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Efeito do consumo crônico de diferentes óleos vegetais sobre a modulação 

de mediadores metabólicos, do status redox e inflamatório em ratas 

saudáveis. 
 

RESUMO 

O processo de transição nutricional observado em todo o mundo tem sido caracterizado por 

um aumento da ingestão de alimentos com elevada densidade calórica, ricos em carboidratos 

e/ou lipídeos, em especial gordura saturada, trans e ácido linoleico. O desequilíbrio na 

quantidade e no tipo de lipídeos consumidos na dieta pode ter efeitos negativos no organismo. 

Os óleos vegetais têm recebido atenção especial devido aos potenciais efeitos benéficos à 

saúde. Estes efeitos estão associados ao tipo de ácido graxo presente nestes óleos, sendo os 

ácidos graxos monoinsaturados e poli-insaturados associados à melhora no perfil lipídico, 

enquanto os ácidos graxos saturados apresentam efeitos negativos no organismo. Desta forma, 

o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do consumo crônico de óleos vegetais com 

diferentes percentuais de ácidos graxos sobre mediadores metabólicos, do status redox e 

inflamatórios em ratas saudáveis. Para isto, foram utilizadas 44 ratas da linhagem Fisher 

(peso), separadas em cinco grupos, a saber: (i) grupo controle (C), o qual recebeu apenas 

água, (ii) grupo azeite de oliva (AO), (iii) grupo óleo de linhaça (OL), (iv) grupo óleo de coco 

(OC) e (v) grupo óleo de girassol (OG). Todos os tratamentos foram administrados por 

gavagem (1mL/ 250g peso) e o delineamento experimental teve duração de 90 dias. Após este 

período, as ratas foram eutanasiadas e amostras de sangue, fígado e tecido adiposo foram 

coletadas e armazenadas para análises posteriores. O consumo crônico de AO aumentou o 

tecido adiposo branco e a concentração sérica de IL-6, enquanto reduziu o HDL sérico. Os 

animais do grupo OL apresentaram redução do índice HOMA, aumento nas concentrações de 

triglicérides séricos, ALT e IL-6, além de aumentarem TNF hepático. A ingestão crônica de 

OC foi responsável por alterações de parâmetros glicometabólicos e modificações no 

metabolismo lipídico sérico e hepático, além de aumentar o dano oxidativo hepático através 

do aumento de TBARS e ALT. Os animais do grupo OG apresentaram alteração no perfil 

lipídico sérico, aumento da lipogênese hepática, através do aumento da expressão gênica do 

fator de transcrição Srebp1 e da enzima Acetil-Coa carboxilase (ACC). Além disso, o OG 

causou alterações nas concentrações séricas e hepáticas de citocinas inflamatórias, aumento 

de dano hepático e diminuição da razão GSH/GSSG. Estes resultados sugerem que os 

diferentes ácidos graxos presentes nos óleos vegetais interferem na homeostase do organismo, 

podendo contribuir para a patogênese de diversas doenças em ratas saudáveis. Desta forma, 

mais estudos precisam ser feitos a respeito da quantidade e qualidade dos lipideos dietéticos a 

fim de se promover recomendações para um consumo consciente e adequado dos mesmos. 

 

Palavras-chave: Óleos vegetais. Ácidos graxos saturados. Ácidos graxos monoinsaturados. 

Ácidos graxos poli-insaturados. Processo redox. Inflamação.  
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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 (1mL / 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 

Srebp1 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. 
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1. INTRODUÇÃO 

A alimentação e a nutrição adequadas constituem-se requisitos básicos para a promoção 

e a proteção da saúde, bem como para o desenvolvimento humano com qualidade de vida (DE 

OLIVEIRA PINHEIRO, 2005). Os danos à saúde decorrente do consumo insuficiente de 

alimentos, ou do seu consumo excessivo, há muito tempo é conhecido pelos seres humanos. 

Entretanto, mais recentemente acumulam-se evidências de que as características qualitativas 

da dieta são importantes na definição do estado de saúde, em especial, no que se refere às 

doenças crônicas não transmissíveis (DCNT) (BRESSAN e col., 2009). 

As mudanças nos padrões alimentares no Brasil vêm sendo observadas desde as décadas 

de 1970 e 1980, principalmente quanto ao consumo de gorduras. O que se tem observado é 

um aumento na ingestão dos alimentos de origem vegetal em detrimento daqueles de origem 

animal. Ocorreram várias substituições alimentares, dentre elas, destaca-se a substituição da 

gordura de porco pelos óleos vegetais, e a da manteiga pela margarina. Essas mudanças foram 

estimuladas pela maior disponibilidade dos produtos de origem vegetal e pela divulgação de 

pesquisas mostrando a relação entre as dietas ricas em ácidos graxos poli-insaturados e a 

diminuição das doenças cardiovasculares (MONDINI; MONTEIRO, 1994; MONTEIRO; 

MONDINI e COSTA, 2000). 

A gordura dietética é um componente essencial na dieta humana, mas o excesso de 

gordura ou um desequilíbrio no tipo de gordura consumida pode ter efeitos negativos sobre a 

saúde e bem-estar (HARRIS e col., 2009). Os lipídeos da dieta são considerados a fonte mais 

concentrada de energia do organismo, atuando como precursores de vários compostos 

biologicamente ativos, além de serem essenciais na digestão, absorção e transporte de 

vitaminas lipossolúveis e fitoquímicos (BARBOSA e col., 2007). Evidências científicas 

mostram que a composição dos lipídeos plasmáticos 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 composição dos lipídeos da dieta é um fator importante que pode modular o 

metabolismo lipídico hepático, desempenhando um papel importante na fisiologia de todo o 

corpo (TAKEUCHI e col., 2008; FERRAMOSCA; SAVY e ZARA, 2008). Sabe-se que os 

lipídeos podem regular várias vias metabólicas, através de uma fina modulação da transcrição 

de genes de enzimas específicas, podendo influenciar tanto na patogênese quanto na 
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prevenção de doenças crônicas (JUMP, 2011). Os lipídeos também têm sido associados à 

geração intracelular de espécies reativas de oxigênio (EROs) e nitrogênio (ERNs), uma vez 

que podem ser substratos para o ataque oxidativo ou ser uma fonte para a geração de espécies 

reativas (VALKO e col., 2007). 

As refeições ricas em lipídeos baseadas em óleos vegetais têm sido largamente 

estudadas, uma vez que elas influenciam positivamente nos níveis de lipoproteínas 

sanguíneas, com efeitos protetores contra diversos estados patológicos. Os mecanismos 

responsáveis por estas ações protetoras se relacionam ao tipo de ácido graxo contido nestes 

óleos, particularmente os ácidos graxos das séries mono e poli-insaturados (SOARES e ITO, 

2000). Já o consumo de ácidos graxos saturados tem associação positiva com a ocorrência de 

doenças cardiovasculares (BERTOLINO e col., 2006).  Entretanto, os mecanismos envolvidos 

nos processos regulatórios exercidos pelos óleos vegetais, bem como a inter-relação entre a 

peroxidação lipídica e o impacto sobre as enzimas chaves do metabolismo lipídico 

permanecem desconhecidos (DE CATALFO; ALANIZ e MARRA, 2013).  

Baseado no que foi exposto acima, este trabalho busca avaliar os efeitos do consumo 

crônico de diferentes óleos vegetais na modulação de mediadores metabólicos, do status 

redox e inflamatório em ratas saudáveis. Vale ressaltar, que os trabalhos presentes na 

literatura avaliam apenas o consumo de um ou, no máximo, dois tipos diferentes de óleos 

vegetais. Sendo assim, este foi o primeiro trabalho a conduzir um delineamento experimental 

sob as mesmas condições, comparando-se o consumo crônico de óleos vegetais com 

diferentes perfis de ácidos graxos.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1. Lipídeos dietéticos 

Aproximadamente 95% da gordura dietética é constituída por triglicérides (TG), uma 

molécula de glicerol ligada a três moléculas de ácidos graxos idênticos ou diferentes, sendo o 

restante composto por outros tipos de lipídeos, como os fosfolipídeos, ácido graxo livre 

(AGL), colesterol e fitosteróis (VAZ e col., 2006). 

 Os ácidos graxos são formados por cadeias de hidrocarbonetos com um grupo 

carboxila em uma das extremidades e um grupo metil em outra (CALDER, 2008). Eles são 

bioquimicamente diferentes e podem ser classificados de acordo com o número de carbonos 

presentes na cadeia carbônica, a configuração dos átomos de hidrogênio em torno das ligações 

carbono-carbono e pela presença ou não de duplas ligações (CORTEZ-PINTO e col., 2006; 

TAKEUCH e col., 2008). 

 De acordo com o comprimento da cadeia, os ácidos graxos são classificados em ácidos 

graxos de cadeia curta, cadeia média e cadeia longa, (CALDER, 2008; KHAN, 2010). Quanto 

à presença ou ausência de insaturações, os ácidos graxos que não possuem duplas ligações são 

chamados de ácidos graxos saturados (AGS) e são obtidos principalmente a partir da gordura 

de origem animal, como a encontrada na carne vermelha e nos produtos lácteos (CURI e col., 

2001). Os principais representantes dos AGS são o ácido láurico (12:0), palmítico (16:0) e 

esteárico (18:0). Os ácidos graxos que possuem uma ou mais insaturações são chamados de 

ácidos graxos insaturados (AGI) (VASCONCELOS COSTA; BRESSAN e SABARENSE, 

2006). 

Os AGI podem ser divididos em ácidos graxos monoinsaturados (MUFA) e ácidos 

graxos poli-insaturados (PUFA). O primeiro grupo contém ácidos graxos com apenas uma 

insaturação, possuindo como principal representante o ácido oleico (18:1, n-9). Os MUFA 

podem ser encontrados em óleos vegetais extraídos de fontes como azeitonas, abacate, nozes e 

amêndoas (VASCONCELOS COSTA e col. 2006). Os PUFAS, possuem duas ou mais duplas 

ligações, e os principais representantes desta classe são o ácido linoleico (18:3, n-6/ ômega 6) 

e o alfa-linolênico (18:3, n-3/ômega 3). O termo ômega refere-se à posição da primeira dupla 

ligação a partir do grupo metil terminal da molécula de ácido graxo (MARTIN e col., 2006). 
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Do ponto de vista nutricional, o ácido linoleico e o ácido alfa-linolênico são 

classificados como ácidos graxos essenciais (AGE) (DAS, 2006). Este termo diz respeito 

àqueles ácidos graxos poli-insaturados que devem ser fornecido ao organismo através da 

dieta, pois não podem ser sintetizados pelos seres humanos, mas são necessários para a 

manutenção da saúde (KAUR; CHUGH e GUPTA, 2014).  O ácido linoleico (n-6) é 

encontrado em quantidades significativas nos óleos vegetais, como o óleo de milho, girassol, 

soja e algodão, enquanto o ácido alfa-linolênico (n-3) encontra-se em maior quantidade em 

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

Os ácidos graxos, linoleico e alfa-linolênico, são precursores dos ácidos graxos de 

cadeia muito longa (AGPI-CML), pertencentes às famílias ômega 3 e ômega 6, 

respectivamente, por processos de elongação (enzimas elongases) e dessaturação (enzimas 

dessaturases) da cadeia carbônica. O ácido alfa-linolênico dá origem ao ácido 

eicosapentaenoico (EPA- 20:5) e ao ácido docosaexaenoico (DHA-20:6), enquanto o ácido 

linoleico é utilizado na síntese do ácido araquidônico (AA- 20:4) (LANE; DERBYSHIRE e 

BRENNAN, 2014). Muitas plantas marinhas, especialmente algas unicelulares, realizam a 

elongação e dessaturação do ácido α-linolênico para produzir o EPA e DHA. A formação 

desses PUFA n-3 pelas algas marinhas e sua transferência através da cadeia alimentar aos 

peixes explica a abundância deles em alguns óleos de peixe de origem marinha (GIBSON, 

2004). 

Após a digestão, os PUFA n-3 e n-6, uma vez absorvidos pelos tecidos, são acilados e 

passam a constituir os fosfolipídeos de membrana, podendo ser dessaturados e elongados a 

ácidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (DOMMELS e col., 2002). As enzimas 

dessaturases atuam oxidando dois carbonos da cadeia resultando na formação de duplas 

ligações, e as elongases atuam adicionando dois átomos de carbono à cadeia carbônica. Nos 

mamíferos, as dessaturases possuem a capacidade de adicionar duplas ligações nas posições 

∆5, ∆6 e ∆9 (QIU, 2003 e SCHAEFFER e col., 2006). Embora os AGPI n-3 e n-6 sofram a 

ação das mesmas enzimas envolvidas no processo de dessaturação, as enzimas ∆5, ∆6 

possuem maior afinidade pelos AGPI ômega 3 (JAKOBSSON; WESTERBERG e 

JACOBSSON, 2006).  

Atualmente, as sociedades industrializadas são caracterizadas por um aumento no 

consumo de gordura saturada, ácido linoleico, ácidos graxos trans, e, paralelamente, 
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diminuição global da ingestão de ácido alfa-linolênico (SIMOPOULOS, 2011). Esta ingestão 

elevada de n-6 é reflexo do aumento do consumo de óleos vegetais ricos em ácido linoleico 

associados à dieta ocidental (ANDERSON e MA, 2009). De acordo com Molendi-Coste e col. 

(2010), a ingestão dietética ótima da razão 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 países ocidentais, e uma baixa 

ingestão de nozes, sementes e cereais integrais na alimentação, aliado a aumento progressivo 

no consumo de óleos pobres em PUFA n-3, como o óleo de girassol (NAPIER et col., 2004; 

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

 A razão aumentada entre estes dois ácidos graxos essenciais pode favorecer a 

patogênese de muitas doenças, como as doenças cardiovasculares (DCV), inflamatórias, 

autoimunes e o câncer. Em contra partida, o aumento da ingestão de n-3, paralelamente à 

diminuição na relação entre estes AGE parece exercer efeito supressor na patogênese dessas 

doenças (PETTIPHER; TREVOR e ARMER, 2007). 

2.2. Função fisiológica e nutricional dos lipídeos 

 Os lipídeos desempenham diversos papéis no organismo, sendo essenciais na 

constituição da estrutura da membrana celular (fosfolipídeos, esfingolipídeos e colesterol), 

nos processos metabólicos (transporte e a absorção de vitaminas lipossolúveis), sinalização 

intracelular (LOOKENE; ZHANG; OLIVECRONA, 2004), controle da temperatura corporal, 

proteção de órgãos, armazenamento de energia (GONÇALVES e col., 2012), bem como 

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

 O processo de digestão dos lipídeos dietéticos inicia-se na cavidade oral por meio da 

ação da enzima lipase lingual, secretada pelas glândulas presentes na língua, que inicia o 

processo de digestão dos triglicérides. O processo de digestão continua no estômago através 

da ação da enzima lipase gástrica, sendo esse o principal local para a emulsificação das 

gorduras e das vitaminas lipossolúveis provenientes da dieta. As emulsões lipídicas seguem 

para o duodeno, sendo esse o principal local do processo de digestão dos lipídeos, e 

posteriormente sofrem a ação do suco biliar e pancreático. (PHAN e TSO, 2001; MU e HØY, 

2004).  
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 Os produtos da hidrólise são transportados através da membrana apical dos enterócitos 

(ABUMRAD e DAVIDSON, 2012). A absorção, o metabolismo intracelular, bem como a 

liberação dos AGL presentes no lúmen intestinal depende do tamanho da cadeia carbônica. Os 

ácidos graxos de cadeia curta e média são levados diretamente ao fígado via corrente 

sanguínea (TROTTER; HO e STORCH, 1996), enquanto os ácidos graxos de cadeia longa 

sofrem processamento e são reesterificados em triglicérides no interior dos enterócitos 

(THANOPOULOU e col., 2003). 

 Os lipídeos reesterificados podem ter dois destinos. Podem ser armazenados em 

gotículas de gordura citosólica no interior dos enterócitos ou podem ser secretados na corrente 

sanguínea (STURLEY e HUSSAIN, 2012; THIAM; FARESE JR e WALTHER, 2013). Os 

lipídeos secretados são incorporados em grandes lipoproteínas ricas em triglicérides, 

chamadas quilomícrons (HUSSAIN e col., 1996; IQBAL e HUSSAIN, 2009). 

Na circulação sanguínea os quilomícrons sofrem a ação da enzima lipase lipoproteica 

(LPL) presente na superfície das células endoteliais dos capilares. A LPL hidrolisa os 

triglicérides transportados nos quilomícrons; consequentemente, ocorre a formação de AGL e 

glicerol (DALLINGA-THIE e col., 2010). Após sua captação pelo fígado, os ácidos graxos 

sintetizados no organismo e os provenientes da dieta são incorporados em lipoproteínas de 

densidade muito baixa (VLDLs), e, posteriormente, secretadas e transportadas na circulação 

para os tecidos periféricos, em que, via lipase lipoprotéica, fornecem ácidos graxos para os 

vários tecidos (LEHNINGER e NELSON, 2014). 

2.3. Biossíntese de ácidos graxos 

A lipogênese hepática (LH) é um processo bioquímico, no qual ocorre a síntese de 

ácidos graxos a partir de subunidades de acetil-CoA produzidas por meio de diferentes vias no 

interior das células, em especial, a partir da oxidação de carboidratos (SANDERS e GRIFFIN, 

2015). Embora ela ocorra em todas as células do organismo, o tecido hepático é o lugar de 

maior destaque desse processo bioquímico. Sob condições fisiológicas, o excesso de 

carboidratos que não é armazenado na forma de glicogênio nos hepatócitos é convertido em 

ácidos graxos e esterificados em triglicérides. Anormalidades na LH e em outros aspectos do 

metabolismo lipídico são características comuns de várias doenças, dentre elas, a obesidade, 

resistência à insulina e diabetes (SAVAGE e col., 2007). 
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A LH inicia com a formação do malonil-CoA a partir da molécula de acetil-CoA, reação 

catalisada pela enzima Acetil-CoA carboxilase (ACC) (BROWNSEY e col., 2006). O 

malonil-CoA é transferido ao grupamento 4-fosfopanteteína da proteína carreadora de acila 

(ACP), um dos domínios do complexo enzimático da ácido graxo sintase (FAS). Em seguida, 

ocorre à condensação dos grupos malonil-CoA e acetil-CoA, formando o acetoacetil-ACP, e 

este é reduzido, desidratado e reduzido novamente para formar o butiril-ACP.  O butiril-ACP 

também sofre desidratação e redução, processo que é repetido seis vezes até produzir o ácido 

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

A via lipogênica no fígado é regulada por meio de dois mecanismos, regulação da 

transcrição das enzimas integrantes da LH e através da regulação alostérica da ACC. A 

regulação transcricional é ativada por duas vias principais, proteína de ligação a elementos 

reguladores de esterol1c (SREBP1c) e a proteína de ligação ao elemento de resposta ao 

carboidrato (ChREBP). Estas vias são ativadas pelo aumento da sinalização da insulina e pelo 

aumento da concentração de glicose, respectivamente, ambos induzidos pela alimentação 

(KAWANO e COHEN, 2013; OOSTERVEER e SCHOONJANS, 2014). 

  A regulação positiva da insulina sobre SREBP1c resulta na liberação proteolítica da 

forma ativa de SREBP1c a partir da membrana do complexo de Golgi, onde encontra-se a 

forma imatura ligada à membrana, permitindo a sua translocação para o núcleo, 

promovendo a transcrição de genes lipogênicos (FERRE e FOUFELLE, 2010). O 

SREBP1c transloca-se para o núcleo onde ativa a transcrição de vários genes envolvidos 

na síntese de AG, incluindo FAS e ACC (FON TACER e ROZMAN, 2011).  

  De acordo com a literatura, os AGS com comprimento de cadeia de 10-18 carbonos 

possuem a capacidade de elevar os níveis de RNAm para PGC-1, um co-ativador de 

SREBP (LIN e col., 2005). Esses ácidos graxos, também atuam como co-ativadores de 

LXR/RXR (STRABLE, M. S e NTAMBI, 2010), o qual promove a secreção hepática de 

VLDL (JUMP e CLARKE, 1999). Em contrapartida, os PUFA suprimem a translocação 

nuclear de vários fatores de transcrição envolvidos no metabolismo de carboidratos e 

lipídeos, incluindo o SREBP-1, proteína reguladora do elemento regulador de carboidratos 

(ChREBP) e fator X máximo (MLX). A regulação que os PUFA exercem sobre esses 

fatores de transcrição parece ser por meio de ligação direta a esses fatores (JUMP e col., 

2013; POSTIC e col., 2008). 
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2.4. Efeitos dos ácidos graxos sobre o perfil inflamatório 

Várias evidências sugerem que os ácidos graxos podem modular a resposta imune. Uma 

delas infere que os níveis de ácidos graxos estão associados aos níveis de marcadores 

inflamatórios em indivíduos saudáveis (PERREAULT e col., 2014). Sugere-se que o tipo de 

ácido graxo presente na dieta pode influenciar o risco de desenvolvimento de doenças 

inflamatórias, nas quais o sistema imunológico apresenta papel importante (WALL e col., 

2010). 

Geralmente, considera-se que os mecanismos pelos quais os ácidos graxos influenciam 

o processo inflamatório envolvem a sua incorporação nos fosfolipídeos da membrana celular. 

Assim, mudanças na composição dos fosfolipídeos acarretam alterações nas propriedades 

físicas das membranas, no padrão de mediadores lipídicos produzidos a partir dos ácidos 

graxos, além de efeitos nas vias de sinalização celular, através da modificação da expressão 

ou atividade dos receptores de membrana, bem como modificação nos mecanismos de 

sinalização intracelular, resultando em alteração na expressão gênica (CALDER, 2008). 

 Os PUFAs das famílias n-3 e n-6 possuem um papel importante nos processos 

inflamatórios, uma vez que atuam como precursores dos eicosanoides. Essas potentes 

moléculas de sinalização, sintetizadas durante a inflamação, incluem os leucotrienos, 

tromboxanos e as prostaglandinas. Várias enzimas são responsáveis pela síntese dos 

eicosanoides, como, por exemplo, as ciclooxigenases (COX) e as lipoxigenaxes (LOX) 

(SZEFEL e col., 2011). O metabolismo do ácido linoleico (n-6), resulta na produção de 

eicosanoides das séries 2 e 4 (prostaglandina E2- PGE2; tromboxanos A2– TXA2 e 

leucotrienos B4- LTB4), com perfil pró-inflamatório (Figura 1).  
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Figura 1: Visão geral da síntese e ações de mediadores inflamatórios produzidos a partir 

do metabolismo do ácido linoleico e do ácido alfa linolênico. EPA: ácido 

eicosapentaenoico; DHA: ácido docosaexaenóico; COX: ciclo-oxigenase; LOX: lipoxigenase; 

LT: leucotrienos; PG: prostaglandina. Adaptado de CALDER, 2010. 

 

A PGE2 provoca inúmeros efeitos pró-inflamatórios, dentre os quais, aumento da 

permeabilidade vascular, vasodilatação, hiperemia e hiperalgesia. Por sua vez, o TXA2 

favorece a síntese de citocinas inflamatórias, como a interleucina-1β (IL-1β) e o fator de 

necrose tumoral (TNF) por fagócitos mononucleares. O LTB4 causa aumento da 

permeabilidade vascular e hiperemia, além de ser um potente agente quimioatraente de 

leucócitos que induz a síntese de enzimas lisossomais, bem como provoca aumento na 

produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) e citocinas pro-inflamatórias (MILES e 

CALDER, 2012).  
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O aumento do consumo de PUFA de n-3 de cadeia longa, como ácido 

eicosapentaenóico (EPA) e ácido docosaexaenóico (DHA), resulta em proporções aumentadas 

desses ácidos graxos nos fosfolípideos de membrana (LEE e col., 1985; YAQOOB e col., 

2000 e CALDER, 2006). O ácido eicosapentaenoico (EPA) também é substrato para as 

enzimas COX e LOX; entretanto os mediadores inflamatórios sintetizados a partir dele 

possuem uma estrutura diferente dos mediadores produzidos a partir do ácido araquidônico 

(AA). O metabolismo de EPA dá origem aos eicosanoides da série 3 e 5 (prostaglandina E3- 

PGE3, leucotrienos B5- LTB5 e tromboxanos A3- TX3) (CHAPKIN e col., 1991). Os 

mediadores derivados de EPA são menos ativos biologicamente do que os sintetizados a partir 

do ácido araquidônico; por exemplo, o LTB5 derivado do EPA é 10-100 vezes menos potente 

como um quimioatrativo de neutrófilos quando comparado com o LTB4 (LEE e col., 1985; 

CALDER, 2010).  

 A ingestão elevada de PUFA n-6 contribui para o aumento de ácido araquidônico nos 

fosfolipídeos de membrana, o que resulta em aumento de eicosanoides com perfil mais pró-

inflamatório. Em contrapartida, o consumo aumentado de PUFA n-3 leva a uma redução na 

síntese de eicosanoides oriundos de PUFA n-6, uma vez que os PUFA n-3 competem com o 

ácido araquidônico pelas mesmas vias enzimáticas, inibindo assim a oxidação desse ácido 

pela ciclo-oxigenase, e consequente síntese de prostaglandinas e leucotrienos, via 5-

lipoxigenase (BHANGLE e KOLASINSKI, 2011). Portanto, a razão de AA e EPA/ DHA nas 

membranas celulares podem refletir informações a respeito do estado inflamatório (YLI-

JAMA e col., 2002; PISCHON e col., 2003 e FERRUCCI e col., 2006). 

Além de ser substrato para a produção de eicosanoides, o EPA e o DHA diminuem a 

atividade do fator de transcrição fator nuclear kappa β (NF-κβ) e da proteína ativadora-1 (AP-

1), o que contribui para o perfil anti-inflamatório apresentado por esses ácidos graxos 

(DUVAL e col., 2007; BENSINGER e col., 2008). NF-κβ é um dos fatores de transcrição 

mais importantes envolvidos nas respostas inflamatórias. (KUMAR e col., 2004; SIGAL, 

2006). A estimulação da via de sinalização do NF-κβ pode ocorrer através da ligação de um 

ligante a um receptor de superfície celular, como o receptor para o TNF (TNF-R) e o receptor 

do tipo Toll (TLR-4), que pode ser ativado tanto por lipopolissacarídeos (LPS) quanto por 

ácidos graxos saturados O aumento da ingestão de ácidos graxos saturados pela dieta favorece 

a ativação da resposta inflamatória e, consequentemente, o aumento do risco para DCNT 

(KENNEDY e col., 2009). 
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Os ácidos graxos saturados promovem a ativação dos macrófagos por meio da sua 

ligação ao receptor TLR-4, presente na membrana plasmática. Em seguida, ocorre a ativação 

de moléculas envolvidas na sinalização celular (BULLO e col., 2007; SHAH; MEHTA e 

REILLY, 2008), a IKB quinase (IKK), que promove a fosforilação do inibidor do fator de 

transcrição NF-κβ (IKB-α), favorecendo a poliubiquitinação e a subsequente degradação do 

IKB-α no citosol. Posteriormente, ocorre a liberação e a translocação do NF-κβ do citosol 

para o núcleo, onde o NF-κβ promove a ativação de genes que codificam para proteínas 

envolvidas na resposta inflamatória (BAUD e KARIN, 2009) (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Vias de sinalização dos fatores de transcrição NF-kβ e AP-1. A presença de 

lipopolissacarídeos (LPS) e de ácidos graxos saturados (AGS) estimula a via de sinalização do 

fator de transcrição NF-κβ, enquanto a presença de TNF estimula tanto a via de sinalização do 

NF-κβ quanto da proteína-1 ativadora (AP-1). A ativação dessas vias resulta no aumento da 

expressão de genes que codificam para proteínas envolvidas na resposta inflamatória. IKBα: 

inibidor do κβ; IKK: IkB quinase; NF-κβ: fator nuclear kappa β; TNF: fator de necrose 

tumoral; AGS: ácidos 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. Ácidos graxos e status redox 

Diversos estudos têm relatado que o excesso de lipídeos está relacionado com a 

formação de espécies reativas e o processo de estresse oxidativo, o que leva a um 

comprometimento da homeostase redox. O desequilíbrio redox possui um importante papel na 

fisiopatologia da obesidade, esteatose hepática, aterosclerose e doenças cardiovasculares 

(PELUSO e col., 2012; ESTADELLA e col., 2013).  

 A ativação de diferentes vias bioquímicas tem sido proposta para explicar os 

mecanismos patogênicos relacionados ao desequilíbrio redox ocasionado pela exposição a 

elevadas concentrações de lipídeos (PINEAU e col., 2009; RIAL e col., 2010 e CARDOSO e 

col., 2013). A ingestão de uma dieta rica em lipídeos aumenta a disponibilidade deste 

substrato energético no meio intracelular, aumenta a β-oxidação na matriz mitocondrial, bem 

como a atividade da NADPH oxidase (NOX) in vitro, com consequente aumento na produção 

de EROs, como o radical ânion superóxido (O2
-) e o peróxido de hidrogênio (H2O2) (PINEAU 

e col., 2009). 

 Existem EROs que possuem elétrons não pareados e são conhecidas como derivados 

radicalares. Essas espécies incluem o ânion superóxido (O2
-), radical hidroxila (HO), óxido 

nítrico (NO) e os radicais lipídicos. Entretanto outras espécies não são radicais livres por si só, 

e são denominadas derivados não radicalares, mas possuem efeitos oxidantes, como o 

peróxido de hidrogênio (H2O2), peroxinitrito (ONOO-) e o ácido hipocloroso (HOCL) (CAI e 

HARRISON, 2000). 

 As EROs celulares são provenientes de fontes exógenas e endógenas (SONG e ZOU, 

2015; MANI, 2015). As fontes exógenas de geração de EROs incluem a radiação ultravioleta 

(UV), radiação ionizante, drogas cujo mecanismo de ação é mediado através da produção de 

EROs; toxinas ambientais e produtos químicos também podem produzir EROs como um 

subproduto do seu metabolismo (MANI, 2015). A produção endógena é mediada por enzimas 

geradoras de EROs mitocondriais e não mitocôndrias, incluindo a NOX, xantina oxidase 

(XO), citocromo P450 no retículo endoplasmático e flavina oxidase nos peroxissomos (SONG 

e ZOU, 2015; MANI, 2015).  

 Embora a produção excessiva de EROs seja prejudicial ao organismo, concentrações 

baixas a moderadas de EROs são importantes para o metabolismo normal das células, uma 
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vez que são responsáveis por respostas celulares fisiológicas na defesa contra agentes 

infecciosos, ativação de diversas vias de sinalização celular e na indução da resposta a 

mitógenos (VALKO e col., 2007).  Em condições fisiológicas normais, o acúmulo de EROs 

celular é controlado por mecanismos de defesa antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos 

que impedem ou neutralizam as EROs.  

Os antioxidantes não enzimáticos incluem a vitamina C e E, carotenoides e flavonoides. 

As defesas antioxidantes enzimáticas incluem a superóxido dismutase (SOD), a glutationa 

peroxidase (GPx), glutationa S-transferase (GST), glutationa redutase (GR) e a catalase. Além 

das enzimas, há também cofatores de baixo peso molecular ou peptídeos, tais como a 

glutationa (GSH), tioredoxinas (Trx) e o NADPH (ZHOU; SHAO e SPITZ, 2014).  

 A SOD é uma enzima que pode se apresentar de três formas, mas todas catalisam a 

conversão do ânion superóxido (O2
•−) em H2O2 (Figura 3). A forma SOD-cobre-zinco (Cu/Zn-

SOD) está presente principalmente no citoplasma e nos fluidos extracelulares; a forma SOD-

manganês (Mn-SOD) está localizada principalmente nas mitocôndrias; enquanto a forma 

SOD extracelular é exclusiva dos fluidos extracelulares (MARKLUND e col., 1982).  Uma 

vez formado, o H2O2 pode ser convertido em água por ação da CAT ou da GPx (NAUDI e 

col., 2011), como pode ser observado na figura 3. 
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Figura 3: Atuação das enzimas antioxidantes. A enzima superóxido dismutase (SOD) 

catalisa a conversão do ânion superóxido (O2
•−) em peróxido de hidrogênio (H2O2). Enquanto 

a glutationa oxidase (GO) converte o oxigênio em H2O2. O H2O2 formado pode ser 

neutralizado à água (H2O) por ação da catalase (CAT) ou da glutationa peroxidase (GPx). 

Tanto GPx, quanto GO utilizam glutationa reduzida (GSH) durante suas reações, promovendo 

sua oxidação e formação de glutationa oxidada (GSSG). Para que o sistema continue operante 

é necessária à redução da GSSG em GSH, quem catalisa essa reação é a glutationa redutase 

(GR).  Adaptado de HUBER e ALMEIDA, 2008.  

 

A CAT é uma hemoproteina citoplasmática que atua principalmente nos peroxissomos, 

catalisando a conversão do H2O2 em água, e possui atividade dependente de NADPH. É 

encontrada no sangue, medula óssea, mucosas, rins e fígado (FERREIRA e MATSUBARA, 

1997). Geralmente, atua de forma mais ativa à medida que a concentração de H2O2 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 é o tiol de baixa massa molecular mais abundante, possuindo papel central na 

biotransformação e eliminação de xenobióticos e na defesa das células contra o estresse 

oxidativo. Esse peptídeo é oxidado a glutationa oxidada (GSSG) em duas situações: a 

primeira é quando a GPx converte o H2O2 em água; e a segunda quando a glutationa oxidase 

catalisa a conversão de O2 em H2O2. Para que o sistema continue operante é necessário que a 
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GSSG seja reduzida novamente e quem promove essa redução é a GR (HUBER e ALMEIDA, 

2008).  

 Os organismos vivos possuem sistemas finamente regulados para manter os níveis de 

EROs em concentrações muito baixas, isto é, a produção e a eliminação são bem equilibradas, 

resultando em níveis de EROs em níveis estacionários. Entretanto, em determinadas 

circunstâncias, este equilíbrio pode ser perturbado devido a várias razões. Aumento no nível 

de compostos endógenos e exógenos que entram na auto-oxidação, juntamente com a 

produção de EROs, esgotamento das reservas de antioxidantes de massa molecular baixa 

(vitamina C e E, carotenoides, antocianinas, polifenóis e ácido úrico), inativação de enzimas 

antioxidantes, diminuição da produção de enzimas antioxidantes ou ainda a combinação de 

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

 Quando há um desequilíbrio entre a produção de oxidantes e as defesas antioxidantes e 

de reparação, resultando em aumento nos níveis estacionários de EROs, ocorre o estresse 

oxidativo (HALLIWELL, 2007). Estresse oxidativo pode ser definido como uma situação na 

qual a concentração de espécies reativas é transientemente ou cronicamente aumentada, 

prejudicando a regulação do metabolismo celular e levando a danos aos constituintes celulares 

(LUSHCHAK, 2011).   

2.6. Óleos vegetais 

2.6.1. Azeite de oliva  

A azeitona (Olea europaea L.) é uma árvore pequena e nativa de regiões tropicais e 

quentes do mundo. Os frutos dessa árvore também chamada de azeitona é a principal fonte de 

azeite, sendo comercialmente importante na região do Mediterrâneo (BOSKOU, 1996). O 

azeite de oliva virgem (AOV) é obtido por meio de prensagem mecânica ou direta das 

azeitonas sob condições térmicas controladas (IOOC, 2015). O azeite de oliva extra virgem é 

a principal gordura dietética da tradicional dieta do Mediterrâneo (BACH-FAIG e col., 2011; 

SAHYOUN e SANKAVARAM, 2016). Ele contribui significativamente para o melhor perfil 

de saúde observado nas populações dessa região (TRIPOLI e col., 2005; SERRA-MAJEM e 

TRICHOPOULOU, 2016).   

Na composição do AOV estão presentes principalmente o ácido oleico (18:1), palmítico 

(16:0), esteárico (18:0), linoleico (18:2) e o alfa-linolênico (18:3). São encontrados também 
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traços do ácido mirístico (14:0), margárico (17:0) e gadoleico (20:1) (BIANCHI, 2003). O 

ácido oleico tem sido apontado como benéfico na prevenção de doenças cardiovasculares, 

uma vez que possui a capacidade de aumentar a captação de colesterol e apolipoproteína A1 

do HDL, bem como diminuir o colesterol e apolipoproteína B presente na LDL (GRUNDY, 

1986). Se esses efeitos positivos do azeite de oliva sobre a saúde fossem atribuídos apenas ao 

conteúdo de MUFA presente, qualquer tipo de óleo rico em ácido oleico, como o óleo de 

colza, ou qualquer alimento rico em MUFA, teria mostrado os mesmos benefícios atribuídos 

ao azeite de oliva extra virgem (COVAS, 2008). 

Assim tem sido sugerido que o perfil fenólico do azeite de oliva extra virgem apresenta 

benefícios muito maiores sobre o perfil lipídico e danos oxidativos do que aqueles mostrados 

pelos MUFA. O AOV contém aproximadamente 36 compostos fenólicos, e esses 

desempenham um papel essencial na promoção da saúde e na qualidade do óleo (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 os 

compostos fenólicos do azeite de oliva extra virgem possuem efeitos benéficos sobre a 

inflamação, o estado antioxidante, atividade antimicrobiana, bem como outros marcadores 

biológicos de doenças crônicas não transmissíveis (CICERALE e col., 2012). 

2.6.2. Óleo de linhaça 

A linhaça ou linho (Linum usitassimum) pertence à família Lineaceae. É uma erva anual 

de coloração azul que produz pequenas sementes planas que variam do amarelo dourado a 

castanho avermelhado (MORRIS, 2007; RUBILAR e col., 2010). A linhaça é uma das 

culturas mais antigas, tendo sido cultivada desde o início da civilização, sendo nativa da Ásia 

Ocidental e do Mediterrâneo (ZANWAR; HEGDE e BODHANKAR, 2011). 

A linhaça é a fonte vegetal mais rica de ácido graxo n-3 (GEBAUER e col., 2006). O 

óleo de linhaça é composto por 57% de alfa-linolênico, 16% de ácido linoleico, 18% de 

ácidos graxos monoinsaturados e somente 9% de ácidos graxos saturados (OOMAH, 2001; 

RAMCHARITAR e col., 2005). De todos os lipídeos presentes no óleo de linhaça, o ácido 

alfa-linolênico é o principal ácido graxo que varia de 39,00 a 60,42%, seguido pelos ácidos 

oleico, linoleico, palmítico e esteárico, o que proporciona uma excelente razão n-6: n-3, de, 

aproximadamente, 0,3:1 (PELLIZZON e col., 2007). A biodisponibilidade do alfa-linolênico 

depende da forma como a linhaça é consumida. Assim, o óleo apresenta maior 
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biodisponibilidade de n-3 do que nas sementes moídas e ambos possuem maior 

biodisponibilidade do que as sementes inteiras (AUSTRIA e col., 2008). 

2.6.3. Óleo de coco 

O coco (Cocos nucifera) é uma arvore frutífera importante em todo o mundo, que 

fornece alimento para milhões de pessoas, principalmente nas regiões tropicais e subtropicais, 

e devido às várias formas como é usado muitas vezes é chamado de "árvore da vida" (CHAN 

e ELEVITCH, 2006).  Na Índia, o uso do coco como alimento e suas aplicações na medicina 

ayurvédica foram documentados em sânscrito há 4.000 anos.  

O óleo de coco é composto pelos ácidos graxos ácido caprílico 8:0 (8%), ácido cáprico 

10:0 (7%), ácido láurico 12:0 (49%), ácido mirístico 16:0 (8%), ácido esteárico 18:0 (2%), 

ácido oleico 18:1 (6%) e ácido linoleico 18:2 (2%). Devido ao fato do óleo de coco ser 

constituído em sua maior parte por ácidos graxos saturados de cadeia média, que durante o 

processo de absorção e transporte são direcionados diretamente ao fígado para produção de 

energia, esses ácidos graxos não participam da biossíntese e transporte de colesterol 

(DEBMANDAL e MANDAL, 2011). Nevin e Rajamohan (2004) mostraram que o óleo de 

coco virgem (OCV) diminuiu o colesterol total, triglicérides, fosfolipídeos, LDL, VLDL e 

elevou os níveis HDL. A fração de polifenóis do óleo de coco virgem foi capaz de prevenir a 

oxidação de LDL in vitro. Outros estudos também mostraram os benefícios do consumo de 

OCV que incluem atividade antiulcerogênica, antinoceptiva, anti-inflamatória, antimicrobial e 

hepatoprotetora (ref?). 

2.6.4. Óleo de girassol 

 O girassol (Helianthus annuus L.) é uma planta da família Compositae. É nativa da 

América do Norte e, até o século XVII, foi cultivado como planta ornamental e medicinal 

(AGUIAR, 2001). Nos últimos anos, a produção mundial de sementes de girassol aumentou 

significativamente em comparação com outras culturas produtoras de óleo (NIMET e col., 

2011). O girassol destaca-se como a quarta oleaginosa em produção de grãos e a quinta em 

área cultivada no mundo. No Brasil, a produção de girassol e o consumo do óleo vêm 

crescendo significativamente nos últimos anos (CORREIA, 2014). 

 De acordo com Orsavova e col. (2015), o óleo de girassol é constituído por PUFA 

(62,2%), sendo o n-6 o ácido graxo predominante, MUFA (28,1%), sendo o ácido oleico o 
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representante principal, e SFA (9,2%), sendo o ácido palmítico presente em quantidades 

significativas. O óleo de girassol apresenta uma das melhores características nutritivas devido 

a seu alto teor de ácido linoleico, o que auxilia na prevenção de doenças cardiovasculares, 

diminuição do colesterol, na função 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 NUTRIÇÃO 

FULA, 2011). Além disso, os ácidos graxos derivados do ácido linoleico exercem importante 

papel fisiológico 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 óleos vegetais em 

substituição à gordura suína torna necessária as pesquisas que buscam elucidar os efeitos 

desses óleos no organismo, uma vez que eles possuem perfis de ácidos graxos distintos que 

podem contribuir para o bem-estar ou a patogênese de diversas doenças. Em nosso trabalho, 

buscamos elucidar os efeitos do consumo crônico de diferentes óleos vegetais, como o óleo de 

coco, o azeite de oliva, óleo de linhaça e girassol, que são fontes de ácido graxo saturado de 

cadeia média, monoinsaturados e poli-insaturados ricos em ômega 3 e 6, respectivamente, 

sobre a homeostase metabólica, oxidativa e inflamatória em ratas saudáveis. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

 O presente estudo teve como objetivo geral avaliar os efeitos do consumo crônico de 

diferentes óleos vegetais na modulação de mediadores metabólicos, do status redox e 

inflamatório em ratas saudáveis. Para tal, foram abordados os seguintes objetivos específicos: 

3.2. Objetivos específicos 

• Determinar os efeitos do consumo crônico de diferentes óleos vegetais sobre os 

parâmetros biométricos (ganho de peso, tecido adiposo branco abdominal e índice de 

Lee) de ratas saudáveis; 

• Avaliar os efeitos do consumo crônico de diferentes óleos vegetais sobre os 

parâmetros glicometabólicos (glicose, insulina e índice HOMA) de ratas saudáveis;  

• Avaliar os efeitos do consumo crônico de diferentes óleos vegetais sobre o perfil 

lipídico sérico (colesterol total e suas frações e triglicérides) de ratas saudáveis; 

• Avaliar os efeitos do consumo crônico de diferentes óleos vegetais sobre a função 

hepática (ALT) no soro de ratas saudáveis; 

• Avaliar os efeitos do consumo crônico de diferentes óleos vegetais sobre o perfil 

lipídico hepático de ratas saudáveis;  

• Analisar os efeitos do consumo crônico de diferentes óleos vegetais sobre a expressão 

gênica de fatores de transcrição relacionados ao metabolismo lipídico (Srebf1) e das 

enzimas regulatórias da via lipogênica (Acaca e Fasn) no fígado de ratas saudáveis; 

• Verificar os efeitos do consumo crônico de diferentes óleos vegetais sobre as defesas 

antioxidantes (atividade das enzimas antioxidantes catalase e superóxido dismutase, 

níveis de glutationa total, oxidada e reduzida) de ratas saudáveis; 

• Verificar os efeitos do consumo crônico de diferentes óleos vegetais sobre os 

biomarcadores de dano oxidativo (TBARS e proteína carbonilada) no fígado de ratas 

saudáveis; 
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• Determinar os efeitos do consumo crônico de diferentes óleos vegetais sobre os níveis 

de citocinas inflamatórias (IL-6 e TNF) no soro e no fígado de ratas saudáveis.  

 

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 Laboratório de Nutrição Experimental 

(LABNEX) da Escola de Nutrição (ENUT), da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP). 

Os animais foram distribuídos aleatoriamente nos seguintes grupos: grupo controle (C) (n=8), 

grupo azeite de oliva (AO) (n=9), grupo óleo de linhaça (OL) (n=9), grupo óleo de coco (OC) 

(n=9) e grupo óleo de girassol (OG) (n=9). 

 A determinação do volume de 0,9 mL de óleo vegetal administrada por gavagem, 

diariamente no período da manhã aos animais foi realizada de acordo com Ortiz-Avila e col. 

(2015), que propõem a administração de 1mL/ 250g (equivalente aprox. 3,6 g/kg) por dia, não 

ultrapassando o volume máximo de 1,5mL/dia. Semanalmente, os animais foram pesados e 

baseado na média de peso do grupo o volume administrado de óleo foi ajustado. Os animais 

do grupo controle receberam água por gavagem diariamente, e o cálculo do volume 

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

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas com condições ambientais de 

temperatura, luminosidade e umidade controladas. Durante o período experimental, os 

animais receberam dieta comercial padrão de referência para ratos (Nuvilab CR1- Nuvital®- 

colombo, Brasil) e água “ad libitum”. Todos os procedimentos experimentais apresentados 

foram aprovados pelo comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal 

de Ouro Preto (UFOP), sob protocolo nº 079/2016 (Anexo 8).  

Após 90 dias, os animais foram deixados em jejum por 12 horas e anestesiados por 

inalação com isoflurano. O sangue foi coletado através das veias localizadas no plexo braquial 

e posteriormente os animais foram decapitados. Em seguida, o sangue foi centrifugado para 

obtenção do plasma, tendo sido utilizado o anticoagulante heparina, e do soro. Posteriormente 

o plasma e o soro foram armazenados em freezer -80ºC. 
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 O fígado foi extraído e pesado, e os valores encontrados utilizados no cálculo do peso 

relativo do órgão, de acordo com a formúla abaixo: 

 

 

Onde: 

PF: Peso absoluto do fígado (g) 

PC: Peso corporal (g) 

 

 Posteriormente, o fígado foi fracionado para análise do status redox, perfil lipídico 

hepático, quantificação da concentração de citocinas inflamatórias e análise da expressão 

gênica. O material biológico destinado à análise de expressão gênica foi colocado em tubos de 

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

Durante a eutanásia também foram retiradas e pesadas a gordura mesentérica e 

retroperitoneal, e o valor correspondente à soma dos pesos das gorduras foi utilizado no 

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

 

 

 

 

Onde: 

TAB= Gordura retroperitoneal + gordura mesentérica (g) 

PC= Peso corporal (g) 

 

4.2. Obtenção dos Óleos Vegetais 

O intuito do estudo foi utilizar óleos vegetais que fossem utilizados pela população. 

Desta forma, o azeite de oliva foi adquirido em uma rede de supermercados na cidade de Belo 

Horizonte, Minas Gerais, Brasil. Já os óleos de linhaça dourada, coco e girassol foram obtidos 

PPeso relativo do fígado = 
PF

PC
 

PPeso relativo do tecido adiposo branco (TAB) = 
TAB

PC
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através do site comercial da marca Relva Verde. As composições nutricionais informadas nos 

rotúlos dos óleos vegetais estão descritas nos Anexos 1-4. 

 4.3. Avaliação dos parâmetros biométricos 

4.3.1. Ganho de peso (GP) 

O peso dos animais foi mensurado no início do delineamento experimental e após 90 

dias de consumo dos óleos vegetais. Os valores encontrados foram utilizados na determinação 

do ganho de peso dos animais, através da subtração do peso final (PF) pelo peso inicial (PI). 

4.3.2. Análise do grau de obesidade 

 Após o período experimental, o grau de obesidade nos animais foi avaliado pelo Índice 

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

 

Índice de Lee (g/cm³) =
√PC
3

CNA
×  10 

 

Onde:  

√PC
3

: Raiz cúbica do peso corporal (g) 

CNA: comprimento naso-anal (mm) 

 

4.4. Avaliação dos parâmetros bioquímicos do soro e plasma 

4.4.1. Avaliação dos parâmetros glicometabólicos 

Para análise dos parâmetros glicometabólicos foram mensuradas a concentração 

plasmática de glicose, a concentração sérica de insulina, bem como a realização do cálculo do 

índice HOMA. A concentração plasmática de glicose foi mensurada através de kit comercial 

do laboratório LABTEST® (Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil), sendo os protocolos 

disponibilizados pelo fabricante. 
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4.4.2. Determinação da concentração de insulina no plasma 

A concentração de insulina no soro foi determinada pelo método imunoenzimático 

ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) de inibição competitiva, utilizando o kit 

comercial ELISA Kit For Insulin (INS), Rattus norvegicus (Rat) (Cloud-Clone Corp, Houston, 

EUA), segundo recomendação do fabricante. Brevemente, a dosagem foi realizada em placa 

com poços sensibilizados, em que foram adicionados 50 μL de um anticorpo anti-insulina e 

50 μL de amostra.  Em seguida, a placa foi incubada a 37 ºC por 1 hora.  

 Posteriormente, foram adicionados 100 μL do anticorpo anti-insulina (ligado a 

peroxidase) seguido de incubação a 37 ºC por 30 minutos. Após lavagem dos poços, foram 

adicionados 90 μL da solução de substrato (3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB) ) a cada poço 

seguido de nova incubação a 37 ºC por 20 minutos, sendo  feita a leitura das absorbâncias em 

leitor de ELISA a 450nm. 

 A concentração de insulina no plasma foi obtida a partir da equação da reta gerada, a 

partir das diferentes diluições do padrão de insulina. 

4.4.3. Índice HOMA 

A fim de verificar se os animais do estudo desenvolveram resistência à insulina após o 

consumo crônico dos diferentes óleos vegetais, foi calculado o índice HOMA (MATTHEWS 

e col. 1985). Esse cálculo matemático prediz o nível de resistência à insulina de acordo com a 

concentração de glicose e insulina basal, de acordo com a formúla abaixo: 

 

𝐇𝐎𝐌𝐀 − 𝐈𝐑 =
𝐈𝐉 ×  𝐆𝐣

𝟐𝟐, 𝟓
 

Onde: 

IJ: insulinemina de jejum (mU/L) 

Gj: glicemia de jejum (mmol/L) 
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4.4.4. Avaliação do perfil lipídico  

Para análise do perfil lipídico dos animais, o soro obtido através da centrifugação do 

sangue foi utilizado para determinar a concentração de colesterol total e HDL, bem como para 

a análise da concentração de triglicerídes. As dosagens foram realizadas utilizando kits 

comerciais do laboratório LABTEST®, sendo os protocolos disponibilizados pelo fabricante. 

A fração não-HDL foi determinada por meio do cálculo: Colesterol total – HDL. 

4.4.5. Avaliação da função hepática 

Com o objetivo de verificar se o consumo crônico dos diferentes óleos vegetais resultou 

em dano hepático, foi mensurada a concentração sérica da enzima hepática Alanina amino 

transferase (ALT) utilizando kits comerciais do laboratório LABTEST®, sendo os protocolos 

disponibilizados pelo fabricante. 

4.5. Análise dos parâmetros hepáticos 

4.5.1. Extração e dosagem de lipídeos hepáticos 

 Os lipídeos totais do fígado foram extraídos de acordo com o método proposto por 

Folch e col. (1957). Resumidamente, 200 mg de tecido hepático foram homogeneizados em 4 

mL de solução clorofórmio-metanol (2:1 vol/ vol). Em seguida, foram adicionados 400 µL de 

metanol ao homogenato e o mesmo agitado no vórtex por 3 minutos. Após agitação, o 

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

  O sobrenadante foi transferido para um novo tubo previamente pesado, ao qual foram 

adicionados 800 µL de clorofórmio e 320 µL de solução de NaCl 0,73%. Posteriormente, 

houve nova centrifugação a 3.000 × g, por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o 

precipitado foi lavado 3× com 150 µL de solução de Folch (48% metanol + 47% água + 3% 

de clorofórmio + 2% de NaCl 0,2%).  Os extratos lipídicos foram secos em estufa semiaberta 

a 50°C para total evaporação do solvente.  

 Após a evaporação, os tubos foram transferidos para o dessecador e pesados 

novamente. A quantidade de lipídeos na amostra foi determinada pela diferença entre o peso 

do tubo (Pt) final e o peso do tubo inicial dividido pelo peso relativo do fígado, de acordo 

com a fórmula abaixo: 
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                𝐐𝐮𝐚𝐧𝐭𝐢𝐝𝐚𝐝𝐞 𝐝𝐞 𝐥𝐢𝐩í𝐝𝐞𝐨𝐬 𝐧𝐚 𝐚𝐦𝐨𝐬𝐭𝐫𝐚 (𝐠) =      (𝐏𝐭 𝐟𝐢𝐧𝐚𝐥 −  𝐏𝐭 𝐢𝐧𝐢𝐜𝐢𝐚𝐥) 

 

 

Os lipídeos extraídos do fígado foram solubilizados em 200 µL de isopropanol e, em 

seguida, determinou-se a concentração de triglicérides e colesterol total hepático, utilizando-

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

 

4.6. Análise da expressão gênica por qRT-PCR  

4.6.1. Oligonucleotídeos iniciadores (primers)  

 A seleção dos oligonucleotídeos iniciadores para o estudo foi realizada de acordo com 

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

disponível 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: Sequência dos oligonucleotídeos iniciadores para a análise de qRT-PCR 

Gene N° de acesso Primer 
Tm 

(°C) 

Amplicon 

(pb) 

Acaca NM_022193 F’ TGTAGAAACCCGAACCGTGG 

R’ CTGGAAACCAAACTTGGCCG 

59,97 

59,97 

101 

Fasn NM_017332.1 
 F’ GCTTGGTGAACTGTCTCCGA 

  R’ GTGAGATGTGCTGCTGAGGT 

59,97 

60,04 
83 

Srebf1 NM_001276707.1 
   F’ GTGAGTGGAGGGACCATCCTG 

  R’ CCAGCTGCTAGTCGGTGGATC 

61,85 

62,82 
80 

Ppia NM_017101.1 
F’ GCAAGCATGTGGTCTTTGGG 

R’GTCCACAGTCGGAGATGGTG 

60,04 

60,11 
117 

(Acaca; acetyl-CoA carboxilase alpha; Fasn: fatty acid synthase; Srebf1: sterol regulatory element 

binding transcription factor 1; Ppia:  peptidylprolyl isomerase A) 

PPeso relativo do fígado (g) 

http://rgd.mcw.edu/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
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4.6.2. Extração de RNA total 

 O RNA total do fígado foi extraído utilizando o kit SV Total RNA Isolation System 

(Promega, Madison, WI) seguindo as recomendações do fabricante. Em suma, 20 mg de 

fígado foram homogeneizados em 200 µL de Trizol® Reagent (InvitrogenTM, 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 às amostras 200 µL de 

clorofórmio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) seguida de homogenização por 1 min e posterior 

centrifugação a 12.000 × g por 15 min a 4ºC. 

 Posteriormente, a fase aquosa do homogenato foi transferida para um novo epperdorf 

e foi adicionada a ela um volume de 1,5× de etanol 95% v/v (60 µL); a mistura foi transferida 

para a coluna Spin Basket Assembly e centrifugada a 12.000 × g por 2 min a 4ºC. Então, 600 

µL de RNA Wash Solution foram acrescidos às colunas e as mesmas foram novamente 

centrifugadas a 12.000 × g por 2 min a 4ºC. Posteriormente, foram adicionados 50 µL de 

DNAse pipetados no centro das membranas das colunas e as amostras foram incubadas a 

temperatura ambiente por 30 min. Após incubação, foram pipetados 200 µL de DNAse Stop 

Solution, seguida de centrifugação a 12.000 × g por 2 min a 4ºC. Em seguida, foram 

realizadas duas lavagens com RNA Wash Solution, a primeira com 600 µL e a segunda com 

250 µL, e centrifugação a 12.000 × g por 2 min a 4ºC.   

 A coluna foi transferida para um novo tubo e sobre a membrana foram acrescidos 100 

µL de Nuclease Free Water, seguida de centrifugação a 12.000 × g por 2 min a 4ºC. Após 

este procedimento foi realizada a quantificação e avaliação do grau de pureza do RNA através 

do equipamento NanoVue® (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido), seguida da 

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

A quantificação do RNA extraído foi mensurada no comprimento de onda 260 nm, 

considerando a relação entre os comprimentos de onda 260/ 280 como indicativo de pureza e 

a relação 260/230 como indicativo de contaminação. Foram aceitas razões acima de 1,8 para a 

quantificação da expressão gênica. (MANCHESTER, 1996; GALLAGHER e DESJARDINS, 

2006; BECKER e col., 2010). 
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4.6.3. Síntese do cDNAs  

 Para a síntese do ácido desoxirribonucléico complementar (cDNA) foram utilizados 1 

µg de RNA total extraído, utilizando o kit Hight-Capacity RT-PCR System (Applied 

Biosystems, Foster City, CA), seguindo as instruções do fabricante. Resumidamente, para 

cada 1 µg de RNA total extraído (10 µL), foram adicionados 2 µL de tampão 10× (500 mM 

de KCl, 100 mM de Tris-HCl, 25 mM de MgCl2, pH 8,3), 2 µL de primers randômicos (10× 

RT Random primer), 0,8 µL de dNTPs [25× dNTP Mix (100mM)], 1 µL de enzima 

transcriptase reversa (Multi Scribe® Reverse Transcriptase- 50 U/µL) e 4,2 µL de água livre 

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

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 obtenção do cDNA. Em seguida, as amostras de 

cDNA foram estocadas a -20°C até o momento do uso. 

4.6.4. Reação da PCR quantitativa em tempo real (qRT-PCR) 

 Para análise da expressão dos genes em estudo foi realizada a técnica da reação em 

cadeia da polimerase quantitativa pós-transcrição reversa (qRT-PCR). As reações foram 

realizadas em placa de 96 poços. Para a análise, foram pipetados 2 μL de cDNA diluído 5× 

em água livre de DNAse, 3 μL dos primers (na concentração de 2,5 μM) e 5 μL de SYBR® 

Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), totalizando um volume final de reação de 10 

μL.  

 Os ensaios foram realizados em triplicata técnica para todos os genes avaliados, com o 

gene de referência (Ppia) presente em todas as placas. A reação de qRT-PCR foi conduzida 

conforme programação contida no aparelho ABI 7300 Applied Biosystems. A especificidade 

dos produtos obtidos foi confirmada pela análise das curvas de dissociação do produto 

amplificado ao final de cada reação. 

 As análises do nível de expressão foram feitas pelo método de quantificação relativa 

da expressão gênica (Cq comparativo ou ΔCq), que permite avaliar o nível de expressão de 

um gene específico entre as diferentes amostras. Desse modo, a expressão dos genes alvos foi 

normalizada pelos níveis do gene de referência (Ppia) e os resultados foram obtidos pela 

diferença entre a expressão dos genes alvos e a expressão do gene de referência. 
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4.6.5. Curva de eficiência dos primers 

Para determinar as eficiências da amplificação dos genes alvos e do gene de referência, 

curvas padrões foram feitas para cada amplicon, a fim de se verificar a eficiência relativa dos 

genes alvos e do gene de referência. Para isto, foram construídas curvas padrões com 5 

diluições seriadas (diluição 4×) a partir de um pool de cDNA das amostras. Este ensaio foi 

feito em triplicata e a concentração dos iniciadores foi de 2,5 μM. A curva padrão foi gerada 

em um gráfico de regressão linear semi-log do valor de Cq (eixo Y) em comparação ao log da 

quantidade inicial do ácido nucléico (eixo X). Os gráficos de amplificação e as curvas padrões 

dos genes utilizados no presente estudo são apresetados nos Anexo 6 e 7, respectivamente, em 

que mostra os resultados esperados de um primer com eficiência próxima de 100%. 

 O valor do slope gerado pela curva padrão foi utilizado para estimar a eficiência de 

amplificação. Uma reação com 100% de eficiência apresentaria um aumento de 10 vezes no 

amplicon da PCR a cada 3,32 ciclos durante a fase exponencial de amplificação (log2 10 = 3, 

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

 A estimativa da eficiência (E) foi calculada pela fórmula: E= (10-1/slope – 1) × 100. 

Desse modo, os primers foram considerados adequados para avaliar a expressão gênica 

quando apresentaram eficiência de reação entre 80 e 120% (Tabela 2). 

Tabela 2: Sequências de primers forward (F’) e reverse (R’), slope, eficiência de reação e 

coeficiente de correlação (R2) referentes aos genes avaliados. 

Gene Primer Slope 
Eficiência 

do primer 
R2 

Acaca 
F’ TGTAGAAACCCGAACCGTGG 

R’ CTGGAAACCAAACTTGGCCG 
-3,73 85 0,9835 

Fasn 
F’ GCTTGGTGAACTGTCTCCGA 

R’ GTGAGATGTGCTGCTGAGGT 
-3,33 100 0,9940 

Srebf1 
F’ GTGAGTGGAGGGACCATCCTG 

R’ CCAGCTGCTAGTCGGTGGATC -3,05 113 
 

0,9940 

Ppia 
F’ GCAAGCATGTGGTCTTTGGG 

R’GTCCACAGTCGGAGATGGTG 
-3,52 92 0,9999 

(Acaca; acetyl-CoA carboxilas alpha; Fasn: fatty acid synthase; Srebf1: sterol regulatory element binding 

transcription factor 1; Ppia:  peptidylprolyl isomerase A). 
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4.6.6. Curva de dissociação dos amplicons 

 Durante a amplificação dos genes, pode ocorrer a geração de produtos inespecíficos a 

partir do excesso de primers ou falha no desenho destes. Por isso, foi feita uma análise da 

curva de dissociação dos amplicons, conforme protocolo específico para real time (MIQE) 

(BUSTIN e col., 2009). As curvas de dissociação dos genes utilizados no presente estudo 

estão representadas no Anexo 8, em que a ocorrência de apenas um pico à temperatura 

próxima de 80°C indica que não houve contaminação ou formação de produtos inespecíficos.  

Ao final dos 40 ciclos da qRT-PCR, a temperatura foi elevada gradualmente de 60 à 

95ºC, mantendo-se por 15 segundos em cada temperatura. À 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 gráfico 

gerado a partir destes valores permitiu verificar se houve um ou mais produtos de PCR 

presentes em cada reação devido a diferenças de temperatura de melting (Tm), específicas e 

dependentes do tamanho do fragmento e do conteúdo de GC (%GC). O Tm desejado foi 

aproximado de 80°C. 

4.6.7. Validação do ΔCq  

 Foi avaliada a variação do ΔCq (Cq alvo – Cq referência) em cada diluição da amostra 

para verificar se as reações de amplificação apresentavam a mesma eficiência. Para avaliar a 

eficiência relativa da amplificação dos genes alvo e de referência foram geradas curvas 

padrões para cada amplicon da mesma amostra. Os valores de Cq gerados a partir dos pontos 

de massa da curva padrão equivalente (alvo em comparação a referência) foram usados no 

cálculo do ΔCq.   

 A partir dos valores obtidos foi gerado um gráfico em comparação ao log de entrada 

para criar uma regressão linear semi-log. O slope da regressão linear semi-log foi utilizado 

como critério geral para o experimento de validação, 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 ΔCq 

Gene Primer Slope 

Acaca 
F’ TGTAGAAACCCGAACCGTGG 

R’ CTGGAAACCAAACTTGGCCG 

-0,20 

Fasn 
F’ GCTTGGTGAACTGTCTCCGA 

R’ GTGAGATGTGCTGCTGAGGT 

0,20 

Srebf1 
F’ GTGAGTGGAGGGACCATCCTG 

R’ CCAGCTGCTAGTCGGTGGATC 

-0,47 

(Acaca; acetyl-CoA carboxilas alpha; Fasn: fatty acid synthase; Srebf1: sterol regulatory element binding 

transcription factor) 

 

 4.7. Análise das defesas antixodantes  

4.7.1. Dosagem de proteínas totais  

 A determinação da concentração de proteínas totais foi realizada de acordo com o 

método de Lowry e col. (1951). O método foi aplicado para a quantificação de proteínas totais 

nos homogenatos utilizados para a dosagem de catalase, SOD e proteína carbonilada para 

fornecer dados necessários para os cálculos. Desta forma, as quantidades de tecidos e de 

tampão que foram utilizados estão representadas nos respectivos tópicos das dosagens citadas 

nos próximos subtítulos da metodologia. Antes de iniciar a dosagem, foi necessário preparar 

os reagentes segundo a descrição abaixo: 

Reagente A: Adicionou-se 0,25g de sulfato de cobre (CuSO4.5H2O) e 0,5g de citrato de 

sódio em 100 mL de água destilada; 

Reagente B: Dissolveu-se 5g de carbonato de sódio e 1g de hidróxido de sódio em 250 

mL de água destilada. A solução 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 água destilada. Este 

reagente foi preparado na hora da dosagem. 

Resumidamente, foram adicionados a tubos de polietileno 100 µL de amostra e 

posteriormente 1 mL do reagente C em todos os tubos (amostras, padrões e branco). A 
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mistura foi incubada a temperatura ambiente por 15 minutos. Após o período de incubação, 

foram adicionados 100 µL 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 

µL de água destilada. As leituras das absorbâncias foram realizadas no espectrofotômetro a 

660 nm.  

Os cálculos basearam-se na equação da reta obtida, em que uma solução de albumina 2 

mg/ mL e as respectivas diluições 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 peróxido de hidrogênio (H2O2) em água e oxigênio molecular. 

 Para determinar a atividade da catalase, 100 mg de fígado foram homogeneizados em 

1 mL de tampão fosfato 0,1M pH 7,2. Em seguida, o homogenato foi centrifugado a 10.000 

RPM por 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi coletado e utilizado para a dosagem da 

atividade da enzima. 

 Inicialmente, em um tubo de polipropileno, a amostra foi diluída 50 e, em seguida, 

10 µl da amostra diluída foram transferidos para um novo tubo. A reação foi iniciada pela 

adição de 990 µl de H2O2. As leituras das absorbâncias foram realizadas a cada 30 segundos 

por 2 minutos, a 240 nm. Na dosagem, o tampão fosfato 0,1M pH 7,2 foi utilizado como 

branco. 

 Uma unidade de catalase é equivalente a hidrólise de 1 mmol de H2O2 por minuto 

(Aebi, 1984). Usualmente a atividade desta enzima é representada em unidade (U)/ mL de 

amostra. A absorbância utilizada nessa expressão é o delta () obtido das duas absorbâncias 

lidas (ABS final – ABS inicial / 2). 

 

Catalase (
U

mg
de proteína) =

∆A×diluição

V ×ε×mg de proteína
 

 

Onde: 

∆A: variação da absorbância 
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ε: Coeficiente de extinção molar (0,071mM-1 × cm -1 / 1U) 

V: volume da amostra (mL) 

4.7.3. Atividade da Superóxido Dismutase (SOD) 

Nesse ensaio enzimático, a enzima SOD compete com o radical superóxido, formado 

pela auto-oxidação do pirogalol, responsável pela redução do MTT a cristais de formazana. 

Assim sendo, por meio deste método não é possível avaliar diretamente a atividade ou a 

concentração da SOD, sendo utilizada a quantificação em unidades relativas (MARKLUND e 

col., 1974).  

 Resumidamente, 100 mg de tecido hepático foram homogeneizados em 1 mL de 

tampão fosfato 0,1M pH 7,2. Posteriormente, o homogenato foi centrifugado a 12.000 RPM, 

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

 A dosagem foi realizada em placa de 96 poços, em que 30 µL da amostra (diluída 20) 

foram utilizados. Em seguida, foram adicionados 99 µl de tampão fosfato 0,1M pH 7,2, 6 µl 

de MTT, 15 µL de pirogalol aos poços que continham as amostras. Para o branco e padrão 

foram utilizados 144 µL e 129 µL de tampão fosfato 0,1M, respectivamente, e pipetados 

nesses poços 6 µL de MTT e 15 µL de pirogalol. 

  Em seguida, a placa foi incubada por 5 minutos a 37ºC. Após o período de incubação, 

a reação foi finalizada pela adição de 150 µL de DMSO. A leitura das absorbâncias foi 

realizada no leitor de ELISA a 570 nm. 

Uma unidade de SOD é definida como a quantidade de enzima necessária para inibir 

50% da redução do MTT. Usualmente a atividade da SOD é representada em U/ mL de 

amostra. 

4.7.4. Glutationa total, reduzida (GSH), oxidada (GSSG) e razão 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 enzimática, em que o 

DTNB é sequencialmente oxidado e reduzido pelo NADPH na presença da enzima glutationa 

redutase como sugerido por Griffith (1980).  Neste ensaio enzimático, utiliza-se um método 

cinético no qual ocorre a redução do DTNB a TNB, sendo esta reação detectada 

espectrofometricamente a 412 nm. 
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Resumidamente, 100 mg de tecido hepático foram homogeneizados em 1 mL de tampão 

de SSA a 5%, e em seguida centrifugado a 10.000 RPM por 10 minutos a 4ºC. O 

sobrenadante foi coletado e utilizado como amostra na dosagem. 

Para a dosagem de glutationa total foram utilizadas placas de 96 poços, nas quais foram 

adicionados aos poços 10 µL de amostra diluída (2) e 150 µl da mistura de trabalho, 

composta por: glutationa redutase (9 unidades/ mL), DTNB (1,5 mg/ mL) e tampão fosfato de 

potássio 100 mM. Para o branco foi utilizado 10 µL de SSA 5% e 150 µL da mistura de 

trabalho. Posteriormente, a placa foi incubada por 5 minutos (temperatura ambiente) e, em 

seguida, iniciou-se a reação com a adição de 50 µL de solução de NADPH (0,16 mg/ mL). As 

leituras das absorbâncias 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 são realizados da mesma maneira. A diferença é que para realizar a dosagem de 

glutationa oxidada a amostra passa por uma etapa de derivação antes da dosagem, na qual 100 

µL de amostra são adicionados a tubos de polipropileno e, posteriormente, adicionados 2 µL 

de vinilpiridina e 5 µL de TEA, para que o pH fique entre 6 e 7. Em seguida, a placa foi 

incubada por 1 hora (temperatura ambiente). Após esse período, 10 µL dessa amostra foram 

utilizados para reagir com a mistura de trabalho, conforme descrito anteriormente. As 

concentrações da glutationa total e oxidada foram obtidas a partir da equação da reta gerada, 

onde foram utilizados padrões com concentração de 10 mM e suas diluições. Para encontrar a 

concentração de glutationa reduzida (GSH), a glutationa total foi subtraída do valor da 

concentração da glutationa oxidada. 

A razão GSH/ GSSG foi obtida através da divisão da concentração de glutationa 

reduzida (GSH) pela concentração de glutationa oxidada (GSSG). 

4.8. Análise dos biomarcadores de dano oxidativo 

4.8.1. Proteínas carboniladas  

 A quantificação da concentração de proteína carbonilada foi realizada segundo Levine 

e col. (1994). Resumidamente, 200 mg de tecido hepático foram homogeneizados em 1 mL de 

tampão fosfato 50 mM pH 6,7. Posteriormente, o homogenato foi centrifugado a 10.000 × g, 

por 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi coletado e utilizado como amostra biológica. 
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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 µL de amostra 

acrescidos de 400 µL de TCA 10% em cada tubo. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 

5.000 × g por 10 minutos a 4ºC; o sobrenadante foi descartado. Posteriormente, foram 

adicionados ao tubo A (amostra) 500 µL de DNPH 10 mM e no tubo C (controle) 500 µL de 

HCl a 2M. Ambos os tubos foram mantidos no escuro a temperatura ambiente por 30 

minutos, sendo agitados a cada 15 minutos no vórtex. Logo após, foram acrescidos 500 µL de 

TCA 10% em ambos os tubos e os mesmos centrifugados a 5.000 × g por 10 minutos a 4ºC. 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 vórtex e seguido de nova 

centrifugação como descrito nas etapas anteriores. Ao final do processo de centrifugação, o 

sobrenadante de ambos os tubos foram decartados e acrescidos aos tubos 1 mL de SDS 6%. 

Logo após os tubos foram misturados no vórtex e centrifugados a 10.000 × g por 10 minutos a 

4ºC.   

 Ao fim no processo, o sobrenadante foi retirado e transferido para cubeta em quartzo 

(Kasvi- modelo K22-110-Q) onde foram lidas as absorbâncias a 370 nm. Os resultados foram 

expressos em nmol de proteína carbonilada/ mg de proteína. Para os cálculos, foi utilizada a 

seguinte fórmula: 

 

Proteína carbonilada (nmol/mg de proteínas) = (absorbância/ε) × (1000000/ VA) 

                                                                                      Proteínas totais (mg/mL) 

 

Onde: 

ε: Coeficiente de extinção molar 22.000 M.L-1.cm-1 

VA: volume da amostra 
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4.8.2. Ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

 O TBA (ácido tiobarbitúrico) possui a capacidade de se ligar a lipídeos oxidados, 

permitindo a quantificação de TBARS por método espectrofotométrico (BUEG e AUST, 

1978). 

 Resumidamente, 100mg de tecido foram homogeneizados em 1 mL de tampão Tris 

HCl 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 µL de 

sobrenadante em tubos de polietileno e, em seguida, adicionados 125 µL de TCA, 125 µL de 

TBA e 62,5 µL 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. Após a centrifugação, foram 

retirados 200 µL do sobrenadante e colocados em placa de 96 poços. A leitura foi realizada 

em leitor de placa a 535 nm. 

4.9. Determinação das concentrações de citocinas inflamatórias no soro e no fígado 

 A determinação das concentrações das citocinas inflamatórias IL-6 e TNF foram 

realizadas utilizando os kits comerciais Rat-IL-6 e Rat TNF-α ELISA kits (Peprotech, Rocky 

Hill, NJ), seguindo recomendações do fabricante.  

 Resumidamente, 30 mg de tecido foram homogeneizados em 500 µL de PBS 1. Em 

seguida, o 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 poços, os quais 

foram sensibilizados com 100 µL do anticorpo de captura diluído para cada citocina, na 

concentração de 1 µg/ mL, e incubados overnight a temperatura ambiente.  

 Após a incubação, as placas foram lavadas (0,05% de Tween-20, PBS) e bloqueadas 

com 300 µL de BSA 1% durante 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, foram 

adicionados 100 µL das amostras (sobrenadante e soro) e das citocinas padrões (a 

concentração inicial da curva foi de 5 ng/ mL para IL-6 e 3 ng/ mL para TNF). Após 

incubação por 2 horas a temperatura ambiente, 100 µL do anticorpo de detecção (0,25 µg/ 

mL) foram adicionados para nova incubação (2 horas a temperatura ambiente).  
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Foram adicionados 100 µL 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 coloração. As leituras das abosrbâncias foram realizadas em leitor de placas a 

405 nm com correção do comprimento de onda estabelecido em 630 nm.  

4.10. Análises estatísticas  

 A normalidade dos dados foi testada utilizando o teste Kolmogorov-Smirnov. Para os 

dados que apresentaram distribuição normal, foi utilizada a análise de variância univariada 

ANOVA one-way, seguido do pós-teste de Tukey, e os resultados foram expressos como 

média ± desvio padrão (SD).  

 Para análise dos dados não paramétricos foi utilizado o teste Kruskal-Wallis, seguido 

do pós-teste de Dunn, e os resultados foram expressos como mediana ± intervalo interquartil 

(IQR).  As análises estatísticas foram realizadas pelo software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad 

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

 

5. RESULTADOS 

5.1. Avaliação dos parâmetros biométricos 

Após 90 dias de administração dos diferentes óleos vegetais com perfis de ácidos graxos 

distintos aos animais do estudo, tivemos como objetivo analisar se houve alterações nos 

parâmetros biométricos dos animais. A Tabela 4 representa os dados referentes ao ganho de 

peso, tecido adiposo branco abdominal (TAB) e índice de Lee ao final do experimento. Não 

houve diferença significativa no ganho de peso e no índice de Lee dos animais que receberam 

azeite de oliva (AO), embora tenha ocorrido um aumento no TAB destes animais (em relação 

ao grupo controle).  
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Tabela 4: Efeito do consumo crônico de diferentes óleos vegetais sobre os parâmetros 

biométricos de ratas Fisher saudáveis. 

Parâmetros 
C 

(n=5) 

AO 

(n=6) 

OL 

(n=6) 

OC 

(n=6) 

OG 

(n=6) 

GP 18,3 ± 9,14 14,36 ± 6,04 24,76 ±2,54# 17,04 ± 6,37 15,63 ± 2§ 

TAB 0,041 ± 0,01 0,057 ± 0,001* 0,054 ± 0,001* 0,044 ± 0,004 0,050 ± 0,01 

Índice de 

Lee 

0,252 (0,247-

0,257) 

0,256 (0,254-

0,258) 

0,259 (0,256-

0,261) 

0,258 (0,251-

0,262) 

0,260 (0,258-

0,264)*, # 

A diferença entre os grupos foi avaliada pelo teste ANOVA one-way, seguido do pós-teste de Tukey e expressos 

como média ± SD para dados paramétricos. Dados não paramétricos foram avaliados pelo teste Kruskal-Wallis, 

seguido do pós-teste de Dunns e representados como mediana ± IQR. Diferenças significativas foram 

consideradas quando p < 0,05. *em relação ao grupo C; #em relação ao grupo AO; §em relação ao grupo OL. C: 

controle; AO: azeite de oliva; OL: óleo de linhaça; OC: óleo de coco; OG: óleo de girassol. GP: ganho de peso 

(g); TAB: tecido adiposo branco abdominal; dados apresentados como peso relativo (g TAB/ g peso corporal). 

 

No grupo óleo de linhaça (OL) houve um aumento no ganho de peso de ~70% (em 

relação ao AO), acompanhado de um aumento do peso do TAB (em relação ao grupo 

controle), mas sem alterar o índice de Lee. O grupo óleo de girassol (OG) apresentou uma 

redução no ganho de peso (em relação ao grupo OL) e não houve diferença em relação ao 

peso do TAB. Entretanto, observamos um aumento do índice de Lee em relação aos grupos 

controle e AO. 

5.2. Avaliação dos parâmetros bioquímicos 

 No intuito de avaliarmos se o consumo crônico dos diferentes óleos vegetais resultou 

em alterações dos parâmetros glicometabólicos, foram determinadas as concentrações de 

glicose e insulina. Os resultados encontrados também foram utilizados para calcular o índice 

HOMA, conforme descrito em Metodologia. Para avaliar possíveis alterações no metabolismo 

lipídico foram determinadas as concentrações séricas de colesterol total, HDL, fração não-

HDL e triglicérides. E, finalmente, a fim de se verificar se houve dano hepático decorrente do 

consumo crônico dos diferentes óleos, foi mensurada a concentação sérica da enzima alanina 

aminotrasferase (ALT). Os resultados estão apresentados na Tabela 5. 
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Tabela 5: Efeito do consumo crônico de diferentes óleos vegetais sobre os parâmetros 

bioquímicos de ratas Fisher saudáveis 

Parâmetros 
C 

(n=5) 

AO 

(n=6) 

OL 

(n=6) 

OC 

(n=6) 

OG 

(n=6) 

Glicose 

(mmol/ L) 
7,47 (5,03-7,91) 

9,21 (6,86-

10,06) 

7,29 (6,02-

8,71) 

9,19 (8,69-

10,34)* 
8,73 (7,86-9,16) 

Insulina 

 (mU/ L) 

24,87 (22,6-

27,4)  

25,93 (25,3-

26,5) 
26,49 (26-27,4) 25,27 (22,7-27,3) 

24,59 (21,6-

27,3) 

Índice HOMA 8,29 ± 1,33 10,19 ± 1,91 7,08 ± 1,15# 10,03 ± 1,04§ 9,42 ± 1,29§ 

Colesterol total 

(mg/ dL) 
95,32 ± 19,45 80,74 ± 12,01 79,46 ± 7,38 119,3 ± 20,12#,§ 94,34 ± 10,5& 

HDL 

(mg/ dL) 
39,53 ± 4,23  24,94 ± 3,69* 25,8 ± 4,52* 36,46 ± 9,16#,§ 25,78 ± 3,89*, & 

Fração não-

HDL 

(mg/ dL) 

52,09 ± 13,12 58,5 ± 7,98 57,39 ± 9,81 80,18 ± 15,5*,#,§ 63,67 ± 10,36 

Triglicérides 

(mg/ dL) 
68,69 ± 23,07 58,38 ± 17,82 127,7 ± 56,01# 156,4 ± 23,05*, # 56,57 ± 18,79§, & 

ALT 

(U/ mL) 
50 ± 6,23 60,58 ± 6,76 63,34 ± 4,61* 67,54 ± 11,7* 46,74 ± 4,98#,§, & 

A diferença entre os grupos foi avaliada pelo teste ANOVA one-way, seguido do pós-teste de Tukey e expressos 

como média ± SD para dados paramétricos. Dados não paramétricos foram avaliados pelo teste Kruskal-Wallis, 

seguido do pós-teste de Dunns e representados como mediana e IQR. Diferenças significativas foram 

consideradas quando p<0,05. *em relação ao grupo C; #em relação ao grupo AO; §em relação ao grupo OL; &em 

relação ao grupo OC. C: controle; AO: azeite de oliva; OL: óleo de linhaça; OC: óleo de coco; OG: óleo de 

girassol. Fração não-HDL: colesterol total – HDL; ALT: alanina aminotrasferase. 

 

Em relação aos parâmetros glicometabólicos, verificamos uma redução do índice 

HOMA no grupo OL (em relação ao grupo AO), porém, não houve diferença significativa nas 

concentrações de glicose e insulina. No grupo OC, houve aumento de ~20% e 40% nas 

concentrações de glicose (em relação ao grupo controle) e no índice de HOMA (em relação ao 

grupo OL), respectivamente. Não foi encontrada diferença significativa nas concentrações de 

insulina nesse grupo. No grupo OG, apesar de não termos encontrado diferenças significativas 

nas concentrações de glicose e insulina, observamos uma redução no índice de HOMA (em 

relação ao grupo OL). 
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 Quanto às alterações no perfil lipídico, observamos uma diminuição nas concentrações 

de HDL nos animais do grupo AO em relação ao grupo controle. No grupo OL houve uma 

redução de HDL (em relação ao grupo controle) e aumento de triglicérides (em relação ao 

AO). 

  No grupo OC observamos um aumento nas concentrações séricas de colesterol total e 

HDL (em relação aos grupos AO e OL), acompanhado de um aumento da fração não HDL 

(em relação aos grupos controle, AO e OL) e triglicérides (em relação aos grupos controle e 

AO). 

 Verificamos também alterações no perfil lipídico dos animais do grupo OG, em que 

observamos uma redução de nas concentrações de colesterol total (em relação ao grupo OC), 

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

 Finalmente, em relação à função hepática, observamos um aumento na atividade de 

ALT nos grupos OL e OC em relação ao grupo controle, e uma redução desse parâmetro no 

grupo OG (em relação aos grupos AO, OL e OC).  Nos demais grupos do estudo não foram 

observados diferenças significativas. 

5.3. Avaliação dos parâmetros hepáticos 

 Após a eutanásia, o fígado dos animais foi retirado e pesado, a fim de se verificar 

alterações no peso do órgão após o consumo crônico dos diferentes óleos vegetais. 

Posteriormente, para avaliar o perfil lipídico hepático foi determinada a quantidade de gordura 

presente no fígado, bem como as concentrações de colesterol e triglicérides no órgão. Os 

resultados podem ser observados na Figura 4. 
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Figura 4: Efeito do consumo crônico de diferentes óleos vegetais sobre parâmetros 

hepáticos de ratas Fisher saudáveis. Os dados foram expressos como média ± SD (dados 

paramétricos) e mediana ± IQR (dados não paramétricos). A diferença entre os grupos foi 

avaliada pelo teste ANOVA one-way, seguido do pós-teste de Tukey para dados paramétricos 

e Kruskal-Wallis, seguido do pós-teste de Dunns para dados não paramétricos. Diferenças 

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

 

Em relação ao perfil lipídico no fígado dos animais do grupo OL, verificamos uma 

redução nas concentrações de colesterol hepático quando comparado ao grupo controle 

(Figura 4C). 

No grupo OC, surpreendentemente observamos um aumento no peso do fígado dos 

animais desse grupo (em relação aos grupos controle, AO e OL), como mostra a Figura 4A. 

Ao analisarmos a Figura 4B, verificamos também uma redução na quantidade de gordura 
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hepática no grupo OC (em relação aos grupos AO e OL), tal como uma diminuição do 

colesterol (em relação ao grupo controle) (Figura 4C). 

Observamos alterações hepáticas também no grupo óleo de girassol, em que, 

surpreendentemente, houve uma redução de 12% no peso do fígado (em relação ao grupo 

OC), como mostra na Figura 5A. Concomitantemente, ao observarmos a Figura 5B, 

verificamos um aumento na quantidade de gordura hepática nesse grupo (em relação ao grupo 

OC), bem como um aumento nas concentrações de colesterol hepático (em relação aos grupos 

OL e OC) (Figura 5C) e nas concentrações de triglicérides, em relação ao grupo OL (Figura 

5D).  

5.4. Expressão gênica relativa de genes lipogênicos 

 Conforme constatamos que o consumo crônico dos diferentes óleos vegetais teve 

efeito sobre as concentrações de lipídeos séricos e hepáticos, verificamos se o consumo desses 

óleos poderia atuar sobre os níveis de expressão gênica das enzimas regulatórias da via 

lipogênica, Acc (Acaca) e Fas (Fasn), bem como do fator de transcrição relacionado ao 

metabolismo lipídico, Srebp1 (Srebf1). A análise da expressão do fator de transcrição 

Srebp1(Srebf1), bem como dos genes lipogênicos das enzimas Acc (Acaca) e Fas (Fasn), foi 

realizada por meio da técnica de qRT-PCR. Os resultados podem ser observados na Figura 5. 
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Figura 5: Efeito do consumo crônico de diferentes óleos vegetais sobre a expressão 

gênica de enzimas regulatórias da via lipogênica Acc (Acaca) e Fas (Fasn) e do fator de 

transcrição Srebp1 (Srebf1) no fígado de ratas saudáveis. Os dados foram expressos como 

média ± SD (dados paramétricos). A diferença entre os grupos foi avaliada pelo teste 

ANOVA one-way, seguido do pós-teste de Tukey. Diferenças significativas foram 

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

 

De acordo com a Figura 5, é possível observar que o consumo do OG aumentou ~2,7 a 

expressão do fator de transcrição Srebf1 (em relação ao OC) (Figura 5A) e reduziu a 

expressão do gene da Acaca ~0,03 (em relação ao grupo AO) (Figura 5B). Na Figura 5C 

observamos que não houve diferença significativa na expressão de Fasn nos grupos 

experimentais. 
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5.5. Efeito do consumo crônico de diferentes óleos vegetais sobre marcadores 

do status redox no fígado 

5.5.1. Avaliação do status antioxidante 

 Após o consumo de diferentes óleos vegetais com perfis de ácidos graxos distintos, foi 

avaliado se a ingestão desses óleos estaria associada às alterações do balanço redox no fígado 

dos animais do estudo. Para análise de possíveis alterações no status antioxidante, foi 

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

concentração de glutationa total e a razão GSH/ GSSG (Figura 6).  

 

Figura 6: Efeito do consumo crônico de diferentes óleos vegetais sobre o status 

antioxidante no fígado de ratas saudáveis. Os dados foram expressos como média ± SD 

(dados paramétricos) e mediana ± IQR (dados não paramétricos). A diferença entre os grupos 

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

paramétricos e Kruskal-Wallis, seguido do pós-teste de Dunns para dados não paramétricos. 

Diferenças 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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É possível observar na Figura 6A que houve uma alteração no status antioxidante no 

grupo OG, em que ocorreu um aumento na atividade da SOD (em relação aos grupos AO e 

OC), bem como uma redução de aproximadamente 38% (em relação aos grupos controle e 

AO) de glutationa total (Figura 6C), acompanhada de uma redução também na razão GSH/ 

GSSG (em relação ao grupo OC), como mostra a Figura 6D. Em relação à atividade da 

catalase, não houve diferença significativa entre os grupos experimentais (Figura 6B). 

5.5.2. Análise dos biomarcadores de dano oxidativo 

Para uma melhor visão a respeito do balanço redox após o consumo crônico dos óleos 

vegetais, foi mensurada a quantidade de proteínas carboniladas e a concentração de 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), biomarcadores utilizados como 

indicadores da oxidação de proteínas e peroxidação lipídica, respectivamente. Os resultados 

estão descritos na Figura 7. 

 

 

Figura 7: Efeito do consumo crônico de diferentes óleos vegetais sobre biomarcadores de 

dano oxidativo no fígado de ratas Fisher saudáveis. Os dados foram expressos como média 

± SD (dados paramétricos) e mediana ± interquartil IQR (dados não paramétricos). A 

diferença entre os grupos foi avaliada pelo teste ANOVA one-way, seguido do pós-teste de 

Tukey para dados paramétricos e Kruskal-Wallis, seguido do pós-teste de Dunns para dados 

não paramétricos. Diferenças 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, não houve diferença significativa entre os 

grupos em relação à quantidade de proteínas carboniladas. Entretanto, ao analisar a 

concentração de TBARS (Figura 7B), observou-se um aumento significativo desse 

biomarcador no gupo OC (em relação aos grupos controle, AO e OL) e no grupo OG (em 

relação ao AO). 

 

5.6. Avaliação de mediadores inflamatórios 

 Considerando que os ácidos graxos podem desempenhar um papel importante na 

regulação da resposta imune e inflamatória, avaliamos o efeito do consumo crônico dos 

diferentes óleos vegetais com perfis de ácidos graxos distintos sobre as concentrações 

hepáticas e séricas das citocinas inflamatórias interleucina 6 (IL-6) e do fator de necrose 

tumoral (TNF) (Figura 8).  
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Figura 8: Efeito do consumo crônico de diferentes óleos vegetais sobre as concentrações 

de citocinas inflamatórias no fígado e no soro de ratas Fisher saudáveis. Os dados foram 

expressos como média ± SD (dados paramétricos) e mediana ± interquartil IQR (dados não 

paramétricos). A diferença entre os grupos foi avaliada pelo teste ANOVA one-way, seguido 

do pós-teste de Tukey para dados paramétricos e Kruskal-Wallis, seguido do pós-teste de 

Dunns para dados não paramétricos. Diferenças 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 relação ao grupo controle. No grupo OG, verificamos uma redução nas 

concentrações de IL-6 hepática e sérica, o primeiro em relação a todos os grupos (Figura 8A), 

enquanto a redução na concentração sérica foi em relação apenas ao grupo OL (Figura 8B).  

 Quanto às concentrações de TNF hepático (Figura 8C), verificamos um aumento no 

grupo OL em relação ao grupo controle, e uma redução no grupo OG em relação a todos os 



70 

 

demais grupos do estudo. Para os níveis séricos de TNF, não foram observadas diferenças 

significativas entre os grupos experimentais (Figura 8D). 

 

6. DISCUSSÃO 

 

Ao analisar os dados na literatura é possível observar que há poucos estudos que 

analisam os efeitos da ingestão de diferentes tipos de óleos vegetais em indivíduos saudáveis. 

Entretanto, atualmente, sabe-se que mesmo indivíduos considerados metabolicamente 

saudáveis, muitas vezes, consomem na dieta elevadas quantidades de óleos vegetais com 

perfis de ácidos graxos distintos. Este fato pode ser devido aos modismos alimentares 

impostos, bem como pelo padrão dietético que prevalece hoje, conhecido como dieta 

ocidental. Todavia, sabe-se que o consumo excessivo de óleos vegetais pode acarretar 

alterações na homeostase metabólica e gerar danos em longo prazo. Neste sentido, nossa 

proposta foi verificar o efeito do consumo crônico de diferentes óleos vegetais no perfil 

metabólico, inflamatório e do status redox em ratas saudáveis. 

 Neste estudo foi possível observar que diferenças qualitativas na composição dos 

óleos vegetais administrado aos animais foram responsáveis por induzir diferentes alterações 

metabólicas, inflamatórias e nos padrões de sinalização celular. Os principais resultados 

obtidos pelo nosso trabalho foram: o azeite de oliva dentre os óleos utilizados no trabalho foi 

o que menos alterou a homeostase metabólica. O consumo crônico desse óleo foi responsável 

por apenas aumentar o TAB, IL-6 sérica e diminuir HDL sérico. A ingestão crônica do óleo 

de linhaça resultou em redução no índice HOMA e aumento nos níveis séricos de ALT e 

triglicérides, mas não causou alterações significativas no metabolismo lipídico hepático. 

Quanto ao perfil inflamatório observamos aumento sérico de IL-6 e TNF hepático após o 

consumo de óleo de linhaça. 

 O óleo de coco induziu alterações nos parâmetros glicometabólicos, em que houve 

aumento da glicemia e do índice HOMA, além de ser responsável por alterar o metabolismo 

lipídico hepático, o que pode ter contribuído para o aumento nos níveis séricos de colesterol, 

triglicérides e da fração não HDL. Em relação ao status redox houve aumento do dano 

oxidativo hepático, observado através do aumento nos níveis de TBARS e ALT.  
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Finalmente, o consumo de óleo de girassol foi responsável por diminuir os níveis 

séricos de colesterol total e triglicérides, entretanto induziu alterações no metabolismo 

lipídico hepático, uma vez que promoveu aumento da lipogênese hepática, provavelmente 

devido ao aumento da expressão gênica de Srebf1. Esse óleo também causou alterações no 

status redox, visto que aumentou o dano oxidativo, devido ao aumento nos níveis de TBARS 

e redução da razão GSH/GSSG. Em relação aos parâmetros inflamatórios, o óleo de girassol 

diminuiu os níveis séricos e hepáticos de IL-6, bem como os níveis hepáticos de TNF. As 

diferenças nos resultados observados entre o consumo crônico dos diferentes óleos vegetais 

bem como as hipóteses levantadas para justificar os resultados obtidos serão apresentadas a 

seguir. 

 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 não seja acompanhada por um consumo de 

dieta hipercalórica (BOOZER e col., 1995; WEST e YORK, 1998). Isso ocorre devido à 

composição da gordura na dieta, uma vez que o tipo de gordura podem influenciar funções 

metabólicas, que resultam em mudanças no peso, bem como na composição corporal (GAIVA 

e col., 2003). Além de influenciar também o metabolismo no tecido adiposo e hepático 

(NASCIMENTO e col., 2009). Diante desse fato, o presente estudo inicialmente teve como 

objetivo, verificar o feito do consumo crônico dos óleos vegetais ricos em ácidos graxo 

saturado, MUFA, PUFA n-3 e n-6, sobre os parâmetros biométricos: ganho de peso, peso do 

tecido adiposo branco (TAB) e o índice de Lee (Tabela 4). 

Nossos resultados sugerem que o consumo crônico do azeite de oliva resultou em maior 

deposição de gordura no TAB, mas não 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 óleos vegetais ricos em n-3 e n-6. No 

grupo óleo de linhaça, ao analisarmos os parâmetros biométricos, observamos que o consumo 

de óleo de linhaça causou aumento no ganho de peso e também maior peso de TAB. 

Entretanto mesmo com esses parâmetros alterados, nossos resultados mostram que o consumo 

de óleo de linhaça não causou alterações significativas no índice de Lee.  

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

associado a efeitos positivos a saúde. Estudos epidemiológicos mostram uma relação inversa 
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entre a incidência de doenças cardiovasculares e o consumo de óleos vegetais ricos nesse tipo 

de ácido graxo (MORI; BEILIN, 2001; HOPPER e col., 2001). Entretanto os efeitos dos 

diferentes tipos de PUFAs sobre a adiposidade corporal são controversos (GAIVA e col., 

2003). Resultados semelhantes ao do nosso estudo foram encontrados por GAIVA e col. 

(2001), em que os animais suplementados com óleo 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 suplementação com óleo vegetal fonte de n-6.  

No estudo de GAIVA e col., (2001) foi mensurado a taxa de lipólise e os resultados 

mostraram uma redução da mesma no grupo suplementado com PUFA n-3. Estudos 

anteriores também encontraram redução na taxa de lipólise no tecido adiposo após a 

suplementação com PUFA n-3 (SINGER e col., 1990; DAGNELIE e col. 1994). Em nosso 

estudo não mensuramos as taxas de lipólise, mas sugerimos que o aumento do tecido adiposo 

nos animais do grupo óleo de linhaça tenha sido devido a uma menor taxa de lipólise.  

Um ponto importante que devemos ressaltar em relação ao aumento de TAB nos grupos 

azeite e óleo de linhaça é que o TAB foi analisado no nosso estudo apenas de forma 

quantitativa, sem analisar as diferenças estruturais no tecido. Os achados mais recentes 

mostram que o TAB pode se diferenciar em um tecido adiposo intermediário, apresentando 

características 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 hipótese de que o aumento do TAB nos grupos azeite e óleo de linhaça foi 

associado ao processo de browing seria necessário análises histopatológicas do tecido adiposo 

branco. 

O consumo crônico do óleo de girassol também causou alterações nos parâmetros 

biométricos, em que foi observado um aumento no índice de Lee, entretanto não houve 

diferença significativa em relação ao ganho de peso e ao peso de TAB. Esse resultado 

surpreendente pode ser explicado pelo fato de que o índice 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 não se correlacionar com a gordura corporal de 

ratos normais, uma vez que, o comprimento naso-anal é inadequado para estimar a massa 

magra em animais de mesma idade e de mesmo histórico alimentar (STEPHENS, 1980).   
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 Em relação aos resultados bioquímicos, dando neste primeiro momento ênfase aos 

parâmetros glicometabólicos, concentração glicêmica e insulínica e ao Índice HOMA, 

verificamos que o consumo de óleo de coco promoveu aumento nas concentrações 

plasmáticas de glicose. Embora não tenha sido observada alteração na concentração de 

insulina, ao calcularmos o índice HOMA houve aumento desse parâmetro nesse grupo 

(Tabela 5).  

O modelo de Avaliação da Homeostase (HOMA) é um método matemático utilizado 

para avaliar a resistência à insulina. Inicialmente foi proposta uma única equação que 

mensurava os níveis de resistência à insulina e capacidade funcional das células β-

pancreáticas utilizando valores de glicose e insulina em jejum. O índice foi ajustado e resultou 

em duas equações distintas que analisam de forma separada os parâmetros citados 

anteriormente (MATTHEWS e col., 1985). O uso do Índice HOMA em roedores apresenta 

algumas limitações, uma delas é que pode haver uma variação considerável nos níveis de 

glicose e insulina de acordo com a duração do jejum (MCGUINNESS e col., 2009), uma vez 

que, a resposta do sistema contra regulatório é ativada quando a glicose no sangue está abaixo 

de 80 mg/dL (JACOBSON e col., 2006). Assim, um jejum prolongado pode levar a ativação 

desse sistema, levando a falsas interpretações (AYALA e col., 2010; MCGUINNESS e col., 

2009). 

 Entretanto mesmo conhecendo as limitações do método utilizado para mensurar a 

resistência à insulina, o óleo de coco é fonte de ácidos graxos saturados e o consumo desse 

tipo de lipídeo está relacionado a alterações no metabolismo glicídico. A resistência à insulina 

no fígado e nos tecidos extra-hepáticos como o músculo, oriunda do consumo de gordura 

saturada pode correr devido a um aumento de lipídeos circulantes, especialmente os ácidos 

graxos livres e seus metabólitos como o diacilglicerol, acetil-CoA e as ceramidas 

(SHULMAN 2004; SAVAGE; PETERSEN e SHULMAN, 2007). O aumento desses 

metabólitos provenientes da oxidação das gorduras no músculo é capaz de provocar a ativação 

da PKC e/ou da kinase IkB, bem como causar fosforilação em serina no receptor de insulina 

(RI) e de seus substratos, sendo estes importantes mecanismos que explicam a relação entre 

acúmulo de gordura tecidual e resistência à insulina (SHULMAN, 2004).  

Ainda analisando os parâmetros glicometabólicos, nossos resultados mostram uma 

redução no índice HOMA, nos animais dos grupos óleo de linhaça e girassol, mas sem 
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alteração das concentrações de glicose e insulina nesses grupos. A qualidade dos lipídeos 

dietéticos é bastante reconhecida como um determinante importante no desenvolvimento da 

resistência à insulina (ANTUNA-PUENTE e col., 2008). Os PUFAs particularmente os da 

família n-3 são apontados como fatores que preservam ou melhoram a secreção e a 

sensibilidade à insulina (POUDYAL e col., 2011; LORENTE-CEBRÍAN e col., 2013; 

BHASWANT e col., 2015).  

No entanto, grande parte dos estudos anteriores utilizaram o ácido eicosapentaenoico 

(EPA) e o ácido docosahexaenóico (DHA), sendo assim pouco se sabe os efeitos do alfa-

linolênico (ALA) no metabolismo glicídico (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 

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

 A melhora na sensibilidade a insulina em resposta a suplementação com PUFA n-3 

pode ser devido à melhora na sinalização 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 intolerância à glicose, resistência à insulina e diminuição 

da fosforilação do receptor de insulina e do seu efetor Akt, sugerindo uma interrupção na 

sinalização do receptor de insulina no hipocampo (CANCELAS e col., 2007; AGRAWAL e 

GOMEZ‐PINILLA, 2012). 

A suplementação com óleo vegetal rico em ácido linoleico (n-6), também está associada 

a benefícios contra a resistência à insulina. Matravadia e col., (2014) mostrou que a 

suplementação com óleo de linhaça e girassol, rico em ALA e LA respectivamente, evita a 

resistência à insulina em ratos. Um dos possíveis mecanismos benéficos do consumo de 

PUFA n-3 e n-6 na resistência a insulina, diz respeito ao fato da enzima carnitina 

palmitoyltransferase (CPT1) possuir uma elevada sensibilidade por ALA e LA principalmente 

no músculo esquelético, resultando em maior taxa de oxidação dos mesmos. Isso reduz o 

acúmulo de lipídeos reativos que colaboram com o desenvolvimento de resistência a insulina 

(CLOUET e col., 1987; DELANY e col., 2000; MATRAVADIA e col., 2016). 

Ainda analisando os parâmetros bioquímicos, buscamos elucidar os efeitos dos óleos 

vegetais sobre o perfil lipídico sérico. Sabe-se que a homeostase do colesterol desempenha 

um importante papel na regulação do teor de colesterol no organismo (SOCCIO; BRESLOW, 

2004), sendo dependente do equilíbrio entre a ingestão por meio da dieta, a absorção e 
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excreção, bem como pela síntese endógena. Uma alteração da homeostase pode acarretar em 

aumento do colesterol total e da fração LDL no sangue (LOTTENBERG, 2009).  

 O tamanho e o grau de saturação da cadeia carbônica dos ácidos graxos dietéticos tem 

demostrado alterar várias vias metabólicas que envolvem o colesterol em todo o organismo, 

cujo efeito combinado é refletido nos lipídeos plasmáticos e perfil lipoproteico (JUMP, 2002; 

MENSINK; KATAN, 1992). O consumo de gordura saturada é apontado como uma das 

principais causas de elevação do colesterol plasmático (LAUBER e SHEARD, 2001), 

enquanto que a ingestão de mono e poli-insaturados está relacionada com a melhora do perfil 

lipídico, sendo esses ácidos graxos empregados no tratamento e prevenção de várias doenças 

(NELSON e COX, 2002). 

Nossos resultados mostram que o perfil de ácido graxo influenciou de maneira distinta 

as concentrações de triglicérides bem como a de colesterol e suas frações (HDL e fração não-

HDL). Em nosso estudo verificamos que embora o grupo óleo de coco tenha apresentado um 

aumento nas concentrações de HDL, uma lipoproteína que possui efeitos protetores ao 

organismo, as concentrações de triglicérides, colesterol total e fração não-HDL também foram 

aumentadas nesse grupo (Tabela 5).  

O óleo de coco é composto principalmente por ácidos graxos saturados, cerca de 80%, e 

ácidos graxos insaturados, especialmente o ácido oleico e linoleico. Os principais ácidos 

graxos saturados presentes são o caprílico, mirístico e láurico que possuem entre 6 e 12 

carbonos, sendo chamados de ácidos graxos de cadeia média (MARTINS e col., 2015; 

MARIANA e col., 2009). Entretanto, os efeitos benéficos associados ao consumo dos ácidos 

graxos de cadeia média não podem ser aplicados ao óleo de coco, pois os ácidos graxos 

presentes de forma predominante no óleo de coco apresentam características distintas em 

relação a sua estrutura, absorção e metabolismo (EYRES e col., 2016). 

Diante disso, sugerimos que os efeitos observados após a suplementação com óleo de 

coco sobre o perfil lipídico dos animais pode estar relacionado à composição de ácidos graxos 

presentes nesse óleo.  O consumo de alimentos contendo grande quantidade de ácidos graxos 

saturados, principalmente mirístico, láurico e palmítico tem sido associado com o 

desenvolvimento de hipercolesterolemia (KRIS-ETHERTON e col., 1997). O ácido láurico, 

em especial, pode ser classificado tanto como um ácido graxo de cadeia média quanto de 

cadeia longa. Ao analisar a sua digestão e o seu metabolismo, pode-se afirmar que esse ácido 
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graxo se comporta mais como um de cadeia longa, uma vez que aproximadamente 70%-75% 

dele é transportado por quilomícrons (DENKE e GRUNDY, 1992) em comparação a 95% dos 

ácidos graxos de cadeia média que são absorvidos diretamente na veia porta (SWIFT e col., 

1990).  

  O ácido láurico quando comparado a outros ácidos graxos saturados como o palmítico 

e mirístico, possui a capacidade de elevar HDL e LDL (TURPEINEN e col., 1979). Outros 

estudos que avaliaram o efeito do consumo de óleo de coco sobre o perfil lipídico também 

mostraram um efeito aterogênico. 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 concentrações séricas de colesterol e suas frações (HDL e não HDL). 

O ácido mirístico presente no óleo de coco, assim como outros ácidos graxos saturados possui 

efeitos negativos a saúde. Nos países industrializados, o seu consumo em excesso está 

relacionado ao aumento de colesterol plasmático e mortalidade por doenças cardiovasculares 

(RIOUX e col., 2011). 

Os resultados encontrados em nosso estudo em relação ao consumo de óleos fontes de 

ômega 9,3 e 6, representados pelo azeite de oliva, óleo de linhaça e girassol respectivamente, 

foram diferentes dos descritos na literatura. Nos três grupos estudados houve uma redução das 

concentrações de HDL. Além disso, no grupo óleo de linhaça houve aumento das 

concentrações séricas de triglicérides (Tabela 5). 

De acordo com YU-POTH e col., (2000), o consumo de MUFA em substituição ao de 

gordura saturada contribui para um melhor perfil lipídico, por meio do aumento das 

concentrações de HDL e diminuição de LDL e triglicérides. O consumo de MUFA também 

exerce efeitos sobre a resposta pós-prandial (HU e col., 1998) por meio da redução de 

quilomícrons remanescentes e redução da concentração plasmática da Proteína de 

transferência de Colesterol Esterificado (CETP) (JANSEN e col., 2000). 

 O consumo de PUFA n-3 está relacionado à melhora no perfil lipídico (MILLER, 

2011), isso se deve principalmente a redução de triglicérides sérico através da diminuição da 

secreção de VLDL (GOSAI e col., 2008).  As VLDL in vivo são sintetizadas e secretadas pelo 

fígado, essas lipoproteínas transportam principalmente triglicérides do fígado para o tecido 

adiposo e muscular que os armazenam ou os utilizam para produção 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 redução na secreção de 

VLDL após a suplementação com PUFA n-3. Segundo Mozaffarian e col. (2011), PUFA n-3 

reduz a síntese de triglicérides através da inibição das enzimas diacilglicerol aciltransferase e 

da acetil-CoA carboxilase.  

 O aumento de triglicérides sérico no grupo óleo de linhaça não era o esperado, já que 

vários estudos descritos na literatura afirmam os efeitos benéficos do PUFA n-3 sobre o perfil 

lipídico. Entretanto, nossos resultados inesperados podem ter ocorrido devido à fonte de 

PUFA n-3 utilizado no estudo. O consumo de óleos fontes de PUFA n-3 normalmente é 

oriunda de fonte marinha, como o óleo de peixe. Esse óleo é rico em ácido docosahexaenóico 

(DHA, C22:6 n-3) e eicosapentaenoico (EPA, C20:5 n-3). O consumo de peixe ou a 

suplementação com óleo de peixe está associado à redução das concentrações séricas de 

triglicérides, diminuíndo assim os fatores de risco para doenças cardiovasculares 

(GRIMSGAARD e col., 1997; LAMOTTE e col., 2006).  

A linhaça é uma fonte vegetal alternativa de PUFA n-3, mas o PUFA n-3 encontrado 

nela difere daqueles presentes nos peixes. A linhaça é fonte de alfa-linolênico (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 ácido linoleico (LA, C18:2 

n-6), e esses dois ácidos graxos competem pela enzima 6-dessaturase. Assim, a conversão de 

ALA em EPA e DHA é lenta. Portanto a coexistência de ALA e LA nos óleos vegetais podem 

resultar em um menor efeito hipolipidêmico 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 

lipídico 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 lipídico possui algumas limitações, dentre as quais destaca-se a 

ausência de semelhança no perfil das lipoproteínas, a expressão das apoliproteínas e atividade 

das enzimas que regulam o metabolismo lipídico hepático, tornando a comparação de estudos 

que usam animais com aqueles que trabalham com seres humanos limitados. Diferentemente 

dos seres humanos e outros animais, os ratos não possuem a proteína de transferência de éster 

de colesterol plasmática (CETP), assim cerca de 70% do colesterol total do plasma nesses 
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animais é encontrado em partículas de HDL. Esse fato pode ser um fator importante que 

contribui para a sua resistência a aterogênese (MOGHADASIAN e col., 2001; ZHANG e col., 

1992). 

Para finalizar a análise dos parâmetros bioquímicos, verificamos também à função 

hepática dos animais após o consumo dos diferentes óleos vegetais. Na análise da função 

hepática, optamos por avaliar apenas a atividade da enzima ALT, uma vez que esta é expressa 

principalmente no citosol de hepatócitos, o que torna seu aumento mais específico de lesão 

hepática, diferentemente da AST, que é encontrada em altas concentrações no fígado, 

músculos esquelético e cardíaco, rins, pâncreas e eritrócitos, sendo assim, quando qualquer 

um desses tecidos é danificado, a AST é liberada no sangue (MCINTYRE, 1999).  

 Em nosso estudo, observamos que o consumo crônico dos óleos de linhaça e coco 

foram responsáveis por aumentar a atividade sérica de ALT, já o óleo de girassol foi 

responsável por diminuir a atividade de ALT. Poucos são os dados da literatura que avaliam a 

concentração e ou a atividade de ALT após o consumo crônico de óleos vegetais nas mesmas 

condições como as descritas em nosso estudo. Sendo assim, neste momento, não temos dados 

substanciais da literatura que possam fornecer uma discussão enriquecedora sobre este 

aspecto, assim podemos apenas inferir que a metabolização dos óleos de coco e linhaça 

poderia levar a algum tipo de dano hepático. 

No que se refere aos efeitos do consumo dos óleos vegetais sobre o perfil lipídico do 

fígado, observamos que o consumo crônico do óleo de coco resultou em uma diminuição do 

conteúdo de gordura total e do conteúdo de colesterol. Entretanto surpreendemente houve 

aumento no peso do fígado nesse grupo. Ao analisar o perfil lipídico sérico e hepático 

podemos observar que os animais que consumiram óleo de coco apresentaram redução do 

conteúdo de gordura hepática que pode estar associado às concentrações de colesterol total no 

órgão, uma vez que houve redução desse parâmetro no fígado dos animais. 

Concomitantemente, observamos aumento das concentrações séricas de colesterol total. A 

análise em conjunto desses resultados nos permite inferir que o aumento nos níveis séricos de 

colesterol pode estar relacionado com a diminuição deste no fígado.  

Dados na literatura mostram que o consumo excessivo de gordura saturada está 

relacionado ao aumento das concentrações plasmáticas de colesterol de maneira dependente 

da dose (KEYS e col., 1965). Dentre as formas pelas quais os ácidos graxos saturados 
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contribuem para o aumento do colesterol plasmático estão à redução dos receptores celulares 

B/E, que causa inibição da remoção plasmática das partículas de LDL, e também ao aumento 

de colesterol nas partículas de LDL (PEREIRA e col., 2012).  

Ainda analisando o perfil de lipídeos hepáticos, verificamos que o consumo de óleo de 

girassol causou aumento do conteúdo de gordura hepática, o que pode estar relacionado tanto 

ao aumento de colesterol como de triglicérides no órgão, uma vez que ambos os parâmetros 

aumentaram. Concomitantemente ao aumento da gordura hepática observamos uma redução 

de triglicérides sérico no grupo óleo de girassol, sugerindo um possível desequilíbrio entre as 

taxas de síntese e catabolismo dos triglicérides no fígado, o que pode ter contribuído para o 

aumento do conteúdo de gordura hepática.  

 Sabe-se que a taxa de síntese é influenciada pelo aumento da absorção de ácidos 

graxos pelo fígado, pelo processo de esterificação dos triglicérides e pela síntese de 

triglicérides a partir dos carboidratos e proteínas. O catabolismo depende da β-oxidação dos 

ácidos graxos e da exportação dos triglicérides como VLDL (VAN SCHALKWIJK e col., 

2014). Sendo assim, o óleo de girassol pode ter induzido uma maior captação de ácidos 

graxos da circulação para o fígado ou uma menor exportação do fígado para o sangue. Ambas 

as situações poderiam justificar o perfil lipídico sérico e hepático observado no grupo óleo de 

girassol. 

 Após verificar alterações no metabolismo lipídico hepático após o consumo dos 

diferentes óleos vegetais, analisamos a expressão de genes hepáticos envolvidos no 

metabolismo lipídico. Foram estudados três genes envolvidos na via lipogênica, o Srebf11, 

Acaca e Fasn que codificam a Proteína de Ligação do Elemento Regulador de Esterol-1c 

(SREBP-1c), a enzima Acetil-CoA Carboxilase (ACC) e a Ácido-graxo sintase (FAS) em 

ratos, respectivamente. Nossos resultados mostram que o óleo de girassol aumentou a 

expressão gênica do fator de transcrição Srebf11, e ao mesmo tempo diminuiu a expressão do 

gene da enzima acetil-CoA carboxilase (ACC) hepática. Jacometo e col., (2014), ao investigar 

os efeitos de uma dieta rica em PUFA n-6 em ratos Wistar, também observou um aumento na 

expressão de Srebf11 após algumas gerações. 

A redução na expressão da ACC também foi encontrada em outros trabalhos. Khatun e 

col. (2017) também encontrou redução na expressão da ACC hepática após suplementação 
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com óleo de girassol por 42 dias. Nenitez e col., (2015) no seu trabalho também encontrou 

redução na expressão de ACC após suplementação com óleo de girassol.  

O fígado é o órgão importante para regular a lipogênese e o metabolismo do colesterol 

(LEE e col., 2012). Sabe-se que as enzimas lipogênicas envolvidas no armazenamento de 

energia através da síntese de ácidos graxos e triglicérides são reguladas de forma coordenada 

em nível transcricional durante diferentes estados metabólicos lipídicos (GOODRIDGE, 

1987). Estudos recentes in vivo sugerem que o SREBP-1 é um fator de transcrição central na 

regulação dietética da maioria dos genes lipogênicos hepáticos, estando envolvido na 

transcrição de enzimas, como a ACC e FAS, que catalisam passos importantes na via de 

síntese de ácidos graxos e triglicérides (REPA e col., 2000), além de facilitar a síntese de 

ácidos graxos e sua incorporação em triglicérides (HORTON e col., 2002). 

Na análise em conjunto dos resultados podemos inferir que o aumento na expressão de 

Srebf11 pode justificar o aumento nos níveis hepáticos de colesterol no grupo óleo de 

girassol. Entretanto, vale ressaltar, que modificações pos-transcricionais e pos-traducionais 

podem ser responsáveis pela regulação da atividade de fatores de transcrição. Apesar de não 

termos realizados outros ensaios para comprovar esta hipótese nossos resultados sugerem que 

o aumento na expressão de Srebf11 foi um evento regulatório importante que levou ao 

aumento na síntese hepática de colesterol no grupo óleo de girassol. O mesmo não ocorreu em 

relação à regulação da expressão do gene da ACC, já que observamos uma diminuição na 

expressão da ACC e um aumento nos níveis de triglicérides hepático.  

Apesar da redução da ACC (Acaca) ter efeitos benéficos à saúde, a redução na sua 

expressão não era esperada, visto que um dos mecanismos pelo qual os PUFA n-6 exerce 

efeito anti-lipogênico é através da inibição da expressão da proteína de ligação do elemento 

regulador de esterol-1c (SREBP1-1c) (YAHAGI e col. 1999). Surpreendentemente mesmo 

com a expressão aumentada de Srepb1 houve redução na expressão de Acaca, efeito contrário 

ao que era esperado. Essas evidências mostram que outros fatores podem estar influenciando 

a expressão de Acaca no grupo óleo de girassol. 

Algumas hipóteses podem explicar estes resultados, como o fato de que a diminuição na 

expressão do gene da ACC não necessariamente implicará em uma menor atividade da 

enzima. Sabe-se que a ACC é regulada tanto em nível 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 modificações pos-transcricionais ou 

traducionais que poderiam levar a um aumento na atividade da enzima e um aumento na 

síntese hepática de ácidos graxos e posteriormente de triglicérides, o que deveria levar a um 

aumento nos níveis séricos de triglicérides, fato este que também não foi observado em nosso 

estudo. Sendo assim, podemos inferir que o óleo de girassol induz uma maior síntese hepática 

de triglicérides, mas provavelmente acompanhado por um maior consumo deste nos tecidos 

extra-hepáticos, o que justificaria a diminuição nos níveis séricos. Entretanto, mais 

experimentos seriam necessários para comprovar a nossa hipótese. 

 Sabe-se que o tipo de lipídeo dietético também influencia a susceptibilidade do 

organismo a danos oxidativos oriundos do desequilibrio redox (FRANCO, 2007).  Os lipídeos 

insaturados por possuírem ligações (carbono-hidrogênio) mais fracas que os lipídeos 

saturados são mais propensos a peroxidação lipídica (MAILLARD, e col., 1983), sendo que o 

grau de insaturação dos ácidos graxos está relacionado ao aparecimento e/ou manutenção do 

desequilíbrio redox (ATALAY e col., 2000). Os peróxidos formados a partir do processo de 

peroxidação lipídica desempenham um papel importante no organismo, tanto como 

moduladores de enzimas quanto como intermediários nos processos biossintéticos 

(MAILLARD e col., 1983). Diante desse exposto, nosso trabalho investigou o efeito dos 

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

Nossos resultados mostram que o consumo do óleo de coco não promoveu alteração no 

status antioxidante (Figura 6), entretanto foi responsável por aumentar a produção de 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) (Figura 7B). Resultados semelhantes 

quanto à produção de TBARS foram encontrados em outros estudos. O aumento de TBARS 

após o consumo de óleo de coco também foi observado em outros estudos com resultados 

semelhantes por OLIVERO e col., (2003) e PAULA (2017), em que a suplementação com 

óleo de coco aumentou as concentrações de TBARS.  

A ingestão de óleo de girassol também alterou o status redox, uma vez que causou 

aumento na produção de TBARS, e concomitantemente aumentou a quantidade da enzima 

superóxido dismutase (SOD) (Figura 6- painel A) e reduziu as concentrações de glutationa 

total (Figura 6- painel C) e a razão GSH/GSSG (figura 6D). 

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

antioxidante, ela é responsável por catalisar a dismutação de radicais superóxidos produzindo 
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peróxido de hidrogênio e oxigênio 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 óleos vegetais ricos em n-6 promoveu aumento do desequilíbrio 

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 desequilíbrio redox, tal como na biotransformação e eliminação de 

xenobióticos. Ela é encontrada nas células em elevadas concentrações sob a forma reduzida, 

em torno de 99%, concomitantemente a menores quantidades da sua forma oxidada, cerca de 

1%.  Em situações em que há maior produção de agentes oxidantes e/ ou deficiência do 

sistema protetor, ocorre desequilíbrio entre o consumo de GSH e a produção de GSSG, o que 

caracteriza um desequilíbrio redox. Assim, a razão GSH/GSSG é dos grandes marcadores do 

estresse oxidativo (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).  

Sugerimos que o a redução da concentração de glutationa total e o aumento de TBARS 

no grupo óleo de girassol em relação 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 são devidos não apenas ao seu alto teor de MUFA, mas também o 

conteúdo de fenóis presentes nesse óleo (SERVILI e col., 2009; OMAR, 2010; OBEIED e 

col., 2012). O consumo diário dos fenóis da oliva, cerca de 5 mg/ dia, tem efeitos positivos na 

redução da peroxidação lipídica (BOSKOU 1996). Os principais antioxidantes presentes do 

azeite extra virgem são representados por fenóis lipofílicos e hidrofílicos, bem como a 

presença 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 óleo de girassol seja uma tentativa do organismo de conter o dano 

oxidativo resultado do aumento das concentrações de TBARS. Em nosso estudo não 

analisamos as vias de sinalização envolvidas no processo de biossíntese das enzimas 

antioxidantes, entretanto, de acordo com MA (2010) o desequilíbrio redox possui a 

capacidade de induzir respostas fisiológicas e patológicas nas células. Essas respostas 

induzem a mudanças transcricionais que podem influenciar o destino das células e também a 

progressão de doenças. Muitos fatores de transcrição e vias de sinalização foram identificadas 
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pelo seu papel na resposta ao estresse oxidativo. Uma dieta rica em gordura causa danos em 

nível celular e molecular, desencadeando respostas distintas, como a ativação de vias de 

sinalização envolvidas na proteção de células contra danos oxidativos, como a proteína 

quinase ativada por mitogêno (MAPK) (HEINRICHSEN e col., 2014). 

 Vários nutrientes são capazes de influenciar a resposta imune, modificando as funções 

do sistema imunológico, dentre eles os ácidos graxos fornecidos pela dieta. Os lipídeos 

dietéticos podem modular o sistema imune por meio de vários mecanismos que incluem 

redução da proliferação linfocitária, aumento da atividade fagocitária, modificação da 

atividade das células natural killer, bem como alteração na síntese de citocinas inflamatórias 

(DE PABLO e col., 2000; CALDER e col., 2002; SIERRA e col., 2006).  

 Um dos mecanismos pelos quais os ácidos graxos modulam a síntese de citocinas é 

por meio da regulação nos níveis de transcrição, isto é, aumento ou redução do RNAm das 

citocinas (ROBINSON e col., 1996; DE PABLO e col., 2000). TNF e IL-6 são duas citocinas 

pro-inflamatorias e imunorregulatórias com funções pleiotrópicas (DRUTSKAYA e col., 

2017). Sabe-se que ácidos graxos monoinsaturados diminuem a capacidade de resposta dos 

tecidos às citocinas, apesar da produção de IL6 ser aumentada, ácidos graxos poli-insaturados 

n-6 aumentam a produção de citocinas pró-inflamatorias, já ácidos graxos poli-insaturados n-

3 têm o efeito oposto (GRIMBLE e TAPPIA, 1998). 

 Surpreendentemente, em nosso estudo observamos que a ingestão crônica do óleo de 

girassol foi responsável por diminuir os níveis de IL-6 sérica e hepática bem como os níveis 

hepáticos de TNF. Já o consumo crônico do óleo de linhaça induziu um aumento de IL6 sérica 

e TNF hepático e o azeite de oliva aumentou os níveis séricos de IL-6. 

 Poucos são os estudos que avaliam o efeito de óleos vegetais comerciais na modulação 

do perfil inflamatório. A maioria das pesquisas avaliam o efeito isolado de um determinado 

ácido graxo, como EPA, DHA e acido araquidônico, e não as misturas contidas em óleos 

vegetais. Neste sentido, podemos inferir que os efeitos dos óleos comerciais não 

necessariamente correlacionam-se com os efeitos da suplementação dos ácidos graxos 

isolados, pois no caso dos óleos comerciais pode existir uma interação sinérgica ou 

antagônica das diferentes frações de ácidos graxos, o que poderia explicar os resultados 

conflitantes deste estudo com os da literatura. 
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 Este estudo traz como novidade a avaliação comparativa de diferentes óleos vegetais 

em ratas saudáveis e isto traz alguns avanços em relação aos dados da literatura no sentido de 

sugerir que o efeito da mistura de ácidos graxos presente nos diferentes óleos não 

necessariamente vai refletir nos mesmos resultados observados com a suplementação do ácido 

graxo isolado. Outro ponto que deve-se ressaltar é que a maioria dos estudos evidenciam os 

efeitos de diferentes ácidos graxos em animais ou indivíduos com diferentes doenças, tanto 

que as recomendações de ácidos graxos da família omega 9 e 3 são restritas à individuos com 

alterações metabólicas, como dislipidemias, hipertrigliceridemia e insuficiencia cardiaca. 

(FALUDI e col., 2017). Entretanto, óleos vegetais ricos em diferentes tipos de ácidos graxos 

são consumidos cada vez mais, de forma indiscriminada, pela população. 

 Os resultados deste estudo sugerem que o consumo crônico de óleos vegetais em 

indivíduos saudáveis deve ser realizado com moderação, já que a maior parte destes óleos 

induz alterações metabólicas, inflamatórias ou no status redox e, que estas alterações, podem 

ser distintas daquelas observadas em situações de doenças crônicas. 
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7. CONCLUSÃO 

 O consumo crescente de óleos vegetais pela população torna cada vez mais importante 

estudos que visam o esclarecimento do papel dos mesmos na homeostase de indivíduos 

saudáveis. Os resultados deste trabalho sugerem que o consumo de óleos de origem vegetal 

com diferentes perfis de ácidos graxos induz alterações distintas nos parâmetros 

glicometabólicos, perfil lipídico, mediadores inflamatórios e na regulação da expressão 

gênica, o que pode comprometer a homeostase metabólica em ratas saudáveis. 

 

Tabela 6: Resumo dos principais resultados encontrados após o consumo crônico dos óleos 

vegetais (azeite de oliva, óleo de linhaça, óleo de coco e óleo de girassol) sobre mediadores 

metabólicos e inflamatórios em ratas saudáveis. 

PARÂMETROS AO OL OC OG 

Ganho de peso     

TAB     

Índice de Lee     

Glicose     

Índice HOMA     

Colesterol serico     

HDL     

Fração não HDL     

TAG serico     

ALT     

Gordura hepatica     

Colesterol Hepatico     

TAG hepatico     

Srebf11     

ACC     

SOD     

GSH/GSSG     

TBARS     

IL6 serica     

IL6 hepatica     

TNF hepatico     
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8.  LIMITAÇÕES DO ESTUDO 

 

A primeira limitação do nosso estudo, diz respeito ao fato de não termos realizado a 

quantificação do consumo alimentar dos animais durante os 90 dias em que foi administrado 

os diferentes óleos vegetais. Assim, não foi possível determinar em nosso estudo se os 

resultados que encontramos a respeito do ganho de peso foram reflexos de uma menor/maior 

ingestão alimentar ou influenciadas apenas pelo tipo de óleo administrado aos animais. 

A segunda limitação do nosso estudo foi o fato de não ter sido realizada a análise 

histológica do fígado, o que nos impossibilitou verificar se o consumo dos óleos vegetais 

induziram esteatose microvesicular e/ou macrovesicular, bem como aumento/ redução de 

infiltrado inflamatório. A análise histológica juntamente com as análises bioquímicas nos 

daria subsídios melhores para afirmar o quanto o consumo crônico dos óleos vegetais induziu 

alterações hepáticas. Outro ponto que poderia contribuir para os resultados no nosso trabalho 

seria a realização da análise histológica do tecido adiposo branco e marron que nos 

possibilitaria verificar as possíveis alterações na estrutura dos adipócitos, tamanho e número 

dos mesmos após o consumo dos óleos vegetais. 

Por fim, devido ao curto tempo não conseguimos realizar a caracterização dos óleos 

vegetais que utilizamos no nosso estudo, por meio da técnica de cromatografia liquída de alta 

eficiência (HPLC). Assim, não foi possível verificar se as informações descritas nos rótulos 

de fato eram verdadeiras.  
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 ANEXOS  

 

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

 Quantidade por porção (porção 

de 13 mL - 1 colher de sopa) 

%VD* 

Valor Energético 108 kcal = 454 KJ  5 

Gorduras Totais, das quais: 12g 22 

Gorduras Saturadas 1,9g 6 

Vitamina E 2,4mg 27 

Não contém quantidades significativas de carboidratos, proteínas, gorduras trans, fibra alimentar e sódio.  

 

Anexo 2: Informações nutricionais do óleo de linhaça dourada informadas pelo fabricante 

Relva Verde. 

 Quantidade por porção (porção 

de 13 mL - 1 colher de sopa) 

%VD* 

Valor Energético 108 kcal = 454 KJ  5 

Gorduras Totais, das quais: 12g 22 

Gorduras Saturadas 1,3g 6 

Gorduras Monoinsaturadas 2,5g - 

Ômega 9 2,4g - 

Gorduras Poli-insaturadas 7,5g - 

Ômega 6 1,6g - 

Õmega 3 5,9g - 

Vitamina E 2,7g 27 

Não contém quantidades significativas de carboidratos, proteínas, gorduras trans, fibra alimentar e sódio. * %: 

Valores diários com base em uma dieta de 2.000Kcal ou 8.400KJ. Seus valores diários podem ser maiores ou 

menores dependendo de suas necessidades energéticas 

 

Anexo 3: Informações nutricionais do óleo de coco informadas pelo fabricante Relva Verde. 

 Quantidade por porção (porção 

de 13 mL - 1 colher de sopa) 

%VD* 

Valor Energético 108 kcal = 454 KJ  5 

Gorduras Totais, das quais: 12g 22 

Gorduras Saturadas 11g 50 

Gorduras Insaturadas, das quais: 0,9g - 

Gorduras Monoinsaturadas 0,7g - 

Gorduras Poli-insaturadas 0,2g - 

Gorduras Trans 0g - 

Não contém quantidades significativas de carboidratos, proteínas, gorduras trans, fibra alimentar e sódio. * %: 

Valores diários com base em uma dieta de 2.000Kcal ou 8.400KJ. Seus valores diários podem ser maiores ou 

menores dependendo de suas necessidades energéticas. 
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Anexo 4: Informações nutricionais do óleo de girassol informadas pelo fabricante Relva 

Verde. 

 Quantidade por porção (porção 

de 13 mL - 1 colher de sopa) 

%VD* 

Valor Energético 117 kcal = 490 KJ   

Gorduras Totais, das quais: 13g 6 

Gorduras Saturadas 1,2g 24 

Gordura Monoinsaturada 3,0g 6 

Ômega 9 2,6g - 

Gordura Poli-insaturada 8,8g - 

Ômega 6 8,5g - 

Õmega 3 0,1g - 

Não contém quantidades significativas de carboidratos, proteínas, gorduras trans, fibra alimentar e sódio. * %: 

Valores diários com base em uma dieta de 2.000Kcal ou 8.400KJ. Seus valores diários podem ser maiores ou 

menores dependendo de suas necessidades energéticas. 
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Anexo 5: Gráfico de amplificação referente às curvas de eficiência dos genes Srebf1; 

Acaca; Fasn e Ppia utilizando diluição seriada de 4x de cDNA do fígado de ratas 

saudáveis. Acaca: acetyl-CoA carboxilas alpha; Fasn: fatty acid synthase; Srebf1: sterol 

regulatory element binding transcription factor 1; Ppia:  peptidylprolyl isomerase A  
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Anexo 6: Curvas padrões referentes aos genes Srebf1, Acaca, Fasn e Ppia utilizando 

diluição seriada de 4x de pool cDNA do fígado de ratas saudáveis. Acaca: acetyl-CoA 

carboxilas alpha; Fasn: fatty acid synthase; Srebf1: sterol regulatory element binding 

transcription factor 1; Ppia:  peptidylprolyl isomerase A.  
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Anexo 7: Curva de dissociação referente ao amplicon dos primers Srebf1; Acaca; Fasn; 

Ppia. No eixo x está representada a temperatura de dissociação do amplicon gerado pela reação de 

PCR e no eixo Y a derivada do valor de emissão de fluorescência. 

Acaca; acetyl-CoA carboxilas alpha; Fasn: fatty acid synthase; Srebf1: sterol regulatory element 

binding transcription factor 1; Ppia:  peptidylprolyl isomerase A  
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Anexo 9: Certificado de aprovação do projeto efeito do consumo crônico de diferentes óleos 

vegetais sobre a modulação de mediadores metabólicos, do status redox e inflamatório em ratas 

saúdáveis pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de Ouro Preto. 


