Graxo Essencial

AGI — Acido Graxo Insaturado

AGL — Acidos Graxos Livres

AGPI — Acido Graxo Poli-insaturado

AGS — Acido Graxo Saturado

ALA/ n-3/0Omega 3 — Acido alfa-linolénico

AOQV — Azeite de Oliva Virgem

AP-1 — Proteina Ativadora-1

BHT — Butil hidroxitolueno

BSA — Albumina de soro bovino

cDNA — Acido Desoxirribonucleico complementar
CETP — Proteina de Transferéncia de Colesterol Esterificado
ChREBP - Proteina de Ligacao a Elementos de Resposta a Carboidratos
COX - Ciclooxigenases

Cu/Zn-SOD - Superéxido dismutase-cobre-zinco
DCNT — Doengas Cronicas Ndo Transmissiveis
DCV - Doencas Cardiovasculares

DHA — Acido Docosahexaenoico

DNPH - 2,4-dinitrofenilhidrazina

DTNB - 5,5’-dithiobis (2-nitrobenzoic acid)

EPA — Acido Eicosapentaenoico

ERN — Espécies Reativas de Nitrogénio

ERO — Espécies Reativas de Oxigénio

FAS — Acido Graxo Sintase

GPx — Glutationa Peroxidase

GR — Glutationa redutase

GSH — Glutationa reduzida



GSSG - Glutationa oxidada

GST - Glutationa S-Transferase

H>0> — Peroxido de hidrogénio

HCI -Acido cloridrico

HDL — Lipoproteina de Alta Densidade

HOCL — Acido hipocloroso

HRP — horseradish peroxidase

IKB-a — Inibidor do Fator de Transcricdo NF-kB
IKK — I Kappa B quinase

IL-1p — Interleucina- 1P

IL-6 — Interleucina 6LA/ n-6/ Omega 6 — Acido Linoleico
LDL — Lipoproteina de baixa Densidade

LH — Lipogénese Hepética

LOX — Lipoxigenases

LPL — Lipase Lipoproteica

LPS — Lipopolissacarideos

LTB4 — Leucotrienos B4

Mn-SOD - Superéxido dismutase- manganés
MTT — Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide
MUFA — Acidos Graxos Monoinsaturados

NaCl — Cloreto de Sodio

NADPH — Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato
NF-kB — Fator de Transcricdo Fator Nuclear Kappa B
NO — Oxido Nitrico

NOX — NADPH oxidase

02— Anion superdxido

OCV — Oleo de Coco Virgem

OH — Radical hidroxila

ONOO" — Peroxinitrito

PBS — Solucdo Salina Tamponada

PGE2 — Prostaglandina E2

PUFA — Acidos Graxos Poliinsaturados

SDS — Dodecilsulfato de sédio

19



SOD - Superoxido dismutase

SREBP1 — Proteina de Ligagdo a Elementos Reguladores de Esterol 1c
SSA - Acido sulfossalicilico

TBA - Acido tiobarbiturico

TCA — Acido tricloroacético

TEA — Trietanolamina

TBARS — Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico
TG — Triglicérides

TLR-4 — Receptor do Tipo Toll

TNF — Fator de Necrose Tumoral

TNF-R — TNF Receptor

TRX — Tioredoxinas

TXA2 — Tromboxanos A2

UV — Radiagéo ultravioleta

VLDL - Lipoproteina de Densidade muito Baixa

XO — Xantina oxidase

20



SUMARIO

(LN = 0] 0107\ T OO 24
2. REVISAO DA LITERATURA ..ottt tes s enas sttt sttt s st es et 26
pZ I I 1T LoTo T3 L 1=] (=] (ol SR 26
2.2. Funcdo fisioldgica e nutricional dos HPIdEOS ..........ccoeiiiiiriiiisee s 28
2.3. Bi0SSINtESE (8 ACIAOS GIaX0S . .eevviviitieiiiteeiesteeteeteste et e te s e e stesbe e e s beese e besre et e staeseesbeeteetesreestestaeneeneas 29
2.4. Efeitos dos acidos graxos sobre o perfil inflamatlrio ..., 31
2.5. ACIHOS GraxX0S € SLALUS TEUOX .........vvevverereereereeseesessessssess e sess s sssesssssssss s sssessessessesssssaseessessesesssnssnsens 35
A R O] LY TRV =To 1= L3O 38
2.6.1. AZEITE 0B OlIVA.....cueiiiiieiee et 38
2.6.2. 0180 A8 IINNAGA. ........c.oeveevecircicieecie ettt a st s s es s s s s e 39
2.6.3. 0180 UE COCO.......vuveiriiriicicte ettt bbbttt 40
2.6.4. 0180 UE GITASSOl .......uvoveiecicecieee ettt a st es s es s s s st 40
3. OBUIETIVOS . ..ttt h ettt b bt bt ek et e b et e s bt e bt e sbe e she e she e sab e e nbe e b e e nteeneeas 42
3.1. (@] 0T LYo T [=] - | H OSSPSR 42
3.2. ODbJEtiVOS ESPECTTICOS ...ttt 42
A . IMETODOLOGIA ...ttt bbbt e ekt h bt e s bt e b e e sb e e she e saeesab e e b e e beenbeenteas 43
4.1. Delineamento EXPErimMENTal .........ccooiiiioiiiiie ettt be et sre e resre e nas 43
4.2. Obtenga0 0S OlEOS VEGELAIS............c.vveeeeeeeeeeeeeeseeseesese e see s st es s esee s seeses s nsenes 44
4.3. Avaliacdo dos pardmetroS DIOMELIICOS. ......uiiiiriiieieieeee st nneas 45
4.3.1. GANNO 08 PESO (GP) ..ttt ettt bbbt 45
4.3.2. Andlise do grau de 0DESIAATE ..........coeiiiiiiies e 45
4.4. Avaliacdo dos pardmetros bioquimicos do SOr0 € PlaSMA..........cccvvvrerierieieieeeeee e 45
4.4.1. Avaliagdo dos pardmetros glicometabOliCoS ..........covciiiiiiiiieie e 45
4.4.2. Determinacdo da concentracao de insulina No Plasma ..........ccooviieriiiiie e 46
A.4.3.IN0ICE HOMA ..ottt sttt sttt a et sn st n et n e s anens 46
4.4.4. AvaliaGao do Perfil lPIAICO ... ..coiiiieiiece e 47
4.4.5. AvaliaGio da fUNGAO NEPALICA.........ceeeeieeiece ettt neeneas 47



4.5. Analise dos par@metroS NEPALICOS ......ccvveiiiiiiiie ettt sre e e sre e nnas 47

4.5.1. Extracdo e dosagem de lipideos hEPALICOS .........ccccveiiiiiiiiiicc et 47
4.6. Andlise da expressdo génica POr QRT-PCR.........ccciiiiiiiiiie et 48
4.6.1. Oligonucleotideos iNiCiadores (PriMEIS) .....ucieieeieieeeeiese et re e be e sre e e resreeeennas 48
4.6.2. EXragao de RINA TOTAl .......ooviiiiiieice e 49
4.6.3. SINLESE (O CDNAS ...ttt b bbbt b et b st bbbt bbb bt 50
4.6.4. Reacdo da PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR).......ccccoviiiiiiiiiie e 50
4.6.5. Curva de efiCIBNCIA UOS PIIMEIS .....c.oiiiiiiieiiiie ittt sr e neeneas 51
4.6.6. Curva de dissoCiagao d0OS amMPlICONS ........ciiiiiiiriiieie e nre s 52
4.6.7. ValidaGA0 dO A ..t eiiueieiie ittt ettt sttt b e bbb b b e nae e e 52
4.7. Andlise das defesas aNtIXOAANTES...........cuiiiiiiieiie et 53
4.7.1. D0oSagem de ProteiNas TOTAIS. ......c.cciiieiiiiiiiee ettt sre st e e besbeere e besre e tesreeneennas 53
4.7.2. Atividade da Catalase (CAT) ..ot 54
4.7.3. Atividade da Superoxido DisSmULase (SOD)......cccceruiiiririnerieesiee et 55
4.7.4. Glutationa total, reduzida (GSH), oxidada (GSSG) e razdo GSH/ GSSG .........cccoeveviiiieveieenene. 55
4.8. Andlise dos biomarcadores de dano OXidatiVO ..........ccceriiiriiiniie e 56
4.8.1. Proteinas CarbONIlAdas. ..........coveiiiiieii e 56
4.8.2. Acido tiobarbithrico (TBARS) ......c.cviuiieeetieiesteeets st es sttt sttt en sttt s st sn et en e 58
4.9. Determinacdo das concentragdes de citocinas inflamatérias no soro e no figado...........cccccceevevennens 58
4.10. ANALISES BSTALISTICAS .....veuvvieeeteeet ettt bbbttt 59
B RESULTADOS ...ttt sttt st sttt sttt e b e b e s b e e b e e s bt e be e sbeesbeesaeesnbeanbeebeenbeenreas 59
5.1. Avaliacio dos pardmetros DIOMELIICOS .........civiveiriiiieiee e 59
5.2. Avaliagdo dos pardmetros DIOQUIMICOS. .......cveieiiieiiese e 60
5.3. Avaliacao dos pardmetros NEPALICOS .........cvriiriiirieiie e 62
54. Expressdo génica relativa de genes liPOGENICOS.........cvvieirieiiese e 64
5.5. Efeito do consumo crénico de diferentes 6leos vegetais sobre marcadores do status redox no

L1 T o SRS 66
5.5.1. Avaliacdo do Status antioXIAANTE ..........cccueiiiiiie e 66
5.5.2. Anélise dos biomarcadores de dano OXidatiVo............ccuveriierireriene s 67
5.6. Avaliacdo de mediadores iNFlamatOrios ..........cccoverereieieieisice e enea 68
B. DISCUSSAD ...ttt 70



7. CONGCLUSAOD oot e e e e e et e e e et et et et et et et et et et et et et ete e et e teeeteseeesasetene e ee e eeeeeeeeeeas 85

8. LIMITACOES DO ESTUDO ..ottt sttt sttt 86
9. REFERENCIAS BIBIOGRAFICAS........cooviiiieeeeeeteseee s see st s st ssessssasses s sssnes s essensnsanes 87
ANEXOS . et E e h Rt E e R e Rt R e b e Rt bbbt bRt et b e nras 114
Anexo 1: Informagdes nutricionais do azeite de oliva informada pelo fabricante Relva Verde. ............. 114
Anexo 2: Informagdes nutricionais do 6leo de linhaca informada pelo fabricante Relva Verde. ............ 114
Anexo 3: Informag6es nutricionais do 6leo de coco informada pelo fabricante Relva Verde. ................ 114
Anexo 4: Informacdes nutricionais do 6leo de girassol informadas pelo fabricante Relva Verde........... 115
Anexo 5: Grafico de amplificacdo referente as curvas de eficiéncia dos genes Srebfl; Acaca; Fasn e Ppia

utilizando dilui¢éo seriada de 4x de cDNA do figado de ratas SAUdAVEIS. ..........cccceveinneineiccnenn, 116
Anexo 6: Curvas padrdes referentes aos genes Srebfl, Acaca, Fasn e Ppia utilizando diluicdo seriada de

4x de pool cDNA do figado de ratas SAUTAVEIS. .........ccvrueiriiiriiire et 117
Anexo 7: Curva de dissociacao referente ao amplicon dos primers Srebfl; Acaca; Fasn; Ppia.............. 118

Anexo 9: Certificado de aprovacdo do projeto efeito do consumo cronico de diferentes 6leos vegetais
sobre a modulacdo de mediadores metabolicos, do status redox e inflamat6rio em ratas satdaveis.. 119

23



1. INTRODUCAO

A alimentacéo e a nutricdo adequadas constituem-se requisitos basicos para a promogao
e a protecdo da saude, bem como para o desenvolvimento humano com qualidade de vida (DE
OLIVEIRA PINHEIRO, 2005). Os danos a saude decorrente do consumo insuficiente de
alimentos, ou do seu consumo excessivo, h4 muito tempo é conhecido pelos seres humanos.
Entretanto, mais recentemente acumulam-se evidéncias de que as caracteristicas qualitativas
da dieta sdo importantes na definicdo do estado de saude, em especial, no que se refere as
doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) (BRESSAN e col., 2009).

As mudancas nos padrdes alimentares no Brasil vém sendo observadas desde as décadas
de 1970 e 1980, principalmente quanto ao consumo de gorduras. O que se tem observado é
um aumento na ingestdo dos alimentos de origem vegetal em detrimento daqueles de origem
animal. Ocorreram vaérias substituicfes alimentares, dentre elas, destaca-se a substituicdo da
gordura de porco pelos 6leos vegetais, e a da manteiga pela margarina. Essas mudancas foram
estimuladas pela maior disponibilidade dos produtos de origem vegetal e pela divulgacdo de
pesquisas mostrando a relacdo entre as dietas ricas em &cidos graxos poli-insaturados e a
diminuigdo das doengas cardiovasculares (MONDINI; MONTEIRO, 1994; MONTEIRO;
MONDINI e COSTA, 2000).

A gordura dietética € um componente essencial na dieta humana, mas o excesso de
gordura ou um desequilibrio no tipo de gordura consumida pode ter efeitos negativos sobre a
salde e bem-estar (HARRIS e col., 2009). Os lipideos da dieta sdo considerados a fonte mais
concentrada de energia do organismo, atuando como precursores de Varios compostos
biologicamente ativos, além de serem essenciais na digestdo, absor¢do e transporte de
vitaminas lipossoltveis e fitoquimicos (BARBOSA e col., 2007). Evidéncias cientificas
mostram que a composic¢do dos lipideos plasmaticos e teciduais em humanos e em animais é
um reflexo do tipo e da quantidade de gordura consumida (GIRON; LARA e SUAREZ, 1996;
MOHAMED e col., 2002).

A composicdo dos lipideos da dieta € um fator importante que pode modular o
metabolismo lipidico hepatico, desempenhando um papel importante na fisiologia de todo o
corpo (TAKEUCHI e col., 2008; FERRAMOSCA,; SAVY e ZARA, 2008). Sabe-se que 0s
lipideos podem regular varias vias metabolicas, através de uma fina modulagédo da transcri¢éo

de genes de enzimas especificas, podendo influenciar tanto na patogénese quanto na
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prevencdo de doencas cronicas (JUMP, 2011). Os lipideos também tém sido associados a
geracgdo intracelular de espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs), uma vez
que podem ser substratos para o ataque oxidativo ou ser uma fonte para a geracao de especies
reativas (VALKO e col., 2007).

As refeicOes ricas em lipideos baseadas em Oleos vegetais tém sido largamente
estudadas, uma vez que elas influenciam positivamente nos niveis de lipoproteinas
sanguineas, com efeitos protetores contra diversos estados patolégicos. Os mecanismos
responsaveis por estas acdes protetoras se relacionam ao tipo de &cido graxo contido nestes
oleos, particularmente os &cidos graxos das séries mono e poli-insaturados (SOARES e ITO,
2000). Ja o consumo de acidos graxos saturados tem associacdo positiva com a ocorréncia de
doencas cardiovasculares (BERTOLINO e col., 2006). Entretanto, os mecanismos envolvidos
nos processos regulatorios exercidos pelos 6leos vegetais, bem como a inter-relacdo entre a
peroxidacdo lipidica e o impacto sobre as enzimas chaves do metabolismo lipidico
permanecem desconhecidos (DE CATALFO; ALANIZ e MARRA, 2013).

Baseado no que foi exposto acima, este trabalho busca avaliar os efeitos do consumo
cronico de diferentes dleos vegetais na modulacdo de mediadores metabdlicos, do status
redox e inflamatorio em ratas saudaveis. Vale ressaltar, que os trabalhos presentes na
literatura avaliam apenas o consumo de um ou, no maximo, dois tipos diferentes de dleos
vegetais. Sendo assim, este foi o primeiro trabalho a conduzir um delineamento experimental
sob as mesmas condi¢Bes, comparando-se 0 consumo cronico de Oleos vegetais com

diferentes perfis de &cidos graxos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Lipideos dietéticos

Aproximadamente 95% da gordura dietética é constituida por triglicérides (TG), uma
molécula de glicerol ligada a trés moléculas de acidos graxos idénticos ou diferentes, sendo o
restante composto por outros tipos de lipideos, como os fosfolipideos, acido graxo livre
(AGL), colesterol e fitosterois (VAZ e col., 2006).

Os éacidos graxos sdo formados por cadeias de hidrocarbonetos com um grupo
carboxila em uma das extremidades e um grupo metil em outra (CALDER, 2008). Eles sédo
bioquimicamente diferentes e podem ser classificados de acordo com o nimero de carbonos
presentes na cadeia carb6nica, a configuracdo dos atomos de hidrogénio em torno das ligacoes
carbono-carbono e pela presenca ou ndo de duplas ligagdes (CORTEZ-PINTO e col., 2006;
TAKEUCH e col., 2008).

De acordo com o comprimento da cadeia, os acidos graxos sdo classificados em acidos
graxos de cadeia curta, cadeia média e cadeia longa, (CALDER, 2008; KHAN, 2010). Quanto
a presenca ou auséncia de insatura¢des, os acidos graxos que ndo possuem duplas ligacdes sdo
chamados de &cidos graxos saturados (AGS) e sdo obtidos principalmente a partir da gordura
de origem animal, como a encontrada na carne vermelha e nos produtos lacteos (CURI e col.,
2001). Os principais representantes dos AGS séo o acido laurico (12:0), palmitico (16:0) e
estearico (18:0). Os acidos graxos que possuem uma ou mais insaturacfes sao chamados de
acidos graxos insaturados (AGI) (VASCONCELOS COSTA; BRESSAN e SABARENSE,
2006).

Os AGI podem ser divididos em &cidos graxos monoinsaturados (MUFA) e &cidos
graxos poli-insaturados (PUFA). O primeiro grupo contém acidos graxos com apenas uma
insaturacdo, possuindo como principal representante o acido oleico (18:1, n-9). Os MUFA
podem ser encontrados em 0Oleos vegetais extraidos de fontes como azeitonas, abacate, nozes e
améndoas (VASCONCELQOS COSTA e col. 2006). Os PUFAS, possuem duas ou mais duplas
ligagBes, e os principais representantes desta classe sdo o acido linoleico (18:3, n-6/ dmega 6)
e o alfa-linolénico (18:3, n-3/6mega 3). O termo 6mega refere-se a posicao da primeira dupla

ligagéo a partir do grupo metil terminal da molécula de acido graxo (MARTIN e col., 2006).
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Do ponto de vista nutricional, o &cido linoleico e o acido alfa-linolénico sé&o
classificados como &cidos graxos essenciais (AGE) (DAS, 2006). Este termo diz respeito
aqueles acidos graxos poli-insaturados que devem ser fornecido ao organismo através da
dieta, pois ndo podem ser sintetizados pelos seres humanos, mas sdo necessarios para a
manutencdo da saude (KAUR; CHUGH e GUPTA, 2014). O é&cido linoleico (n-6) é
encontrado em quantidades significativas nos 6leos vegetais, como o 6leo de milho, girassol,
soja e algodao, enquanto o &cido alfa-linolénico (n-3) encontra-se em maior quantidade em

sementes oleaginosas, como linhaca e canola (SALEM, 1999).

Os é&cidos graxos, linoleico e alfa-linolénico, sdo precursores dos acidos graxos de
cadeia muito longa (AGPI-CML), pertencentes as familias 6mega 3 e 0Omega 6,
respectivamente, por processos de elongacdo (enzimas elongases) e dessaturacdo (enzimas
dessaturases) da cadeia carbdnica. O acido alfa-linolénico da origem ao 4cido
eicosapentaenoico (EPA- 20:5) e ao &cido docosaexaenoico (DHA-20:6), enquanto o acido
linoleico é utilizado na sintese do acido araquidénico (AA- 20:4) (LANE; DERBYSHIRE e
BRENNAN, 2014). Muitas plantas marinhas, especialmente algas unicelulares, realizam a
elongagdo e dessaturagdo do acido a-linolénico para produzir o EPA e DHA. A formagéo
desses PUFA n-3 pelas algas marinhas e sua transferéncia atraveés da cadeia alimentar aos
peixes explica a abundancia deles em alguns 6leos de peixe de origem marinha (GIBSON,
2004).

Apos a digestdo, os PUFA n-3 e n-6, uma vez absorvidos pelos tecidos, sdo acilados e
passam a constituir os fosfolipideos de membrana, podendo ser dessaturados e elongados a
acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (DOMMELS e col., 2002). As enzimas
dessaturases atuam oxidando dois carbonos da cadeia resultando na formacdo de duplas
ligacOes, e as elongases atuam adicionando dois atomos de carbono a cadeia carbonica. Nos
mamiferos, as dessaturases possuem a capacidade de adicionar duplas ligacbes nas posicdes
A5, A6 e A9 (QIU, 2003 ¢ SCHAEFFER e col., 2006). Embora 0os AGPI n-3 e n-6 sofram a
acdo das mesmas enzimas envolvidas no processo de dessaturagdo, as enzimas A5, A6
possuem maior afinidade pelos AGPlI O0mega 3 (JAKOBSSON; WESTERBERG e
JACOBSSON, 2006).

Atualmente, as sociedades industrializadas sdo caracterizadas por um aumento no

consumo de gordura saturada, &cido linoleico, &cidos graxos trans, e, paralelamente,
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diminuicédo global da ingestdo de &cido alfa-linolénico (SIMOPOULOQS, 2011). Esta ingestéo
elevada de n-6 é reflexo do aumento do consumo de 6leos vegetais ricos em acido linoleico
associados a dieta ocidental (ANDERSON e MA, 2009). De acordo com Molendi-Coste e col.
(2010), a ingestdo dietética Otima da razdo n-6: n-3 deve ser aproximadamente de 1-4:1.
Todavia, devido ao consumo insuficiente de peixes marinhos gordurosos (NAPIER e col.,
2004), sendo esses as principais fontes de PUFA n-3 nos paises ocidentais, e uma baixa
ingestdo de nozes, sementes e cereais integrais na alimentacdo, aliado a aumento progressivo
no consumo de 6leos pobres em PUFA n-3, como o 0leo de girassol (NAPIER et col., 2004;

RUIZ-LOPEZ e col., 2009), resultou em uma raz&o n-6: n-3 aumentada cerca de 10:1 a 20:1.

A razdo aumentada entre estes dois acidos graxos essenciais pode favorecer a
patogénese de muitas doencas, como as doencas cardiovasculares (DCV), inflamatérias,
autoimunes e o cancer. Em contra partida, 0 aumento da ingestdo de n-3, paralelamente a
diminuicdo na relacdo entre estes AGE parece exercer efeito supressor na patogénese dessas
doengas (PETTIPHER; TREVOR e ARMER, 2007).

2.2. Funcdo fisiologica e nutricional dos lipideos

Os lipideos desempenham diversos papéis no organismo, sendo essenciais na
constituicdo da estrutura da membrana celular (fosfolipideos, esfingolipideos e colesterol),
nos processos metabolicos (transporte e a absorcdo de vitaminas lipossollveis), sinalizacao
intracelular (LOOKENE; ZHANG; OLIVECRONA, 2004), controle da temperatura corporal,
protecdo de drgdos, armazenamento de energia (GONCALVES e col., 2012), bem como

precursores na sintese hormonal e dos componentes da bile (MARTIN e col., 2006).

O processo de digestdo dos lipideos dietéticos inicia-se na cavidade oral por meio da
acao da enzima lipase lingual, secretada pelas glandulas presentes na lingua, que inicia o
processo de digestdo dos triglicérides. O processo de digestdo continua no estbmago através
da acdo da enzima lipase géstrica, sendo esse o principal local para a emulsificacdo das
gorduras e das vitaminas lipossollveis provenientes da dieta. As emulsdes lipidicas seguem
para o duodeno, sendo esse o principal local do processo de digestdo dos lipideos, e
posteriormente sofrem a acdo do suco biliar e pancreatico. (PHAN e TSO, 2001; MU e H@Y,
2004).
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Os produtos da hidrolise sdo transportados através da membrana apical dos enterocitos
(ABUMRAD e DAVIDSON, 2012). A absor¢do, o metabolismo intracelular, bem como a
liberacdo dos AGL presentes no limen intestinal depende do tamanho da cadeia carb6nica. Os
acidos graxos de cadeia curta e média sdo levados diretamente ao figado via corrente
sanguinea (TROTTER; HO e STORCH, 1996), enquanto os acidos graxos de cadeia longa
sofrem processamento e sdo reesterificados em triglicérides no interior dos enterdcitos
(THANOPOULOU e col., 2003).

Os lipideos reesterificados podem ter dois destinos. Podem ser armazenados em
goticulas de gordura citosdlica no interior dos enterdcitos ou podem ser secretados na corrente
sanguinea (STURLEY e HUSSAIN, 2012; THIAM; FARESE JR e WALTHER, 2013). Os
lipideos secretados sdo incorporados em grandes lipoproteinas ricas em triglicérides,
chamadas quilomicrons (HUSSAIN e col., 1996; IQBAL e HUSSAIN, 2009).

Na circulacdo sanguinea os quilomicrons sofrem a acdo da enzima lipase lipoproteica
(LPL) presente na superficie das células endoteliais dos capilares. A LPL hidrolisa os
triglicérides transportados nos quilomicrons; consequentemente, ocorre a formacéo de AGL e
glicerol (DALLINGA-THIE e col., 2010). Apds sua captacao pelo figado, os &cidos graxos
sintetizados no organismo e 0s provenientes da dieta sdo incorporados em lipoproteinas de
densidade muito baixa (VLDLS), e, posteriormente, secretadas e transportadas na circulacdo
para os tecidos periféricos, em que, via lipase lipoprotéica, fornecem acidos graxos para 0s
varios tecidos (LEHNINGER e NELSON, 2014).

2.3. Biossintese de acidos graxos

A lipogénese hepética (LH) é um processo bioquimico, no qual ocorre a sintese de
acidos graxos a partir de subunidades de acetil-CoA produzidas por meio de diferentes vias no
interior das células, em especial, a partir da oxidagdo de carboidratos (SANDERS e GRIFFIN,
2015). Embora ela ocorra em todas as células do organismo, o tecido hepatico é o lugar de
maior destaque desse processo bioquimico. Sob condig¢fes fisioldgicas, o excesso de
carboidratos que ndo é armazenado na forma de glicogénio nos hepatdcitos é convertido em
acidos graxos e esterificados em triglicerides. Anormalidades na LH e em outros aspectos do
metabolismo lipidico sdo caracteristicas comuns de varias doengas, dentre elas, a obesidade,
resisténcia a insulina e diabetes (SAVAGE e col., 2007).

29



A LH inicia com a formagéo do malonil-CoA a partir da molécula de acetil-CoA, reacao
catalisada pela enzima Acetil-CoA carboxilase (ACC) (BROWNSEY e col., 2006). O
malonil-CoA ¢é transferido ao grupamento 4-fosfopanteteina da proteina carreadora de acila
(ACP), um dos dominios do complexo enzimatico da acido graxo sintase (FAS). Em seguida,
ocorre a condensacdo dos grupos malonil-CoA e acetil-CoA, formando o acetoacetil-ACP, e
este € reduzido, desidratado e reduzido novamente para formar o butiril-ACP. O butiril-ACP
também sofre desidratacdo e reducéo, processo que é repetido seis vezes até produzir o acido

graxo saturado de 16 atomos de carbono, chamado palmitato (MENENDEZ e col., 2009).

A via lipogénica no figado é regulada por meio de dois mecanismos, regulacdo da
transcricdo das enzimas integrantes da LH e através da regulacdo alostérica da ACC. A
regulacdo transcricional € ativada por duas vias principais, proteina de ligacdo a elementos
reguladores de esterollc (SREBPI1c) e a proteina de ligacdo ao elemento de resposta ao
carboidrato (ChREBP). Estas vias sdo ativadas pelo aumento da sinalizacdo da insulina e pelo
aumento da concentracdo de glicose, respectivamente, ambos induzidos pela alimentacdo
(KAWANO e COHEN, 2013; OOSTERVEER e SCHOONJANS, 2014).

A regulacdo positiva da insulina sobre SREBP1c resulta na liberacdo proteolitica da
forma ativa de SREBP1c a partir da membrana do complexo de Golgi, onde encontra-se a
forma imatura ligada a membrana, permitindo a sua translocacdo para o nucleo,
promovendo a transcricdo de genes lipogénicos (FERRE e FOUFELLE, 2010). O
SREBP1c transloca-se para o nlcleo onde ativa a transcricdo de varios genes envolvidos
na sintese de AG, incluindo FAS e ACC (FON TACER e ROZMAN, 2011).

De acordo com a literatura, o0s AGS com comprimento de cadeia de 10-18 carbonos
possuem a capacidade de elevar os niveis de RNAm para PGC-1, um co-ativador de
SREBP (LIN e col., 2005). Esses acidos graxos, também atuam como co-ativadores de
LXR/RXR (STRABLE, M. S e NTAMBI, 2010), o qual promove a secre¢do hepatica de
VLDL (JUMP e CLARKE, 1999). Em contrapartida, os PUFA suprimem a translocacéo
nuclear de varios fatores de transcricdo envolvidos no metabolismo de carboidratos e
lipideos, incluindo o SREBP-1, proteina reguladora do elemento regulador de carboidratos
(ChREBP) e fator X maximo (MLX). A regulacdo que os PUFA exercem sobre esses
fatores de transcricdo parece ser por meio de ligacdo direta a esses fatores (JUMP e col.,
2013; POSTIC e col., 2008).
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2.4. Efeitos dos &cidos graxos sobre o perfil inflamatorio

Vérias evidéncias sugerem que os acidos graxos podem modular a resposta imune. Uma
delas infere que os niveis de &acidos graxos estdo associados aos niveis de marcadores
inflamatdrios em individuos saudaveis (PERREAULT e col., 2014). Sugere-se que 0 tipo de
acido graxo presente na dieta pode influenciar o risco de desenvolvimento de doengas
inflamatorias, nas quais o sistema imunolégico apresenta papel importante (WALL e col.,
2010).

Geralmente, considera-se que 0s mecanismos pelos quais o0s acidos graxos influenciam
o0 processo inflamatorio envolvem a sua incorporacéo nos fosfolipideos da membrana celular.
Assim, mudancas na composicdo dos fosfolipideos acarretam alteracGes nas propriedades
fisicas das membranas, no padrdo de mediadores lipidicos produzidos a partir dos acidos
graxos, além de efeitos nas vias de sinalizacdo celular, através da modificacdo da expressao
ou atividade dos receptores de membrana, bem como modificacdo nos mecanismos de

sinalizacdo intracelular, resultando em alteracdo na expressdo génica (CALDER, 2008).

Os PUFAs das familias n-3 e n-6 possuem um papel importante nos processos
inflamatorios, uma vez que atuam como precursores dos eicosanoides. Essas potentes
moléculas de sinalizagdo, sintetizadas durante a inflamagdo, incluem os leucotrienos,
tromboxanos e as prostaglandinas. Varias enzimas sdo responsaveis pela sintese dos
eicosanoides, como, por exemplo, as ciclooxigenases (COX) e as lipoxigenaxes (LOX)
(SZEFEL e col., 2011). O metabolismo do &cido linoleico (n-6), resulta na producdo de
eicosanoides das séries 2 e 4 (prostaglandina E2- PGE2; tromboxanos A2— TXA2 e

leucotrienos B4- LTB4), com perfil pré-inflamatério (Figura 1).
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Figura 1: Visdo geral da sintese e a¢cdes de mediadores inflamatdrios produzidos a partir
do metabolismo do &cido linoleico e do &cido alfa linolénico. EPA: 4&cido
eicosapentaenoico; DHA: acido docosaexaenoico; COX: ciclo-oxigenase; LOX: lipoxigenase;
LT: leucotrienos; PG: prostaglandina. Adaptado de CALDER, 2010.

A PGE2 provoca inumeros efeitos pro-inflamatérios, dentre os quais, aumento da
permeabilidade vascular, vasodilatacdo, hiperemia e hiperalgesia. Por sua vez, o TXA2
favorece a sintese de citocinas inflamatdrias, como a interleucina-1 (IL-1B) e o fator de
necrose tumoral (TNF) por fagocitos mononucleares. O LTB4 causa aumento da
permeabilidade vascular e hiperemia, além de ser um potente agente quimioatraente de
leucocitos que induz a sintese de enzimas lisossomais, bem como provoca aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e citocinas pro-inflamatorias (MILES e
CALDER, 2012).
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O aumento do consumo de PUFA de n-3 de cadeia longa, como &cido
eicosapentaendico (EPA) e acido docosaexaendico (DHA), resulta em propor¢des aumentadas
desses acidos graxos nos fosfolipideos de membrana (LEE e col., 1985; YAQOOB e col.,
2000 e CALDER, 2006). O acido eicosapentaenoico (EPA) também é substrato para as
enzimas COX e LOX; entretanto os mediadores inflamatérios sintetizados a partir dele
possuem uma estrutura diferente dos mediadores produzidos a partir do &cido araquidénico
(AA). O metabolismo de EPA da origem aos eicosanoides da série 3 e 5 (prostaglandina E3-
PGES3, leucotrienos B5- LTB5 e tromboxanos A3- TX3) (CHAPKIN e col., 1991). Os
mediadores derivados de EPA sdo menos ativos biologicamente do que os sintetizados a partir
do acido araquiddnico; por exemplo, o LTB5 derivado do EPA é 10-100 vezes menos potente
como um quimioatrativo de neutrofilos quando comparado com o LTB4 (LEE e col., 1985;
CALDER, 2010).

A ingestdo elevada de PUFA n-6 contribui para o aumento de &cido araquiddénico nos
fosfolipideos de membrana, o que resulta em aumento de eicosanoides com perfil mais pro-
inflamat6rio. Em contrapartida, o consumo aumentado de PUFA n-3 leva a uma reducdo na
sintese de eicosanoides oriundos de PUFA n-6, uma vez que os PUFA n-3 competem com o
acido araquiddnico pelas mesmas vias enzimaticas, inibindo assim a oxidacdo desse acido
pela ciclo-oxigenase, e consequente sintese de prostaglandinas e leucotrienos, via 5-
lipoxigenase (BHANGLE e KOLASINSKI, 2011). Portanto, a razéo de AA e EPA/ DHA nas
membranas celulares podem refletir informacGes a respeito do estado inflamatério (YLI-
JAMA e col., 2002; PISCHON e col., 2003 e FERRUCCI e col., 2006).

Além de ser substrato para a producdo de eicosanoides, 0 EPA e o DHA diminuem a
atividade do fator de transcricéo fator nuclear kappa  (NF-xp) e da proteina ativadora-1 (AP-
1), o que contribui para o perfil anti-inflamat6rio apresentado por esses acidos graxos
(DUVAL e col., 2007; BENSINGER e col., 2008). NF-xp ¢ um dos fatores de transcri¢do
mais importantes envolvidos nas respostas inflamatérias. (KUMAR e col., 2004; SIGAL,
2006). A estimulagdo da via de sinalizacdo do NF-kf pode ocorrer através da ligacdo de um
ligante a um receptor de superficie celular, como o receptor para 0 TNF (TNF-R) e o receptor
do tipo Toll (TLR-4), que pode ser ativado tanto por lipopolissacarideos (LPS) quanto por
acidos graxos saturados O aumento da ingestdo de &cidos graxos saturados pela dieta favorece
a ativacdo da resposta inflamatoria e, consequentemente, 0 aumento do risco para DCNT
(KENNEDY e col., 2009).
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Os 4cidos graxos saturados promovem a ativacdo dos macréfagos por meio da sua
ligacdo ao receptor TLR-4, presente na membrana plasmatica. Em seguida, ocorre a ativagdo
de moléculas envolvidas na sinalizacdo celular (BULLO e col., 2007; SHAH; MEHTA e
REILLY, 2008), a IKB quinase (IKK), que promove a fosforilacdo do inibidor do fator de
transcricdo NF-«xf (IKB-a), favorecendo a poliubiquitinagcéo e a subsequente degradagdo do
IKB-a no citosol. Posteriormente, ocorre a liberagdo e a translocagdo do NF-xf do citosol
para o nacleo, onde o NF-kp promove a ativacdo de genes que codificam para proteinas
envolvidas na resposta inflamatéria (BAUD e KARIN, 2009) (Figura 2).

MEDIADORES J
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Figura 2: Vias de sinalizacdo dos fatores de transcricdo NF-kp e AP-1. A presenca de
lipopolissacarideos (LPS) e de acidos graxos saturados (AGS) estimula a via de sinalizagdo do
fator de transcrigdo NF-«kf, enquanto a presenga de TNF estimula tanto a via de sinaliza¢ao do
NF-kB quanto da proteina-1 ativadora (AP-1). A ativacdo dessas vias resulta no aumento da
expressdo de genes que codificam para proteinas envolvidas na resposta inflamatoria. IKBa:
inibidor do «f; IKK: IkB quinase; NF-kf: fator nuclear kappa B; TNF: fator de necrose
tumoral; AGS: acidos graxos saturados; JNK: Jun N-terminal quinase; TNFR: receptor do
TNF; TLR-4: receptor do tipo Toll-4. Adaptado de BASTOS e col., 2009.
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2.5. Acidos graxos e status redox

Diversos estudos tém relatado que o excesso de lipideos estd relacionado com a
formacdo de espécies reativas e 0 processo de estresse oxidativo, o que leva a um
comprometimento da homeostase redox. O desequilibrio redox possui um importante papel na
fisiopatologia da obesidade, esteatose hepatica, aterosclerose e doencas cardiovasculares
(PELUSO e col., 2012; ESTADELLA e col., 2013).

A ativacdo de diferentes vias bioquimicas tem sido proposta para explicar os
mecanismos patogénicos relacionados ao desequilibrio redox ocasionado pela exposicdo a
elevadas concentracdes de lipideos (PINEAU e col., 2009; RIAL e col., 2010 e CARDOSO e
col., 2013). A ingestdo de uma dieta rica em lipideos aumenta a disponibilidade deste
substrato energético no meio intracelular, aumenta a [-oxidagdo na matriz mitocondrial, bem
como a atividade da NADPH oxidase (NOX) in vitro, com consequente aumento na produgéo
de EROs, como o radical anion superoxido (O2’) e o peroxido de hidrogénio (H202) (PINEAU
e col., 2009).

Existem EROs que possuem elétrons nao pareados e sdo conhecidas como derivados
radicalares. Essas espécies incluem o anion superoxido (O2), radical hidroxila (HO), 6xido
nitrico (NO) e os radicais lipidicos. Entretanto outras espécies ndo sdo radicais livres por si so,
e sdo denominadas derivados ndo radicalares, mas possuem efeitos oxidantes, como o
peroxido de hidrogénio (H203), peroxinitrito (ONOQO) e o &cido hipocloroso (HOCL) (CAl e
HARRISON, 2000).

As EROs celulares sao provenientes de fontes exdgenas e endogenas (SONG e ZOU,
2015; MANI, 2015). As fontes exdgenas de geracdo de EROs incluem a radiacdo ultravioleta
(UV), radiacdo ionizante, drogas cujo mecanismo de acdo é mediado através da producdo de
EROs; toxinas ambientais e produtos quimicos também podem produzir EROs como um
subproduto do seu metabolismo (MANI, 2015). A producdo endégena é mediada por enzimas
geradoras de EROs mitocondriais e ndo mitocondrias, incluindo a NOX, xantina oxidase
(X0), citocromo P450 no reticulo endoplasmatico e flavina oxidase nos peroxissomos (SONG
e ZOU, 2015; MANI, 2015).

Embora a producéo excessiva de EROs seja prejudicial ao organismo, concentragdes

baixas a moderadas de EROs sdo importantes para o metabolismo normal das células, uma
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vez que sdo responsaveis por respostas celulares fisioldgicas na defesa contra agentes
infecciosos, ativacdo de diversas vias de sinalizacdo celular e na inducdo da resposta a
mitogenos (VALKO e col., 2007). Em condigdes fisioldgicas normais, o acimulo de EROs
celular é controlado por mecanismos de defesa antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos

que impedem ou neutralizam as EROs.

Os antioxidantes ndo enzimaticos incluem a vitamina C e E, carotenoides e flavonoides.
As defesas antioxidantes enzimaticas incluem a superdxido dismutase (SOD), a glutationa
peroxidase (GPx), glutationa S-transferase (GST), glutationa redutase (GR) e a catalase. Além
das enzimas, ha também cofatores de baixo peso molecular ou peptideos, tais como a
glutationa (GSH), tioredoxinas (Trx) e 0 NADPH (ZHOU; SHAO e SPITZ, 2014).

A SOD ¢é uma enzima que pode se apresentar de trés formas, mas todas catalisam a
conversao do anion superoxido (O2™") em H20- (Figura 3). A forma SOD-cobre-zinco (Cu/Zn-
SOD) esta presente principalmente no citoplasma e nos fluidos extracelulares; a forma SOD-
manganés (Mn-SOD) estd localizada principalmente nas mitocéndrias; enquanto a forma
SOD extracelular é exclusiva dos fluidos extracelulares (MARKLUND e col., 1982). Uma
vez formado, o H20- pode ser convertido em &gua por acdo da CAT ou da GPx (NAUDI e
col., 2011), como pode ser observado na figura 3.
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Figura 3: Atuacdo das enzimas antioxidantes. A enzima superoxido dismutase (SOD)
catalisa a conversé@o do anion superoxido (O2") em peroxido de hidrogénio (H202). Enquanto
a glutationa oxidase (GO) converte o oxigénio em H>02. O H>O, formado pode ser
neutralizado a agua (H20) por acdo da catalase (CAT) ou da glutationa peroxidase (GPx).
Tanto GPx, quanto GO utilizam glutationa reduzida (GSH) durante suas rea¢des, promovendo
sua oxidacdo e formacdo de glutationa oxidada (GSSG). Para que o sistema continue operante
é necesséaria a reducdo da GSSG em GSH, quem catalisa essa reacdo € a glutationa redutase
(GR). Adaptado de HUBER e ALMEIDA, 2008.

A CAT é uma hemoproteina citoplasmatica que atua principalmente nos peroxissomos,
catalisando a conversio do H.O, em &gua, e possui atividade dependente de NADPH. E
encontrada no sangue, medula dssea, mucosas, rins e figado (FERREIRA e MATSUBARA,
1997). Geralmente, atua de forma mais ativa a medida que a concentracdo de H>O, aumenta
no interior da célula. Isso ocorre porque a afinidade da CAT por esse composto é cerca de 10
vezes maior que o da GPx (POWERS e col., 1999).

A GSH e o tiol de baixa massa molecular mais abundante, possuindo papel central na
biotransformacdo e eliminacdo de xenobioticos e na defesa das células contra o estresse
oxidativo. Esse peptideo é oxidado a glutationa oxidada (GSSG) em duas situagfes: a
primeira é quando a GPx converte 0 H2O2 em &gua; e a segunda quando a glutationa oxidase

catalisa a conversdo de O, em HO,. Para que o sistema continue operante é necessario que a
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GSSG seja reduzida novamente e quem promove essa reducéo é a GR (HUBER e ALMEIDA,
2008).

Os organismos vivos possuem sistemas finamente regulados para manter os niveis de
EROs em concentracdes muito baixas, isto €, a producdo e a eliminacao sdo bem equilibradas,
resultando em niveis de EROs em niveis estacionarios. Entretanto, em determinadas
circunstancias, este equilibrio pode ser perturbado devido a varias razées. Aumento no nivel
de compostos endogenos e exdgenos que entram na auto-oxidacdo, juntamente com a
producdo de EROs, esgotamento das reservas de antioxidantes de massa molecular baixa
(vitamina C e E, carotenoides, antocianinas, polifendis e acido Urico), inativacdo de enzimas
antioxidantes, diminuicdo da producdo de enzimas antioxidantes ou ainda a combinacdo de

dois ou mais dos fatores citados podem alterar o equilibrio redox (LUSHCHAK, 2014).

Quando ha um desequilibrio entre a producdo de oxidantes e as defesas antioxidantes e
de reparagdo, resultando em aumento nos niveis estacionarios de EROs, ocorre 0 estresse
oxidativo (HALLIWELL, 2007). Estresse oxidativo pode ser definido como uma situacdo na
qual a concentracdo de espécies reativas € transientemente ou cronicamente aumentada,
prejudicando a regulagdo do metabolismo celular e levando a danos aos constituintes celulares
(LUSHCHAK, 2011).

2.6. Oleos vegetais
2.6.1. Azeite de oliva

A azeitona (Olea europaea L.) € uma arvore pequena e nativa de regides tropicais e
quentes do mundo. Os frutos dessa arvore também chamada de azeitona é a principal fonte de
azeite, sendo comercialmente importante na regido do Mediterraneo (BOSKOU, 1996). O
azeite de oliva virgem (AOV) é obtido por meio de prensagem mecanica ou direta das
azeitonas sob condigdes térmicas controladas (I0OOC, 2015). O azeite de oliva extra virgem é
a principal gordura dietética da tradicional dieta do Mediterraneo (BACH-FAIG e col., 2011,
SAHYOUN e SANKAVARAM, 2016). Ele contribui significativamente para o melhor perfil
de saude observado nas populag¢fes dessa regido (TRIPOLI e col., 2005; SERRA-MAJEM e
TRICHOPOULOU, 2016).

Na composicdo do AOV estdo presentes principalmente o acido oleico (18:1), palmitico

(16:0), estearico (18:0), linoleico (18:2) e o alfa-linolénico (18:3). Sdo encontrados tambéem
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tracos do acido miristico (14:0), margarico (17:0) e gadoleico (20:1) (BIANCHI, 2003). O
acido oleico tem sido apontado como benéfico na prevencdo de doencas cardiovasculares,
uma vez que possui a capacidade de aumentar a captacdo de colesterol e apolipoproteina Al
do HDL, bem como diminuir o colesterol e apolipoproteina B presente na LDL (GRUNDY,
1986). Se esses efeitos positivos do azeite de oliva sobre a saude fossem atribuidos apenas ao
contetdo de MUFA presente, qualquer tipo de 6leo rico em acido oleico, como o 6leo de
colza, ou qualquer alimento rico em MUFA, teria mostrado os mesmos beneficios atribuidos
ao azeite de oliva extra virgem (COVAS, 2008).

Assim tem sido sugerido que o perfil fendlico do azeite de oliva extra virgem apresenta
beneficios muito maiores sobre o perfil lipidico e danos oxidativos do que aqueles mostrados
pelos MUFA. O AOV contém aproximadamente 36 compostos fendlicos, e esses
desempenham um papel essencial na promocéo da salde e na qualidade do 6leo (CICERALE
e col.,, 2008; CICERALE e col., 2012; ESTRUCH e col., 2013; COVAS e col., 2015;
BERNARDINI e VISIOLI, 2017). Estudos em humanos e in vitro, mostraram que 0S
compostos fendlicos do azeite de oliva extra virgem possuem efeitos benéficos sobre a
inflamacdo, o estado antioxidante, atividade antimicrobiana, bem como outros marcadores

bioldgicos de doencas cronicas ndo transmissiveis (CICERALE e col., 2012).
2.6.2. Oleo de linhaca

A linhaga ou linho (Linum usitassimum) pertence a familia Lineaceae. E uma erva anual
de coloracdo azul que produz pequenas sementes planas que variam do amarelo dourado a
castanho avermelhado (MORRIS, 2007; RUBILAR e col., 2010). A linhaca é uma das
culturas mais antigas, tendo sido cultivada desde o inicio da civilizacdo, sendo nativa da Asia
Ocidental e do Mediterraneo (ZANWAR; HEGDE e BODHANKAR, 2011).

A linhaca é a fonte vegetal mais rica de acido graxo n-3 (GEBAUER e col., 2006). O
6leo de linhaga é composto por 57% de alfa-linolénico, 16% de acido linoleico, 18% de
acidos graxos monoinsaturados e somente 9% de acidos graxos saturados (OOMAH, 2001;
RAMCHARITAR e col., 2005). De todos os lipideos presentes no 6leo de linhaca, o &cido
alfa-linolénico é o principal acido graxo que varia de 39,00 a 60,42%, seguido pelos acidos
oleico, linoleico, palmitico e estearico, 0 que proporciona uma excelente razdo n-6: n-3, de,
aproximadamente, 0,3:1 (PELLIZZON e col., 2007). A biodisponibilidade do alfa-linolénico

depende da forma como a linhaga é consumida. Assim, o Oleo apresenta maior
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biodisponibilidade de n-3 do que nas sementes moidas e ambos possuem maior
biodisponibilidade do que as sementes inteiras (AUSTRIA e col., 2008).

2.6.3. Oleo de coco

O coco (Cocos nucifera) ¢ uma arvore frutifera importante em todo o mundo, que
fornece alimento para milhdes de pessoas, principalmente nas regides tropicais e subtropicais,
e devido as vérias formas como é usado muitas vezes é chamado de "arvore da vida" (CHAN
e ELEVITCH, 2006). Na india, o uso do coco como alimento e suas aplica¢des na medicina

ayurvédica foram documentados em sanscrito ha 4.000 anos.

O o6leo de coco é composto pelos acidos graxos acido caprilico 8:0 (8%), acido caprico
10:0 (7%), acido laurico 12:0 (49%), acido miristico 16:0 (8%), &cido estearico 18:0 (2%),
acido oleico 18:1 (6%) e &cido linoleico 18:2 (2%). Devido ao fato do 6leo de coco ser
constituido em sua maior parte por acidos graxos saturados de cadeia média, que durante o
processo de absorcdo e transporte sdo direcionados diretamente ao figado para producéo de
energia, esses acidos graxos ndo participam da biossintese e transporte de colesterol
(DEBMANDAL e MANDAL, 2011). Nevin e Rajamohan (2004) mostraram que o Gleo de
coco virgem (OCV) diminuiu o colesterol total, triglicérides, fosfolipideos, LDL, VLDL e
elevou os niveis HDL. A fracdo de polifenois do 6leo de coco virgem foi capaz de prevenir a
oxidacdo de LDL in vitro. Outros estudos também mostraram os beneficios do consumo de
OCV que incluem atividade antiulcerogénica, antinoceptiva, anti-inflamatéria, antimicrobial e

hepatoprotetora (ref?).
2.6.4. Oleo de girassol

O girassol (Helianthus annuus L.) é uma planta da familia Compositae. E nativa da
América do Norte e, até o século XVII, foi cultivado como planta ornamental e medicinal
(AGUIAR, 2001). Nos ultimos anos, a producdo mundial de sementes de girassol aumentou
significativamente em compara¢do com outras culturas produtoras de 6leo (NIMET e col.,
2011). O girassol destaca-se como a quarta oleaginosa em produc¢do de gréos e a quinta em
area cultivada no mundo. No Brasil, a producdo de girassol e o consumo do Oleo vém

crescendo significativamente nos dltimos anos (CORREIA, 2014).

De acordo com Orsavova e col. (2015), o 6leo de girassol é constituido por PUFA
(62,2%), sendo o n-6 o acido graxo predominante, MUFA (28,1%), sendo o &cido oleico o
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representante principal, e SFA (9,2%), sendo o &cido palmitico presente em quantidades
significativas. O 6leo de girassol apresenta uma das melhores caracteristicas nutritivas devido
a seu alto teor de acido linoleico, o que auxilia na prevencdo de doencas cardiovasculares,
diminuicdo do colesterol, na funcéo vascular e sistema imune. Ele é rico em vitamina E, um
dos mais importantes antioxidantes que auxilia o retardo no envelhecimento celular e dos
tecidos, bem como no fortalecimento das defesas no organismo (CENTRO DE NUTRICAO
FULA, 2011). Além disso, os acidos graxos derivados do &cido linoleico exercem importante
papel fisioldgico no organismo, uma vez que participam da estrutura das membranas celulares
(MORAES e COLLA, 2007).

Diante do exposto, sabe-se que o aumento no consumo de Oleos vegetais em
substituicdo a gordura suina torna necessaria as pesquisas que buscam elucidar os efeitos
desses 6leos no organismo, uma vez que eles possuem perfis de &cidos graxos distintos que
podem contribuir para 0 bem-estar ou a patogénese de diversas doencas. Em nosso trabalho,
buscamos elucidar os efeitos do consumo cronico de diferentes éleos vegetais, como o 6leo de
coco, o0 azeite de oliva, 6leo de linhaca e girassol, que s&o fontes de acido graxo saturado de
cadeia média, monoinsaturados e poli-insaturados ricos em dmega 3 e 6, respectivamente,

sobre a homeostase metabdlica, oxidativa e inflamatdria em ratas saudaveis.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar os efeitos do consumo cronico de
diferentes Oleos vegetais na modulagdo de mediadores metabdlicos, do status redox e
inflamatorio em ratas saudaveis. Para tal, foram abordados os seguintes objetivos especificos:

3.2. Objetivos especificos

e Determinar os efeitos do consumo crénico de diferentes Oleos vegetais sobre 0s
parametros biométricos (ganho de peso, tecido adiposo branco abdominal e indice de

Lee) de ratas saudaveis;

e Avaliar os efeitos do consumo cronico de diferentes dleos vegetais sobre o0s

parametros glicometabolicos (glicose, insulina e indice HOMA\) de ratas saudaveis;

e Avaliar os efeitos do consumo cronico de diferentes 6leos vegetais sobre o perfil
lipidico sérico (colesterol total e suas fragdes e triglicérides) de ratas saudaveis;

e Avaliar os efeitos do consumo cronico de diferentes dleos vegetais sobre a funcédo
hepatica (ALT) no soro de ratas saudaveis;

e Avaliar os efeitos do consumo cronico de diferentes 6leos vegetais sobre o perfil
lipidico hepético de ratas saudaveis;

e Analisar os efeitos do consumo cronico de diferentes 6leos vegetais sobre a expressao
génica de fatores de transcri¢do relacionados ao metabolismo lipidico (Srebfl) e das

enzimas regulatérias da via lipogénica (Acaca e Fasn) no figado de ratas saudaveis;

e Verificar os efeitos do consumo cronico de diferentes 6leos vegetais sobre as defesas
antioxidantes (atividade das enzimas antioxidantes catalase e superoxido dismutase,

niveis de glutationa total, oxidada e reduzida) de ratas saudaveis;

e Verificar os efeitos do consumo cronico de diferentes 6leos vegetais sobre 0s
biomarcadores de dano oxidativo (TBARS e proteina carbonilada) no figado de ratas

saudaveis;
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e Determinar os efeitos do consumo cronico de diferentes 6leos vegetais sobre 0s niveis

de citocinas inflamatdrias (IL-6 e TNF) no soro e no figado de ratas saudaveis.

4. METODOLOGIA

4.1. Delineamento Experimental

Foram utilizadas 44 ratas albinas da linhagem Fisher, com idade aproximada de 12
semanas e peso médio de 215g, provenientes do Laboratorio de Nutricdo Experimental
(LABNEX) da Escola de Nutricdo (ENUT), da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP).
Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos: grupo controle (C) (n=8),
grupo azeite de oliva (AO) (n=9), grupo 6leo de linhaga (OL) (n=9), grupo 6leo de coco (OC)
(n=9) e grupo 6leo de girassol (OG) (n=9).

A determinacdo do volume de 0,9 mL de 6leo vegetal administrada por gavagem,
diariamente no periodo da manha aos animais foi realizada de acordo com Ortiz-Avila e col.
(2015), que propdem a administracdo de 1mL/ 2509 (equivalente aprox. 3,6 g/kg) por dia, ndo
ultrapassando o volume méximo de 1,5mL/dia. Semanalmente, os animais foram pesados e
baseado na média de peso do grupo o volume administrado de 6leo foi ajustado. Os animais
do grupo controle receberam &gua por gavagem diariamente, e o calculo do volume

administrado foi realizado da mesma maneira que 0s demais grupos do experimento.

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas com condicdes ambientais de
temperatura, luminosidade e umidade controladas. Durante o periodo experimental, 0s
animais receberam dieta comercial padrdo de referéncia para ratos (Nuvilab CR1- Nuvital®-
colombo, Brasil) e agua “ad libitum”. Todos os procedimentos experimentais apresentados
foram aprovados pelo comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal
de Ouro Preto (UFOP), sob protocolo n® 079/2016 (Anexo 8).

Apbs 90 dias, os animais foram deixados em jejum por 12 horas e anestesiados por
inalacdo com isoflurano. O sangue foi coletado atraves das veias localizadas no plexo braquial
e posteriormente os animais foram decapitados. Em seguida, o sangue foi centrifugado para
obtenc¢éo do plasma, tendo sido utilizado o anticoagulante heparina, e do soro. Posteriormente

0 plasma e o soro foram armazenados em freezer -80°C.
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O figado foi extraido e pesado, e os valores encontrados utilizados no célculo do peso
relativo do 6rgdo, de acordo com a formula abaixo:

PF
Peso relativo do figado = e

Onde:
PF: Peso absoluto do figado (Q)
PC: Peso corporal (g)

Posteriormente, o figado foi fracionado para analise do status redox, perfil lipidico
hepatico, quantificacdo da concentracdo de citocinas inflamatdrias e analise da expressdo
génica. O material biologico destinado a analise de expressdo génica foi colocado em tubos de

polipropileno contendo RNA later e, posteriormente, armazenado em freezer -80°C.

Durante a eutandsia também foram retiradas e pesadas a gordura mesentérica e
retroperitoneal, e o valor correspondente a soma dos pesos das gorduras foi utilizado no

calculo do peso relativo do tecido adiposo branco (TAB), de acordo com a seguinte formula:

TAB

Peso relativo do tecido adiposo branco (TAB) = EY:

Onde:
TAB= Gordura retroperitoneal + gordura mesentérica (g)

PC= Peso corporal (g)

4.2. Obtenc&o dos Oleos Vegetais

O intuito do estudo foi utilizar 6leos vegetais que fossem utilizados pela populagéo.
Desta forma, o azeite de oliva foi adquirido em uma rede de supermercados na cidade de Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil. Ja os 6leos de linhaca dourada, coco e girassol foram obtidos

44



através do site comercial da marca Relva Verde. As composi¢Oes nutricionais informadas nos

rotlos dos Gleos vegetais estdo descritas nos Anexos 1-4.
4.3. Avaliacao dos parametros biométricos
4.3.1. Ganho de peso (GP)

O peso dos animais foi mensurado no inicio do delineamento experimental e apds 90
dias de consumo dos 6leos vegetais. Os valores encontrados foram utilizados na determinacéo

do ganho de peso dos animais, através da subtracdo do peso final (PF) pelo peso inicial (PI).
4.3.2. Analise do grau de obesidade

Apbs o periodo experimental, o grau de obesidade nos animais foi avaliado pelo indice

de Lee (LEE, 1929) de acordo com a férmula abaixo:

3

Indice de Lee (g/cm®) = 10

— X
CNA

Onde:

V/PC: Raiz cubica do peso corporal (g)

CNA: comprimento naso-anal (mm)

4.4. Avaliacao dos parametros bioquimicos do soro e plasma
4.4.1. Avaliacdo dos parametros glicometabolicos

Para analise dos parametros glicometabolicos foram mensuradas a concentragdo
plasmatica de glicose, a concentragédo sérica de insulina, bem como a realizagéo do célculo do
indice HOMA. A concentracdo plasmatica de glicose foi mensurada através de kit comercial
do laboratério LABTEST® (Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil), sendo os protocolos

disponibilizados pelo fabricante.
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4.4.2. Determinacdo da concentracao de insulina no plasma

A concentracdo de insulina no soro foi determinada pelo método imunoenzimatico
ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) de inibicdo competitiva, utilizando o kit
comercial ELISA Kit For Insulin (INS), Rattus norvegicus (Rat) (Cloud-Clone Corp, Houston,
EUA), segundo recomendacdo do fabricante. Brevemente, a dosagem foi realizada em placa
com pogos sensibilizados, em que foram adicionados 50 uLL de um anticorpo anti-insulina e

50 uL de amostra. Em seguida, a placa foi incubada a 37 °C por 1 hora.

Posteriormente, foram adicionados 100 plL do anticorpo anti-insulina (ligado a
peroxidase) seguido de incubacdo a 37 °C por 30 minutos. Apds lavagem dos pocos, foram
adicionados 90 pL da solugdo de substrato (3,3°,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB) ) a cada poco
seguido de nova incubacgéo a 37 °C por 20 minutos, sendo feita a leitura das absorbancias em
leitor de ELISA a 450nm.

A concentracdo de insulina no plasma foi obtida a partir da equacgéo da reta gerada, a

partir das diferentes diluicdes do padrdo de insulina.
4.4.3. Indice HOMA

A fim de verificar se os animais do estudo desenvolveram resisténcia a insulina apés o
consumo cronico dos diferentes 6leos vegetais, foi calculado o indice HOMA (MATTHEWS
e col. 1985). Esse calculo matematico prediz o nivel de resisténcia a insulina de acordo com a

concentracdo de glicose e insulina basal, de acordo com a formula abaixo:

IJ x Gj

HOMA - IR = 225

Onde:
1J: insulinemina de jejum (mU/L)

Gj: glicemia de jejum (mmol/L)
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4.4.4. Avaliacao do perfil lipidico

Para andlise do perfil lipidico dos animais, 0 soro obtido através da centrifugagdo do
sangue foi utilizado para determinar a concentracdo de colesterol total e HDL, bem como para
a analise da concentracdo de triglicerides. As dosagens foram realizadas utilizando Kits
comerciais do laboratério LABTEST®, sendo os protocolos disponibilizados pelo fabricante.

A fracdo ndo-HDL foi determinada por meio do célculo: Colesterol total - HDL.
4.4.5. Avaliacao da fungdo hepética

Com o objetivo de verificar se o consumo crénico dos diferentes dleos vegetais resultou
em dano hepatico, foi mensurada a concentracdo sérica da enzima hepatica Alanina amino
transferase (ALT) utilizando kits comerciais do laboratério LABTEST®, sendo os protocolos

disponibilizados pelo fabricante.
4.5. Analise dos parametros hepaticos
4.5.1. Extracdo e dosagem de lipideos hepaticos

Os lipideos totais do figado foram extraidos de acordo com o método proposto por
Folch e col. (1957). Resumidamente, 200 mg de tecido hepatico foram homogeneizados em 4
mL de solucdo cloroférmio-metanol (2:1 vol/ vol). Em seguida, foram adicionados 400 pL de
metanol ao homogenato e 0 mesmo agitado no vortex por 3 minutos. Apés agitacdo, o

homogenato foi centrifugado a 3.000 x g, por 10 minutos.

O sobrenadante foi transferido para um novo tubo previamente pesado, ao qual foram
adicionados 800 uL de cloroférmio e 320 pL de solucdo de NaCl 0,73%. Posteriormente,
houve nova centrifugagdo a 3.000 x g, por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi lavado 3x com 150 pL de solucdo de Folch (48% metanol + 47% agua + 3%
de cloroférmio + 2% de NaCl 0,2%). Os extratos lipidicos foram secos em estufa semiaberta

a 50°C para total evaporacao do solvente.

ApoOs a evaporagdo, os tubos foram transferidos para o dessecador e pesados
novamente. A quantidade de lipideos na amostra foi determinada pela diferenca entre o peso
do tubo (Pt) final e o peso do tubo inicial dividido pelo peso relativo do figado, de acordo

com a férmula abaixo:
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Quantidade de lipideos na amostra (g) = (Ptfinal — Ptinicial)

Peso relativo do figado (g)

Os lipideos extraidos do figado foram solubilizados em 200 uL de isopropanol e, em
seguida, determinou-se a concentracdo de triglicérides e colesterol total hepatico, utilizando-

se kit LABTEST®, sendo os protocolos disponibilizados pelo fabricante.

4.6. Analise da expressao génica por qRT-PCR
4.6.1. Oligonucleotideos iniciadores (primers)

A selecdo dos oligonucleotideos iniciadores para o estudo foi realizada de acordo com

as sequéncias de mRNA presentes no banco de dados ‘‘Rat Genome Database’ (RGD,

disponivel em http://rgd.mcw.edu) e posteriormente idealizados pelo NCBI/ Primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast), conforme Tabela 1.

Tabela 1: Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores para a anélise de QRT-PCR

Tm  Amplicon

Gene N° de acesso Primer °C) (pb)

Acaca NM_022193 F> TGTAGAAACCCGAACCGTGG 59,97 101
R’ CTGGAAACCAAACTTGGCCG 59,97

e o LETOIOMIOC R w

st ooy [ STOACTOSGSencoTocTe 018 g

o waomoLs  LooveorTeome B0

(Acaca; acetyl-CoA carboxilase alpha; Fasn: fatty acid synthase; Srebfl: sterol regulatory element

binding transcription factor 1; Ppia: peptidylprolyl isomerase A)
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4.6.2. Extracdo de RNA total

O RNA total do figado foi extraido utilizando o kit SV Total RNA Isolation System
(Promega, Madison, WI) seguindo as recomendacdes do fabricante. Em suma, 20 mg de
figado foram homogeneizados em 200 pL de Trizol® Reagent (Invitrogen™, Carlsbad, CA)
em 5 pulsos de 1 minuto cada, seguidos de 30 segundos em contato com gelo. Depois de 15
minutos incubados a temperatura ambiente, foram pipetados as amostras 200 pL de
cloroférmio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) seguida de homogenizagdo por 1 min e posterior

centrifugacdo a 12.000 x g por 15 min a 4°C.

Posteriormente, a fase aquosa do homogenato foi transferida para um novo epperdorf
e foi adicionada a ela um volume de 1,5x de etanol 95% v/v (60 uL); a mistura foi transferida
para a coluna Spin Basket Assembly e centrifugada a 12.000 x g por 2 min a 4°C. Entéo, 600
pL de RNA Wash Solution foram acrescidos as colunas e as mesmas foram novamente
centrifugadas a 12.000 x g por 2 min a 4°C. Posteriormente, foram adicionados 50 pL de
DNAse pipetados no centro das membranas das colunas e as amostras foram incubadas a
temperatura ambiente por 30 min. Ap6s incubacdo, foram pipetados 200 pL de DNAse Stop
Solution, seguida de centrifugacdo a 12.000 x g por 2 min a 4°C. Em seguida, foram
realizadas duas lavagens com RNA Wash Solution, a primeira com 600 pL e a segunda com

250 uL, e centrifugacdo a 12.000 x g por 2 min a 4°C.

A coluna foi transferida para um novo tubo e sobre a membrana foram acrescidos 100
uL de Nuclease Free Water, seguida de centrifugacdo a 12.000 x g por 2 min a 4°C. Ap0s
este procedimento foi realizada a quantificacéo e avaliacdo do grau de pureza do RNA através
do equipamento NanoVue® (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido), seguida da

analise de integridade em gel de agarose 1,2% TBE-formamida (Anexo 5).

A quantificacdo do RNA extraido foi mensurada no comprimento de onda 260 nm,
considerando a relacdo entre os comprimentos de onda 260/ 280 como indicativo de pureza e
a relacdo 260/230 como indicativo de contaminagdo. Foram aceitas razdes acima de 1,8 para a
quantificacdo da expressao génica. (MANCHESTER, 1996; GALLAGHER e DESJARDINS,
2006; BECKER e col., 2010).
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4.6.3. Sintese do cDNAs

Para a sintese do &cido desoxirribonucléico complementar (cDNA) foram utilizados 1
png de RNA total extraido, utilizando o kit Hight-Capacity RT-PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA), seguindo as instrucdes do fabricante. Resumidamente, para
cada 1 pg de RNA total extraido (10 pL), foram adicionados 2 pL de tampédo 10x (500 mM
de KCI, 100 mM de Tris-HCI, 25 mM de MgCl», pH 8,3), 2 uL de primers randdmicos (10x
RT Random primer), 0,8 uL de dNTPs [25% dNTP Mix (100mM)], 1 uL de enzima
transcriptase reversa (Multi Scribe® Reverse Transcriptase- 50 U/uL) e 4,2 pL de agua livre

de RNAse, para obter um volume final de 20 pL.

Posteriormente ao preparo da mistura, a mesma foi incubada no termociclador
(Biocycler, modelo MJ96+), programado para as seguintes etapas: 25°C por 10 minutos; 37°C
por 120 minutos e 85°C por 5 minutos, para obtencdo do cDNA. Em seguida, as amostras de

cDNA foram estocadas a -20°C até o0 momento do uso.
4.6.4. Reacdo da PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR)

Para analise da expressdo dos genes em estudo foi realizada a técnica da reacdo em
cadeia da polimerase quantitativa pos-transcricdo reversa (QRT-PCR). As reacfes foram
realizadas em placa de 96 pogos. Para a analise, foram pipetados 2 uL de ¢cDNA diluido 5x
em 4gua livre de DNAse, 3 uL dos primers (na concentragio de 2,5 uM) e 5 pL de SYBR®
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), totalizando um volume final de reagéo de 10
ul.

Os ensaios foram realizados em triplicata técnica para todos os genes avaliados, com o
gene de referéncia (Ppia) presente em todas as placas. A reacdo de gRT-PCR foi conduzida
conforme programacao contida no aparelho ABI 7300 Applied Biosystems. A especificidade
dos produtos obtidos foi confirmada pela analise das curvas de dissociacdo do produto
amplificado ao final de cada reagéo.

As andlises do nivel de expressdo foram feitas pelo método de quantificacdo relativa
da expressdo génica (Cq comparativo ou ACq), que permite avaliar o nivel de expressao de
um gene especifico entre as diferentes amostras. Desse modo, a expressao dos genes alvos foi
normalizada pelos niveis do gene de referéncia (Ppia) e os resultados foram obtidos pela

diferenca entre a express@o dos genes alvos e a expressdo do gene de referéncia.
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4.6.5. Curva de eficiéncia dos primers

Para determinar as eficiéncias da amplificagdo dos genes alvos e do gene de referéncia,
curvas padrbes foram feitas para cada amplicon, a fim de se verificar a eficiéncia relativa dos
genes alvos e do gene de referéncia. Para isto, foram construidas curvas padrées com 5
diluicdes seriadas (diluicdo 4x) a partir de um pool de cDNA das amostras. Este ensaio foi
feito em triplicata e a concentragdo dos iniciadores foi de 2,5 uM. A curva padrao foi gerada
em um gréafico de regressao linear semi-log do valor de Cq (eixo Y) em comparacao ao log da
quantidade inicial do &cido nucléico (eixo X). Os graficos de amplificacdo e as curvas padrdes
dos genes utilizados no presente estudo séo apresetados nos Anexo 6 e 7, respectivamente, em
que mostra os resultados esperados de um primer com eficiéncia préxima de 100%.

O valor do slope gerado pela curva padréo foi utilizado para estimar a eficiéncia de
amplificagdo. Uma reagdo com 100% de eficiéncia apresentaria um aumento de 10 vezes no
amplicon da PCR a cada 3,32 ciclos durante a fase exponencial de amplificacdo (logz 10 = 3,

3219); assim, o amplicon dobraria em quantidade durante a fase exponencial.

A estimativa da eficiéncia (E) foi calculada pela formula: E= (1051¢ — 1) x 100.
Desse modo, os primers foram considerados adequados para avaliar a expressdo génica
quando apresentaram eficiéncia de reagéo entre 80 e 120% (Tabela 2).

Tabela 2: Sequéncias de primers forward (F’) e reverse (R’), slope, eficiéncia de reagdo e

coeficiente de correlacdo (R2) referentes aos genes avaliados.

Gene Primer Slope Eglgﬁ?gé? R?
F’ TGTAGAAACCCGAACCGTGG
Acaca R’ CTGGAAACCAAACTTGGCCG 3,73 8 0,9835
F’ GCTTGGTGAACTGTCTCCGA
Fasn R’ GTGAGATGTGCTGCTGAGGT 3,33 100 0,9940
F’ GTGAGTGGAGGGACCATCCTG 113
Srebfl R’ CCAGCTGCTAGTCGGTGGATC -3,05 0,9940
F’ GCAAGCATGTGGTCTTTGGG 359 92 0.9999

Ppia R’GTCCACAGTCGGAGATGGTG

(Acaca; acetyl-CoA carboxilas alpha; Fasn: fatty acid synthase; Srebfl: sterol regulatory element binding
transcription factor 1; Ppia: peptidylprolyl isomerase A).
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4.6.6. Curva de dissocia¢ao dos amplicons

Durante a amplificacdo dos genes, pode ocorrer a geragdo de produtos inespecificos a
partir do excesso de primers ou falha no desenho destes. Por isso, foi feita uma analise da
curva de dissociacdo dos amplicons, conforme protocolo especifico para real time (MIQE)
(BUSTIN e col., 2009). As curvas de dissociacdo dos genes utilizados no presente estudo
estdo representadas no Anexo 8, em que a ocorréncia de apenas um pico a temperatura

préxima de 80°C indica que ndo houve contaminacgdo ou formacao de produtos inespecificos.

Ao final dos 40 ciclos da qRT-PCR, a temperatura foi elevada gradualmente de 60 a
95°C, mantendo-se por 15 segundos em cada temperatura. A medida que os amplicons foram
desnaturados, o sinal fluorescente emitido pelo SYBR® Green foi reduzido e a temperatura
em que metade do produto da PCR estava dissociada gerou um valor mensurado. O gréfico
gerado a partir destes valores permitiu verificar se houve um ou mais produtos de PCR
presentes em cada reacdo devido a diferencas de temperatura de melting (Tm), especificas e
dependentes do tamanho do fragmento e do contetdo de GC (%GC). O Tm desejado foi

aproximado de 80°C.
4.6.7. Validacao do ACq

Foi avaliada a variagdo do ACq (Cq alvo — Cq referéncia) em cada diluicdo da amostra
para verificar se as reacdes de amplificacdo apresentavam a mesma eficiéncia. Para avaliar a
eficiéncia relativa da amplificacdo dos genes alvo e de referéncia foram geradas curvas
padrdes para cada amplicon da mesma amostra. Os valores de Cq gerados a partir dos pontos
de massa da curva padrdo equivalente (alvo em comparacdo a referéncia) foram usados no

calculo do ACq.

A partir dos valores obtidos foi gerado um grafico em comparacdo ao log de entrada
para criar uma regressdo linear semi-log. O slope da regresséo linear semi-log foi utilizado
como critério geral para o experimento de validacéo, cujo valor absoluto foi menor ou igual a
-1(Tabela 3).
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Tabela 3:Valores de slope dos genes avaliados para validar o uso do método do ACq

Gene Primer Slope
F’ TGTAGAAACCCGAACCGTGG -0,20
Acaca R’ CTGGAAACCAAACTTGGCCG
F’ GCTTGGTGAACTGTCTCCGA 0,20
Fasn R’ GTGAGATGTGCTGCTGAGGT
F’ GTGAGTGGAGGGACCATCCTG -0,47
Srebfl R’ CCAGCTGCTAGTCGGTGGATC

(Acaca; acetyl-CoA carboxilas alpha; Fasn: fatty acid synthase; Srebfl: sterol regulatory element binding
transcription factor)

4.7. Analise das defesas antixodantes
4.7.1. Dosagem de proteinas totais

A determinacdo da concentracdo de proteinas totais foi realizada de acordo com o
método de Lowry e col. (1951). O método foi aplicado para a quantificacdo de proteinas totais
nos homogenatos utilizados para a dosagem de catalase, SOD e proteina carbonilada para
fornecer dados necessarios para os calculos. Desta forma, as quantidades de tecidos e de
tampdo que foram utilizados estdo representadas nos respectivos topicos das dosagens citadas
nos proximos subtitulos da metodologia. Antes de iniciar a dosagem, foi necessario preparar

0s reagentes segundo a descri¢ao abaixo:

Reagente A: Adicionou-se 0,259 de sulfato de cobre (CuSO4.5H20) e 0,5g de citrato de
sodio em 100 mL de agua destilada;

Reagente B: Dissolveu-se 5g de carbonato de sddio e 1g de hidroxido de sédio em 250
mL de agua destilada. A solucdo foi armazenada em temperatura ambiente.

Reagente C: Adicionou-se 1 mL do reagente A em 50 mL do reagente B. Para 50 mL de

reagente B, adicionar 1 mL de reagente A. Este reagente foi preparado na hora da dosagem;

Reagente D: Dissolveu-se 1 mL de Folin Ciocalteau em 1 mL de agua destilada. Este

reagente foi preparado na hora da dosagem.

Resumidamente, foram adicionados a tubos de polietileno 100 pL de amostra e
posteriormente 1 mL do reagente C em todos os tubos (amostras, padrbes e branco). A
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mistura foi incubada a temperatura ambiente por 15 minutos. Apds o periodo de incubac&o,
foram adicionados 100 pL do reagente D em todos os tubos e, posteriormente, os tubos foram
incubados no escuro em temperatura ambiente por 30 minutos. Foi utilizado como branco 100
WL de agua destilada. As leituras das absorbancias foram realizadas no espectrofotdmetro a
660 nm.

Os célculos basearam-se na equagdo da reta obtida, em que uma solucéo de albumina 2
mg/ mL e as respectivas dilui¢des forneceram os 4 pontos da curva.

4.7.2. Atividade da Catalase (CAT)

Segundo Aebi (1984), a atividade da enzima catalase é determinada de acordo com a

sua capacidade de clivar o perdxido de hidrogénio (H202) em &gua e oxigénio molecular.

Para determinar a atividade da catalase, 100 mg de figado foram homogeneizados em
1 mL de tampdo fosfato 0,1M pH 7,2. Em seguida, 0 homogenato foi centrifugado a 10.000
RPM por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e utilizado para a dosagem da

atividade da enzima.

Inicialmente, em um tubo de polipropileno, a amostra foi diluida 50x e, em seguida,
10 pl da amostra diluida foram transferidos para um novo tubo. A reacdo foi iniciada pela
adicdo de 990 pl de H2O2. As leituras das absorbancias foram realizadas a cada 30 segundos
por 2 minutos, a 240 nm. Na dosagem, o tampdo fosfato 0,AM pH 7,2 foi utilizado como

branco.

Uma unidade de catalase é equivalente a hidrélise de 1 mmol de H>O> por minuto
(Aebi, 1984). Usualmente a atividade desta enzima é representada em unidade (U)/ mL de
amostra. A absorbancia utilizada nessa expressdo é o delta (A) obtido das duas absorbancias
lidas (ABS final — ABS inicial / 2).

AAxdiluicdo

U ,
Catalase (— de protelna) = -
mg V Xexmg de proteina

Onde:
AA: variacao da absorbancia
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&: Coeficiente de extingdo molar (0,071mM™ x cm 1/ 1U)
V: volume da amostra (mL)

4.7.3. Atividade da Superdxido Dismutase (SOD)

Nesse ensaio enzimatico, a enzima SOD compete com o radical superoxido, formado
pela auto-oxidacdo do pirogalol, responsavel pela redugdo do MTT a cristais de formazana.
Assim sendo, por meio deste método ndo é possivel avaliar diretamente a atividade ou a
concentracdo da SOD, sendo utilizada a quantificacdo em unidades relativas (MARKLUND e
col., 1974).

Resumidamente, 100 mg de tecido hepéatico foram homogeneizados em 1 mL de
tampé&o fosfato 0,1M pH 7,2. Posteriormente, o homogenato foi centrifugado a 12.000 RPM,

por 10 minutos a 4°C; o sobrenadante foi coletado e utilizado na dosagem.

A dosagem foi realizada em placa de 96 pocos, em que 30 pL da amostra (diluida 20x)
foram utilizados. Em seguida, foram adicionados 99 ul de tampéo fosfato 0,1M pH 7,2, 6 ul
de MTT, 15 pL de pirogalol aos pocos que continham as amostras. Para o branco e padrédo
foram utilizados 144 pL e 129 uL de tampdo fosfato 0,1M, respectivamente, e pipetados
nesses pogos 6 pL de MTT e 15 pL de pirogalol.

Em seguida, a placa foi incubada por 5 minutos a 37°C. Apds o periodo de incubacao,
a reacdo foi finalizada pela adicdo de 150 pL de DMSO. A leitura das absorbéncias foi
realizada no leitor de ELISA a 570 nm.

Uma unidade de SOD ¢ definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir
50% da reducdo do MTT. Usualmente a atividade da SOD ¢é representada em U/ mL de

amostra.
4.7.4. Glutationa total, reduzida (GSH), oxidada (GSSG) e razdo GSH/ GSSG

O teor de glutationa total (GSH) e de dissulfeto de glutationa (forma "oxidada", GSSG)
intracelular, foi determinado de acordo com o método de reciclagem enzimatica, em que 0
DTNB ¢ sequencialmente oxidado e reduzido pelo NADPH na presenca da enzima glutationa
redutase como sugerido por Griffith (1980). Neste ensaio enzimatico, utiliza-se um método
cinético no qual ocorre a redugdo do DTNB a TNB, sendo esta reacdo detectada
espectrofometricamente a 412 nm.
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Resumidamente, 100 mg de tecido hepatico foram homogeneizados em 1 mL de tampé&o
de SSA a 5%, e em seguida centrifugado a 10.000 RPM por 10 minutos a 4°C. O

sobrenadante foi coletado e utilizado como amostra na dosagem.

Para a dosagem de glutationa total foram utilizadas placas de 96 pogos, nas quais foram
adicionados aos pocos 10 puL de amostra diluida (2x) e 150 pl da mistura de trabalho,
composta por: glutationa redutase (9 unidades/ mL), DTNB (1,5 mg/ mL) e tampéo fosfato de
potassio 100 mM. Para o branco foi utilizado 10 pL de SSA 5% e 150 pL da mistura de
trabalho. Posteriormente, a placa foi incubada por 5 minutos (temperatura ambiente) e, em
seguida, iniciou-se a rea¢do com a adi¢do de 50 pL de solugdo de NADPH (0,16 mg/ mL). As
leituras das absorbancias foram realizadas a cada minuto, durante 5 minutos, a 405 nm em

leitor de placa.

Para a dosagem de glutationa oxidada (GSSG), os procedimentos descritos
anteriormente sdo realizados da mesma maneira. A diferenca é que para realizar a dosagem de
glutationa oxidada a amostra passa por uma etapa de derivacdo antes da dosagem, na qual 100
ML de amostra sdo adicionados a tubos de polipropileno e, posteriormente, adicionados 2 pL
de vinilpiridina e 5 uL de TEA, para que o pH fique entre 6 e 7. Em seguida, a placa foi
incubada por 1 hora (temperatura ambiente). Apos esse periodo, 10 puL dessa amostra foram
utilizados para reagir com a mistura de trabalho, conforme descrito anteriormente. As
concentracdes da glutationa total e oxidada foram obtidas a partir da equacéo da reta gerada,
onde foram utilizados padrdes com concentracdo de 10 mM e suas dilui¢bes. Para encontrar a
concentracdo de glutationa reduzida (GSH), a glutationa total foi subtraida do valor da

concentracdo da glutationa oxidada.

A razdo GSH/ GSSG foi obtida através da divisdo da concentracdo de glutationa
reduzida (GSH) pela concentracao de glutationa oxidada (GSSG).

4.8. Analise dos biomarcadores de dano oxidativo
4.8.1. Proteinas carboniladas

A quantificacdo da concentracdo de proteina carbonilada foi realizada segundo Levine
e col. (1994). Resumidamente, 200 mg de tecido hepatico foram homogeneizados em 1 mL de
tampao fosfato 50 mM pH 6,7. Posteriormente, 0 homogenato foi centrifugado a 10.000 x g,
por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e utilizado como amostra bioldgica.
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Para cada amostra foram utilizados dois tubos de polipropileno, um intitulado de
Amostra (A) e o outro de Controle (C). A cada tubo foram adicionados 400 puL de amostra
acrescidos de 400 pL de TCA 10% em cada tubo. Em seguida, os tubos foram centrifugados a
5.000 x g por 10 minutos a 4°C; o sobrenadante foi descartado. Posteriormente, foram
adicionados ao tubo A (amostra) 500 pL de DNPH 10 mM e no tubo C (controle) 500 pL de
HCI a 2M. Ambos os tubos foram mantidos no escuro a temperatura ambiente por 30
minutos, sendo agitados a cada 15 minutos no voértex. Logo apds, foram acrescidos 500 pL de
TCA 10% em ambos os tubos e os mesmos centrifugados a 5.000 x g por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi novamente descartado e o precipitado de ambos os tubos foi lavado com 1
mL de mistura de etanol/ acetato de etila (1:1), misturados no vortex e seguido de nova
centrifugacdo como descrito nas etapas anteriores. Ao final do processo de centrifugacao, o
sobrenadante de ambos os tubos foram decartados e acrescidos aos tubos 1 mL de SDS 6%.
Logo apds os tubos foram misturados no vortex e centrifugados a 10.000 x g por 10 minutos a
4°C,

Ao fim no processo, 0 sobrenadante foi retirado e transferido para cubeta em quartzo
(Kasvi- modelo K22-110-Q) onde foram lidas as absorbancias a 370 nm. Os resultados foram
expressos em nmol de proteina carbonilada/ mg de proteina. Para os calculos, foi utilizada a

seguinte férmula:

Proteina carbonilada (nmol/mg de proteinas) = (absorbancia/€) x (1000000/ VA)

Proteinas totais (mg/mL)

Onde:
&: Coeficiente de extingdo molar 22.000 M.L .cm™

VA: volume da amostra
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4.8.2. Acido tiobarbiturico (TBARS)

O TBA (&cido tiobarbiturico) possui a capacidade de se ligar a lipideos oxidados,
permitindo a quantificacdo de TBARS por método espectrofotométrico (BUEG e AUST,
1978).

Resumidamente, 100mg de tecido foram homogeneizados em 1 mL de tampéo Tris
HCI pH7,4. Em seguida, o homogenato foi centrifugado a 10.000 RPM por 10 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi coletado e utilizado na dosagem.

Para realizar a dosagem de TBARS, inicialmente foram pipetados 250 pL de
sobrenadante em tubos de polietileno e, em seguida, adicionados 125 pL de TCA, 125 pL de
TBA e 62,5 pL de BHT. Os tubos foram agitados e incubados por 15 minutos em termobloco
a 95°C. Posteriormente, os tubos foram colocados por 5 minutos em banho de gelo e, em
seguida, centrifugados por 10 minutos a 13.000 RPM a 4°C. Apo6s a centrifugagdo, foram
retirados 200 pL do sobrenadante e colocados em placa de 96 pocos. A leitura foi realizada

em leitor de placa a 535 nm.
4.9. Determinacao das concentracdes de citocinas inflamatdrias no soro e no figado

A determinacdo das concentragfes das citocinas inflamatérias IL-6 e TNF foram
realizadas utilizando os kits comerciais Rat-1L-6 e Rat TNF-a ELISA kits (Peprotech, Rocky

Hill, NJ), seguindo recomendacdes do fabricante.

Resumidamente, 30 mg de tecido foram homogeneizados em 500 pL de PBS 1x. Em
seguida, 0 homogenato foi centrifugado a 3.500 RPM por 10 minutos a 4°C, e o sobrenadante
coletado e utilizado na dosagem. A dosagem foi realizada em placas de 96 pocos, 0s quais
foram sensibilizados com 100 pL do anticorpo de captura diluido para cada citocina, na

concentracdo de 1 pg/ mL, e incubados overnight a temperatura ambiente.

Ap0s a incubacéo, as placas foram lavadas (0,05% de Tween-20, PBS) e bloqueadas
com 300 pL de BSA 1% durante 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, foram
adicionados 100 pL das amostras (sobrenadante e soro) e das citocinas padrdes (a
concentracdo inicial da curva foi de 5 ng/ mL para IL-6 e 3 ng/ mL para TNF). Apos
incubacédo por 2 horas a temperatura ambiente, 100 puL do anticorpo de deteccdo (0,25 pg/

mL) foram adicionados para nova incubacgéo (2 horas a temperatura ambiente).
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Foram adicionados 100 pL de avidina-HRP conjugado e as placas foram novamente
incubadas a temperatura ambiente (45 minutos para IL-6 e 30 minutos para TNF) para o
surgimento da coloracdo. As leituras das abosrbancias foram realizadas em leitor de placas a

405 nm com correcdo do comprimento de onda estabelecido em 630 nm.
4.10. Analises estatisticas

A normalidade dos dados foi testada utilizando o teste Kolmogorov-Smirnov. Para 0s
dados que apresentaram distribuicdo normal, foi utilizada a andlise de variancia univariada
ANOVA one-way, seguido do pos-teste de Tukey, e os resultados foram expressos como

média £ desvio padrdo (SD).

Para analise dos dados ndo paramétricos foi utilizado o teste Kruskal-Wallis, seguido
do pos-teste de Dunn, e os resultados foram expressos como mediana + intervalo interquartil
(IQR). As andlises estatisticas foram realizadas pelo software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad

Software, San Diego, CA) e as diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05.

5. RESULTADOS

5.1. Avaliagdo dos parametros biométricos

Ap06s 90 dias de administracdo dos diferentes 6leos vegetais com perfis de acidos graxos
distintos aos animais do estudo, tivemos como objetivo analisar se houve alteracbes nos
parametros biométricos dos animais. A Tabela 4 representa os dados referentes ao ganho de
peso, tecido adiposo branco abdominal (TAB) e indice de Lee ao final do experimento. Nao
houve diferenca significativa no ganho de peso e no indice de Lee dos animais que receberam
azeite de oliva (AO), embora tenha ocorrido um aumento no TAB destes animais (em relagao

ao grupo controle).
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Tabela 4: Efeito do consumo cronico de diferentes Oleos vegetais sobre os pardmetros

biométricos de ratas Fisher saudaveis.

. C AO oL ocC oG
Parametros
(n=5) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
GP 18,3+9,14 14,36 + 6,04 24,76 +2 54*% 17,04 + 6,37 15,63 + 28
TAB 0,041 +0,01 0,057 + 0,001~ 0,054 + 0,001" 0,044 £ 0,004 0,050 £ 0,01
Indice de 0,252 (0,247- 0,256 (0,254- 0,259 (0,256- 0,258 (0,251- 0,260 (0,258-
Lee 0,257) 0,258) 0,261) 0,262) 0,264)"#

A diferenca entre os grupos foi avaliada pelo teste ANOVA one-way, seguido do pos-teste de Tukey e expressos
como média £ SD para dados paramétricos. Dados ndo paramétricos foram avaliados pelo teste Kruskal-Wallis,
seguido do pos-teste de Dunns e representados como mediana = IQR. Diferengas significativas foram
consideradas quando p < 0,05. “em relagdo ao grupo C; *em relagéo ao grupo AO; Sem relagdo ao grupo OL. C:
controle; AO: azeite de oliva; OL: 6leo de linhaga; OC: 6leo de coco; OG: 6leo de girassol. GP: ganho de peso
(9); TAB: tecido adiposo branco abdominal; dados apresentados como peso relativo (g TAB/ g peso corporal).

No grupo 6leo de linhaca (OL) houve um aumento no ganho de peso de ~70% (em
relagdo ao AO), acompanhado de um aumento do peso do TAB (em relacdo ao grupo
controle), mas sem alterar o indice de Lee. O grupo 6leo de girassol (OG) apresentou uma
reducdo no ganho de peso (em relacdo ao grupo OL) e ndo houve diferenca em relagcdo ao
peso do TAB. Entretanto, observamos um aumento do indice de Lee em relagcdo aos grupos
controle e AO.

5.2. Avaliacdo dos parametros bioquimicos

No intuito de avaliarmos se o0 consumo cronico dos diferentes 6leos vegetais resultou
em alteragdes dos parametros glicometabolicos, foram determinadas as concentracbes de
glicose e insulina. Os resultados encontrados também foram utilizados para calcular o indice
HOMA, conforme descrito em Metodologia. Para avaliar possiveis altera¢cbes no metabolismo
lipidico foram determinadas as concentrages séricas de colesterol total, HDL, fracdo néo-
HDL e triglicérides. E, finalmente, a fim de se verificar se houve dano hepatico decorrente do
consumo cronico dos diferentes Oleos, foi mensurada a concentagdo sérica da enzima alanina

aminotrasferase (ALT). Os resultados estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5: Efeito do consumo cronico de diferentes Oleos vegetais sobre os pardmetros
bioquimicos de ratas Fisher saudaveis

Parametros ¢ AO OL ocC OG
(n=5) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Glicose 9,21 (6,86- 7,29 (6,02- 9,19 (8,69-
(mmol/ L) 7,47 (5,03-7,91) 10.06) 8.71) 10.34)" 8,73 (7,86-9,16)
Insulina 24,87 (22,6- 25,93 (25,3- 24,59 (21,6-
U/ L) 27.4) 26.5) 26,49 (26-27,4) 25,27 (22,7-27,3) 273)

Indice HOMA 8,29 +1,33 10,19+1,91 7,08 + 1,15* 10,03 + 1,045 9,42 £ 1,298

Colesterol total
(mg/ dL)
HDL
(mg/ dL)
Fragéo ndo-

HDL 5209+1312  585+798  57,39+981 80,18 +155%5 63,67+ 10,36
(mg/ dL)
Triglicérides
(mg/ dL)
ALT
(U/' mL)

95,32 £ 19,45 80,74 £12,01 79,46+7,38  119,3+20,12%% 94,34 + 10,5%

39,53 +4,23 24,94 + 3,69" 25,8 £ 4,52" 36,46 +9,16"5 2578 +3,89™&

68,69 + 23,07 58,38 +17,82  127,7+56,01* 156,4 + 23,05 # 56,57 + 18,795 &

50 £ 6,23 60,58 + 6,76 63,34 + 4,61" 67,54+ 117" 46,74 + 4,98"5. &

A diferenca entre os grupos foi avaliada pelo teste ANOVA one-way, seguido do pos-teste de Tukey e expressos
como média £ SD para dados paramétricos. Dados ndo paramétricos foram avaliados pelo teste Kruskal-Wallis,
seguido do pos-teste de Dunns e representados como mediana e IQR. Diferengas significativas foram
consideradas quando p<0,05. *em relagdo ao grupo C; *em relago ao grupo AO; Sem relagdo ao grupo OL; %em
relagdo ao grupo OC. C: controle; AO: azeite de oliva; OL: 6leo de linhaga; OC: dleo de coco; OG: dleo de
girassol. Fracdo ndo-HDL.: colesterol total — HDL; ALT: alanina aminotrasferase.

Em relacdo aos pardmetros glicometabdlicos, verificamos uma reducdo do indice
HOMA no grupo OL (em relac&o ao grupo AO), porém, ndo houve diferenca significativa nas
concentragcdes de glicose e insulina. No grupo OC, houve aumento de ~20% e 40% nas
concentragOes de glicose (em relacdo ao grupo controle) e no indice de HOMA (em relagdo ao
grupo OL), respectivamente. Nao foi encontrada diferenca significativa nas concentracdes de
insulina nesse grupo. No grupo OG, apesar de ndo termos encontrado diferencas significativas
nas concentracdes de glicose e insulina, observamos uma reducéo no indice de HOMA (em

relagdo ao grupo OL).
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Quanto as alteracdes no perfil lipidico, observamos uma diminui¢do nas concentrages
de HDL nos animais do grupo AO em relagdo ao grupo controle. No grupo OL houve uma
reducdo de HDL (em relacdo ao grupo controle) e aumento de triglicérides (em relacdo ao
AO).

No grupo OC observamos um aumento nas concentracdes séricas de colesterol total e
HDL (em relacdo aos grupos AO e OL), acompanhado de um aumento da fracdo ndo HDL
(em relacdo aos grupos controle, AO e OL) e triglicérides (em relacdo aos grupos controle e
AO).

Verificamos também alteracGes no perfil lipidico dos animais do grupo OG, em que
observamos uma reducdo de nas concentracdes de colesterol total (em relacdo ao grupo OC),

HDL (em relacdo aos grupos controle e OC) e triglicérides (em relacdo aos grupos OL e OC).

Finalmente, em relacdo a funcdo hepética, observamos um aumento na atividade de
ALT nos grupos OL e OC em relagdo ao grupo controle, e uma reducdo desse parametro no
grupo OG (em relacdo aos grupos AO, OL e OC). Nos demais grupos do estudo ndo foram

observados diferencas significativas.
5.3. Avaliacdo dos parametros hepaticos

Apobs a eutanasia, o figado dos animais foi retirado e pesado, a fim de se verificar
alteracbes no peso do 6rgdo ap6s o consumo cronico dos diferentes Gleos vegetais.
Posteriormente, para avaliar o perfil lipidico hepético foi determinada a quantidade de gordura
presente no figado, bem como as concentracGes de colesterol e triglicérides no érgdo. Os

resultados podem ser observados na Figura 4.
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Figura 4: Efeito do consumo crénico de diferentes 6leos vegetais sobre parametros
hepaticos de ratas Fisher saudaveis. Os dados foram expressos como média = SD (dados
paramétricos) e mediana + IQR (dados ndo paramétricos). A diferenca entre os grupos foi
avaliada pelo teste ANOVA one-way, seguido do pds-teste de Tukey para dados paramétricos
e Kruskal-Wallis, seguido do pods-teste de Dunns para dados ndo paramétricos. Diferencas

significativas foram consideradas p < 0,05; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

Em relagdo ao perfil lipidico no figado dos animais do grupo OL, verificamos uma
reducdo nas concentracbes de colesterol hepéatico quando comparado ao grupo controle
(Figura 4C).

No grupo OC, surpreendentemente observamos um aumento no peso do figado dos
animais desse grupo (em relagcdo aos grupos controle, AO e OL), como mostra a Figura 4A.

Ao analisarmos a Figura 4B, verificamos também uma reducdo na quantidade de gordura
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hepéatica no grupo OC (em relagdo aos grupos AO e OL), tal como uma diminui¢do do
colesterol (em relagéo ao grupo controle) (Figura 4C).

Observamos alteracGes hepéaticas também no grupo dleo de girassol, em que,
surpreendentemente, houve uma reducdo de 12% no peso do figado (em relagdo ao grupo
OC), como mostra na Figura 5A. Concomitantemente, ao observarmos a Figura 5B,
verificamos um aumento na quantidade de gordura hepética nesse grupo (em relagdo ao grupo
OC), bem como um aumento nas concentracGes de colesterol hepético (em relacdo aos grupos
OL e OC) (Figura 5C) e nas concentragdes de triglicérides, em relacdo ao grupo OL (Figura
5D).

5.4. Expressao génica relativa de genes lipogénicos

Conforme constatamos que o consumo cronico dos diferentes Oleos vegetais teve
efeito sobre as concentragdes de lipideos séricos e hepaticos, verificamos se 0 consumo desses
Oleos poderia atuar sobre os niveis de expressao génica das enzimas regulatorias da via
lipogénica, Acc (Acaca) e Fas (Fasn), bem como do fator de transcricdo relacionado ao
metabolismo lipidico, Srebpl (Srebfl). A andlise da expressdo do fator de transcri¢do
Srebpl(Srebfl), bem como dos genes lipogénicos das enzimas Acc (Acaca) e Fas (Fasn), foi

realizada por meio da técnica de gRT-PCR. Os resultados podem ser observados na Figura 5.
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Figura 5: Efeito do consumo crénico de diferentes 6leos vegetais sobre a expressédo
génica de enzimas regulatérias da via lipogénica Acc (Acaca) e Fas (Fasn) e do fator de
transcricdo Srebpl (Srebfl) no figado de ratas saudaveis. Os dados foram expressos como
média £ SD (dados paramétricos). A diferenca entre os grupos foi avaliada pelo teste
ANOVA one-way, seguido do pos-teste de Tukey. Diferencas significativas foram
consideradas p<0,05; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

De acordo com a Figura 5, é possivel observar que o consumo do OG aumentou ~2,7x a
expressdo do fator de transcricdo Srebfl (em relacdo ao OC) (Figura 5A) e reduziu a
expressao do gene da Acaca ~0,03x (em relacdo ao grupo AO) (Figura 5B). Na Figura 5C
observamos que ndo houve diferenca significativa na expressao de Fasn nos grupos

experimentais.
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5.5. Efeito do consumo crénico de diferentes 6leos vegetais sobre marcadores

do status redox no figado

5.5.1. Avaliacéo do status antioxidante

Apds o consumo de diferentes 6leos vegetais com perfis de acidos graxos distintos, foi

avaliado se a ingestdo desses 6leos estaria associada as alteragdes do balango redox no figado

dos animais do estudo. Para andlise de possiveis alteracbes no status antioxidante, foi

mensurada a atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase, além da

concentracdo de glutationa total e a razdo GSH/ GSSG (Figura 6).
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Figura 6: Efeito do consumo cronico de diferentes Oleos vegetais sobre o status

antioxidante no figado de ratas saudaveis. Os dados foram expressos como média = SD

(dados paramétricos) e mediana £ IQR (dados ndo paramétricos). A diferenca entre 0s grupos

foi avaliada pelo teste ANOVA one-way, seguido do pOs-teste de Tukey para dados

paramétricos e Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de Dunns para dados ndo paramétricos.

Diferencas significativas foram consideradas p<0,05; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. GSH:

glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada.
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E possivel observar na Figura 6A que houve uma alteragdo no status antioxidante no
grupo OG, em que ocorreu um aumento na atividade da SOD (em relacdo aos grupos AO e
OC), bem como uma reducéo de aproximadamente 38% (em rela¢do aos grupos controle e
AO) de glutationa total (Figura 6C), acompanhada de uma reducdo também na razdo GSH/
GSSG (em relagdo ao grupo OC), como mostra a Figura 6D. Em relagdo a atividade da
catalase, ndo houve diferenca significativa entre os grupos experimentais (Figura 6B).

5.5.2. Analise dos biomarcadores de dano oxidativo

Para uma melhor visdo a respeito do balan¢co redox ap6s o consumo crénico dos 6leos
vegetais, foi mensurada a quantidade de proteinas carboniladas e a concentracdo de
substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico (TBARS), biomarcadores utilizados como
indicadores da oxidacdo de proteinas e peroxidacédo lipidica, respectivamente. Os resultados

estdo descritos na Figura 7.
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Figura 7: Efeito do consumo crdnico de diferentes 6leos vegetais sobre biomarcadores de
dano oxidativo no figado de ratas Fisher saudaveis. Os dados foram expressos como média
+ SD (dados paramétricos) e mediana * interquartil IQR (dados ndo paramétricos). A
diferencga entre os grupos foi avaliada pelo teste ANOVA one-way, seguido do pos-teste de
Tukey para dados paramétricos e Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste de Dunns para dados
ndo parametricos. Diferencas significativas foram consideradas p < 0,05; *p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001.
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Como pode ser observado na Figura 7A, ndo houve diferenca significativa entre os
grupos em relacdo a quantidade de proteinas carboniladas. Entretanto, ao analisar a
concentracdo de TBARS (Figura 7B), observou-se um aumento significativo desse
biomarcador no gupo OC (em relacdo aos grupos controle, AO e OL) e no grupo OG (em

relagcdo ao AO).

5.6. Avaliacdo de mediadores inflamatorios

Considerando que os acidos graxos podem desempenhar um papel importante na
regulacdo da resposta imune e inflamatdria, avaliamos o efeito do consumo crénico dos
diferentes Oleos vegetais com perfis de acidos graxos distintos sobre as concentracdes
hepéticas e séricas das citocinas inflamatérias interleucina 6 (IL-6) e do fator de necrose
tumoral (TNF) (Figura 8).
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Figura 8: Efeito do consumo crénico de diferentes dleos vegetais sobre as concentracgdes
de citocinas inflamatorias no figado e no soro de ratas Fisher saudaveis. Os dados foram
expressos como média £ SD (dados paramétricos) e mediana + interquartil IQR (dados nao
paramétricos). A diferenca entre os grupos foi avaliada pelo teste ANOVA one-way, seguido
do pds-teste de Tukey para dados paramétricos e Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste de
Dunns para dados ndo paramétricos. Diferencas significativas foram consideradas p < 0,05.
*p < 0,05; **p < 0,01; ***p<0,001.

Conforme apresentado na Figura 8, observamos um aumento de IL-6 sérica nos grupos
AO e OL, em relagdo ao grupo controle. No grupo OG, verificamos uma redugdo nas
concentragOes de I1L-6 hepatica e sérica, o primeiro em relacdo a todos os grupos (Figura 8A),
enquanto a redugdo na concentragdo sérica foi em relacéo apenas ao grupo OL (Figura 8B).

Quanto as concentragdes de TNF hepatico (Figura 8C), verificamos um aumento no

grupo OL em relagéo ao grupo controle, e uma reducdo no grupo OG em relagéo a todos os

69



demais grupos do estudo. Para os niveis séricos de TNF, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos experimentais (Figura 8D).

6. DISCUSSAO

Ao analisar os dados na literatura é possivel observar que ha poucos estudos que
analisam os efeitos da ingestdo de diferentes tipos de 6leos vegetais em individuos saudaveis.
Entretanto, atualmente, sabe-se que mesmo individuos considerados metabolicamente
saudaveis, muitas vezes, consomem na dieta elevadas quantidades de Oleos vegetais com
perfis de acidos graxos distintos. Este fato pode ser devido aos modismos alimentares
impostos, bem como pelo padrdo dietético que prevalece hoje, conhecido como dieta
ocidental. Todavia, sabe-se que o consumo excessivo de Gleos vegetais pode acarretar
alteracbes na homeostase metabdlica e gerar danos em longo prazo. Neste sentido, nossa
proposta foi verificar o efeito do consumo crénico de diferentes Oleos vegetais no perfil

metabdlico, inflamatorio e do status redox em ratas saudaveis.

Neste estudo foi possivel observar que diferencas qualitativas na composicdo dos
6leos vegetais administrado aos animais foram responsaveis por induzir diferentes alteracGes
metabdlicas, inflamatdrias e nos padrbes de sinalizagdo celular. Os principais resultados
obtidos pelo nosso trabalho foram: o azeite de oliva dentre os 6leos utilizados no trabalho foi
0 que menos alterou a homeostase metabdlica. O consumo crénico desse dleo foi responsavel
por apenas aumentar o TAB, IL-6 sérica e diminuir HDL sérico. A ingestdo cronica do 6leo
de linhaga resultou em reducdo no indice HOMA e aumento nos niveis séricos de ALT e
triglicérides, mas ndo causou alteracBes significativas no metabolismo lipidico hepatico.
Quanto ao perfil inflamatério observamos aumento sérico de IL-6 e TNF hepéatico ap6s o

consumo de 6leo de linhaga.

O oleo de coco induziu alteragdes nos parametros glicometabdlicos, em que houve
aumento da glicemia e do indice HOMA, além de ser responsavel por alterar o metabolismo
lipidico hepatico, o que pode ter contribuido para 0 aumento nos niveis sericos de colesterol,
triglicérides e da fracdo ndo HDL. Em relacdo ao status redox houve aumento do dano

oxidativo hepatico, observado através do aumento nos niveis de TBARS e ALT.
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Finalmente, o consumo de 6leo de girassol foi responsavel por diminuir os niveis
séricos de colesterol total e triglicérides, entretanto induziu alteragbes no metabolismo
lipidico hepatico, uma vez que promoveu aumento da lipogénese hepatica, provavelmente
devido ao aumento da expressdo génica de Srebfl. Esse 6leo também causou alteracdes no
status redox, visto que aumentou o dano oxidativo, devido ao aumento nos niveis de TBARS
e reducdo da razdo GSH/GSSG. Em relagcdo aos pardmetros inflamatérios, o 6leo de girassol
diminuiu os niveis séricos e hepaticos de IL-6, bem como os niveis hepaticos de TNF. As
diferencas nos resultados observados entre 0 consumo crénico dos diferentes 6leos vegetais
bem como as hipdteses levantadas para justificar os resultados obtidos serdo apresentadas a

sequir.

Sabe-se que o consumo de dietas ricas em gordura é comprovadamente um dos fatores
que induzem a obesidade, tanto em animais experimentais quanto em humanos (FEOLI e col.,
2003; VIJAIMOHAN e col., 2006), mesmo que ndo seja acompanhada por um consumo de
dieta hipercalérica (BOOZER e col., 1995; WEST e YORK, 1998). Isso ocorre devido a
composicdo da gordura na dieta, uma vez que o tipo de gordura podem influenciar funcoes
metabolicas, que resultam em mudancas no peso, bem como na composicéo corporal (GAIVA
e col., 2003). Além de influenciar também o metabolismo no tecido adiposo e hepético
(NASCIMENTO e col., 2009). Diante desse fato, o presente estudo inicialmente teve como
objetivo, verificar o feito do consumo cronico dos 6leos vegetais ricos em acidos graxo
saturado, MUFA, PUFA n-3 e n-6, sobre os parametros biométricos: ganho de peso, peso do
tecido adiposo branco (TAB) e o indice de Lee (Tabela 4).

Nossos resultados sugerem que o consumo crénico do azeite de oliva resultou em maior
deposicdo de gordura no TAB, mas ndo induziu obesidade nos animais. Lucero e col., (2017),
também observou um aumento de TAB em animais suplementados com azeite de oliva
quando comparados a animais suplementados com dleos vegetais ricos em n-3 e n-6. No
grupo 6leo de linhaca, ao analisarmos os parametros biométricos, observamos que o consumo
de dleo de linhaga causou aumento no ganho de peso e também maior peso de TAB.
Entretanto mesmo com esses parametros alterados, nossos resultados mostram que o consumo

de 6leo de linhaga ndo causou alteragdes significativas no indice de Lee.

Os PUFAs n-3 tem recebido uma atencdo especial, uma vez que o seu consumo foi

associado a efeitos positivos a saude. Estudos epidemiologicos mostram uma relagao inversa
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entre a incidéncia de doencas cardiovasculares e o consumo de 6leos vegetais ricos nesse tipo
de acido graxo (MORI; BEILIN, 2001; HOPPER e col., 2001). Entretanto os efeitos dos
diferentes tipos de PUFAs sobre a adiposidade corporal sdo controversos (GAIVA e col.,
2003). Resultados semelhantes ao do nosso estudo foram encontrados por GAIVA e col.
(2001), em que os animais suplementados com 6leo vegetal rico em n-3 apresentaram maior
ganho de peso e aumento do TAB, quando comparados aos animais do grupo controle e os

que receberam suplementacdo com 6leo vegetal fonte de n-6.

No estudo de GAIVA e col., (2001) foi mensurado a taxa de lipdlise e os resultados
mostraram uma reducdo da mesma no grupo suplementado com PUFA n-3. Estudos
anteriores também encontraram reducdo na taxa de lipdlise no tecido adiposo apds a
suplementacdo com PUFA n-3 (SINGER e col., 1990; DAGNELIE e col. 1994). Em nosso
estudo ndo mensuramos as taxas de lipdlise, mas sugerimos que o aumento do tecido adiposo

nos animais do grupo 6leo de linhaca tenha sido devido a uma menor taxa de lipdlise.

Um ponto importante que devemos ressaltar em relacdo ao aumento de TAB nos grupos
azeite e Oleo de linhaca é que o TAB foi analisado no nosso estudo apenas de forma
quantitativa, sem analisar as diferencas estruturais no tecido. Os achados mais recentes
mostram que o TAB pode se diferenciar em um tecido adiposo intermediario, apresentando
caracteristicas de células adiposas brancas e de células marrons, processo que vem sendo
chamado de browning (SPIEGELMAN, 2013; HARMS e SEALE, 2013). Entretanto, para
validarmos a hipotese de que o aumento do TAB nos grupos azeite e 6leo de linhaca foi
associado ao processo de browing seria necessario analises histopatolégicas do tecido adiposo

branco.

O consumo cronico do 6leo de girassol também causou alteracdes nos parametros
biométricos, em que foi observado um aumento no indice de Lee, entretanto ndo houve
diferenca significativa em relagdo ao ganho de peso e ao peso de TAB. Esse resultado
surpreendente pode ser explicado pelo fato de que o indice de Lee, por ser uma medida
biométrica cuja finalidade é demonstrar o estado nutricional do animal (LEE, 1929), ela é
considerada por outros autores inadequada por ndo se correlacionar com a gordura corporal de
ratos normais, uma vez que, 0 comprimento naso-anal é inadequado para estimar a massa

magra em animais de mesma idade e de mesmo historico alimentar (STEPHENS, 1980).
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Em relacdo aos resultados bioguimicos, dando neste primeiro momento énfase aos
pardmetros glicometabolicos, concentragdo glicémica e insulinica e ao indice HOMA,
verificamos que o consumo de 6leo de coco promoveu aumento nas concentracOes
plasmaticas de glicose. Embora ndo tenha sido observada alteracdo na concentracdo de
insulina, ao calcularmos o indice HOMA houve aumento desse parametro nesse grupo
(Tabela 5).

O modelo de Avaliacdo da Homeostase (HOMA) é um método matematico utilizado
para avaliar a resisténcia a insulina. Inicialmente foi proposta uma Unica equacdo que
mensurava 0s hiveis de resisténcia a insulina e capacidade funcional das células f-
pancreaticas utilizando valores de glicose e insulina em jejum. O indice foi ajustado e resultou
em duas equagdes distintas que analisam de forma separada os parametros citados
anteriormente (MATTHEWS e col., 1985). O uso do indice HOMA em roedores apresenta
algumas limitagcdes, uma delas é que pode haver uma variacdo consideravel nos niveis de
glicose e insulina de acordo com a dura¢do do jejum (MCGUINNESS e col., 2009), uma vez
que, a resposta do sistema contra regulatorio é ativada quando a glicose no sangue esta abaixo
de 80 mg/dL (JACOBSON e col., 2006). Assim, um jejum prolongado pode levar a ativagédo
desse sistema, levando a falsas interpretacdes (AYALA e col., 2010; MCGUINNESS e col.,
2009).

Entretanto mesmo conhecendo as limitagcbes do metodo utilizado para mensurar a
resisténcia a insulina, o 6leo de coco é fonte de acidos graxos saturados e 0 consumo desse
tipo de lipideo esta relacionado a alteraces no metabolismo glicidico. A resisténcia a insulina
no figado e nos tecidos extra-hepaticos como o musculo, oriunda do consumo de gordura
saturada pode correr devido a um aumento de lipideos circulantes, especialmente os acidos
graxos livres e seus metabolitos como o diacilglicerol, acetil-CoA e as ceramidas
(SHULMAN 2004; SAVAGE; PETERSEN e SHULMAN, 2007). O aumento desses
metabdlitos provenientes da oxidagdo das gorduras no musculo é capaz de provocar a ativacdo
da PKC e/ou da kinase 1kB, bem como causar fosforilagdo em serina no receptor de insulina
(RI) e de seus substratos, sendo estes importantes mecanismos que explicam a relagdo entre

acumulo de gordura tecidual e resisténcia a insulina (SHULMAN, 2004).

Ainda analisando os parédmetros glicometabdlicos, nossos resultados mostram uma

reducdo no indice HOMA, nos animais dos grupos oleo de linhaca e girassol, mas sem
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alteracdo das concentracfes de glicose e insulina nesses grupos. A qualidade dos lipideos
dietéticos é bastante reconhecida como um determinante importante no desenvolvimento da
resisténcia a insulina (ANTUNA-PUENTE e col., 2008). Os PUFAs particularmente os da
familia n-3 sdo apontados como fatores que preservam ou melhoram a secrecdo e a
sensibilidade & insulina (POUDYAL e col., 2011; LORENTE-CEBRIAN e col., 2013;
BHASWANT e col., 2015).

No entanto, grande parte dos estudos anteriores utilizaram o &cido eicosapentaenoico
(EPA) e o &cido docosahexaendico (DHA), sendo assim pouco se sabe os efeitos do alfa-
linolénico (ALA) no metabolismo glicidico (MATRAVADIA e col., 2016), e de acordo com
Andersen e col. (2008), EPA e DHA podem ser mais eficazes do que o ALA em diminuir as

concentracdes de glicose em jejum e melhorar a sensibilidade a insulina em ratos normais.

A melhora na sensibilidade a insulina em resposta a suplementacdo com PUFA n-3
pode ser devido a melhora na sinalizacdo da insulina (AGRAWAL e GOMEZ-PINILLA,
2012; KAMOLRAT; GRAY e THIVIERGE, 2013). Em ratos alimentandos com uma dieta
deficiente de PUFA n-3 observou-se intolerancia a glicose, resisténcia a insulina e diminuicao
da fosforilacdo do receptor de insulina e do seu efetor Akt, sugerindo uma interrupgdo na
sinalizacdo do receptor de insulina no hipocampo (CANCELAS e col., 2007; AGRAWAL e
GOMEZ-PINILLA, 2012).

A suplementacdo com 6leo vegetal rico em éacido linoleico (n-6), também esta associada
a beneficios contra a resisténcia a insulina. Matravadia e col., (2014) mostrou que a
suplementacdo com Oleo de linhaca e girassol, rico em ALA e LA respectivamente, evita a
resisténcia a insulina em ratos. Um dos possiveis mecanismos benéficos do consumo de
PUFA n-3 e n-6 na resisténcia a insulina, diz respeito ao fato da enzima carnitina
palmitoyltransferase (CPT1) possuir uma elevada sensibilidade por ALA e LA principalmente
no musculo esquelético, resultando em maior taxa de oxidacdo dos mesmos. Isso reduz o
acumulo de lipideos reativos que colaboram com o desenvolvimento de resisténcia a insulina
(CLOUET e col., 1987; DELANY e col., 2000; MATRAVADIA e col., 2016).

Ainda analisando os parametros bioquimicos, buscamos elucidar os efeitos dos 6leos
vegetais sobre o perfil lipidico sérico. Sabe-se que a homeostase do colesterol desempenha
um importante papel na regulacdo do teor de colesterol no organismo (SOCCIO; BRESLOW,

2004), sendo dependente do equilibrio entre a ingestdo por meio da dieta, a absorcdo e

74



excrecdo, bem como pela sintese endégena. Uma alteracdo da homeostase pode acarretar em
aumento do colesterol total e da fragdo LDL no sangue (LOTTENBERG, 2009).

O tamanho e o grau de saturacéo da cadeia carbonica dos acidos graxos dietéticos tem
demostrado alterar varias vias metabdlicas que envolvem o colesterol em todo o organismo,
cujo efeito combinado é refletido nos lipideos plasmaticos e perfil lipoproteico (JUMP, 2002;
MENSINK; KATAN, 1992). O consumo de gordura saturada é apontado como uma das
principais causas de elevacdo do colesterol plasmatico (LAUBER e SHEARD, 2001),
enquanto que a ingestdo de mono e poli-insaturados esté relacionada com a melhora do perfil
lipidico, sendo esses acidos graxos empregados no tratamento e prevencao de varias doencas
(NELSON e COX, 2002).

Nossos resultados mostram que o perfil de acido graxo influenciou de maneira distinta
as concentragdes de triglicérides bem como a de colesterol e suas fragcbes (HDL e fracdo nédo-
HDL). Em nosso estudo verificamos que embora o grupo 6leo de coco tenha apresentado um
aumento nas concentracdes de HDL, uma lipoproteina que possui efeitos protetores ao
organismo, as concentracdes de triglicérides, colesterol total e fracdo ndo-HDL também foram

aumentadas nesse grupo (Tabela 5).

O oleo de coco é composto principalmente por acidos graxos saturados, cerca de 80%, e
acidos graxos insaturados, especialmente o acido oleico e linoleico. Os principais acidos
graxos saturados presentes sao o caprilico, miristico e laurico que possuem entre 6 e 12
carbonos, sendo chamados de &cidos graxos de cadeia média (MARTINS e col., 2015;
MARIANA e col., 2009). Entretanto, os efeitos benéficos associados ao consumo dos acidos
graxos de cadeia média ndo podem ser aplicados ao 6leo de coco, pois os &cidos graxos
presentes de forma predominante no éleo de coco apresentam caracteristicas distintas em

relacdo a sua estrutura, absorcao e metabolismo (EYRES e col., 2016).

Diante disso, sugerimos que os efeitos observados apos a suplementacdo com oleo de
coco sobre o perfil lipidico dos animais pode estar relacionado a composi¢do de acidos graxos
presentes nesse 0leo. O consumo de alimentos contendo grande quantidade de acidos graxos
saturados, principalmente miristico, laurico e palmitico tem sido associado com o
desenvolvimento de hipercolesterolemia (KRIS-ETHERTON e col., 1997). O acido laurico,
em especial, pode ser classificado tanto como um &cido graxo de cadeia média quanto de

cadeia longa. Ao analisar a sua digestdo e o seu metabolismo, pode-se afirmar que esse acido
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graxo se comporta mais como um de cadeia longa, uma vez que aproximadamente 70%-75%
dele é transportado por quilomicrons (DENKE e GRUNDY, 1992) em comparagdo a 95% dos
acidos graxos de cadeia média que sdo absorvidos diretamente na veia porta (SWIFT e col.,
1990).

O acido laurico quando comparado a outros acidos graxos saturados como o palmitico
e miristico, possui a capacidade de elevar HDL e LDL (TURPEINEN e col., 1979). Outros
estudos que avaliaram o efeito do consumo de 6leo de coco sobre o perfil lipidico também
mostraram um efeito aterogénico. Estudos com animais (GARCI-FUENTES e col., 2003;
WALL-MEDRANO e col., 2017) e humanos (VOO e col., 2011; FERANIL e col., 2011)
mostraram aumento nas concentracdes séricas de colesterol e suas fracdes (HDL e ndo HDL).
O é&cido miristico presente no 6leo de coco, assim como outros &cidos graxos saturados possui
efeitos negativos a saude. Nos paises industrializados, o seu consumo em excesso esta
relacionado ao aumento de colesterol plasmatico e mortalidade por doencas cardiovasculares
(RIOUX e col., 2011).

Os resultados encontrados em nosso estudo em relacdo ao consumo de 6leos fontes de
omega 9,3 e 6, representados pelo azeite de oliva, 6leo de linhaca e girassol respectivamente,
foram diferentes dos descritos na literatura. Nos trés grupos estudados houve uma reducdo das
concentracdes de HDL. Além disso, no grupo Oleo de linhaca houve aumento das

concentracdes séricas de triglicérides (Tabela 5).

De acordo com YU-POTH e col., (2000), o consumo de MUFA em substituicdo ao de
gordura saturada contribui para um melhor perfil lipidico, por meio do aumento das
concentracfes de HDL e diminuicdo de LDL e triglicérides. O consumo de MUFA também
exerce efeitos sobre a resposta pds-prandial (HU e col., 1998) por meio da reducdo de
quilomicrons remanescentes e reducdo da concentracdo plasmatica da Proteina de
transferéncia de Colesterol Esterificado (CETP) (JANSEN e col., 2000).

O consumo de PUFA n-3 esta relacionado a melhora no perfil lipidico (MILLER,
2011), isso se deve principalmente a reducéo de triglicérides sérico através da diminuicdo da
secrecdo de VLDL (GOSAI e col., 2008). As VLDL in vivo sdo sintetizadas e secretadas pelo
figado, essas lipoproteinas transportam principalmente triglicérides do figado para o tecido
adiposo e muscular que os armazenam ou os utilizam para producdo de energia,
respectivamente (SPARKS e col., 1994; GIBBONS e col., 1990). Estudos em modelos
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animais (LANG e col., 1990; GEELEN e col., 1995) e humanos (FISHER e col., 1998;
HARRIS e col., 1990; CHAN e col., 2002) tem demonstrado uma reducdo na secre¢do de
VLDL apds a suplementacdo com PUFA n-3. Segundo Mozaffarian e col. (2011), PUFA n-3
reduz a sintese de triglicérides através da inibi¢do das enzimas diacilglicerol aciltransferase e

da acetil-CoA carboxilase.

O aumento de triglicérides sérico no grupo 6leo de linhaca ndo era o esperado, ja que
varios estudos descritos na literatura afirmam os efeitos benéficos do PUFA n-3 sobre o perfil
lipidico. Entretanto, nossos resultados inesperados podem ter ocorrido devido a fonte de
PUFA n-3 utilizado no estudo. O consumo de oleos fontes de PUFA n-3 normalmente é
oriunda de fonte marinha, como o 6leo de peixe. Esse 6leo € rico em acido docosahexaenoico
(DHA, C22:6 n-3) e eicosapentaenoico (EPA, C20:5 n-3). O consumo de peixe ou a
suplementacdo com Oleo de peixe estd associado a reducdo das concentracles séricas de
triglicérides, diminuindo assim os fatores de risco para doencas cardiovasculares
(GRIMSGAARD e col., 1997; LAMOTTE e col., 2006).

A linhaca é uma fonte vegetal alternativa de PUFA n-3, mas o PUFA n-3 encontrado
nela difere daqueles presentes nos peixes. A linhaca é fonte de alfa-linolénico (ALA, C18:3 n-
3) (GEBAUER e col., 2006). Diferentemente do que ocorre nos organismos marinhos, as
fontes vegetais que contém ALA também possuem quantidades de acido linoleico (LA, C18:2
n-6), e esses dois acidos graxos competem pela enzima 6-dessaturase. Assim, a conversao de
ALA em EPA e DHA é lenta. Portanto a coexisténcia de ALA e LA nos 6leos vegetais podem
resultar em um menor efeito hipolipidémico de ALA (ZHAO e col., 2004).

Outro ponto que cabe destacar sobre os diferentes resultados encontrados no presente
estudo daqueles descritos na literatura quanto ao consumo de MUFA e PUFA sobre o perfil
lipidico pode estar relacionado ao modelo animal utilizado no estudo. De acordo com Zhang e
col. (1992), o uso de modelos animais em pesquisas cujo objetivo é avaliar o efeito dos
alimentos sobre o perfil lipidico possui algumas limitacOes, dentre as quais destaca-se a
auséncia de semelhanca no perfil das lipoproteinas, a expressao das apoliproteinas e atividade
das enzimas que regulam o metabolismo lipidico hepatico, tornando a comparacéo de estudos
gue usam animais com aqueles que trabalham com seres humanos limitados. Diferentemente
dos seres humanos e outros animais, 0s ratos ndo possuem a proteina de transferéncia de éster

de colesterol plasmética (CETP), assim cerca de 70% do colesterol total do plasma nesses
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animais é encontrado em particulas de HDL. Esse fato pode ser um fator importante que
contribui para a sua resisténcia a aterogénese (MOGHADASIAN e col., 2001; ZHANG e col.,
1992).

Para finalizar a analise dos parametros bioquimicos, verificamos também a funcao
hepéatica dos animais ap6s o consumo dos diferentes 6leos vegetais. Na analise da funcédo
hepatica, optamos por avaliar apenas a atividade da enzima ALT, uma vez que esta é expressa
principalmente no citosol de hepatdcitos, o que torna seu aumento mais especifico de leséo
hepética, diferentemente da AST, que é encontrada em altas concentracdes no figado,
musculos esquelético e cardiaco, rins, pancreas e eritrocitos, sendo assim, quando qualquer
um desses tecidos € danificado, a AST ¢ liberada no sangue (MCINTYRE, 1999).

Em nosso estudo, observamos que o consumo cronico dos 6leos de linhaga e coco
foram responsaveis por aumentar a atividade serica de ALT, jA o Oleo de girassol foi
responsavel por diminuir a atividade de ALT. Poucos sdo os dados da literatura que avaliam a
concentracdo e ou a atividade de ALT ap6s o consumo crénico de 6leos vegetais nas mesmas
condi¢des como as descritas em nosso estudo. Sendo assim, neste momento, ndo temos dados
substanciais da literatura que possam fornecer uma discussdo enriquecedora sobre este
aspecto, assim podemos apenas inferir que a metabolizacdo dos 6leos de coco e linhaca

poderia levar a algum tipo de dano hepatico.

No que se refere aos efeitos do consumo dos 6leos vegetais sobre o perfil lipidico do
figado, observamos que o consumo crénico do 6leo de coco resultou em uma diminuicdo do
conteldo de gordura total e do conteddo de colesterol. Entretanto surpreendemente houve
aumento no peso do figado nesse grupo. Ao analisar o perfil lipidico sérico e hepatico
podemos observar que o0s animais que consumiram Oleo de coco apresentaram reducdo do
contetdo de gordura hepatica que pode estar associado as concentracdes de colesterol total no
0rgdo, uma vez que houve reducdo desse pardmetro no figado dos animais.
Concomitantemente, observamos aumento das concentragdes sericas de colesterol total. A
analise em conjunto desses resultados nos permite inferir que o aumento nos niveis séricos de

colesterol pode estar relacionado com a diminuicdo deste no figado.

Dados na literatura mostram que 0 consumo excessivo de gordura saturada esta
relacionado ao aumento das concentragfes plasmaticas de colesterol de maneira dependente

da dose (KEYS e col.,, 1965). Dentre as formas pelas quais os acidos graxos saturados
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contribuem para 0 aumento do colesterol plasmatico estdo a redugdo dos receptores celulares
B/E, que causa inibicdo da remocdo plasmatica das particulas de LDL, e também ao aumento
de colesterol nas particulas de LDL (PEREIRA e col., 2012).

Ainda analisando o perfil de lipideos hepaticos, verificamos que o consumo de 6leo de
girassol causou aumento do conteido de gordura hepatica, o que pode estar relacionado tanto
ao aumento de colesterol como de triglicérides no 6rgdo, uma vez que ambos os pardmetros
aumentaram. Concomitantemente ao aumento da gordura hepética observamos uma reducao
de triglicérides sérico no grupo 6leo de girassol, sugerindo um possivel desequilibrio entre as
taxas de sintese e catabolismo dos triglicérides no figado, o que pode ter contribuido para o

aumento do conteudo de gordura hepaética.

Sabe-se que a taxa de sintese € influenciada pelo aumento da absorcdo de &cidos
graxos pelo figado, pelo processo de esterificacdo dos triglicérides e pela sintese de
triglicérides a partir dos carboidratos e proteinas. O catabolismo depende da B-oxidacdo dos
acidos graxos e da exportacdo dos triglicérides como VLDL (VAN SCHALKWIJK e col.,
2014). Sendo assim, o Oleo de girassol pode ter induzido uma maior captacdo de acidos
graxos da circulacdo para o figado ou uma menor exportacdo do figado para o sangue. Ambas
as situacdes poderiam justificar o perfil lipidico sérico e hepatico observado no grupo 6leo de

girassol.

Apos verificar alteragdes no metabolismo lipidico hepatico ap6s o consumo dos
diferentes Gleos vegetais, analisamos a expressdao de genes hepaticos envolvidos no
metabolismo lipidico. Foram estudados trés genes envolvidos na via lipogénica, o Srebfll,
Acaca e Fasn que codificam a Proteina de Ligacdo do Elemento Regulador de Esterol-1c
(SREBP-1c), a enzima Acetil-CoA Carboxilase (ACC) e a Acido-graxo sintase (FAS) em
ratos, respectivamente. Nossos resultados mostram que o 6leo de girassol aumentou a
expressdo génica do fator de transcrigdo Srebfll, e a0 mesmo tempo diminuiu a expressdo do
gene da enzima acetil-CoA carboxilase (ACC) hepatica. Jacometo e col., (2014), ao investigar
os efeitos de uma dieta rica em PUFA n-6 em ratos Wistar, também observou um aumento na

expressdo de Srebfll apds algumas geraces.

A reducdo na expressao da ACC também foi encontrada em outros trabalhos. Khatun e

col. (2017) também encontrou redugdo na expressao da ACC hepética apos suplementacéo
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com Oleo de girassol por 42 dias. Nenitez e col., (2015) no seu trabalho também encontrou
reducdo na expressdo de ACC apds suplementacdo com 6leo de girassol.

O figado é o 6rgdo importante para regular a lipogénese e o metabolismo do colesterol
(LEE e col., 2012). Sabe-se que as enzimas lipogénicas envolvidas no armazenamento de
energia através da sintese de acidos graxos e triglicérides séo reguladas de forma coordenada
em nivel transcricional durante diferentes estados metabdlicos lipidicos (GOODRIDGE,
1987). Estudos recentes in vivo sugerem que o SREBP-1 é um fator de transcricao central na
regulacdo dietética da maioria dos genes lipogénicos hepaticos, estando envolvido na
transcricdo de enzimas, como a ACC e FAS, que catalisam passos importantes na via de
sintese de acidos graxos e triglicérides (REPA e col., 2000), além de facilitar a sintese de

acidos graxos e sua incorporacdo em triglicérides (HORTON e col., 2002).

Na anélise em conjunto dos resultados podemos inferir que 0 aumento na expresséo de
Srebfll pode justificar o aumento nos niveis hepaticos de colesterol no grupo dleo de
girassol. Entretanto, vale ressaltar, que modificacfes pos-transcricionais e pos-traducionais
podem ser responsaveis pela regulacdo da atividade de fatores de transcri¢do. Apesar de ndo
termos realizados outros ensaios para comprovar esta hipotese nossos resultados sugerem que
0 aumento na expressao de Srebfll foi um evento regulatério importante que levou ao
aumento na sintese hepatica de colesterol no grupo 6leo de girassol. O mesmo nao ocorreu em
relacdo a regulacdo da expressdo do gene da ACC, ja que observamos uma diminuicdo na

expressdo da ACC e um aumento nos niveis de triglicérides hepatico.

Apesar da reducdo da ACC (Acaca) ter efeitos benéficos a saude, a reducdo na sua
expressao nao era esperada, visto que um dos mecanismos pelo qual os PUFA n-6 exerce
efeito anti-lipogénico € através da inibicdo da expressdo da proteina de ligacdo do elemento
regulador de esterol-1c (SREBP1-1c) (YAHAGI e col. 1999). Surpreendentemente mesmo
com a expressdo aumentada de Srepbl houve reducdo na expressao de Acaca, efeito contrério
ao que era esperado. Essas evidéncias mostram que outros fatores podem estar influenciando

a expressdo de Acaca no grupo oleo de girassol.

Algumas hipoteses podem explicar estes resultados, como o fato de que a diminui¢do na
expressao do gene da ACC ndo necessariamente implicara em uma menor atividade da
enzima. Sabe-se que a ACC é regulada tanto em nivel transcricional quanto pos-traducional,

através de reguladores alostéricos e hormonais (NELSON e COX, 2014). Sendo assim,
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podemos inferir que, no caso da ACC, pode ter ocorrido modificagdes pos-transcricionais ou
traducionais que poderiam levar a um aumento na atividade da enzima e um aumento na
sintese hepatica de acidos graxos e posteriormente de triglicérides, o que deveria levar a um
aumento nos niveis séricos de triglicérides, fato este que também ndo foi observado em nosso
estudo. Sendo assim, podemos inferir que o 6leo de girassol induz uma maior sintese hepética
de triglicérides, mas provavelmente acompanhado por um maior consumo deste nos tecidos
extra-hepaticos, o que justificaria a diminuicdo nos niveis séricos. Entretanto, mais

experimentos seriam necessarios para comprovar a nossa hipétese.

Sabe-se que o tipo de lipideo dietético também influencia a susceptibilidade do
organismo a danos oxidativos oriundos do desequilibrio redox (FRANCO, 2007). Os lipideos
insaturados por possuirem ligagdes (carbono-hidrogénio) mais fracas que os lipideos
saturados sdo mais propensos a peroxidacao lipidica (MAILLARD, e col., 1983), sendo que o
grau de insaturacdo dos acidos graxos esta relacionado ao aparecimento e/ou manutencao do
desequilibrio redox (ATALAY e col., 2000). Os peroxidos formados a partir do processo de
peroxidacdo lipidica desempenham um papel importante no organismo, tanto como
moduladores de enzimas quanto como intermediarios nos processos biossintéticos
(MAILLARD e col., 1983). Diante desse exposto, nosso trabalho investigou o efeito dos

diferentes 6leos vegetais sobre o status antioxidante e biomarcadores de dano oxidativo.

Nossos resultados mostram que o consumo do 6leo de coco ndo promoveu alteracdo no
status antioxidante (Figura 6), entretanto foi responsavel por aumentar a producdo de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (Figura 7B). Resultados semelhantes
guanto a producdo de TBARS foram encontrados em outros estudos. O aumento de TBARS
apos o consumo de 6leo de coco também foi observado em outros estudos com resultados
semelhantes por OLIVERO e col., (2003) e PAULA (2017), em que a suplementagédo com
6leo de coco aumentou as concentracBes de TBARS.

A ingestdo de 6leo de girassol também alterou o status redox, uma vez que causou
aumento na producdo de TBARS, e concomitantemente aumentou a quantidade da enzima
superoxido dismutase (SOD) (Figura 6- painel A) e reduziu as concentra¢es de glutationa
total (Figura 6- painel C) e a razdo GSH/GSSG (figura 6D).

A SOD é umas das enzimas antioxidantes mais importantes do sistema de defesa

antioxidante, ela é responsavel por catalisar a dismutacdo de radicais superoxidos produzindo
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peroxido de hidrogénio e oxigénio molecular (ASHOUR e col., 1999). Essa enzima junto com
a catalase e a glutationa peroxidase formam o primeiro mecanismo de defesa contra as EROs,
sendo uma das principais enzimas antioxidantes que removem essas espécies reativas no
organismo (CHEN e col., 2017; TENG e col., 2016). Estudos em modelos animais também
mostraram que o consumo de 6leos vegetais ricos em n-6 promoveu aumento do desequilibrio
redox (DINIZ e col.; 2004; EDER e col., 2008; DE CATALFO e col. 2013).

De acordo com Wilhelm Filho (2000), a glutationa (GSH) possui um papel central na
defesa das células contra o desequilibrio redox, tal como na biotransformacéo e eliminacdo de
xenobidticos. Ela é encontrada nas células em elevadas concentracdes sob a forma reduzida,
em torno de 99%, concomitantemente a menores quantidades da sua forma oxidada, cerca de
1%. Em situacbes em que ha maior producdo de agentes oxidantes e/ ou deficiéncia do
sistema protetor, ocorre desequilibrio entre 0 consumo de GSH e a producdo de GSSG, o que
caracteriza um desequilibrio redox. Assim, a razdo GSH/GSSG é dos grandes marcadores do
estresse oxidativo (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

Sugerimos que o a reducdo da concentracdo de glutationa total e 0 aumento de TBARS
no grupo 6leo de girassol em relacdo ao grupo azeite de oliva pode estar relacionado aos
constituintes do azeite de oliva. De acordo com a literatura, os efeitos benéficos associados ao
consumo do azeite de oliva sdo devidos ndo apenas ao seu alto teor de MUFA, mas também o
conteddo de fenois presentes nesse 6leo (SERVILI e col., 2009; OMAR, 2010; OBEIED e
col., 2012). O consumo diério dos fendis da oliva, cerca de 5 mg/ dia, tem efeitos positivos na
reducdo da peroxidacdo lipidica (BOSKOU 1996). Os principais antioxidantes presentes do
azeite extra virgem sdo representados por fenois lipofilicos e hidrofilicos, bem como a

presenca de uma pequena quantidade de carotenoides (INGLESE e col., 2011).

Sugerimos em nosso estudo que possivelmente o aumento na atividade de SOD
observada no grupo Gleo de girassol seja uma tentativa do organismo de conter o dano
oxidativo resultado do aumento das concentragdes de TBARS. Em nosso estudo néo
analisamos as vias de sinalizacdo envolvidas no processo de biossintese das enzimas
antioxidantes, entretanto, de acordo com MA (2010) o desequilibrio redox possui a
capacidade de induzir respostas fisioldgicas e patoldgicas nas células. Essas respostas
induzem a mudangas transcricionais que podem influenciar o destino das células e também a

progressao de doengas. Muitos fatores de transcricdo e vias de sinalizagdo foram identificadas
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pelo seu papel na resposta ao estresse oxidativo. Uma dieta rica em gordura causa danos em
nivel celular e molecular, desencadeando respostas distintas, como a ativacdo de vias de
sinalizacdo envolvidas na protecdo de células contra danos oxidativos, como a proteina
quinase ativada por mitogéno (MAPK) (HEINRICHSEN e col., 2014).

Varios nutrientes sdo capazes de influenciar a resposta imune, modificando as funcbes
do sistema imunoldgico, dentre eles os acidos graxos fornecidos pela dieta. Os lipideos
dietéticos podem modular o sistema imune por meio de Vvarios mecanismos que incluem
reducdo da proliferagdo linfocitaria, aumento da atividade fagocitaria, modificacdo da
atividade das células natural killer, bem como alteracdo na sintese de citocinas inflamatorias
(DE PABLO e col., 2000; CALDER e col., 2002; SIERRA e col., 2006).

Um dos mecanismos pelos quais 0s acidos graxos modulam a sintese de citocinas €
por meio da regulacdo nos niveis de transcri¢do, isto €, aumento ou reducdo do RNAm das
citocinas (ROBINSON e col., 1996; DE PABLO e col., 2000). TNF e IL-6 s&o duas citocinas
pro-inflamatorias e imunorregulatorias com funcdes pleiotropicas (DRUTSKAYA e col.,
2017). Sabe-se que acidos graxos monoinsaturados diminuem a capacidade de resposta dos
tecidos as citocinas, apesar da producdo de IL6 ser aumentada, &cidos graxos poli-insaturados
n-6 aumentam a producdo de citocinas pré-inflamatorias, j& acidos graxos poli-insaturados n-
3 tém o efeito oposto (GRIMBLE e TAPPIA, 1998).

Surpreendentemente, em nosso estudo observamos que a ingestdo crénica do éleo de
girassol foi responsavel por diminuir os niveis de IL-6 sérica e hepatica bem como os niveis
hepéticos de TNF. Ja o consumo cronico do 6leo de linhaca induziu um aumento de IL6 sérica

e TNF hepatico e o azeite de oliva aumentou os niveis séricos de IL-6.

Poucos sdo os estudos que avaliam o efeito de 6leos vegetais comerciais na modulacao
do perfil inflamatério. A maioria das pesquisas avaliam o efeito isolado de um determinado
acido graxo, como EPA, DHA e acido araquidbnico, e ndo as misturas contidas em 06leos
vegetais. Neste sentido, podemos inferir que os efeitos dos 6leos comerciais nédo
necessariamente correlacionam-se com os efeitos da suplementagdo dos &cidos graxos
isolados, pois no caso dos o6leos comerciais pode existir uma interacdo sinérgica ou
antagonica das diferentes fracbes de acidos graxos, o que poderia explicar os resultados

conflitantes deste estudo com os da literatura.
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Este estudo traz como novidade a avaliacdo comparativa de diferentes 6leos vegetais
em ratas saudaveis e isto traz alguns avancos em relagdo aos dados da literatura no sentido de
sugerir que o efeito da mistura de &cidos graxos presente nos diferentes Oleos nao
necessariamente vai refletir nos mesmos resultados observados com a suplementacdo do &cido
graxo isolado. Outro ponto que deve-se ressaltar é que a maioria dos estudos evidenciam 0s
efeitos de diferentes &cidos graxos em animais ou individuos com diferentes doencas, tanto
que as recomendacOes de acidos graxos da familia omega 9 e 3 séo restritas a individuos com
alteracdes metabolicas, como dislipidemias, hipertrigliceridemia e insuficiencia cardiaca.
(FALUDI e col., 2017). Entretanto, 6leos vegetais ricos em diferentes tipos de &cidos graxos

séo consumidos cada vez mais, de forma indiscriminada, pela populagéo.

Os resultados deste estudo sugerem que o consumo crénico de Oleos vegetais em
individuos saudaveis deve ser realizado com moderacdo, ja que a maior parte destes dleos
induz alteracBes metabdlicas, inflamatorias ou no status redox e, que estas alteracfes, podem

ser distintas daquelas observadas em situacdes de doencas cronicas.
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7. CONCLUSAO

O consumo crescente de dleos vegetais pela populagdo torna cada vez mais importante
estudos que visam o esclarecimento do papel dos mesmos na homeostase de individuos
saudaveis. Os resultados deste trabalho sugerem que o consumo de 6leos de origem vegetal
com diferentes perfis de acidos graxos induz alteracBes distintas nos pardmetros
glicometabdlicos, perfil lipidico, mediadores inflamatdrios e na regulacdo da expressdo

génica, o0 que pode comprometer a homeostase metabolica em ratas saudaveis.

Tabela 6: Resumo dos principais resultados encontrados ap6s o consumo crénico dos 6leos
vegetais (azeite de oliva, 6leo de linhaca, 6leo de coco e dleo de girassol) sobre mediadores

metabolicos e inflamatdérios em ratas saudaveis.
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8. LIMITACOES DO ESTUDO

A primeira limitagdo do nosso estudo, diz respeito ao fato de ndo termos realizado a
quantificacdo do consumo alimentar dos animais durante os 90 dias em que foi administrado
os diferentes Oleos vegetais. Assim, ndo foi possivel determinar em nosso estudo se 0s
resultados que encontramos a respeito do ganho de peso foram reflexos de uma menor/maior

ingestdo alimentar ou influenciadas apenas pelo tipo de 6leo administrado aos animais.

A segunda limitacdo do nosso estudo foi o fato de ndo ter sido realizada a analise
histologica do figado, o que nos impossibilitou verificar se 0 consumo dos 6leos vegetais
induziram esteatose microvesicular e/ou macrovesicular, bem como aumento/ reducdo de
infiltrado inflamato6rio. A analise histologica juntamente com as andlises bioquimicas nos
daria subsidios melhores para afirmar o quanto o consumo cronico dos 6éleos vegetais induziu
alteracOes hepaticas. Outro ponto que poderia contribuir para os resultados no nosso trabalho
seria a realizacdo da analise histoldgica do tecido adiposo branco e marron que nos
possibilitaria verificar as possiveis alteracdes na estrutura dos adipdcitos, tamanho e ndmero

dos mesmos apds o consumo dos 6leos vegetais.

Por fim, devido ao curto tempo ndo conseguimos realizar a caracterizacdo dos 6leos
vegetais que utilizamos no nosso estudo, por meio da técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). Assim, ndo foi possivel verificar se as informagdes descritas nos rotulos
de fato eram verdadeiras.
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ANEXQOS

Anexo 1: Informagdes nutricionais do azeite de oliva informada pelo fabricante Relva Verde.

Quantidade por porcao (porcéo %VD*
de 13 mL - 1 colher de sopa)
Valor Energético 108 kcal = 454 KJ 5
Gorduras Totais, das quais: 129 22
Gorduras Saturadas 1,99 6
Vitamina E 2,4mg 27

N&o contém quantidades significativas de carboidratos, proteinas, gorduras trans, fibra alimentar e sédio.

Anexo 2: Informacdes nutricionais do 6leo de linhaca dourada informadas pelo fabricante
Relva Verde.

Quantidade por porgéo (porcao %VD*
de 13 mL - 1 colher de sopa)

Valor Energético 108 kcal = 454 KJ 5
Gorduras Totais, das quais: 129 22
Gorduras Saturadas 1,3g 6
Gorduras Monoinsaturadas 2,5¢

Omega 9 2,49 -
Gorduras Poli-insaturadas 7,5¢ -
Omega 6 1,69 -
Omega 3 5,99 -
Vitamina E 2,79 27

N&o contém quantidades significativas de carboidratos, proteinas, gorduras trans, fibra alimentar e sédio. * %:
Valores diérios com base em uma dieta de 2.000Kcal ou 8.400KJ. Seus valores diarios podem ser maiores ou
menores dependendo de suas necessidades energéticas

Anexo 3: Informagdes nutricionais do 6leo de coco informadas pelo fabricante Relva Verde.

Quantidade por porcéo (porcéo %VD*
de 13 mL - 1 colher de sopa)
Valor Energético 108 kcal = 454 KJ 5
Gorduras Totais, das quais: 12¢g 22
Gorduras Saturadas 119 50
Gorduras Insaturadas, das quais: 0,99 -
Gorduras Monoinsaturadas 0,79 -
Gorduras Poli-insaturadas 0,29 -
Gorduras Trans Og -

Né&o contém quantidades significativas de carboidratos, proteinas, gorduras trans, fibra alimentar e sodio. * %:
Valores diarios com base em uma dieta de 2.000Kcal ou 8.400KJ. Seus valores diarios podem ser maiores ou
menores dependendo de suas necessidades energéticas.
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Anexo 4: InformagBes nutricionais do 6leo de girassol informadas pelo fabricante Relva
Verde.

Quantidade por porcéo (porcéo %VD*

de 13 mL - 1 colher de sopa)

Valor Energético 117 kcal = 490 KJ
Gorduras Totais, das quais: 13g 6
Gorduras Saturadas 1,29 24
Gordura Monoinsaturada 3,09 6
Omega 9 2,69 -
Gordura Poli-insaturada 8,89 -
Omega 6 8,59 -
Omega 3 0,19 -

N&o contém quantidades significativas de carboidratos, proteinas, gorduras trans, fibra alimentar e sédio. * %:
Valores diarios com base em uma dieta de 2.000Kcal ou 8.400KJ. Seus valores diarios podem ser maiores ou

menores dependendo de suas necessidades energéticas.
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CURVA DE AMPLIFICAGAO
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Anexo 5: Grafico de amplificacdo referente as curvas de eficiéncia dos genes Srebfl;
Acaca; Fasn e Ppia utilizando diluicdo seriada de 4x de cDNA do figado de ratas
saudaveis. Acaca: acetyl-CoA carboxilas alpha; Fasn: fatty acid synthase; Srebfl: sterol
regulatory element binding transcription factor 1; Ppia: peptidylprolyl isomerase A
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CURVA DE EFICIENCIA
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Anexo 6: Curvas padrdes referentes aos genes Srebfl, Acaca, Fasn e Ppia utilizando
diluicdo seriada de 4x de pool cDNA do figado de ratas saudaveis. Acaca: acetyl-CoA
carboxilas alpha; Fasn: fatty acid synthase; Srebfl: sterol regulatory element binding

transcription factor 1; Ppia: peptidylprolyl isomerase A.
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CURVA DE DISSOCIACAO
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Anexo 7: Curva de dissociacéo referente ao amplicon dos primers Srebfl; Acaca; Fasn;
Ppia. No eixo x esta representada a temperatura de dissociacdo do amplicon gerado pela reagéo de
PCR e no eixo Y a derivada do valor de emisséo de fluorescéncia.

Acaca; acetyl-CoA carboxilas alpha; Fasn: fatty acid synthase; Srebfl: sterol regulatory element

binding transcription factor 1; Ppia: peptidylprolyl isomerase A
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OFCIO CEUA M. 0772014, de 11 de maio de 2014

Hustrissimo{a) Senhora)
Professor{a) Doutor|a) Danisla Caldeira Costa
DECEI/ ICEB/MUF EB/UFOF

sennonal Pesquisador|a).

Estamos emvigndo o cefificado de aprovogdc do protocoic nf
2014f25, infituiade “Heito do consuma crinico de diferenfes dleos vegerais sobre
povmedros bicguimicos e mediadores inflamatdnios em rofas da inhogem Fsher".
2 Atendendo ao art. &%, 1X, do Resclugdo Mormafiva COMNCEA n® 1, de
09,07 2010, solicitamas que encaminhe g CEUAJURDP o relaidric final do projeto,
apés executd-4o, confome modelo do ste ga CEUA.

Atencicsomente,

Frof? Dr.® Lenice Koppes Becker
Coordenodora da CEUAURDF.

Anexo 9: Certificado de aprovacdo do projeto efeito do consumo crdnico de diferentes 6leos
vegetais sobre a modulacédo de mediadores metabolicos, do status redox e inflamatério em ratas

satidaveis pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Ouro Preto.
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