UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Programa de Pos-Graduacao em Ciéncia dos Alimentos
Area de Nutricdo Experimental

Avaliacdo em ratos do efeito do 6leo da semente de romé (Punica
granatum L.) sobre o perfil lipidico tecidual e sua influéncia sobre

parametros bioquimicos em processos oxidativos

lllana Louise Pereira de Melo

Tese para a obtencédo do grau de
DOUTOR

Orientador:
Prof. Tit. Jorge Mancini Filho

Sao Paulo - SP
2012






UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Programa de Pos-Graduacao em Ciéncia dos Alimentos
Area de Nutricdo Experimental

Avaliacdo em ratos do efeito do 6leo da semente de romé (Punica
granatum L.) sobre o perfil lipidico tecidual e sua influéncia sobre

parametros bioquimicos em processos oxidativos

lllana Louise Pereira de Melo

Tese para a obtencédo do grau de
DOUTOR

Orientador:
Prof. Tit. Jorge Mancini Filho

Sao Paulo - SP
2012



Ficha Catalografica
Elaborada pela Divisdo de Biblioteca e
Documentacéo do Conjunto das Quimicas da USP.

M528a

Melo, I1lana Louise Pereira de

Avaliacdo em ratos do efeito do 6leo da semente de roma
(Punica granatum L.) sobre o perfil lipidico tecidual e sua
influéncia sobre pardmetros bioquimicos em processos oxidativos /
[l1lana Louise Pereira de Melo. -- S&o Paulo, 2012.

169p.

Tese (doutorado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sdo Paulo. Departamento de Alimentos e Nutrigdo
Experimental

Orientador : Mancini Filho, Jorge

1. Nutri¢do : Ciéncia dos alimentos 2. Alimentos : Quimica
3. Acido graxo : Produtos naturais 4. Estresse oxidativo I. T. II.

Mancini Filho, Jorge, orientador.

641.1 CDD




lllana Louise Pereira de Melo

Avaliacdo em ratos do efeito do 6leo da semente de roma (Punica
granatum L.) sobre o perfil lipidico tecidual e sua influéncia sobre
parametros bioquimicos em processos oxidativos

Comissao Julgadora
da
Tese para obtencao do grau de Doutor

Prof. Tit. Jorge Mancini Filho
Presidente/Orientador

1° Examinador

2° Examinador

3° Examinador

4° Examinador

Sao Paulo, de 2012.







Dedico este trabalho aos meus pais:

Ivo Pereira,

exemplo de honestidade, paciéncia e educacao;

Maria de Fatima,

exemplo de cuidado, carinho e dedicacao;

Pelo amor incondicional, apoio e torcida
constantes, mesmo contrariados com a minha
auséncia durante todos esses anos... VOcés,
gue me apresentaram a importancia da familia,
sao os alicerces da minha vida...

Amo muito vocés!






AGRADECIMENTOS

Ao orientador Dr. Jorge Mancini Filho, exemplo de profissionalismo, respeito e
competéncia; agradeco por me receber tdo bem em seu grupo de pesquisa,
pela indicagcédo do tema, confianga, atencao e conhecimentos repassados.

A FAPESP (Fundacgdo de Aparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo), pela
bolsa de estudos (Proc. 2009/51890-0) e pelo auxilio & pesquisa (Proc.
2009/51891-7), tornando viavel o desenvolvimento do trabalho.

A Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF) da Universidade de S&o Paulo
e ao Programa de Pés-Graduacao em Ciéncia dos Alimentos.

Aos funcionarios, sempre prestativos, do Biotério de Experimentacéo
(FCF/IQ), da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA/FCF) e dos setores
de convénios e informatica da FCF; bem como as queridas Rose e Suzi pela
atencao e suporte oferecidos.

Aos funcionarios da Secretaria de Pés-Graduacao: Elaine Ychico e Jorge de
Lima, bem como aos funcionarios da Secretaria do Departamento de Alimentos
e Nutricdo Experimental: Edilson, Mobnica, Cléo e Roberta; pelo auxilio,
atencdo, carinho e eficiéncia. Agradeco ainda a Joana e a queridissima
Lurdinha, pela ajuda com a organizacéo e limpeza do laboratério, pelo carinho
e alegria proporcionada nos momentos “do cafezinho”.

A minha banca de qualificacdo: Dr® Ursula M. L. Marquez, Dr. Luiz A. Gioielli
Dr® Deborah H. M. Bastos, pela atenciosa correcdo do trabalho e preciosas
sugestdes; e a todos os professores do Departamento de Alimentos e Nutricdo
Experimental, que de uma forma ou de outra contribuiram para o meu
crescimento e aprendizado. Em especial agradeco ao Prof. Eduardo Purgatto,
pela atencéo e apoio técnico oferecido no uso do programa Quantity One.

Ao Prof. Dr. Claudio A. Bernal, coordenador da rede tematica CYTED
(Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo) -
208RT0343, pela oportunidade de desenvolver o estagio na Catedra de
Bromatologia y Nutricion de La Universidad Nacional Del Litoral (Santa Fé,
Argentina); bem como a sua equipe, em especial a Marcela Gonzalez, e aos
companheiros brasileiros (Marcos e Hosana) que também estiveram
trabalhando no Laboratorio de Bromatologia y Nutricibn no mesmo periodo.
Obrigada pela acolhida, atencédo, carinho e ensinamentos prestados. Conhecer
e trabalhar com vocés foi uma experiéncia maravilhosa.



Ao Prof. Dr. Aléxis Vidal J. Novoa, um pesquisador exemplar, cujas temporadas
no Brasil tornaram nossos dias intensos, com muito trabalho e aprendizado,
mas também cheios de alegrias.

A Prof®, Dalva A. P. Mancini e o técnico José Ricardo do Laboratério de
Virologia do Instituto Butantd, pela oportunidade, disponibilidade, parceria e
ensinamentos com a técnica de RT-PCR.

A Prof®. Dr?. Sandra H. P. Farsky, pela oportunidade de trabalhar em seu
laboratorio, bem como seus alunos Isabel Machado e José Roberto, pela
disponibilidade, atencéo, carinho e ensinamentos. Obrigada pela parceria que
me proporcionou novos conhecimentos e que, apesar dos resultados nao
estarem apresentados nesta tese, serdo de grande valor para a continuidade
do trabalho com o 6leo da semente de roma.

A Prof®. Dr®. Ligia B. de Almeida-Muradian, que me orientou no mestrado e
continuou me ajudando durante o doutorado. Obrigada pela lembranca em
momentos importantes e por sempre abrir as portas do seu laboratério quando
precisei. Agradegco também a Elias Araujo e José Augusto Sattler, que me
ajudaram na analise da vitamina E e que se tornaram, em pouco tempo,
amigos muito queridos; bem como a Adriane Melo e Bianca Souza. Obrigada
por compartilharem momentos maravilhosos de descontracdo que tornaram
meus dias mais faceis e felizes.

Aos também integrantes do Laboratério de Analise de Alimentos: Rosa Maria,
Isabel Massaretto, Simone Faria, Alexandre Bera, Renato Souza, Vanilda
Arruda, Diana, Fabiana, Natasha, Davi e Gabriel; por sempre me receberem
com carinho, pela prestatividade, conversas e momentos de descontracao.

A Luciana Tedesco Yoshime, um grande presente na minha vida, por estar
sempre ao meu lado, mesmo quando separadas pela distancia e pela correria
da vida diaria. Nao tenho palavras para descrever toda gratiddo e carinho que
tenho por vocé. Vocé que sempre esteve disponivel e tanto me socorreu desde
0 mestrado, e mais ainda no doutorado; seja com trabalhos técnicos (figuras,
estruturas, consultorias, etc., além da ajuda nos dias de eutanasia), seja no
emocional (me escutando, aconselhando, sofrendo junto, rindo junto...). Vocé é
mais que uma amiga e estara sempre em meu coracdo. Obrigada por tudo!

A Barbara Bicalho e Karla Oliveira, amigas mais que queridas, conquistadas
durante o mestrado e que serdo levadas para toda vida. Obrigada pela
amizade, pelas conversas, companhia e momentos maravilhosos.

A Elma Regina, pela maravilhosa acolhida durante o Congresso em Aracaju, e
a Michelle Garcéz. Obrigada pelo carinho, alegria e momentos de descontracéo
compartilhados.



Aos técnicos dos laboratorios de NutricAo-Minerais e de Nutricdo e Esportes:
Alexandre Pimentel e Ivanir Santana, respectivamente; bem como aos alunos,
pelo carinho, atencéo e prestatividade sempre que precisei da ajuda deles. Em
especial, agradeco a:

v Liliane Piris, pela ajuda, carinho e amizade. Obrigada pelo
companheirismo e pelos momentos maravilhosos que muitas vezes
alegraram e suavizaram os meus dias. Destaco ainda a participacao do
trio Luciene, Leila e VerOonica em muitos desses momentos,
compartilhando alegrias e gostosas risadas.

v' Ariana Rocha, pela maravilhosa companhia na viagem para Espanha,
pela alegria e espontaneidade que tanto me fez sorrir, pelo carinho e
amizade.

v" Francisco Leonardo, Emidio Matos e Lucas Pantaledo, pela ajuda nos
dias de eutanasia e em todos 0os momentos que eu solicitei, aléem do
carinho e momentos de descontragdo. A amizade e a colaboracdo de
VOCEés neste trabalho foram valiosas.

A todos aqueles que fazem ou fizeram parte do Laboratério de Lipides:
Rosangela Pavan (técnica), Fernanda Jardini, Ana Mara, Eliane Bonifacio,
Lucillia Rabelo, Milessa Afonso, Claudimar Oliveira, Felipe Gomes, Paula
Garcia, Danilo Akiau, Fernanda Shinagawa e Fernanda Santana; ndao sé pela
pareceria de trabalho, ajuda, luta diaria e companheirismo, mas principalmente
pelos momentos de descontracdo, carinho e amizade oferecidos. Deixo ainda,
0 meu agradecimento aquelas que estiveram apenas de passagem durante
seus estagios no laboratério, mas que trouxeram carinho, trocaram
conhecimentos e deixaram saudade: Ana Elza, Janaina Valéria, Ana Carolina
Rabelo e Ana Carolina Pereira. Em especial, agradeco a:

v Eliane Bonifacio, pela parceira no trabalho com os conjugados, além das
palavras de apoio, conversas, desabafos, discussdes e risadas
compartilhadas. Obrigada pelo carinho e amizade especial.

v" Ana Mara Silva, pela preciosa ajuda e parceria oferecida durante todo o
desenvolvimento deste trabalho, pelo exemplo de profissional a ser
seguido mostrando sempre muita dedicacdo e amor pela pesquisa. Mas,
obrigada principalmente pelo carinho, incentivo, pelas conversas
interminaveis, por muitas vezes me guiar em decisdes importantes ou
simplesmente falar as verdades que precisava ouvir. Agradeco
imensamente por poder compartilhar sua amizade.



v As “Fernandas” (Shina e Santa), pelo companheirismo nao s6 no
laboratério, mas também na moradia que, recentemente, tornou-se um
ambiente de muitas alegrias. Obrigada pelo carinho, paciéncia,
convivéncia, amizade e ajuda, dentro e fora do laboratério.

E por fim, mas ndo menos importante, agradeco aos meus pais, irmao (Braz
Neto), cunhada (Mirella) e adorados sobrinhos (Isabella e Fellipe), familia que
tanto amo e me orgulho, pelo carinho, amor e alegrias proporcionadas nos
meus momentos na “terrinha maravilhosa” (Natal-RN); & Rodrigo Holanda, pelo
incentivo, apoio, amor e companhia ao longo dessa trajetoria; e aos queridos
avos, tios, primos e amigos, pelo carinho e torcida constantes, tdo importantes
ao longo dessa caminhada.

MUITO OBRIGADA!



“£ melhor tentar e falhan, de que preccupar-se e ver a vida passar,
& melhon tentar ainda que em vée, de que sentar-se fazendo nada até o final,
Eu prefine na chuva caminkar, de que em dias tristes em casa me esconder,
Eu prefine sen feliz embora bouce, do que em conformidade viver”

Mantin Luthen King






RESUMO GERAL.....

ABSTRACT.............

SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS. ...

LISTA DE FIGURAS.
LISTA DE TABELAS

INTRODUGAO GERAL......oouiiitieeeeeeeeeeeeeee et en et en e,

1 Justificativa....

2 Referéncias....

CAPITULO |

OLEO DA SEMENTE DE ROMA (Punica granatum L.): UMA FONTE DE
ACIDO a-LINOLENICO CONJUGADO (ACIDO PUNICICO).......cccccevereverenee.

1 INTRODUCAO

2AROMA.........

2.1 Oleo da sem

L L =i o [N 0] 1 4 - PR

2.1, 1 ACIHO PUNICICO ettt et e e e e e eeee e e e e e e e e e e e aaes
2.2 EfeitoS dO PSO Na SAUAE.......uuuiiieieieeee ettt e e e e e e e ean

3 ACIDO a-LINOLENICO CONJUGADO.........cceueverereeeeieiereeeeererese e,

3.1 Fonte, biossintese e iSOMeros dosS CLNAS........oovvieivieie v

3.2 Metabolismo e incorporacao dos CLNAS........ccccvvvvvevirevieeiieeieceee e

3.3 Efeitos dos CLNAS N0 OrganiSMO.........uuruuuruerriierinerinerieerieerierreesreeeees

3.3.1 Composicao corporal, perfil lipidico e metabolismo da glicose............
3.3.2 Atividade antioxidante dOS CLNAS..........coiiiiiiiereeeiiiiieeee e
3.3.3 Aca0o molecular doS CLNAS........uuiiiieiiiiiiiiir e

4 CONSIDERAGOES FINAIS......oooiiteeeeeeeeeeeeeeeeee et

B REFERENCIAS . ...t e oot tee et e e e e e e et e e eee e ereeeeeaeeeeeeennaeens

11
14
14

17
17
19
23

23
26
28

CAPITULO Il
CARACTERIZACAO

DA IDENTIDADE, QUALIDADE E ESTABILIDADE DO

OLEO DA SEMENTE DE ROMA (Punica granatum L.)......c..cccceeveveioveineeeennnn.

1 INTRODUCAO

37

38



2 OBIETIVOS. oot e e e e e e e e e e 40
2.1 ODJELIVO GEIAL....cii i s 40
2.2 Objetivos €SPECITICOS....uuuiiiiiiiiie et 40
S MATERIAL E METODOS. ..ottt e eee e eee e e see e 40
I Y = L (=T (= | TP 40
IV Y/ 1= (o Yo [0 1= RPN 41
3.2.1 Perfil de ACidOS graxos NOS OlEOS.........ccceriuiriiiiiiiiei et 41
3.2.2 Contelido de tocoferois e fitosterdis N0S OlE0S...........veevevvevviieieeeiinnn, 43
3.2.3 Caracteristicas de qualidade dos Ole0s..........ccccceeevvvvvieiiiieeee e, 44
3.2.4 Estabilidade oxidativa doS OlE0S.........ccuuviiiiiieieee e, 47
3.2.5 ANALISE EStAtIStICA. .. eevneeee e 48
4 RESULTADOS E DISCUSSAO. ..ottt 49
4.1 Perfil de &cidos graxos N0S Ole0S.......ccveviiiiiiiiiiiiiieee e 49
4.2 Contelldo de tocoferdis e fitosterdis N0S 6l1€0S........ceeevvveviiveeeivnnnnnn. 53
4.3 Caracteristicas de qualidade dos Ol€0S........cccccceeeveviirviiiieeeee e, 55
4.4 Estabilidade oxidativa doS GlE0S........oviveeeieeie et 56
B CONCLUSODES. ... oottt ettt ettt ettt 59
B REFERENCIAS. ...ttt ettt ettt ettt 60
CAPITULO Il
AVALIACAO EM RATOS DO EFEITO DO O]_EO DA SEMENTE DE ROMA
(Punica grantum L.) SOBRE O PERFIL LIPIDICO E PARAMETROS
BIOQUIMICOS E OXIDATIVOS TECIDUAIS ..., 65
1 INTRODUGAO. .....cooiceeeiitieeeeeeeeeeeteteeee e es e e sttt et asterssteress e saeesannes 66
2 OBIETIV O S . ... ettt et e e et et e r e 67
2.1 ODJELIVO GIAL...ccci i 67
2.2 ODjetivoS @SPECITICOS...uuiiiii it 68
3 MATERIAL E METODOS. ..o e ettt eee e e eee e e e aneenesannaans 68
I Y o (=T = TP 68
I 1Y/ 12Y (o Lo [0 1= 69
3.2.1 ENSai0 DIOIOQICO. ....uviiiiiiiiiieieee e 69
3.2.2 Parametros bioquimiCOS NO SOMO........uuvvviiiiiieeiiieiiieiieeeeeeeeeeeeeeeee e, 71
3.2.3 Perfil de &cidos graxos N0S teCIdOS...........uivvriiiiiiiiiiiieee e 71
3.2.4 Morfometria dos tecidos hepatico, muscular e adiposo...........cccc........ 72
3.2.5 Homogeneizados dos tecidos e quantificagdo das proteinas.............. 73
3.2.6 PeroXidagao lPidiCa..........ccuvreeiiiiiie et 74
3.2.7 Atividade das enzimas antioXidantesS.........ccuueveeeeeeeeeeiee e 75
3.2.8 ANALISE ESTAISICA. .. .eevneeieee et 76



4 RESULTADOS E DISCUSSAOD.........ccoiiiieierieiieiesieeeteieis st sn e 78

4.1 Consumo de racéo, ganho de peso e peso dos tecidos................... 78
4.2 Parametros bioquimiCOS dO SOM0......ccccuuiiiiiiiiiiie et 82
4.2.1 Teste oral de toleréncia a glicose e glicemia de jejum.............cccceeene. 82
4.2.2 Lipidograma e transSaminases N0 SOTO........ccuuuuiruuurrrreeenssniiireneeeanaannns 84
4.3 Lipideos totais e perfil de acidos graxos nos tecidos..............c........ 87
4.4 Morfometria dos tecidos hepatico, muscular e adip0So0................... 100
4.5 PeroXidagao lHPidiCa....c.uueeiuviiiieiiieiieiee et 106
4.6 Atividade das enzimas antioXidantesS.........ccccuuvvvveriiiiieeiieeiineireeieeeeen 109
4.7 Analises de correlacdo e estatistica multivariada...........cccceeeevveeennne 116
5 CONCLUSOES. ..ottt et ee st senns 120
B REFERENCIAS. ..ottt ettt ettt sb s 121

CAPITULO IV

AVALIACAO EM RATOS DO EFEITO DO OLEO DA SEMENTE DE ROMA
(Punica granatum L.) SOBRE O ESTRESSE OXIDATIVO INDUZIDO PELO

TETRACLORETO DE CARBONO... ..ottt 129
1 INTRODUGAO. ..ottt ee et eas e e e saeee et 130
2 OBUIETIVOS. ...ttt bt 132
2.1 ODJELIVO GEIAL...ccii i s 132
2.2 ODjetivoS @SPECITICOS . ..uviiii ittt 132
3 MATERIAL E METODOS.......coootiuiiieeeeeteeeeee ettt 133
oL MAEETIAL ceetteeeeee et e 133
I /1= (o Yo [0 F= RO P PPOPPRPPPRPPN 133
3.2.1 ENSAi0 DIOIOQICO. ....cuiiiiiiciiiiiiie e 133
3.2.2 TranSamiN@SES NO SOTO.......uuuueeeeeeesiaitirreeeeeeessssasssreeeeeeessassssreeeeesassansees 134
3.2.3 Perfil de acidos graxos no tecido hepatiCo...........cccvveveeeiiiiiiiiiiiineeennn, 134
3.2.4 Morfometria do teCido NEPALICO........cccevviiiiiieiiiei e 135
3.2.5 Homogeneizado do tecido hepatico e quantificacdo das proteinas..... 135
3.2.6 Peroxidacéo lipidica e atividade das enzimas antioxidantes............... 136
3.2.7 Expresséao génica da SOD e CAT no tecido hepatico..........c.cc.cceeneee 137
3.2.8 ANALISE StatiSICA. ... euvviiiieeiiiiiiiieiie e 138
4 RESULTADOS E DISCUSSAO.......ceoiieeeeeeeeeeeeeeie e sisee e es e ee e, 138
4.1 TranSamiNaSES NO SO ...uuuuuieiieeeiiiiieieeeessssierereeeeeessasesraeeaasssnnneeseees 138
4.2 Lipideos totais e perfil de acidos graxos no tecido hepatico........... 139
4.3 Morfometria do tecido hepatiCO........coovuvviiiiiiii e 141
4.4 PeroXidaGao lHPidiCa.....c.uueeiuuiiiiiiiiiiieiei e 144

4.5 Atividade e expressado génica das enzimas antioxidantes............... 145



4.6 Analise de estatistica multivariada..........cooeeeeeeee e 148

5 CONCLUSOES.......coooitieceteee ettt ee e ettt 150
B REFERENCIAS. ...ttt st ee s eas ettt en et 150
CONSIDERAGOES FINAIS......coouiiiiiieeeeieeee ettt en et 153

ANEXOS 155



RESUMO GERAL

MELO, I.L.P. Avaliacdo em ratos do efeito do Oleo da semente de
roma(Punica granatum L.) sobre o perfil lipidico tecidual e sua influéncia
sobre parametros bioquimicos em processos oxidativos. [Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2012.]

O objetivo geral deste estudo foi avaliar, em ratos, o efeito do 6leo da semente
de roma (PSO) sobre o perfil lipidico tecidual e sua influéncia sobre para@metros
bioquimicos em processos oxidativos. Foi realizada a caracterizacdo do PSO,
confirmando a presenca do &cido punicico (PA; 55%) como &cido graxo
majoritario e a alta concentracdo de fitosterdis (539mg/100g), bem como a
presenca de vitamina E (175mg/100g). O PSO apresentou-se dentro dos
padrdes de qualidade e a sua estabilidade oxidativa foi melhor em comparacéo
ao Oleo de linhaca. A suplementacao de ratos saudaveis com o PSO, por via
intragastrica durante 40 dias, ndo afetou o ganho de peso total e 0 peso dos
tecidos muscular (gastrocnémio) e adiposos (epididimal e retroperitonial). No
entanto o PA foi metabolizado e incorporado na forma de acido linoléico
conjugado, sendo dose-dependete nos tecidos hepatico, muscular, cardiaco,
renal e adiposos. No cérebro, ndo foram observados acidos graxos
conjugados, mas as substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)
apresentaram-se significativamente reduzidas nos animais suplementados com
PSO, em relacdo ao controle. De modo geral, os resultados mostram que o
PSO nao provoca alteragbes no metabolismo lipidico e ndo participa do
processo de inibicdo da oxidacdo em animais saudaveis. Em ratos submetidos
ao estresse oxidativo hepatico pelo tetracloreto de carbono (CCl,), a
suplementacdo com PSO durante 21 dias ndo foi capaz de prevenir o quadro
de estresse oxidativo, indicando que este Oleo ndo tem efeito antioxidante
utilizando esse modelo animal; embora a andlise histoldégica tenha mostrado
menores areas lesionadas no parénquima hepatico nos grupos tratados. Os
resultados obtidos neste trabalho contribui com a literatura fornecendo mais
informacdes a respeito do uso dos acidos graxos conjugados, bem como do

PSO em organismos saudaveis e submetidos a estresse oxidativo.

Palavras chave: Oleo da semente de romd, acido graxo conjugado,

incorporacgao tecidual, estresse oxidativo.



ABSTRACT

MELO, I.L.P. Evaluation of the effects of pomegranate seed oil (Punica
granatum L.) on tissue lipid profile and its influence on biochemical
parameters in oxidative processes of rats. [Faculty of Pharmaceutical
Sciences, University of Sdo Paulo, S&do Paulo - Brazil, 2012.]

The aim of this study was to evaluate the effect of pomegranate seed oil (PSO)
on tissue lipid profile and its influence on biochemical parameters in oxidative
processes of Wistar rats. Characterization of PSO was carried out, confirming
the presence of the punicic acid (PA, 55%) as the major fatty acid present in the
oil and high concentrations of phytosterols (539mg/100g) were also observed,
as well as the presence of vitamin E (175mg/100g). The PSO was within quality
standards and it presented a higher oxidative stability as compared to flaxseed
oil. The supplementation of healthy rats with the PSO via gavage during 40
days did not affect weight gain and total weight of muscle (gastrocnemius) and
adipose (epididymal and retroperitoneal) tissues. However, PA was metabolized
and incorporated as CLAs in a dose-dependent manner in the liver, muscle,
heart, kidney and adipocytes. In the brain, conjugated fatty acids were not
detected, but the values of thiobarbituric acid reactive substances were
significantly reduced in animals supplemented with PSO as compared to the
control group. Overall, the results showed that the PSO caused no changes in
the lipid metabolism and did not inhibit the oxidation in healthy animals. In rats
that underwent hepatic oxidative stress by carbon tetrachloride (CCl,), the PSO
supplementation for 21 days was not able to prevent the oxidative stress,
indicating that this oil has no antioxidant effect using this animal model;
although histological analysis has shown less injured areas in the liver
parenchyma in the test groups. The results obtained in this study are a good
addition to the literature once it provided more information about the use of
conjugated fatty acids as well as garnered useful information about the effects

of consumption of PSO in oxidative stress-induced rats.

Keywords: pomegranate seed oil, conjugated fatty acid, tissue incorporation,

oxidative stress.
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INTRODUCAO GERAL

Acidos graxos conjugados (AGCs) é o termo geral para descrever os
isdBmeros posicionais e geométricos dos acidos graxos poliinsaturados com
duplas liga¢des conjugadas (CARVALHO; MELO; MANCINI-FILHO, 2010), as
guais sdo separadas por uma ligacdo carbono-carbono simples em vez de
serem separadas por um grupo metileno (CH,;) (HENNESSY et al., 2011).
Teoricamente, varios isébmeros dos AGCs sao possiveis, com mdultiplas
combinacdes de configuragbes numeéricas, posicionais e geométricas da
conjugacdo de duplas ligacdes, podendo apresentarem-se como acidos
linoléicos conjugados (CLAs) e &acidos a-linolénicos conjugados (CLNAS)
(YANG et al., 2009; NAGAO; YANAGITA, 2008).

Os AGCs do acido linoléico (também chamados de CLAs, abreviacéo
gue vem do inglés conjugated linoleic acids) referem-se a um grupo de
isbmeros geométricos e de posicdo do acido octadecadiendico que contém
duplas ligacdes em posicao conjugada podendo apresentar configuracdes cis
ou trans (BENJAMIN; SPENER, 2009). Existe um grande namero de isbmeros
de CLAs relatados. Porém, devido suas funcdes biolégicas, dois isbmeros
principais tém sido o foco das pesquisas correntes: 9cis,11trans e
10trans,12cis. O 9c,11t € o isbmero predominante encontrado em fontes
naturais, tais como carne, leite e produtos lacteos provenientes de animais
ruminantes. A origem deste isdbmero da-se a partir da biohidrogenacao do acido
linoléico para acido estearico pelas bactérias ruminantes ou da desaturacao
(A9) do acido vacénico (C18:1-11t) no tecido maméario. O outro isémero
majoritario de CLA (10t,12c) esta presente em baixissimas concentracfes nos
alimentos, mas € primariamente originado de preparados sintéticos de CLAs.
Atualmente, a maioria dos estudos com CLAs tem utilizado uma mistura destes
dois isébmeros (KIM; PARK, 2011; KENNEDY et al., 2010).

Sao muitas as investigacdes no sentido de avaliar os efeitos benéficos
do consumo dos CLAs para a saude. Estes tém sido considerados

anticancerigenos, antiaterogénicos, antiadipogénicos, antidiabetogénicos e



antiinflamatérios dependendo das doses, isdmeros e modelos utilizados (ALI et
al., 2012; OBSEN et al., 2012).

Os AGCs do é&cido a-linolénico (também chamados de CLNAs,
abreviagao de conjugated linolenic acids) referem-se a um grupo de isGmeros
geométricos e de posicao do acido octadecatriendico que contém trés duplas
ligacbes em conjugacdo (SASSANO et al., 2009). Eles sdo encontrados
exclusivamente em varios tipos de 6leos de sementes vegetais, estando
presente em elevadas quantidades (40 a 80% do total de acidos graxos). Cada
semente apresenta apenas uma enzima conjugase que converte acido linoléico
em um isémero especifico de CLNAs (CARVALHO; MELO; MANCINI-FILHO,
2010). Séo cinco os isdmeros de CLNAs mais conhecidos e que ocorrem como
componentes de 6leos de sementes de varias plantas importantes, tais como: o
acido a-eleostearico (meldo-de-séo-caetano e tungue), acido punicico (roma),
acido caléndico (caléndula), acido jacéarico (jacaranda) e &acido catalpico
(catalpa da china) (MIRANDA et al., 2009; YUAN et al., 2009). As pesquisas
tém mostrado que estes isbmeros estdo associados com propriedades
anticarcinogénica, antiinflamatodria e antiaterosclerdtica, tanto in vitro como in
Vivo, e sua eficacia pode variar substancialmente entre os isdmeros individuais.
Assim, 0 processo de conjugacao pode resultar na producdo de uma série de

acidos graxos com diversos perfis biogénicos (HENNESSY et al., 2011).

O &cido punicico (chamado de PA, do inglés punicic acid), também
conhecido como C18:3-9¢,11t,13c, € um acido graxo poliinsaturado de cadeia
longa (w-5) que esta presente em altas concentracées no 6leo da semente de
roma. Apesar de ser estruturalmente muito similar aos CLAs e ao acido a-
linolénico (LNA), o0 que aumenta o interesse nesses isbmeros, nao esta certo
se 0s CLNAs tém beneficios similares aqueles dos CLAs e/ou LNA
(GROSSMANN et al., 2010).

Existem muitos estudos que avaliam os efeitos benéficos dos CLAs no
organismo, especialmente em alguns modelos animais experimentais. No
entanto, os resultados sdo controversos e algumas vezes mostram efeitos
adversos. Além disso, os efeitos em seres humanos ainda sdo questionados e
0S mecanismos bioquimicos pelo qual os CLAs medeiam os potenciais efeitos

a saude, poderiam produzir alterac6es metabdlicas indesejaveis (ANDREOLI et



al., 2009). Nesse sentido, a agéncia governamental brasileira ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) proibiu, através da resolucao n°® 833 de 28 de
marco de 2007, a comercializacdo em todo territorio nacional de suplementos
contendo CLAs devido a falta de estudos cientificos conclusivos relacionados a
sua seguranca e eficacia (BRASIL, 2007). Comparado aos CLAs, estudos
sobre os efeitos fisiologicos dos CLNAs séo ainda mais limitados (HENNESSY
et al., 2011).

1 Justificativa

Os lipideos da dieta constituem uma das principais prioridades na
pesquisa, devido a associacédo destas com enfermidades cardiacas, obesidade,
diabetes, cancer e outras (MCCLEMENTS; DECKER, 2008). Muitas funcdes
das membranas celulares sdo dependentes da composicao lipidica e os
lipideos ingeridos através da dieta podem modificar esta composicdo e a
atividade bioquimica das mesmas (MANCINI-FILHO, 2010). Diante das
evidéncias de que, ndo simplesmente a quantidade de gordura consumida,
mas também o tipo de gordura (saturada, monoinsaturada e/ou poliinsaturada)
e particularmente acidos graxos especificos, sao fatores importantes tanto na
saude humana como no desenvolvimento de doencas, torna-se pertinente a
realizacdo de mais pesquisas nesta area para elucidar os mecanismos de acao
dos diferentes tipos de acidos graxos sobre as células. Neste sentido, devido
as recentes descobertas de suas propriedades quimicas e fisioldgicas, €
crescente o0 interesse nos acidos graxos conjugados bem como nas

propriedades de seus isdmeros.

O PA (C18:3-9¢,11t,13c), encontrado em altas porcentagens no 6leo da
semente de roma, € um isbmero posicional e geométrico do LNA (C18:3-
9c¢,12c,15c¢). Comparado-o aos CLAs, estudos sobre os efeitos fisiolégicos dos
CLNAs ainda sao limitados e, portanto, a obtencdo de mais informacdes sobre
a sua funcdo no organismo animal € necesséaria. Além disso, o PA por sua

caracteristica em apresentar a estrutura conjugada das suas trés duplas



ligacbes, sendo uma delas na posi¢cao trans, tem despertado o interesse em

pesquisas visando a sua participacdo em processos fisioldgicos.
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OLEO DA SEMENTE DE ROMA (Punica granatum L.):
UMA FONTE DE ACIDO a-LINOLENICO CONJUGADO

(ACIDO PUNICICO)

RESUMO

O oleo da semente de roma apresenta um perfil de acidos graxos
caracteristico, que inclui altas porcentagens do acido punicico — um isdémero
conjugado do acido a-linolénico. O termo &cido a-linolénico conjugado é
coletivo e refere-se a um grupo de isdbmeros do acido graxo octadecatriendico
(C18:3) comduplas ligagbes conjugadas.Recentemente, os &acidos graxos
conjugados tém atraido grande atencdo devido a relatos de seus beneficios
para a saude em uma variedade de modelos de doencas metabdlicas e
inflamatorias cronicas. Entretanto, alguns trabalhos apresentam resultados
controversos e ainda nao existe um consenso na literatura em relacéo aos seus
efeitos em organismos animais e humanos.Este capitulo apresenta uma
revisao bibliografica sobre o 6leo da semente de roma e os potenciais efeitos

do acido a-linolénico conjugado para a saude.

Palavras chave: 0Oleo da semente de romda, acido punicico, acido graxo

conjugado.
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1 INTRODUCAO

A roma (Punica granatum L.) € um fruto precioso com uma extensa
literatura citando suas inUmeras propriedades funcionais (LANSKY; NEWMAN,
2007). A alta atividade antioxidante desta fruta, bem como do seu suco, tem
sido a base para muitos dos supostos beneficios para a saude, além de
estimular pesquisas sobre o potencial nutracéutico e aplicacdes em alimentos
(JOHANNINGSMEIER; HARRIS, 2011). A romd contém quantidades
consideraveis de sementes, que muitas vezes permanecem como um produto
de residuos apds o processamento, podendo ser utilizada para a producéo de
6leo com composi¢cdo nutricional interessante (KYRALAN; GOLUKCU;
TOKGOZ, 2009).

Segundo Johanningsmeier e Harris (2011), o 6leo da semente de roma
tem alto conteudo de fitosterois e um perfil de acidos graxos caracteristico, que
inclui altas porcentagens (70-76%) do acido punicico — um isémero conjugado
do acido a-linolénico (CLNA). O acido punicico € um acido graxo poliinsaturado
de cadeia longa w-5 e estruturalmente, pela composicdo de atomos de
carbono, disposicdo e numero das duplas ligacbes, similar ao acido linoléico
conjugado (CLA) e acido a-linolénico (LNA). Estes tém sido considerados como
possuidores de varios beneficios para a salude (GROSSMANN et al., 2010). O
interesse nos efeitos dos acidos graxos conjugados para a saude esta
aumentando uma vez que eles tém sido considerados como antioxidantes,
antitumorais, imunomoduladores, antiaterosclerético e redutores de lipideos
séricos (CARVALHO; MELO; MANCINI-FILHO, 2010).

Este capitulo apresenta uma revisdo bibliografica sobre o 6leo da
semente de roma e os potenciais efeitos do acido a-linolénico conjugado para a

salde.
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2 A ROMA

A roma é uma fruta ancestral, que tem sido mundialmente consumida
em varias culturas por milhares de anos. O uso desta fruta remonta aos tempos
biblicos e relatos de sua qualidade terapéutica tem ecoado por todo o milénio.
Os babilbnios consideravam as sementes da roma como um agente de
ressureicdo; os persas acreditavam que as sementes conferiam invencibilidade
em campos de batalha; enquanto que para os chineses antigos as sementes
simbolizavam longevidade e imortalidade (VIUDA-MARTOS; FERNANDEZ-
LOPEZ; PEREZ-ALVAREZ, 2010).

A romd (Punica granatum L.), pertencente a familia Punicacea, € um
dos mais antigos frutos comestiveis. E cultivada em paises mediterranicos
(india e Ird) e, em certa medida, nos EUA, China, Japdo e Russia. As partes
comestiveis deste fruto (cerca de 55 a 60% do peso total do fruto, consistindo
de 75 a 85% suco e 15 a 25% sementes) sdo consumidos principalmente na
forma fresca, no entanto, na industria de alimentos podem ser utilizadas para
produzir suco de frutas, vinhos, licores, geléia e enlatados (MODARESI et al.,
2011; KYRALAN; GOLUKCU; TOKGOZzZ, 2009). Em adicdo, a roma ¢é
mundialmente usada em férmulas terapéuticas, cosméticos e temperos para
alimentos (VIUDA-MARTOS; FERNANDEZ-LOPEZ; PEREZ-ALVAREZ, 2010).
De acordo com Miguel, Neves e Antunes (2010), a parte comestivel da roma
contém acuUcares, vitaminas, polissacarideos, polifendis e minerais, embora,
varios fatores possam contribuir para a composicdo quimica, incluindo
cultivares, condicdes ambientais, amadurecimento, tratamento pds-colheita e
estocagem, os quais podem afetar a qualidade da fruta e os componentes

benéficos para a saude.

Além disso, essa fruta tem sido utilizada h& séculos para o tratamento
de vérias doencas e muitos estudos tém sido conduzidos para avaliar a eficacia
da roma dotada de uma elevada atividade antioxidante como um agente
antiproliferativo, antiinvasivo e pré apoptético em varias linhas celulares de
cancer e de modelos animais (SYED; AFAQ; MUKHTAR, 2007). Mais de 50

compostos com atividades fitoestrogénica e antioxidante foram isolados de
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sementes de roma, suco, cascas, folhas e flores. As cascas secas de frutos
maduros séo utilizadas para tratar a dor de estbmago e foram efetivas na
prevencao da lipoperoxidacdo; extratos de fruta tém sido mostrados serem
eficazes contra o virus da herpes e da influenza, além de resultar na supresséo
da proliferacdo de células humanas cancerosas da mama e da prOstata; a
combinagcdo de concentrado do suco e do extrato de sementes da roma tem
sido demonstrado para melhorar o desgaste 6sseo e a depressao experimental
em ratos ovariectomizados (JOHANNINGSMEIER; HARRIS, 2011; TRAN et al.,
2010). Atividades antiinflamatoria, antimicrobial e imunosupressiva, efeito
protetor da funcdo hepatica e no metabolismo da glicose e lipideos também
foram relatados entre outras propriedades biolégicas (MIGUEL; NEVES;
ANTUNES, 2010).

O fruto da romad pode ser dividido em trés partes (Figura 1.1): as
sementes (~3% do peso da fruta), contendo cerca de 20% de 0Oleo; 0 suco
(~30% do peso da fruta) e as cascas (pericarpio) que também incluem a rede
interior das membranas (LANSKY; NEWMAN, 2007).

Figura I.1. A roma (Punica granatum L.).

Frequentemente, as sementes de roma permanecem cOmo um
subproduto apds o processamento. Segundo Kyralan, Golukcl e Tokgoz

(2009), a romad contém guantidades consideraveis de sementes, que variam
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entre 40 e 100 gramas por kilo de peso do fruto de acordo com a cultivar; e séo
ricas em agucares, acidos graxos poliinsaturados, vitaminas, polissacarideos,
polifendis e minerais e tém alta atividade antioxidante (SYED; AFAQ;
MUKHTAR, 2007). De acordo com Jardini e Mancini-Filho (2007), as sementes
de roma, provenientes da cidade de Petrolina, apresentaram maior teor de
hidratos de carbono (43,97%), seguido pelo valor de umidade (38,30%) e um
expressivo teor de lipideos (14,06%). Considerando a quantidade de semente
que é produzida, o teor de Oleo e sua composicdo podem ser de grande

interesse na utilizagao tanto como alimento quanto nutracéutico.

2.1 Oleo da semente de roma

O oOleo da semente de roma (chamado de PSO, abreviacdo de
pomegranate seed oil) apresenta varias caracteristicas que 0 torna um
ingrediente nutracéutico atrativo como uma consequéncia de sua novidade,
boa aceitacdo pelos consumidores, disponivel a baixo custo e composicao
fitoquimica promissora (CALIGIANI et al., 2010).

O PSO compreende 12 a 20% do peso total da semente e consiste em
aproximadamente 80% de acido graxo octadecatriendico conjugado, com um
alto contetdo do C18:3-9cis,11trans,13cis (acido punicico), sintetizado in situ a
partir do &cido graxo octadecadiendico ndo conjugado (acido linoléico),
presente em cerca de 7% do PSO (LANSKY; NEWMAN, 2007). Em adicdo ao
acido punicico, o PSO também contém quantidades menores de outros
isdbmeros de CLNAs incluindo acido a-eleostearico (9c¢,11t,13t) e &cido catalpico
(9t,11t,13c) (VROEGRIJK et al., 2011). No entanto, o teor de Oleo e a
composicdo de acidos graxos de Oleos vegetais variam dependendo do
gendtipo, localizacdo, época de colheita e das condi¢des climaticas, entre
outros fatores (KYRALAN; GOLUKCU; TOKGOZ, 2009). De acordo com Yuan
et al. (2009, a andlise de cromatografia de camada delgada do 6leo da
semente de romd mostrou que os lipideos totais foram compostos
principalmente de triglicerideos (TG) e, segundo Lansky e Newman (2007), os

acidos graxos do PSO compreende mais de 95% do 6leo, do qual 99% esta na
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forma de TG. A composicdo de TGs presentes no PSO parece ser variavel,
sendo CLNA-CLNA-CLNA e CLNA-CLNA-P as mais importantes (ELFALLEH et
al., 2011).

Lansky e Newman (2007) relatam a presenga de componentes
menores no PSO, incluindo esterdis, esteréides e um componente chave da
bainha de mielina dos mamiferos, o cerebrosideo. Segundo Elfalleh et al.
(2011), o PSO apresenta altas concentracbes de fitosterdis (4,1 a 6,2 mg/kg),
sendo o [-sitosterol, campesterol e estigmasterol os principais encontrados, e
de tocoferdis, sendo o a-tocoferol (161-170 mg/100g) e o y-tocoferol (80-93
mg/100g) os majoritarios.

A Tabela I.1 mostra o perfil lipidico do 6leo da semente de roma, de
acordo com alguns autores. A composicdo de acidos graxos € expressa em

porcentagem de cada acido graxo em relacdo a soma do total dos mesmos.
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Tabela I.1. Composicéo de acidos graxos (AGs) de Oleos da semente de roma
segundo alguns autores, resultados expressos em média + desvio-padrao das
porcentagens (%).

Referéncia (nUmero de cultivares analisado)

AGs

1(21) 2 (25) 3 (15) 4 (6) 5 (1)
14:0 0,18 + 0,21 0,7+1,5 0,35+0,10
16:0 5,07 £ 1,30 57+4,1 2,45+ 0,19 4,00 £ 0,76 4,04 + 0,34
18:0 4,20 + 1,56 21+31 1,52 £ 0,26 2,92 + 0,56 2,30+0,21
18:1 (w-9) 7,86 £ 2,25 9,0+5,6 4,19+ 0,61 5,68 + 1,69 5,29 £+ 0,25
18:2 (w-6) 8,36 + 2,36 10,8 + 6,9 4,49 + 0,49 4,08 +£1,04 6,05 + 0,53
18:3 (9¢11t13t) 10,70 £ 4,44 6,41 + 0,27
18:3 (9t11t13t) 8,78 £5,16 1,03 +0,16
18:3 (9t11t13c) 15,24 + 6,17 3,48+0,34
18:3 (9¢11t13c) 36,98 +10,12 715+179 74,11+155 81,22+2,15 58,14+2,10
20:0 0,69+0,14 0,39 £ 0,04 0,53+0,18 0,50 £ 0,04
20:1 1,65+1,85 0,61 £ 0,09 0,61 £ 0,05
22:0 0,1 0,18 £ 0,02
24:0 0,97 £ 0,94 1,00 £ 0,24

1 (ELEFALLEH et al., 2010 - China e Tunisia); 2 (PARASHAR; SINHA; SINGH, 2010 - India); 3
(KYRALAN; GOLUKCU; TOKGOZ, 2009 - Turquia); 4 (PANDE; AKOH, 2009 - Georgia); 5
(JARDINI; MANCINI-FILHO, 2007 - Petrolina, Brasil — 23,05% de AGs néo identificados).

A composicdo quimica uUnica do PSO tem estimulado pesquisas

especificas dos efeitos saudaveis do 0leo, incluindo controle de peso, reparo

da pele e alteracdo dos lipideos sanguineos em individuos hiperlipidémicos
(JOHANNINGSMEIER; HARRIS, 2011). Segundo Koba et al. (2007%), a roma

contém acido punicico como o acido graxo principal dos lipideos presentes em

sua semente e, portanto, o 6leo da semente desta fruta é fonte adequada para

investigar as funcdes fisioldgicas deste isbmero do CLNA.
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2.1.1 Acido punicico

O &cido punicico (chamado de PA, do inglés punicic acid) € um
isdbmero posicional e geométrico do acido a-linolénico (LNA; C18:3-9¢,12c¢,15c¢),
cuja estrutura é C18:3-9¢,11t,13c (YUAN et al., 2009), como pode ser
observada na Figura 1.2. Teoricamente, o PA apresenta 66% de duplas
ligacbes na configuracdo cis e 33% na configuracdo trans (SAHA; GHOSH,
2009). De acordo com Grossmann et al. (2010), o PA é um &cido graxo
poliinsaturado de cadeia longa w-5 e estruturalmente similar ao CLA e LNA, os
quais tém sido considerados como possuidores de varios beneficios para a
saude. Neste sentido, tem sido alvo de pesquisas que avaliam o efeito dos

CLNASs tanto in vitro como in vivo.

= OH

Acido punicico

Acido a-linolénico

Figura 1.2. Estrutura do acido punicico e do acido a-linolénico.

2.2 Efeitos do PSO na saude

Embora o interesse na roma concentre-se em grande parte nas
propriedades antioxidante e antiinflamatérias do suco, tem sido demonstrado
gue o PSO promove a reparacdo da pele, em particular a regeneracdo da
epiderme (SASSANO et al., 2009). Neste sentido, o PSO tem atraido
consideravel atencdo devido aos seus efeitos bioldégicos potencialmente
benéficos, uma vez que também pode melhorar a fung¢éo imunoldgica in vivo,

reduzir o acumulo de triglicerideos hepaticos e atuar como agente
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quimiopreventivo contra canceres humanos horménio relacionados (préstata e
mama) e de colon (CALIGIANI et al., 2010). Devido a sua semelhanga com
CLAs e LNA, os estudos que avaliam o efeito do PSO, devido a presenca de
altas porcentagens do PA, estdo sendo focados principalmente no efeito de
reducdo da massa corpérea e dos lipideos séricos. Entretanto, os trabalhos

ainda apresentam resultados controversos.

Um estudo que avaliou o efeito do consumo de diferentes tipos de
Oleos de sementes sobre o peso corporal de ratos mostrou que 0s animais
alimentados com o PSO, mas nao os 6leos da semente de outras plantas
(meldo-de-séo-caetano, catalpa da china, caléndula), exibiram uma significante
reducdo no peso do tecido adiposo perirenal em comparagdo com O grupo
controle (alimentado com 6leo de linhaga rico em acido a-linolénico) (KOBA;
BELURY; SUGANO, 2007). Em outro trabalho, o PSO promoveu diminuicdo
dose dependente do tecido adiposo epididimal e perirenal de ratos alimentados
com 0, 0,25 ou 0,50% de acido punicico na dieta basal contendo 10% de 6leo
de colza, confirmando que o PA poderia ser pelo menos um dos fatores
responsaveis pela reducédo no peso do tecido adiposo (KOBA et al., 2007). No
entanto, Yuan et al. (2009%) ndo observaram diferencas nos pesos desses

tecidos adiposos em camundongos alimentados com PSO.

Dieta contendo PSO (rica em PA) atenua o acumulo de triglicerideos
no figado em ratos obesos e hiperlipidémicos (ARAO et al., 2004"). Yamasaki
et al. (2006) ao avaliarem as concentracfes de triglicerideos (TG), colesterol
total (CT) e fosfolipideos (PL) no soro de ratos alimentados com PSO,
observaram aumento desses marcadores no soro de maneira dose dependente
guando comparados ao grupo controle. Embora néo tenha sido detectada
diferenca estatistica nas concentracdes de CT entre 0s grupos, os valores de
TG e PL no grupo experimental foram significativamente diferentes do grupo
controle. J& Yuan et al. (2009%) observaram uma reducdo significativa nas
concentragfes de TG no figado de camundongos alimentados com o PSO em
comparacdo aos grupos controle e o que recebeu CLA. Entretanto, ndo
observaram diferencas nas concentracbes de CT e PL entre os grupos

estudados.
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Estudos com humanos ainda sdo escassos e também controversos.
Recentemente, Mirmiran et al. (2010) concluiram que o consumo de PSO
durante quatro semanas por adultos hiperlipidémicos néo alterau a composicéo
corporal e os niveis de colesterol e da fracdo lipoproteina de baixa densidade
(LDL-C), mas reduziu a concentracdo de triglicerideos séricos. Entretanto,
Yuan et al. (2009 ndo observaram efeito significante nos lipideos séricos em
humanos saudaveis suplementados com sementes de Trichosanthes kirilowii,

fonte natural de acido punicico.

Outros achados mostram que a suplementacdo com PSO durante 14
semanas em camundongos CD-1 machos (tipo selvagem e isentos de agentes
patogénicos) alimentados com dieta hiperlipidica resultou na reducao do ganho
de peso total, da leptina e da insulina, atuando como um redutor potencial do
risco de desenvolvimento de diabetes tipo 2 (McFARLIN; STROHACKER,;
KUEHT, 2009). Em concordancia com este achado, Hontecillas et al. (2009)
encontraram que o PSO melhora a tolerancia a glicose e suprime o quadro de
inflamacé&o relacionado a obesidade. Ainda nessa linha, Vroegrijk et al. (2011)
relataram que a suplementacdo com o PSO nado afetou a sensibilidade a
insulina no figado, mas melhorou a sensibilidade a insulina periférica em
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica. Esses autores mostraram
ainda evidéncias de que o PSO aumenta a capacidade oxidativa de
carboidratos, concluindo que a suplementacdo com PSO melhora a resisténcia

a insulina e obesidade induzida pela dieta.

Além disso, o PSO apresenta efeitos antioxidante e antiinflamatorio in
vivo, limitando a ativacdo de neutrofilos e as consequéncias de peroxidacao
lipidica; podendo, portanto, ser utilizado na reducao do risco de varias doencas
inflamatorias, tais como doenca inflamatdria do intestino, artrite reumatoide e
doenca cardiaca coronaria (BOUSSETTA et al., 2009). Bouroshaki et al. (2010)
concluiram que o PSO atenua a nefrotoxicidade induzida por HCBD (hexacloro-
1,3-butadieno) em ratos, por melhorar a funcédo renal e diminuir dano nas
proteinas e lipideos, mas explicacbes e 0s mecanismos de protecdo

necessitam de mais estudos.
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3 ACIDO a-LINOLENICO CONJUGADO

ApoGs a descoberta dos CLAs na década de 1980 e dos avangos nas
pesquisas relacionadas ao seu efeito citotoxico em células cancerigenas bem
como outros efeitos na salde, como reducdo da gordura corpoérea e alteracdes
no metabolismo dos lipideos; mais recentemente, na década de 2000, os
efeitos citotoxicos e antitumorais de outros acidos graxos com duplas ligacdes
conjugadas, os CLNAs, passaram a ser alvo de estudos neste contexto
(NAGAO; YANAGITA, 2005).

O termo &cido a-linolénico conjugado (CLNA) é coletivo e refere-se a
um grupo de isbmeros do acido graxo octadecatriendico (C18:3) com duplas
ligacbes conjugadas. As trés duplas ligacbes presentes nos CLNAs estdo
principalmente nas posigoes [9, 11, 13] e [8, 10, 12] e existem em ambas as
formas cis e trans (KYRALAN; GOLUKCU; TOKGOZ, 2009; SASSANO et al.,
20009).

3.1 Fonte, biossintese e isbmeros dos CLNAs

Os CLNAs sao encontrados em lipideos vegetais, especialmente em
varios tipos de 6leos de sementes vegetais (KINAMI et al., 2007), estando
presentes em elevadas quantidades, representando 40 a 80% do total de
acidos graxos (HENNESSY et al., 2011; YANG et al., 2005). Sdo cinco o0s
isbmeros de CLNAs mais conhecidos e que ocorrem como componentes de
Oleos de sementes de vérias plantas importantes (Tabela 1.2), tais como: o
acido a-eleostearico (a-ESA), acido punicico (PA), acido caléndico, acido
jacarico e acido catalpico (YUAN et al., 2009°°). Porém, Sassano et al. (2009)
acrescenta ainda os acidos [-eleostearico (B-ESA; C18:3-9t,11t,13t) e f-
caléndico (C18:3-8t,10t,12t) aos mencionados acima, afirmando que sdo sete

os isbmeros de CLNAs comumente conhecidos.

Entre as sementes que contém CLNAs, somente aquelas do

Trichosanthes kirilowii Maxim. (TK) da China sdo comestiveis. As sementes de
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TK s&o um alimento popular na China e contém acido punicico em cerca de
30% a 40% (MUKHERJEE et al., 2002; YUAN et al., 2009°".

Tabela I.2. Isbmeros majoritarios do acido a-linolénico conjugado em sementes
de plantas.

Vegetal Acido graxo Conformacéo % presente
isomérica no 6leo

Tungue (Aleutrites fordii) a-eleostearico 9cis,11trans,13trans 70%

Mel&o-de-Sao-Caetano a-eleostearico 9cis,11trans,13trans 60%

(Momordica charantia)

Roma (Punica granatum) Punicico 9cis,11trans,13cis 72%
Catalpa da China (Catalpa ovata) Catalpico 9trans,11trans,13cis 31%
Caléndula (Calendula officinalis) Caléndico 8trans,10trans,12cis 33%
Jacaranda (Jacaranda sp) Jacarico 8cis,10trans,12cis 32%

MIRANDA et al. (2009); NAGAO; YANAGITA (2008); KOBA et al. (2007).

Esses isbmeros especificos sdo encontrados em sementes de plantas
selecionadas, frequentemente como principais acidos graxos. Cada semente
apresenta apenas uma enzima conjugase que converte o acido linoléico em um
isdbmero especifico de CLNAs (Figura 1.3) (HENNESSY et al., 2011; KOBA et
al., 2007).

4]
)J\M Otel acd
HO ~ /\;_—_/'\__/'\/'\\/

(GCc-18:1)

A12 Desaturase

o
)J\/W Limoleic acid Conjugase N
HO B N e e T T -
9 12

(9C12C-18:2)

A15 Desaturase
" \H/\/\/\/\_—/\_i/\‘-\_—/\- o Lmolenicacd
E) 12 15 {3C12C15C-183)
4]

Figura 1.3. Biossintese do acido triendico conjugado.
[Figura adaptada de Hennessy et al. (2011) e Koba, Belury e Sugano (2007)]

18



Capitulo |

Os CLNAs também podem ser formados durante o processamento de
Oleos vegetais, como resultado da isomerizagdo e desidratacdo de produtos de
oxidagao secundarios dos acidos linoléico e a-linolénico (KINAMI et al., 2007;
CAO et al., 2009). Embora a isomerizacao alcalina seja eficaz para a producéo
de CLNAs em massa, a identificacdo dos perfis detalhados dos CLNAs
sintéticos é dificil, pois a mistura resultante é composta de muitos isbmeros de
CLNAs diferentes. No entanto, tem sido mostrado que os CLNAs sintéticos
exercem funcdes fisioldégicas importantes, tais como efeitos anticarcinogénico e
antiobesidade (KOBA; BELURY; SUGANO, 2007). Além disso, Coakley et al.
(2009) demonstraram que cinco cepas de bifidobactérias de origem intestinal
humana converteram o LNA em CLNAs e especularam que a capacidade das
bifidobactérias provenientes do intestino humano para biossintetizar lipideos
biologicamente ativos, tais como 9c¢,11t-CLA e CLNAs pode estar relacionada a

seus eventuais efeitos terapéuticos.

3.2 Metabolismo e incorporacédo dos CLNAs

O estudo realizado por Plourde et al. (2006) demonstrou que uma
mistura equimolar de dois isémeros de CLNAs (C18:3-9¢,11t,15c e C18:3-
9c,13t,15¢c) obteve a mesma eficiéncia de absorcdo aparente que o C18:2-
9c,11t quando ingerido sob condi¢cdes nutricionais e fisiologicas. Ambos os
isdbmeros do CLNA foram incorporados, principalmente nos lipideos neutros,
mas eles ndo foram metabolizados a CLAs. Esses isbmeros foram
metabolizados via alongamento / dessaturacdo, semelhante ao LNA, com o
isbmero C18:3-9¢,11t,15¢c sendo convertido em C22:6 w-3 conjugado e o0
isdbmero C18:3-9¢,13t,15¢ sendo convertido em C20:5 w-3 conjugado. Yuan et
al. (2009° relataram que a proporcdo de C22:6 w-3 foi significativamente
aumentada nos fosfolipidios do figado de camundongos suplementados com
1% de PA, mas ndo com a-ESA, durante seis semanas. Este resultado foi
consistente com o estudo de Koba, Belury e Sugano (2007), o qual mostrou
gue a alimentacdo com 0,5% de 6leo de semente de roma, contendo PA,
aumentou a propor¢ao de C22:6 w-3 no figado de ratos. Enquanto, Noguchi et

al. (2001) observaram anteriormente que a suplementacdo com 6leo da
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semente de Melédo-de-S&o-Caetano contendo a-ESA por quatro semanas

aumentou a proporcao de C22:6 w-3 no figado de ratos.

No entanto, alguns estudos demonstram que os CLNAs s&o bem
absorvidos pelo organismo e sdo metabolizados a CLA in vivo (TSUZUKI et al.,
2006; KOBA; BELURY; SUGANO, 2007; YUAN et al., 2009". Estes achados
tém levado a um aumento no interesse da utilizacdo de CLNAs. Esses autores
também especulam que CLNAs podem ser convertidos em CLA por uma
reacdo de A13-saturacdo realizada por uma enzima dependente de NADPH
(nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) que é capaz de reconhecer o
acido triendico conjugado ou a enzima ativa na via redutora do leucotrieno B4.
A Figura 1.4 mostra 0 mecanismo proposto do metabolismo de CLNAs para
CLA.

(4]

[4]
W = _— > “\ S
HO PA 13 HO

Acido Punicico Acido a-eleostearico

A13 - Saturase

4]
)j\/\/\/\/ﬂ_
HO T T N S

"

Acido Linoléico Conjugado

Figura 1.4. Via de conversdao dos CLNAs (acido punicico e acido a-
eleostearico) para CLA (acido linoléico conjugado).
[Figura adaptada de Nemer (2009)]

Tsuzuki et al. (2006) investigaram a absorcdo e metabolismo dos
CLNAs (a-ESA e PA) no intestino de ratos utilizando um ensaio de absorcédo de
lipideos na linfa do ducto toracico. Os resultados indicaram que o a-ESA e o PA
sédo lentamente absorvidos em um estado inalterado no intestino de ratos e
uma parte desses acidos graxos € rapidamente convertida em CLA. Resultados

semelhantes foram encontrados por Yuan et al. (2009"), que mostraram a
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rapida conversdo do PA a 9c,11t-CLA no plasma e em diferentes tecidos de
ratos. Além disso, ndo foram detectados CLA e PA imediatamente apds o
tratamento (tempo zero), mas ambos foram detectadas nos tecidos e plasma
de ratos nas 4, 8, 12 e 24 horas ap0s o tratamento (cada rato foi alimentado
com cerca de 645 mg de PA). As quantidades de PA e de CLA no figado e no
plasma dos animais foram maiores do que no cérebro, coragdo, rim e tecido

adiposo.

Yuan et al. (2009%*‘) demonstraram ainda que o acUmulo de PA nos
tecidos examinados foi significativamente superior ao do a-ESA e constatou
que a taxa de conversdo relatva do a-ESA em 9c¢,11t-CLA foi
significativamente maior do que a do PA nos fosfolipideos e triglicerideos do
figado, fornecendo evidéncias adicionais de que o a-ESA é mais eficientemente
saturado na A13 dupla ligacdo do que o PA. A maior taxa de conversao do a-
ESA foi encontrada no tecido adiposo (91,8%), baco (91,4%) e rim (90,7%), e a
menor foi no coragdo (84,6%). A maior taxa de conversdo do PA ocorreu no
figado (76,2%) e a menor também no coracéo (54,5%) (YUAN et al., 2009%). A
unica diferenga entre o a-ESA e o0 PA é a estrutura geométrica da ligacao dupla
na posig¢ao 13, uma vez que no a-ESA é uma ligacdo dupla trans enquanto que
no PA € uma ligacéo dupla cis. Portanto, € possivel que a estrutura geométrica
da A13 dupla ligacdo afete a atividade de saturacdo da enzima, e a diferenca
nas taxas de conversdo do a-ESA e do PA in vivo foi devido ao efeito substrato
especifico dessa enzima. E especulado que o figado poderia ser a fonte das
enzimas responsaveis pela conversdo dos CLNAs em CLA (YUAN et al.,
2009%"). Estes resultados indicam que os isdmeros de CLNAs s&o
metabolizados e incorporados discriminadamente. Entretanto, estudos
adicionais sdo necessarios e importantes para fornecer uma melhor

compreensao deste mecanismo de metabolismo dos CLNAs.

Cao et al. (2009) relataram que a incorporacdo de trés diferentes
isdbmeros do CLNA para o leite em ratas foi seletiva. Uma mistura de isdbmeros
do CLNA, incluindo C18:3-9¢,11t,13t; C18:3-9t,11t,13t e C18:3-9¢,11t,13c, foi
adicionada a dieta materna e o0s resultados mostraram que o isémero
9c¢,11t,13c-CLNA (uma ligacéo trans) foi o mais incorporado no leite, seguido
por 9c¢,11t,13t-CLNA (duas duplas ligacbes trans) e 9t,11t,13t-CLNA (trés
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duplas ligacdes trans) em ordem decrescente. Outra observacgao interessante
foi que o leite das ratas que consumiram uma dieta contendo CLNAs continha
CLAs, indicando que os CLNAs sédo convertidos a CLAs. Estes resultados
sugerem que a oxidorredutase de saturagdo da A13 tem preferéncia por

substratos com uma configuragao trans.

Existem poucos dados na literatura sobre a incorporacdo e
metabolismo dos CLNAs em seres humanos. Yuan et al. (2009°) investigaram
a incorporacdo e metabolismo do PA em pessoas jovens saudaveis (n=15).
Ap6s o consumo diario durante 28 dias de sementes de TK, contendo trés
gramas de PA, a proporgcédo de PA aumentou em 0,47% no plasma e 0,37%
nas membranas das células vermelhas do sangue (RBCM). Além disso, a
proporgdo de C18:2-9c,11t aumentou de 0,05 para 0,23% no plasma e de 0,03
para 0,17% nas RBCM. Os resultados sugerem que o PA pode ser
efetivamente incorporado no plasma e nas RBCM de humanos e também esta
associado com o aumento de 9c,11t-CLA em seres humanos,
presumivelmente, como resultado do metabolismo de uma reacdo de

saturacao.

A observacao de que CLNAs poderiam ser convertidos em 9¢,11t-CLA
tem ganhodo uma importancia crescente uma vez que tem sido demonstrado
gue o 9¢,11t-CLA pode exercer muitas atividades bioldgicas benéficas. Tendo
em vista que os CLNAs (a-ESA e PA) estdo presentes em algumas sementes
de plantas em grandes quantidades, tais como Trichosanthes Kkirilowii (TK),
romda e meldo amargo, eles poderiam ser purificados com uma relativa
facilidade e serem fontes alternativas para obtencdo dos efeitos sobre a saude
provenientes dos CLAs (YUAN et al., 2009%). Além disso, esses componentes
naturais que contém CLNAs poderiam ser uma fonte dietética potencial de
CLAs e se espera que sejam Uteis como um alimento funcional e/ou
nutracéutico. Neste sentido, o impacto biolégico da ingestdo desses acidos
graxos deve ser considerado, uma vez que poderia interferir com o

metabolismo lipidico e exercer outros efeitos na saude.
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3.3 Efeitos dos CLNAs no organismo

Recentemente, os acidos graxos conjugados tém atraido significativa
atencdo devida seus beneficios para a salude em uma variedade de modelos
de doengas metabdlicas e inflamatodrias crénicas (VROEGRIJK et al., 2011).

Embora as informacdes ainda sejam limitadas e ndo permitam um
consenso em relacdo aos efeitos dos CLNAs em organismos animais e
humanos, alguns estudos demonstraram que CLNAs tém um efeito citotoxico
em cultura de células tumorais humanas (GROSSMANN et al., 2010;
IGARASHI; MIYAZAWA, 2005; YASUI et al., 2005), inibe a carcinogénese
(TSUZUKI; KAWAKAMI, 2008; KOHNO et al., 2004; TSUZUKI et al., 2004) e
altera o metabolismo lipidico em animais (LAM et al., 2008; KOBA; BELURY;
SUGANO, 2007; YAMASAKI et al., 2006; YANG et al., 2005). Alguns autores
acreditam que um possivel mecanismo dos efeitos antitumorais dos CLNAs é
pela inducdo da apoptose celular através da lipoperoxidacdo e da via da
proteina C quinase (GROSSMANN et al., 2010; TSUZUKI et al., 2004;
IGARASHI; MIYAZAWA, 2000).

Foi constatado também que diferentes isbmeros de CLNAs exercem
diferentes atividades biolégicas (SUZUKI et al., 2001), mas seus mecanismos
de acado ainda néo estéao claros. Além disso, estudos tém mostrado que CLNAs
podem ser metabolizados a CLAs in vivo, sugerindo que os beneficios a saude
dos CLNAs, possam ser devido a formacdo de CLAs. Alguns dos potenciais

efeitos dos CLNAs séo relatados a seguir.

3.3.1 Composicao corporal, perfil lipidico e metabolismo da glicose

As pesquisas realizadas até o momento apontam resultados
controversos sobre o papel dos CLNAs no ganho de peso, composicdo
corporal, lipideos no soro e no metabolismo da glicose e indice de resisténcia a

insulina.
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Koba et al. (2002) investigaram como os CLNAs afetam a massa de
gordura corporal em ratos e concluiram que a alimentagdo com CLNAs resultou
em reducdo no peso do tecido adiposo. Em contraste, a suplementacdo com
1% de CLNAs (a-ESA e/ou PA) por seis semanas nédo afetou significativamente
a ingestao alimentar, o peso corporal e dos tecidos de camundongos (YUAN et
al., 2009"). Yamasaki et al. (2006) relataram que o peso corporal e o tecido
adiposo néo foram afetados em camundongos C57BL/6N alimentados com
dietas experimentais contendo 0,12% e 1,2% de PSO, rico em PA, por trés
semanas. Arao et al. (2004%) mostraram que a ingestdo de uma dieta
suplementada com o 6leo de cartamo (9%) e o PSO (1%) por duas semanas,
nao afetou o peso do tecido adiposo branco abdominal em ratos Otsuka Long-
Evans Tokushima Fatty (OLETF). No entanto, Koba et al. (2002) mostraram
gue CLNAs reduziu o peso do tecido adiposo perirenal em uma maior
proporgdo quando comparado com acido linoléico (LA), CLA, e LNA em ratos
Sprague-Dawley. Os mesmos autores demonstraram posteriormente que a
suplementacdo com o PSO diminuiu o peso do tecido adiposo perirenal em
camundongos CD-1 em um modo dependente da dose apds quatro semanas
de alimentacdo (KOBA et al.,, 2007). Chardigny et al. (2003) também
encontraram que a suplementacdo com &acido caléndico (C18:3-8t,10t,12c)

reduziu significativamente o teor de gordura corporal em camundongos CD-1

Alguns estudos tém encontrado que a suplementacdo com CLNAs,
provenientes de 0leos ricos nesses compostos e incorporados na dieta, diminui
significativamente o CT no soro (KOBA et al.,, 2002; DHAR et al., 2006), a
apoB-100 (ARAO et al., 2004°) e os TG no tecido hepatico (ARAO et al.,
2004®). No entanto, Yang et al. (2005) mostraram que a suplementacdo com
12,2 a 12,7 g/kg de PA e a-ESA por 42 dias ndo afetou a concentracao de TG,
CT, HDL-C (lipoproteina de alta densidade - colesterol) e ndo HDL-C séricos,
mas se mostrou efetiva na reducdo do CT no figado de hamsters. Por outro
lado, Yamasaki et al. (2006) relataram um aumento significativo nas
concentracfes de TG e fosfolipidios séricos, mas ndo no CT sérico em ratos
alimentados com 0,12% e 1,2% de PSO. Koba et al. (2007°) ndo encontraram
efeito significativo da ingestdo de PA nos lipideos séricos de camundongos. No

entanto, verificaram que as concentracbes de TG no figado foram
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significativamente menores quando comparados ao grupo controle. Esta
observacdo estd de acordo com os resultados encontrados por Yuan et al.
(2009%), que verificaram reducéo na concentracéo de TG no figado dos animais
alimentados com a-ESA ou PA durante seis semanas quando comparado ao
grupo controle, sem, no entanto, alterar as concentragdes de TG, CT e fragdes

HDL-C e nédo HDL-C no soro de camundongos.

Existem poucos relatos sobre o efeito dos CLNAs no perfil lipidico de
seres humanos. Mirmiran et al. (2010) concluiram que o consumo de PSO
durante quatro semanas por individuos hiperlipidémicos nédo alterou os niveis
de CT e da fragdo LDL-C, mas reduziu os TG e a razdo TG : HDL-C. Estudos
adicionais sdo necessarios para confirmar os efeitos e seus mecanismos
associados ao consumo de CLNAs no ganho de peso corporeo e no perfil de

lipideos no sangue.

Hontecillas et al. (2008) mostraram que a suplementacéo alimentar de
ratos com &acido catélpico (C18:3-9t,11t,13c) durante 78 dias melhorou a
glicemia de jejum, as concentracdes de insulina e reforcou a capacidade de
normalizar as concentracdes de glicose plasmatica apos o teste de tolerancia a
glicose em um modelo de obesidade induzida pela dieta. Estes achados
também foram encontrados pelos mesmos autores, ao avaliarem camundongos
gue receberam PA, outro isdmero de CLNA (HONTECILLAS et al.,, 2009).
McFarlin et al. (2009) concluiram que o consumo de PSO (consumo médio de
61,79 mg/dia) foi associado a uma melhora na sensibilidade a insulina em
camundongos CD-1, sugerindo a reducao do risco de desenvolver diabetes tipo
2. Mais recentemente, Vroegrijk et al. (2011), também concluiram que o PSO
dietético melhorou a obesidade e a resisténcia a insulina induzidas por dieta
hiperlipidica em camundongos. No entanto, a suplementacdo dietética por 28
dias com Trichosanthes kirilowii Maxim. (TK sementes) ricas em PA, néo
mostrou efeito significativo sobre as concentracdes seéricas de insulina, de
glicose de jejum e da sensibilidade a insulina avaliada pelo indice HOMA-IR
(homeostasis model assessment — insulin resistance) em humanos (YUAN et
al., 2009").
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3.3.2 Atividade antioxidante dos CLNAs

Com o avanco das doencgas relacionadas ao estresse oxidativo, 0s
antioxidantes naturalmente presentes nos alimentos vém ganhando um grande
interesse nos ultimos anos (SAHA; GHOSH, 2009). Estudos mostraram que 0s
CLNAs suprimem o crescimento de células tumorais através de um mecanismo
gue envolve a peroxidacdo lipidica (TSUZUKI et al.,, 2004; IGARASHI;
MIYAZAWA, 2000). Grossmann et al. (2009) observaram que quando células
de cancer de mama foram tratadas com a-ESA, na presenca do antioxidante a-
tocotrienol (20 mmol/L), a inibicdo do crescimento celular e o efeito apoptotico
do a-ESA foram perdidos. Assim, concluiram que o a-ESA blogueia a
proliferacdo das células cancerigenas mamarias e induz a apoptose atraves de
um mecanismo que pode ser dependente da oxidagdo. Embora os mecanismos
das atividades biologicas referentes aos CLNAs sejam relacionados a
oxidacao, muitos resultados controversos sao relatados (YANG et al., 2009).

In vivo, Noguchi et al. (2001) demonstraram que o0s CLNAs
aumentaram significativamente as concentracdes de hidroperéxidos no plasma
e a oxidacao lipidica no figado. Em contrapartida, Dhar et al. (1999) relataram
anteriormente que o CLNA presente no 0leo da semente de karela (Melao-de-
Sao-Caetano) tem acdo contra a peroxidacao lipidica, utilizando o método de
TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbittrico), em ratos alimentados por
quatro semanas e que 0,5% de a-ESA em relag&o ao lipidio dietético foi a dose
ideal para este efeito. Mukherjee et al. (2002) examinaram a atividade do PA
suplementado na dieta de ratos durante 14 semanas e em diferentes
concentragbes (0,6; 1,2; 2,4%), e também pareceu ser eficiente como
antioxidante, com atividade antioxidante maxima na dose de 0,6% de PA;
embora, tenha sido observado um efeito pr6-oxidante na concentracdo de
1,2%. E provavel que, nas condicdes acima citadas, os CLNAs podem ter efeito
em reduzir a formacdo de hidroperoxidos, diminuindo a formacdo de radicais
livres e a peroxidacdo dos PUFAs (acidos graxos poliinsaturados) na
membrana do eritrécito e de outros lipideos. Outra possivel explicacdo pode
ser que a biohidrogenacao ou a adicdo de radicais livres a uma das ligacdes

duplas conjugadas dos CLNAs poderia ter ocorrido, resultando na formacéo de
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dienos conjugados que podem ter agido como antioxidantes (DHAR et al.,
1999; SAHA; GHOSH, 2009).

Dhar et al. (2006) investigaram o efeito da dieta contendo CLNAs sobre
a peroxidacéo lipidica em ratos com diabetes mellitus induzida por aloxana. A
peroxidacdo lipidica na LDL e na membrana eritrocitaria foi reduzida
significativamente em cada um dos grupos experimentais (0,5% de CLNAs;
0,15% de a-tocoferol; 0,25% de CLNAs + 0,15% de a-tocoferol) em relagdo ao
grupo controle. A dieta com CLNAs + a-tocoferol promoveu maior reducédo da
peroxidacgéao lipidica no figado e nos lipideos de membrana do que a dieta com

a-tocoferol sozinho.

Recentemente, Saha e Ghosh (2012) mostraram que CLNAs (a-ESA e
PA na dose de 0,5% do total de lipideos) reduziu significativamente o estresse
oxidativo causado pela diabetes induzida por estreptozotocina em ratos
albinos; observados atraves da reducéo na peroxidacao lipidica e restauracéo
das enzimas antioxidantes (superoxido dismutase - SOD, catalase - CAT e
glutationaperoxidase - GPx), da glutationa reduzida (GSH) e reducéo dos niveis
da oxido nitrico sintase (NOS) no pancreas, sangue e lisado de eritrocitos.
Esses mesmos autores analisaram também a influéncia de dois isdbmeros de
CLNAs (0,5% dos lipideos totais ofertados por 15 dias) na atividade
antioxidante contra o estresse oxidativo induzido pelo arsénico. O resultado
sugere que o arsenito de sodio alterou a atividade das enzimas antioxidantes
no plasma e eritrocitos, homogenatos de figado e cérebro, enquanto que o a-
ESA e o PA aumentaram a atividade da SOD, CAT e GPx e diminuiram a
atividade da enzima NOS para o nivel normal. Tem sido observada diferenca
na eficacia dos dois isdbmeros estudados, o que € devido ao arranjo cis-trans
antagbnicos nas moléculas. Neste estudo, o a-ESA foi mais eficiente como
antioxidante do que o PA devido ao seu elevado teor de trans (SAHA; GHOSH,
2009, 2011).

Em humanos, Yuan et al. (2009°) relataram que a concentracdo de 8-
iso-PGF2a, o maior F2-isoprostano que avalia o nivel de estresse oxidativo in
vivo (ele é formado em humanos e animais pela peroxidacdo ndo enzimatica do

acido araquidoénico, catalisada por radical livre), na urina foi elevada
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significativamente pela suplementacao dietética com sementes de TK ricas em

PA; indicando que PA aumenta a peroxidacao lipidica em humanos.

3.3.3 Acdo molecular dos CLNAs

A regulacdo das ag¢bes moleculares por componentes dietéticos
naturais representa uma estratégia terapéutica alternativa em doencas
inflamatérias, tais como: doenca inflamatéria intestinal, artrite reumatoide,
aterosclerose e sindrome metabdlica que sdo reconhecidas como 0s maiores
problemas de salde em todo o mundo. Uma caracteristica comum dessas
doencas € a producéo excessiva de mediadores pro-inflamatorios, tais como
TNFa, GM-CSF, IL-1, IL-6, IL-8, leucotrieno B4 e PAF; a presenca de células
inflamatorias altamente ativadas, como neutrofilos, mondécitos e macréfagos; e
a producdo excessiva de espécies reativas ao oxigénio (EROS) (BOUSSETTA
et al., 2009). Estes autores avaliaram o efeito do PA na hiperativacdo de
neutroéfilos induzida por TNFa in vitro e na inflamacdo do cdlon in vivo e
concluiram que o PA exerce um potente efeito antiinflamatério, por meio da
inibicdo de TNFa induzida por injecédo de produgcdo de EROS e liberacdo de

mieloperoxidase (MPO) pelos neutréfilos, resultando em menor dano tecidual.

Bassaganya-Riera et al. (2010) observaram em camundongos que a
ingestdo de PA aumenta a expressdo de PPAR-® no célon, do fator de
crescimento de queratindcitos e do receptor nuclear 6rfao RORyt; além de
suprimir o TNFa derivados de macrofagos M1 do cdélon. Nos linfonodos
mesentéricos (isto é, sitios indutivo da mucosa), o PA aumentou os niveis de
IL-17 e IFN-y em células de linfocitos CD8" T. Os autores apresentaram
evidéncias moleculares in vivo, sugerindo que o PA modula respostas
imunoldgicas nas mucosas e melhora a inflamacdo do intestino através de
mecanismos dependentes do PPAR-y e -6. Na mesma direcdo, Hontecillas et
al. (2009) investigou se o PA ativa PPAR-y, um importante alvo terapéutico
para diabetes e inflamacao, e verificaram que a dieta contendo PA diminuiu as
concentracfes de glicose plasmatica de jejum, melhorou a capacidade de

normalizacao da glicose, suprimiu a ativacao do fator de transcricdo NF-kB, a
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expressdo de TNFa e de genes responsivos ao PPAR-a e -y no musculo
esquelético e no tecido adiposo de camundongos. Estes achados
demonstraram que o PA se liga e ativa robustamente ao PPAR-y, aumenta a
expressdo de genes responsivos ao PPAR-y, o qual pode ser importante para
melhorar a diabetes e a inflamacao (HONTECILLAS et al., 2009).

Os mesmos autores ja haviam demonstrado que a suplementacéo
alimentar com acido catalpico em camungongos, outro isémero de CLNA,
aumenta a expressdo do PPAR-a e dos genes responsivos ao PPAR-a no
tecido adiposo branco (TAB), enquanto que a expressao de PPAR-y e -0 ndo
foram afetadas significativamente pelo &cido catalpico no TAB. Estes
resultados sugerem que os efeitos metabdlicos do acido catélpico no
metabolismo da glicose e dos lipidios podem ser mediados através de um
mecanismo dependente de PPAR-a (HONTECILLAS et al., 2008). Além disso,
estudos mostram que o Oleo da semente de Meldo-de-Sao-Caetano, que
contém um elevado nivel de 9c¢,11t,13t-CLNA, aumenta a expressao proteica e
génica do PPAR-y em células Caco-2 e em ratos (KOHNO et al., 2004; YASUI
et al., 2005); e que o 6leo de tungue contendo a-ESA ativa o PPAR-y em
células endoteliais humanas da veia umbilical (TSUZUKI; KAWAKAMI, 2008).

Tran et al. (2010) avaliaram o &cido punicico presente na semente da
roma como modulador do receptor de estrogénio seletivo (SERMSs) in vitro. O
PA inibiu (ICs0) 0 receptor de estrogénio (ER) a e B em 7,2 mM e 8,8 mM,
respectivamente; eles mostraram também que o is6bmero a-ESA inibiu
ERo/ERB em 6,5/7,8 mM, entdo ambos PA e a-ESA sdo SERMs. Portanto, o
PA, como componente principal do PSO, atua como SERMs e, potencialmente,
ira também atuar no futuro como um efetivo agente quimiopreventivo para o

cancer de mama.

Saha e Ghosh (2012) mostraram que a suplementagdo com CLNAs (a-
ESA e PA — na dose de 0,5% do total de lipideos) durante quatro semanas foi
capaz de restaurar o quadro de inflamacao causada pela diabetes induzida por
estreptozotocina em ratos albinos; uma vez que reduziu significativamente a
expressao de citocinas inflamatdrias tais como TNFa e IL-6 no sangue e a

expressao do fator de transcricdo NFkB (p65) hepatica.
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Neste sentido, os acidos graxos conjugados presentes no 6leo da
semente de roma e em outros alimentos, podem fornecer uma nova estratégia
terapéutica alternativa em muitas doencas, como as doencas inflamatorias e
cancer (BOUSSETTA et al., 2009).

4 CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos confirmam a presenca do acido graxo punicico, um isémero
conjugado do acido a-linolénico (CLNA), em altas porcentagens no 6leo da
semente de roma. Isto tem levado a um aumento no nimero de pesquisas que
avaliam este 6leo como um potente nutracéutico alimentar. Embora existam
evidéncias com estudos in vitro e em modelos animais que suportem as
propriedades bioativas dos CLNAs, alguns estudos envolvendo esses isbmeros
apresentam resultados inconclusivos e/ou contraditorios. Os relatos referentes
a atividade antioxidante dos CLNAs demonstram que as informacdes ainda séo
limitadas. Além disso, estudos envolvendo humanos sédo escassos e, alguns
efeitos observados em estudos com animais ndo sdo os mesmos verificados
em seres humanos. Consequentemente, é dificil estabelecer claramente o
papel dos CLNAs em melhorar a saude. Neste sentido, mais estudos séo
necessarios para elucidar os mecanismos e os efeitos fisiolégicos dos isbmeros
de CLNAs para proporcionar maior seguranca e estabelecer recomendacdes

relativas a sua utilizacao.
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CAPITULO II

CARACTERIZACAO DA IDENTIDADE, QUALIDADE E
ESTABILIDADE DO OLEO DA SEMENTE DE ROMA

(Punica grantum L.)

RESUMO

Este estudo teve como objetivo caracterizar o 6leo da semente de roma (PSO)
e avaliar sua qualidade e estabilidade comparando-o com o 6leo de linhaca
(OL). O perfil de acidos graxos e fitosterdis foram analisados por cromatografia
gasosa e o conteudo de tocoferois por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
As caracteristicas de qualidade dos Oleos foram analisadas conforme
recomendado pela American Oil Chemists' Society (AOCS) e a estabilidade foi
avaliada nos sistemas: ensaio radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPHe),
cooxidacado de substratos pelo sistema modelo -caroteno / &cido linoléico e
Rancimat®. O perfil de acidos graxos confirmou a presenca do &cido o-
linolénico (52%) no OL e do acido punicico (55%) no PSO como majoritarios. O
PSO apresentou maior concentracdo de tocoferdis (175+4 mg/100g) e
fitosterdis (539+11 mg/100g), enquanto o OL apresentou 51+4 e 328+11
mg/100g, respectivamente. Estes 6leos apresentaram-se dentro dos padrdes
de qualidade. Com relacdo aos sistemas de cooxidagao do [(B-caroteno / acido
linoléico e de varredura do radical DPPHe, o PSO apresentou melhor
estabilidade oxidativa em comparacao ao OL, apesar de ambos apresentarem

baixa estabilidade frente ao método Rancimat®.

Palavras chave: 0leo da semente de roma, caracterizacao, estabilidade.
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1 INTRODUCAO

As evidéncias demonstram que nao simplesmente a quantidade de
gordura consumida, mas também o tipo de gordura e particularmente acidos
graxos especificos (Trans, CLAs, CLNAs), sdo fatores importantes tanto na
saude como no desenvolvimento de certas doengas no organismo humano
(ZOCK, 2006). Consequentemente, a funcdo dos 6leos e gorduras no
organismo humano tem sido amplamente pesquisada nas Ultimas décadas e
tém levado a um aprofundamento no conhecimento da composicao e estrutura
guimica dos 6leos e gorduras e, portanto, a uma melhor caracterizacdo dos
mesmos (MANCINI-FILHO; TAKEMOTO; AUED-PIMENTEL, 2007). A
determinacdo da classe de lipideos dos alimentos pode auxiliar na decisdo da
sua aplicacdo nas industrias de alimentos e na saude. Neste sentido, o perfil
lipidico de vérias frutas e suas sementes tem sido caracterizado e varios
componentes bioativos isolados (PANDE; AKOH, 2009).

O oOleo da semente de roma (PSO — Pomegranate seed oil) tem
despertado interesse nos dudltimos anos devido a presenca, em altas
porcentagens, especificamente de um acido graxo conjugado em sua
composicao: o acido punicico (PA — Punicic acid; C18:3 — 9¢,11t,13c). O PA é
um isdmero posicional e geométrico do acido a-linolénico (LNA — Linolenic acid;
C18:3 — 9c¢,12c,15c) e, por sua caracteristica em apresentar a estrutura
conjugada das suas trés duplas ligacbes, sendo uma delas na posicéo trans,
tem sido utilizado em pesquisas visando a sua participacdo em processos
fisiologicos. Segundo Elfalleh et al. (2011), o PSO é considerado um poderoso
agente beneficiador da saude devido suas propriedades antioxidante,

anticarcinogénica e antilipidémica.

As atividades biol6gicas demonstradas em estudos tanto in vitro como
in vivo, despertam o interesse de separar e identificar os &cidos graxos
conjugados (AGCs) (La FUENTE; LUNA; JUAREZ, 2006). Ao analisar AGCs é
importante que o método seja capaz de separar e quantificar estes isbmeros
geométricos e posicionais, evitando isomerizacfes adicionais durante todas as
etapas de derivatizacdo (CHRISTIE; DOBSON; ADLOF, 2007). A composicao
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de acidos graxos juntamente com a de fitosterdis sao reconhecidas como
caracteristicas de identidade dos Oleos vegetais (MANCINI-FILHO;
TAKEMOTO; AUED-PIMENTEL, 2007). Os fitosterdis estdo presentes na
classe de substancias estimadas como benéficas para a saude, pricipalmente
por sua capacidade de inibir a absorcdo do colesterol. Os tocoferéis sdo bem
conhecidos como conservantes naturais e sua presenca em 6leos de sementes
é frequentemente correlacionada com a relativa abundancia de acidos graxos
insaturados (CALIGIANI et al., 2010).

Alguns pesquisadores relatam o efeito antioxidante dos AGCs como a
possivel explicacdo dos efeitos benéficos para a saude (ALl et al., 2012;
JOHANNINGSMEIER; HARRIS, 2011; TSUZUKI et al., 2004; YU, 2001).
Entretanto, sdo poucos os estudos que avaliam a atividade antioxidante desses
componentes in vitro. Segundo Elfalleh et al. (2011), os &cidos graxos
conjugados sdo componentes oleosos, 0 qual tornam a aplicacdo de ensaios
antioxidantes muito limitados devido a sua natureza lipossoluvel. Frente a esta
caracteristica, a avaliacdo se restringe apenas ao ensaio de varredura do
radical DPPHe (radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil) na determinacdo da
capacidade antioxidante dos isdmeros do &acido linoléico conjugado (CLAS).
Esses autores, assim como anteriormente YU (2001), verificaram que os CLAs
possuem alta atividade de varredura de radical livre através do método DPPH?e,
0 que pode contribuir para suas atividades bioldgicas. Esta observacao esta de
acordo com Fagali e Catala (2008), que também demonstraram a capacidade
dos isbmeros de CLAs em reagir reduzindo radicais livres através dos métodos
de fotoemissdo (utilizando o terc-butil hidroxiperoxido para induzir a
peroxidacdo de PUFAs e medindo a reduc¢éo da quimiluminescéncia da reacao
ao adicionar os isbmeros de CLAs) e pela avaliacdo espectrofotométrica,
medindo a reducdo na absorbancia da solugdo contendo o radical DPPHe com

a adicdo dos isdbmeros de CLAs.

Com relagao aos isdmeros conjugados do acido a-linolénico (CLNAS),
como é o caso do PA, os estudos ainda sao limitados. Pouco se sabe sobre a
identidade, qualidade e estabilidade de 6leos contendo CLNAs. Neste sentido,
torna-se importante a caracterizacdo do PSO (rico em PA), que pode ser um

componente dietético com possiveis efeitos promissores para a saude.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar o 6leo da semente de roma quanto ao perfil de acidos
graxos, tocoferdis e fitosterois, bem como avaliar sua qualidade e estabilidade
comparando-o com o 6leo de linhaga, o qual contém o acido a-linolénico como

acido graxo majoritario.

2.2 Objetivos especificos

v' Caracterizar os O6leos quanto ao perfili de acidos graxos por
cromatografia gasosa, utilizando diferentes metodologias, e conteudo

tocoferdis e fitosterois;

v' Avaliar as caracteristicas de qualidade dos 6leos através dos indices de

acidez, peroéxido, p-anisidina e do valor do acido tiobarbiturico;

v' Analisar a estabilidade dos 6leos utilizando os sistemas de cooxidacao

&cido linoléico / B-caroteno, de varredura do radical DPPH- e Rancimat®.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

O o6leo da semente de roma (PSO) foi obtido por importacdo direta
junto a empresa Green Source Organics (Boynton Beach, USA). O produto foi
obtido por prensagem a frio das sementes de roma, sendo constituido
principalmente de acido a-linolénico conjugado (PA; C18:3-9¢,11t,13c). Para a

comparacao, foram utilizadas amostras de 6leo de linhaca (OL) fornecidas pela
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empresa Vital Atman (Uchoa, Brasil), também obtido por prensagem a frio, cujo

acido graxo majoritério € o acido a-linolénico (LNA; C18:3-9c,12c,15c).

3.2 Métodos

3.2.1 Perfil de acidos graxos nos 6leos

A identificacdo e quantificacdo dos acidos graxos foram realizadas por
cromatografia gasosa utilizando diferentes metodologias.

Preparacado dos ésteres metilicos de acidos graxos:

Para a preparacdo dos esteres metilicos dos acidos graxos presentes
nas amostras estudadas foram testados dois méetodos de esterificacdo: Mista
(Alcalina / Acida) e Alcalina (NaOCHs), conforme descrito por Christie, Sédédio
e Juanédio (2001).

No primeiro método (Esterificacdo Mista), a fracao lipidica (50 mg de
0leo) contendo os acidos graxos foi transferida para tubos de esterificacdo, as
amostras foram diluidas em 1 mL de tolueno, foram adicionados 2 mL de
métoxido de soédio (NaOCHgz) metandlico a 0,5 M e aquecido a 50°C por 10
minutos. Em seguida, foram acrescentados 3 mL de trifluoreto de boro (BF; —
14%) e novamente levado ao aquecimento em banho maria (50°C por 10
minutos). Os tubos foram entdo resfriados em agua corrente e adicionou-se
100 pL de acido acético glacial, 5 mL de agua destilada e 5 mL de hexano; a
mistura foi agitada por 20 segundos em vortex e deixada em repouso para a
separacdo de fases. A fase superior foi recuperada e filtrada com sulfato de
sédio anidro (Na,SO,). A fase inferior foi lavada novamente com 5 mL de
hexano, agitada em vortex por 20 segundos e deixada em repouso para a
separacdo de fases. A fase superior foi recuperada e filtrada em sulfato de
sédio anidro. O solvente foi evaporado em N, com o auxilio de aquecimento
(banho maria a 40°C), os ésteres metilicos foram ressuspensos com 2 mL de

hexano e a solugéo foi transferida para o vial e injetado no cromatégrafo.
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Para o segundo método (Esterificacdo Alcalina) seguiu-se as mesmas
etapas descritas anteriormente, com excecdo da fase que acrescenta-se 0
acido (BF3).

Identificacdo e quantificacdo dos acidos graxos:

A identificacdo e quantificacdo dos acidos graxos presentes nas
amostras de 6leo foram realizadas por cromatografia a gas, utilizando um
cromatégrafo da marca Shimadzu GC, modelo 2010, com detector de ionizagcédo
de chama e coluna capilar de silica fundida (100 m; 0,25 mm de diametro
interno; 0,2 um de espessura do filme / SP-2560) Foram testadas trés
condicdes cromatograficas (CC), a seguir.

(CC 1) - A primeira foi descrita por Kramer et al. (1997), cujo a
temperatura da coluna foi: isotérmico a 70°C por 4 minutos, e entao
aquecimento de 13°C / min até 175°C, permanecendo nesta temperatura por
27 minutos. Posteriormente foi aquecida a 4°C por minuto até 215°C e esta
temperatura foi mantida por 31 minutos. As temperaturas do injetor e do

detector foram de 250°C e 275°C, respectivamente.

(CC 2) - A segunda foi descrita por Cordain et al. (2002), cujo a
temperatura da coluna foi: isotérmico a 100°C por 4 minutos, aquecimento de
10°C por minuto até 175°C, permanecendo nesta temperatura por 30 minutos.
Posteriormente foi aquecida a 5°C por minuto até 220°C e esta temperatura foi
mantida por 15,9 minutos. As temperaturas do injetor e do detector foram de
215°C e 250°C, respectivamente.

(CC 3) - A terceira foi descrita por Baublits et al. (2007) e a temperatura
da coluna foi: isotérmico a 162°C por 32 minutos, aquecimento de 1,4°C por
minuto até 195°C, permanecendo nesta temperatura por 15 minutos.
Posteriormente foi aquecida a 2°C por minuto até 235°C e esta temperatura foi
mantida por 5 minutos. As temperaturas do injetor e do detector foram de
250°C e 250°C, respectivamente.

Para as trés condic¢des testadas, foi utilizado o Hélio (1 mL/min) como

gas de arraste e a razdo de divisdo da amostra no injetor (split) igual a 1 / 50.
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A identificacdo dos &acidos graxos foi realizada com base na
comparacdo com o0s tempos de retencao relativos a mistura de padrbes de
metil-ésteres C4-C24 (Sigma 18919) e para o acido punicico, os tempos de
retencdo foram comparados e identificados de acordo com o que ja foi

apresentado na literatura.

3.2.2 Conteuido de tocoferois e esterdis nos 6leos

A identificacdo e quantificacdo dos tocoferéis presentes no PSO e no
OL foram realizadas por cromatografia liquida de alta eficéncia (HPLC)
enquanto o conteudo de esterois foi analisado por cromatografia gasosa,

conforme descritos a seguir.

Tocoferois:

A analise do conteudo de tocoferdis foi realizada conforme
recomendado pelo IAL (2005). Uma aliquota dos 6leos foi diluida em hexano,
filtrado em membrana de 0,22 um e injetado no cromatografo. Foi utilizado um
cromatografo liquido da marca Shimadzu composto por um sistema isocratico,
injetor automatico e um detector de fluorescéncia (RF-10AXL), programado
para 295 nm de excitacdo e 330 nm de emissdo. Para a separacéo foi utilizada
uma coluna de silica Shim-pack CLC-Sil (M) 25 cm com fase movel
previamente filtrada e degaseificada, composta de hexano e alcool isopropilico
(99:1) e fluxo de 1,0 mL/min. O a-tocoferol foi identificado por comparagéo do
tempo de retencdo do padrdo sintético (Sigma T3251) e a quantificacao
realizada através de padronizacdo externa. Os outros tocoferdis foram
comparados e identificados de acordo com o0 que ja foi apresentado na

literatura e entdo, quantificados como equivalentes de a-tocoferol.

Fitosterdis:

A determinacédo de fitosteréis foi realizada em trés etapas, conforme

recomendado por Almeida (2009): saponificacdo a quente, utilizando KOH 3%
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em banho maria a 50°C sob agitacdo durante trés horas; extracdo da matéria
insaponificavel, utilizando 10 mL de hexano e submetidos a vortex por um
minuto; e quantificacdo dos fitosterdis por cromatografia gasosa. Foi utilizado
um cromatoégrafo da marca Shimadzu GC, modelo 2010, com detector de
ionizacdo de chama e coluna de polimetilfenil siloxana (5% fenila, 60 m e 0,25
mm de diametro interno / DB-5). A temperatura da coluna foi: 150°C por 0,1
minuto, e entdo aquecimento de 10°C / min até 300°C, permanecendo nesta
temperatura por 10 minutos. As temperaturas do injetor e do detector foram de
250°C e 300°C, respectivamente. Foi utilizado o Hélio (1 mL/min) como gas de
arraste e a razdo de divisdo da amostra no injetor (split) igual a 1 / 50. A
identificacdo dos picos foi realizada através de comparacdo do tempo de
retencdo das amostras com os padrdes Sigma (campesterol — C5157,
estigmasterol — S6126 e [-sitosterol — S9889) e a quantificagdo por
padronizacdo interna, utilizando como padrdo interno 5a-colestane (Sigma
C8003).

3.2.3 Caracteristicas de qualidade dos Oleos

As caracteristicas de qualidade dos 6leos foram avaliadas de acordo
com os métodos descritos abaixo, conforme recomendado por Mancini-Filho,
Takemoto e Aued-Pimentel (2007), pelo IAL (2005) e pela AOCS (2004).

indice de acidez (1A):

O IA é definido como a quantidade em miligramas (mg) de base
(hidroxido de potassio — KOH ou hidroxido de sédio — NaOH) necesséria para
neutralizar os acidos graxos livres presentes em um grama (g) de 6leo. Foram
pesados 2 g de amostra em erlenmeyer de 125 mL, adicionados 25 mL de
solucéo alcool : éter (1:2) e adicionadas duas gotas de solucéo de fenolftaleina.
Apoés agitacao foi realizada a titulacdo com NaOH a 0,1 M (Fator 1,05) até a
coloracdo tornar-se rosea. Os calculos foram realizados segundo a formula

abaixo e os resultados expresso como mg de NaOH por g de amostra.
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IA=(VXxFx399) +M
Onde:

V= volume gasto de NaOH 0,1M
F= fator de correcdo da solu¢do de NaOH
3,99= equivalente da solucédo de NaOH

M = massa da amostra (g)

indice de peréxido (IP):

Os peroxidos sao produtos da oxidacado lipidica e, em meio acido,
liberam iodo a partir do iodeto de potassio. O iodo liberado é titulado pelo
tiossulfato de sddio, permitindo, desta forma, a dosagem dos perdxidos nas
amostras de 0leo. Foi pesado um grama de 0leo em erlenmeyer de 250 mL e
adicionados 10 mL de cloroformio. Apds agitacdo, acrescentou-se 15 mL de
acido acético e 1 mL da solucao saturada de iodeto de potassio, o erlenmeyer
foi novamente agitado e deixado em repouso por cinco minuto sob abrigo da
luz. Em seguida foram adicionados 75 mL de agua destilada recentemente
fervida e resfriada. Também foi preparada uma solugcdo sem a presenca de
oleo (branco). ApoGs agitacao vigorosa, o conteudo foi titulado com uma solucéo
de tiossulfato de sodio a 0,01 N, em presenca de goma de amido. Os célculos
foram realizados de acordo com a formula abaixo e os resultados expressos

em miliequivalente (mEq) de oxigénio por quilograma (kg) de amostra.
IP=[(V-V’)xNx1000] + M
Onde:

V= volume de tiossulfato gasto na amostra
V’= volume de tiossulfato gasto no branco
N= normalidade da solu¢&o de tiossulfato de sddio

M = massa da amostra (g)

indice de p-anisidina (IpA):

Este método é utilizado para a determinacdo da quantidade de
aldeidos nos 6leos e gorduras, onde, o IpA é definido como 100 vezes a

densidade 6ptica medida numa célula de 1 cm de uma solucédo contendo 1 g de
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6leo em 100 mL da mistura de solvente e reagente conforme a descricdo do
método. Foram pesados 0,2 a 1,0 grama de 6leo em um baldo volumétrico de
10 mL e completado o volume com iso-octano. A absorbancia desta solugao foi
medida a 350 nm. Em seguida foi adicionado 5 mL da solug&o anterior em tubo
com rolha esmerilhada, adicionado 1 mL do reagente p-anisidina e agitado.
Apéds 10 minutos foi medida a absorbancia da solugédo a 350 nm. Uma solucdo
contendo apenas 5 mL de iso-octano e 1 mL do reagente p-anisidina foi

utilizada como branco. Os calculos foram realizados segundo a formula abaixo:
IpA = 25 x (1,2Aa — Ab) + M
Onde:

Aa= absorbancia da solucdo apds a reacdo com a p-anisidina
Ab= absorbancia da solu¢éo inicial

M= massa da amostra (g)

Valor do acido 2-tiobarbitlrico (TBA):

Este método parte do principio de que os produtos de oxidacao
secundaria de Oleos e gorduras reagem com o TBA, formando produtos de
condensacao que sao lidos a 530 nm. Foi pesado 100 mg dos 6leos em um
baldo volumétrico de 25 mL e completado o volume com n-butanol. Em
seguida, foi transferido 5 mL desta solugdo para um tubo com tampa e
adicionados 5 mL da solucéo de TBA (2 mg de acido tiobarbitarico por mL de n-
butanol). Também foi preparada uma solucdo sem a presenca de Oleo
(branco). Apés agitacdo, a solucao foi levada a banho maria a 95°C por 120
minutos. A leitura das absorbancias das amostras foi realizada em
espectrofotometro a 530 nm, os calculos seguiram a férmula abaixo e os
resultados foram expressos como pg de malonaldeido (um aldeido com trés

atomos de carbono) por g de amostra.

Valor de TBA =[50 x (A-B)] + M

Onde:

A= absorbéancia da solucéo teste
B= absorbéancia do branco

M= massa da por¢éo teste (mg)
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3.2.4 Estabilidade oxidativa dos 6leos

A estabilidade oxidativa dos 6leos foi avaliada utilizando trés sistemas:

Sistema modelo B-caroteno / acido linoléico:

O método de co-oxidagédo de substratos (B-caroteno / &cido linoléico),
conforme descrito por Schubert, Lansky e Neeman (1999), baseia-se na
oxidagdo (descoloragdo) do p-caroteno em uma determinada emulséo,
observada em espectrofotometro. Para o preparo do meio emulsionado,
adicionou-se 0,2 mL de solugao B-caroteno em cloroférmio (10 mg/10mL), 20
pL de acido linoléico e 0,5 mL de emulsificador Tween 40; misturou-se bem
para completa homogeneizacdo e o cloroformio foi removido com No.
Posteriormente, foram acrescidos 50 mL de agua destilada agitando-se
vigorosamente. O meio apresentou-se limpido com absorbancia entre 0,6 e 0,7
em 470 nm. Aliquotas de 5 mL desta emulsdo foram transferidas para tubo de
espectrofotometro e 2 mL das amostras diluidas em etanol (3,5 mg/10mL)
foram acrescentados ao meio. O antioxidante sintético butilhidroxitolueno (BHT)
foi utilizado como padrdo de referéncia, na mesma concentracdo das
amostras. Os valores dasabsorbancias foram obtidos em espectrofotdmetro
(modelo SPECTRONIC® 20, GENESYS™, Rochester, USA), no periodo de 120
minutos a intervalos de 15 minutos, enquanto as amostras eram mantidas em

banho maria a 50°C.

Sistema de varredura de radicais livres:

O sistema de varredura do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH?e) foi
realizado segundo Brand-Willians, Cuvelier e Berset (1995) e Blois (1985) com
adaptacdes. Esta metodologia tem por base a redugao do radical DPPHe: ao
fixar um He, removido do antioxidante em estudo, observa-se uma diminui¢ao
da absorbancia, o que permite calcular, ap6s o estabelecimento do equilibrio
da reacdo, a quantidade de antioxidante gasta para reduzir 50% o radical

DPPHe-. Uma aliquota de 0,5 mL, contendo diferentes concentracbes de 6leos
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dissolvidos em n-butanol, foi adicionada a 1,5 mL de solugdo de DPPH+ em
butanol (3,0 mg/200mL). Todas as determina¢cdes foram acompanhadas de um
controle sem as amostras de 6leo e com uma substancia antioxidante
conhecida o BHT. A reducdao do radical DPPHe foi medida a 517nm em
espectrofotémetro (SPECTRONIC® 20 GENESYS™, Rochester, USA) logo
apos 30 minutos de repouso. O decréscimo nos valores das absorbancias das
amostras foi correlacionado com o controle e estabelecida porcentagem de
descoloracgao do radical DPPHe, isto é, o sequestro de radicais livres, expresso

pela equacéo:

% de protecao = (AbScontrole - ADSamostra) + AbScontrole

Modelo Rancimat®:

Este modelo de avaliacdo da estabilidade lipidica avalia o tempo
(periodo de inducdo) para autoxidacdo dos Oleos submetidos a condi¢bes
oxidantes usando um analisador Rancimat® (modelo 743, Metrohm Ltd.,
Herisau, Suica) com o software PC 743 Rancimat 1.0 (MENDEZ et al., 1996).
O principio da determinacdo da condutividade no teste Rancimat se baseia na
resisténcia da medicéo da solucéo dos acidos volateis produzidos. As amostras
de d6leos (5 g) foram submetidas a oxidacao a 110°C (fluxo de oxigénio 20 L/h).

Os periodos de inducéo - PI (h) foram registrados automaticamente.

3.2.5 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média = desvio padrdo (n=3). Para
comparar o efeito dos dois métodos de esterificacdo nos teores de acidos
graxos dos oleos (OL e PSO), inicialmente a homogeneidade de variancias
entre grupos foi avaliada pelo teste F. Apds, o teste t-Student para amostras
independentes foi aplicado aos pares de dados que mostraram homogeneidade
de variancias, ao passo que o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi

aplicado aos dados que ndo apresentaram homogeneidade de variancias. O
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mesmo procedimento para comparacdo de médias foi utilizado para avaliar as

caracteristicas de qualidade e estabilidade oxidativados 6leos.

Para comparar a estabilidade oxidativa entre os 6leos vegetais, em
comparacdo com um antioxidante sintético, o BHT, a homogeneidade de
variancias foi confirmada pelo teste de Hartley / Levene. Diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) foram avaliadas pela andlise de
variancia (ANOVA) univariada, sendo as médias comparadas pelo teste de
Fisher (minima diferenga significativa). Todas as andlises foram realizadas
usando os programas Statistica v.7 (Statsoft, Estados Unidos) e Action v.2.4

(Estatcamp, Brasil).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Perfil de &cidos graxos nos Oleos

Ao analisar acidos graxos conjugados é importante que o método seja
capaz de separar e quantificar estes isbmeros geomeétricos e posicionais,
evitando isomerizacdes adicionais durante todas as etapas de derivatizacao
(CHRISTIE; DOBSON; ADLOF, 2007). A preparacédo de derivados volateis é a
primeira etapa para analisar o perfil dos acidos graxos por cromatografia (La
FUENTE; LUNA; JUAREZ, 2006). Este procedimento consiste em transformar
os acidos graxos a partir de glicerideos em ésteres metilicos. Os métodos de
metilacdo usando NaOCH3; ou KOH em metanol a temperatura ambiente sao
considerados os mais confiaveis para determinar a distribuicdo de isbmeros de
acidos graxos conjugados porque ndo causam isomerizacdo. Os métodos de
catalizacdo acida que utilizam BF3, HCI ou H,SO,, favorecem a isomerizacao
de dienos e trienos (SASSANO et al., 2009; CHEN et al., 2007; La FUENTE;
LUNA; JUAREZ, 2006). Entretanto, segundo Kramer et al. (1997), a
esterificacdo utilizando NaOCH3; em metanol ndo provoca isomerizagcdo, mas

este método ndo € eficiente em metilar 4cidos graxos livres, portanto uma
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combinacdo com catalizadores &cidos € recomendada para esterificar todos os
acidos graxos e reduzir a formacdo de isomerizacdo. Diante destas
informacdes, foram realizados testes com as amostras de 6leos utilizando os
dois métodos de esterificacdo (mista ealcalina), a fim de confirmar qual a
melhor metodologia a ser utilizada para as andlises com o PSO. Os
cromatogramas referentes a mistura de padrbes de metil-ésteres analisados
nas trés condigfes testadas: CC 1, CC 2 e CC 3; estédo apresentados na Figura
II.1. Os cromatogramas das amostras de OL e PSO nas trés condi¢des

testadas encontram-se em anexo (Anexo 1).
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Figura Il.1. Cromatogramas correspondentes ao padrdo de metil-ésteres (C4-
C24) em diferentes condi¢des cromatograficas: (a) CC 1, (b) CC 2 e (c) CC 3.
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A condicdo cromatografica descrita por Kramer et al. (1997) — CC 1
teve duracdo de 80 minutos de corrida e resultou em uma boa separacdo dos
acidos graxos, principalmente os de cadeia curta (encontrados nos 30
primeiros minutos de corrida). A condi¢cdo descrita por Cordain et al. (2002) —
CC 2 mostra uma boa separacao de acidos graxos de cadeia curta, porém o
tempo de corrida (~ 66 minutos) ndo foi suficiente para identificar todos os
acidos graxos presentes no padrdo. Os acidos graxos de cadeia longa, 0s
guais estdo em maior concentracdo no PSO - neste grupo incluem-se também
0s CLNAs (acido punicico) — ndo apresentaram boa separacédo e o tempo da
corrida ndo é suficiente. Ja a condicdo cromatografica descrita por Baublits et
al. (2007) — CC 3 apresentou uma duragdo de 93 minutos e resultou em boa
separacdo de todos os acidos graxos, facilitando a identificacdo dos picos de
acidos graxos de cadeia longa, e, portanto, mostrou-se ser o método mais
adequado para a andlise do PSO bem como dos tecidos que provavelmente
apresentardo o CLNA (PA) em sua composi¢ao. De acordo com Baublits et al.
(2007) e Pinheiro (2010), que utilizaram essa programacao para identificar o
perfil de acidos graxos de alimentos que continham os isémeros conjugados do
acido linoléico como carnes e leite de ruminantes, consideraram que esta
programacao proporciona boa separacéo dos picos de acidos graxos. Segundo
Pinheiro (2010) esta condicdo cromatografica, quando comparada com as
outras programacdes (CORDAIN et al., 2002; KRAMER et al., 1997), € a mais
adequada porque resulta em boa separagéo na regido dos isdmeros dos acidos

oléico e linoléico.

Utilizando a programacdo CC 3 (Baublits et al., 2007) para a realizacéo
dos testes de esterificacdo (Mista e Alcalina), pode-se observar que os dois
métodos resultaram em boa separacdo dos acidos graxos para as amostras
estudadas. Porém, a esterificacdo alcalina apresentou um cromatograma com
menos picos e isto pode ser devido a sua melhor eficiéncia em metilar os
acidos graxos sem a ocorréncia de isomerizacdo. Isto vai de acordo com
alguns autores, que relatam os métodos de metilacdo usando NaOCH3; ou KOH
em metanol como o0s mais confidveis para determinar a distribuicdo de
isbmeros de acidos graxos conjugados porque ndo causam isomerizacao e

reduzem a perda de &cidos graxos de cadeia curta (SASSANO et al., 2009;
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CHEN et al., 2007; La FUENTE; LUNA; JUAREZ, 2006). Os cromatogramas
referentes as amostras de PSO e OL utlizando os dois métodos de
esterificacdo encontram em anexo (Anexo 2) e a Tabela Il.1 mostra o perfil dos
acidos graxos presentes no PSO e no OL, segundo as duas esterificacdes.

Tabela Il.1. Perfil de acidos graxos (%) presentes nos 6Oleos de linhaca (OL) e
da semente de roma (PSO), utilizando dois métodos de esterificacdo (mista e

alcalina).

Acidos Graxos ot Pso
Mista Alcalina P-valor Mista Alcalina P-valor

C16:0 6,03+ 0,02 6,06+ 0,01 0,10 2,95+ 0,01 2,77+ 0,00 <0,01
C18:0 5,22+ 0,02 5,27+ 0,00 0,01 2,57+ 0,01 2,42+ 0,00 <0,01
C18:1c w-9 21,61+ 0,03 21,73£0,00 <0,01 6,07+ 0,02 5,74+ 0,01 <0,01

C18:1c w-7 0,72+ 0,00 - NA 0,34+ 0,00 - NA
C18:2c w-6 14,58+ 0,00 14,67+0,00 <0,01 7,73+ 0,03 7,29+ 0,01 <0,01
C20:0 - - 0,72+ 0,00 0,39+ 0,00 <0,01
C20:1c w-9 - - 0,42+ 0,00 0,39+ 0,00 <0,01
C18:3cw-3 51,85+ 0,08 52,37+0,01 <0,01  0,43+0,00 0,39+ 0,00 <0,01
C21:0 - ) 0,41+ 0,00 2,91+ 0,00 <0,01
C18:3 9c11t13c - - 42,34+ 0,67 54,90+ 0,03 <0,01

NI - - 6,22+ 0,05 - NA

NI - - 1,99+ 0,05 - NA
C18:3 9c11t13t - - 17,29+ 0,16 16,07+ 0,01 <0,01
C18:3 9t11t13c - - 10,19+ 0,43 6,71+ 0,00 <0,01

C18:3 9t11t13t - - 0,33+ 0,00 - NA

Programacéo: Baublits et al. (2007). NI = N&o identificado; NA = N&o se aplica.
Resultados expressos em média + desvio padrao (n=3); P-valor (Teste t-student).

De acordo com a Tabela Il.1, pode-se confirmar que os acidos graxos
majoritarios no OL e no PSO foram o &cido a-linolénico (LNA; C18:3 w-3) e 0
acido punicico (PA; C18:3-9c,11t,13c),
encontrados para o OL estdo de acordo com a literatura, que relata a presenca
de cerca de 50 a 58% de LNA no OL (AKPOLAT et al., 2011; ROSA et al.,
2010; TZANG et al., 2009; CINTRA et al., 2006). Rosa et al. (2010) também

mostraram que o OL apresenta cinco acidos graxos em sua composigdo: C16:0

respectivamente. Os resultados
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(6,45%), C18:0 (4,35%), C18:1 w-9 (18,00%), C18:2 w-6 (12,71%) e C18:3 w-3
(58,47%). J& para o PSO, os trabalhos mostram pequenas variacées no perfil
de &cidos graxos, conforme pode ser observado na Tabela I.1 descrita no
Capitulo | (pagina 13). Valores de PA podem variar de 37% a 81% no PSO e,
além disso, outros acidos graxos trienos conjugados podem ser observados em
menores quantidades neste 6leo, assim como também foram encontrados
neste trabalho (ELEFALLEH et al., 2010; PARASHAR; SINHA; SINGH, 2010;
KYRALAN, GOLUKCU, TOKGOZ, 2009; PANDE; AKOH, 2009; JARDINI;
MANCINI-FILHO, 2007). Entretanto, podemos observar neste estudo que a
catalise com a presenca de acido (mista) provoca conversao do acido punicico
para outros isdmeros cis / trans do CLNA no PSO, com a reducdo do acido
punicico de 54,9% para 42,3% e com um aumento de todos 0s outros isdmeros
presentes, bem como o aparecimento de dois isdbmeros néo identificados. Esta
observacao também foi relatada por Sassano et al. (2009) ao avaliar o efeito na
composicdo de acidos graxos do PSO utilizando esses dois meétodos de
derivatizacdo. Esses autores observaram uma reducédo de 71,8% para 64,9%
do valor do acido punicico nos processos de catalise basica e acida,
respectivamente, com concomitante aumento nas porcentagens dos acidos a-

e B-eleostearico e catélpico.

4.2 Conteldo de tocoferois e fitosterdis nos 6leos

A presenca de substancias apropriadas como ingredientes saudaveis
de produtos alimentares (exemplo: tocoferdis) em 6leos de sementes é
frequentemente relacionada com a abundancia relativa de acidos graxos
insaturados, presenca a qual representa uma vantagem adicional do ponto de
vista nutracéutico (CALIGIANI et al., 2010). Ambos os 6leos de linhaca e da
semente de roma apresentam alta porcentagem de acidos graxos insaturados
e, portanto, o conteudo de tocoferéis foi analisado e estdo apresentados na
Tabela 11.2. Os cromatogramas do padrdo e das amostras encontram-se em

anexo (Anexo 3A).
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Tabela 1.2. Composicao de tocoferdis (mg/100g) dos 6leos de linhaga (OL) e
da semente de roma (PSO).

Amostra | a-tocoferol B-tocoferol y-tocoferol &-tocoferol Total
oL 0,93+0,01° 18,17+1,90° 3296+3,37° 1,39%0,01" | 5344526
PSO 3,81+0,08 1,03+0,01° 153,21+244* 17,04+1,65" | 175,09 + 3,50
P-valor <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Média + desvio padréo (n=3); P-valor (teste t-student).

De acordo com a Tabela I1.2 pode-se observar que o PSO apresentou
um conteldo aproximadamente trés vezes maior de tocoferéis que o OL.
Entretanto, trabalhos mostram valores maiores (~ 300 mg/100g) de vitamina E
para o PSO, com predominancia do isbmero a-tocoferol (ELFALLEH et al.,
2011; CALIGIANI et al., 2010), que neste trabalho apresentou-se baixa.
Segundo Elfalleh et al. (2011), o PSO proveniente de frutas da Tunisia
apresentou mais de 53% do conteudo totais de tocofer6is na forma de a-
tocoferol e concluiram que o PSO contém alta quantidade de tocoferdis que
contribuem para a atividade antioxidante do Oleo por expressar altos
coeficientes de correlagdo com os ensaios de poder antioxidante de reducéo do

ferro (FRAP) e capacidade de absorbancia do radical oxigénio (ORAC).

De acordo com Mancini-Filho, Takemoto e Aued-Pimentel (2007), os
fitosterdis estdo presentes em todos os Oleos vegetais, compreendem a maior
porcao insaponificavel e a composicao é caracteristica de cada tipo de 6leo. Os
resultados da composicdo de fitosterdis presentes nos OL e PSO estéo
apresentados na Tabela 1.3 e os cromatogramas referentes as amostras e 0s

padrdes encontram-se em anexo (Anexo 3B).

54



Capitulo 11

Tabela 11.3. Composicao de fitosterdis (mg/100g) dos 6leos de linhaga (OL) e
da semente de roma (PSO).

Amostra Campesterol Estigmasterol B-sitosterol Outros Total
oL 66,4 + 2,4° 10,9+0,5 138 +4,0° 113+3,7*° 328+10,6°
PSO 48,6 + 1,6 12,3+0,7 374+ 1,4* 104+7,4° 539 +11,0°
P-valor <0,01 0,05 <0,01 0,01 <0,01

Média + desvio padréo (n=3); P-valor (teste t-student).

O conteudo total de fitoster6is do PSO também foi maior que o do OL,
e sua composicao esta de acordo com o observado na literatura (CALIGIANI et
al., 2010; PANDE; AKOH, 2009), com maior concentragao de [-sitosterol.

4.3 Caracteristicas de qualidade dos oleos

As determinacdes feitas na analise de 0leos e gorduras sao geralmente
as dos chamados indices, que sdo expressdes de suas propriedades fisicas ou
guimicas dos mesmos e nao as porcentagens dos seus constituintes. S&o
estes indices que, juntamente com as reacfes caracteristicas, servem para
identificacéo e avaliacdo da maioria dos 6leos e gorduras, sendo o resultado da
analise baseado neste conjunto de dados (IAL, 2005). A Tabela 1.4 mostra

alguns desses indices analisados nas amostras de 6leos.

De acordo com as caracteristicas de qualidade preconizadas pelo
Codex Alimentarius (CODEX STAN 210-1999), 6leos prensados a frio devem

apresentar um valor maximo de 4,0 mg/g de acidez e 15 mEqg/kg de perdxido.

De maneira geral, os indices mostram que os 6leos utilizados neste
estudo encontram-se dentro dos padrées de qualidade e apresentaram um

bom estado de conservacéo.
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Tabela 11.4. Caracteristicas de qualidade e estabilidade dos 6leos de linhaca
(OL) e da semente de roma (PSO).

Amostras A IP IpA TBA
(mg/q) (mEg/Kg) (H9/9)
oL 1,04 +0,000  4,40+0,02®° 0,56 +0,33" 0,44 +0,01°
PSO 0,63+0,00° 3,34+0,03" 4,84+1,01° 0,22 +0,01°
P-valor <0,01 <0,01 0,01 <0,01

Legenda: IA (indice de acidez); IP (indice de peréxidos); IpA (indice de p-anisidina); TBA
(Valor do acido 2-tiobarbittrico). Média + desvio padrao (n=3); P-valor (teste t-student).

4 .4 Estabilidade oxidativa dos 6leos

A cinética da resposta antioxidante dos 6leos estudados no sistema [3-
caroteno / acido linoléico, bem como a do antioxidante sintético BHT, todos na
concentracéo de 0,01% estédo apresentadas na Figura I1.2(a). Na Figura I11.2(b)
pode-se observar a porcentagem de inibicdo da oxidacdo dos 6leos estudados
frente a inducdo da oxidacdo em comparacdo ao antioxidante sintético BHT.
Estes resultados mostram que o OL (4%) apresentou menor estabilidade
oxidativa em relacdo ao PSO (21%) e os dois Oleos apresentaram atividade
antioxidante bem menor em comparacao ao BHT. Schubert, Lansky e Neeman
(1999) utilizaram esta mesma metodologia e relataram uma porcentagem de
atividade antioxidante de aproximadamente 40% para o PSO obtido por
prensagem a frio, sendo esta atividade perto daquela observada para o cha
verde. Eles atribuiram a elevada atividade antioxidante tanto a composicao de

acidos graxos como a presenca de flavondides.
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Figura 11.2. (a) Cinética de inibicdo da oxidacdo dos 6leos de linhaca (OL), da
semente de roma (PSO) e do BHT na concentragcdo de 0,01% e (b)
comparacao do percentual de inibicdo da oxidacdo pelo sistema [-caroteno /
acido linoléico. One Way ANOVA (p<0,01).

A avaliacdo da estabilidade oxidativa dos 6leos de acordo com o
método do DPPHe esta representada na Figura I1.3. De acordo com a figura, o
PSO apresentou maior capacidade de varredura do radical DPPHe quando
comparado ao OL (a). Entretanto, a porcentagem de reducdo deste radical
pelos 6leos comparados ao antioxidante sintético BHT, todos na concentracao
de 1 mg, foi significativamente menor (b). O ICsy € a concentracéo de inibicdo
capaz de reduzir 50% do radical DPPHe, 0 PSO apresentou ICso de 3,77 mg
enquanto o do BHT foi de 0,26 mg. Neste caso, 0 ICsp mais baixo indica
potente antioxidante para agir como varredor do DPPH- (ALl et al., 2012). O OL

nao apresentou atividade de reducéo do radical DPPHe nesta concentracao.
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Figura 11.3. (a) Reducdo do radical DPPHe« pelos dleos de linhaga (OL) e da
semente de roméa (PSO) e (b) comparacdo do efeito na reducéo do radical de
1mg dos 6leos e do BHT. One Way ANOVA (p<0,01).

Os acidos graxos conjugados tém sido relacionados como potentes
agentes antioxidantes em organismos animais. Entretanto, a literatura é
escassa com relacdo a atividade antioxidante in vitro dos CLNAs, bem como
dos dleos ricos nesses compostos. Alguns estudos avaliaram a capacidade do
acido linoléico conjugado (CLA) em varrer o radical DPPHe e mostraram
resultados semelhantes aos aqui encontrados para o PSO (ALI et al., 2012;
FAGALI; CATALA, 2008; YU, 2001). Ali et al. (2012) concluiram em seu estudo
gue os isbmeros de CLAs exibem uma capacidade antioxidante direta
consideravel e sequestra o radical DPPHe em diferentes concentragoes;
embora, tenha sido menos efetiva quando comparadas a vitamina E e ao BHT.
Outros autores mostraram que o CLA promove protecdo contra os radicais
livres, mas o seu isbmero ndo conjugado (acido linoléico) ndo apresenta a
mesma protecdo (FAGALI; CATALA, 2008; YU, 2001).

Embora tenham existido diferencas nos resultados anteriores, 0s
valores obtidos através da técnica de Rancimat® foram semelhantes para os
dois dOleos (0,72+0,03 e 0,73+£0,07 horas para o OL e PSO, respectivamente).
Este resultado confirma que a presenca de mais insaturacdes tanto no OL
como no PSO, os tornam mais susceptiveis a oxidacdo. Segundo Mancini e
Mancini-Filho (2005), os acidos graxos insaturados sdo estruturas mais

suscetiveis ao processo oxidante, pois a presenca de carbonos metilénicos

58



Capitulo 11

entre as duplas ligacdes, facilita a retirada de um atomo de hidrogénio e a
formacgao do radical livre, passo inicial da oxidag&o. Entretanto, neste estudo
ndo foram observadas diferencas na estabilidade oxidativa entre os 6leos ricos
em &cidos graxos conjugados e ndo conjugados pelo método Rancimat®.
Enquanto que nos sistemas B-caroteno / acido linoléico e do radical DPPHe, o
PSO apresentou-se com mais estabilidade oxidativa. J& Yang et al. (2009)
estudaram a estabilidade oxidativa dos isémeros individuais de CLNAs através
do teste de consumo de oxigénio realizada ao ar, 50°C e monitorados pela
cromatografia gasosa, comparando a estabilidade oxidativa com seu
correspondente ndo conjugado - LNA, e concluiram que CLNAs sdo mais
suscetiveis a autoxidacdo do que o LNA. Entre os trés grupos de isémeros
CLNAs, os isbmeros t,t,t-CLNA tinham maior estabilidade seguido por c,t,t-
CLNA e c,t,c-CLNA, em ordem decrescente. A estabilidade a oxidacdo de
isbmeros geométricos de CLNA em cada grupo foi também dependente da
localizacdo das trés duplas ligacdes conjugadas. De acordo com Kinami et al.
(2007), a presenca de CLNAs podem influenciar a deterioragéo oxidativa de
Oleos vegetais. No entanto, os resultados obtidos indicam que o PSO esta
dentro dos padrdoes de qualidade, estando a maioria dos indices avaliados

abaixo do respectivo 0leo rico em acido graxo ndo conjugado.

5 CONCLUSOES

A caracterizacdo das amostras por cromatografia gasosa mostrou que
o0 método de esterificacdo alcalina e a condicdo descrita por Baublits et al.
(2007), quando comparadas com as outras condi¢cdes analiticas, sdo a forma
mais adequada para analisar as amostras de 6leo da semente de roma (PSO);
uma vez que proporcionou menor isomerizacdo dos CLNAs e separacao
adequada para a identificacdo de todos os picos, respectivamente. O perfil de
acidos graxos apresentou-se de acordo com a literatura, cujos acidos graxos
majoritarios foram o acido a-linolénico, para o 6leo de linhaca (OL), e o acido

punicico, para o PSO. O PSO apresentou maior contetudo de vitamina E e de
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fitosteréis, em comparacdo ao OL. Estes Oleos apresentaram-se dentro dos
padrdes de qualidade recomendados, apesar de mostrarem baixa estabilidade
oxidativa frente ao método Rancimat®. Com este capitulo, conclui-se ainda que
o PSO apresenta melhor estabilidade oxidativa, de acordo com os sistemas de
cooxidacado do B-caroteno / acido linoléico e de varredura do radical DPPHe,

em comparacéo ao OL.

No geral, os resultados confirmam a presenca em altas concentracdes
do acido a-linolénico conjugado, da vitamina E e de fitoster6is no 6leo da
semente de roma e que, apesar de ser um &cido graxo altamente insaturado,
ndo interferiu de maneira significativa na qualidade do 6leo. Neste sentido,
estudos adicionais sdo necessarios a fim de confirmar o efeito do 6leo da
semente de romad com esta composicdo tdo caracteristica em diferentes

sistemas e sob condigdes fisiologicas.
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CAPITULO Il

AVALIACAO EM RATOS DO EFEITO DO OLEO DA SEMENTE
DE ROMA (Punica grantum L.) SOBRE O PERFIL LIPIDICO E
PARAMETROS BIOQUIMICOS E OXIDATIVOS TECIDUAIS

RESUMO

O objetivo geral deste capitulo foi avaliar o efeito da suplementacdo com 6leo
da semente de roma (PSO), rico em acido punicico (9¢,11t,13c-CLNA), sobre o
perfil lipidico e sua influéncia sobre parametros bioquimicos e oxidativos
teciduais em ratos saudaveis. O PSO foi fornecido aos animais por via
intragastrica nas concentracoes 1%, 2% e 4% em relacdo ao consumo diario
da dieta durante 40 dias. Nado houve alteracdo no ganho de peso total dos
animais, nos pesos dos tecidos muscular (gastrocnémio) e adiposos
(retroperitonial e epididimal), nos marcadores bioquimicos no soro e de
estresse oxidativo nos tecidos. No entanto, os valores de TBARS
apresentaram-se reduzidos no cérebro dos animais suplementados com PSO,
descando-se que nado foram observadas quantidades significativas de acidos
graxos conjugados nesse tecido. Entretanto, o &cido linoléico conjugado (CLAS)
esteve presente em todos os outros tecidos estudados, mostrando que o CLNA
€ metabolizado e incorporado na forma de CLAs e depende da dose oferecida.
Apesar disto, ndo houve qualquer diferenca na histologia dos tecidos hepéatico
e muscular. Os resultados obtidos demonstram que o PSO, em animais
saudaveis, ndo provoca alteragcbes no metabolismo lipidico e também néo

participa do processo de inibicdo da oxidacgao.

Palavras chave: acido punicico, incorporacao tecidual, estado oxidativo.
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1 INTRODUCAO

O interesse nos beneficios a saude dos &cidos graxos conjugados
(AGCs) esta aumentando, uma vez que tem sido demonstrado possuirem
atividades farmacoldgicas relevantes para a prevencdo e tratamento da
aterosclerose, obesidade, cancer e hipertensdo (TRAN et al., 2010; CAO et al.,
2009). Existem vérios estudos que avaliam os efeitos benéficos dos éacidos
linoléico conjugados (CLAsS) para o organismo, especialmente em modelos
experimentais com animais. O foco principal dos trabalhos € a habilidade dos
CLAs em reduzir o tecido adiposo, bem como em afetar a massa muscular
(KENNEDY et al., 2010; BENJAMIN; SPENER, 2009).

Outro fator que tem chamado atencao é que tem sido mostrado que os
CLAs apresentam atividade antioxidante in vitro e in vivo e que isto poderia ser
uma das possiveis explicacbes para os seus efeitos benéficos a saude
(ELFALLEH et al., 2011; SANTOS-ZAGO; BOTELHO; OLIVEIRA, 2008). No
entanto, alguns resultados sdo controversos e outros mostram até mesmo
efeitos adversos. Além disso, os efeitos em seres humanos ainda sao
guestionaveis, e 0s mecanismos bioquimicos pelos quais os CLAs
proporcionam o0s potenciais efeitos benéficos poderiam produzir alteracdes
metabolicas indesejaveis (ANDREOLI et al., 2009; PARK, 2009). Tem-se ainda
observado nos CLAs diferencas dos efeitos/beneficios tanto na associacéo
como entre o0s seus isbmeros isolados, o que pode em parte explicar algum dos
resultados inconsistentes obtidos experimentalmente (KENNEDY et al., 2010;
GOEDECKE et al., 2009; PARK, 2009).

Embora as informacdes sobre os efeitos dos acidos a-linolénico
conjugados (CLNASs) sejam ainda mais limitadas e ndo permitem um consenso
em relacdo aos seus efeitos em organismos animais e humanos, alguns
estudos demonstraram que CLNAs tém um efeito citotoxico em cultura de
células tumorais humanas (GROSSMANN et al., 2010; IGARASHI;
MIYAZAWA, 2005; YASUI et al., 2005), inibe a carcinogénese (TSUZUKI;
KAWAKAMI, 2008; KOHNO et al., 2004; TSUZUKI et al., 2004") e altera o
metabolismo lipidico em animais (LAM et al., 2008; KOBA; BELURY; SUGANO,
2007; YAMASAKI et al., 2006; YANG et al., 2005). Tem sido constatado
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também que diferentes isdbmeros de CLNAs exercem diferentes atividades
biolégicas (SUZUKI et al., 2001), mas seus mecanismos de a¢cdo ainda néo
estdo bem estabelecidos. Além disso, estudos tém mostrado que CLNAs pode
ser metabolizado e incorporado na forma de CLA in vivo (YUAN et al., 20097,
sugerindo que os beneficios a saude dos CLNAs, possam ser devido a

formacgéo de CLAs.

O acido punicico (PA; C18:3-9¢,11t,13c) é um dos isébmeros dos
CLNAs que tem despertado interesse nos ultimos anos. No capitulo anterior, foi
destacado que ele estd presente em alta porcentagem (55%) no 6leo da
semente de roma (PSO) e que este Oleo apresentou-se dentro dos padrdes de
gualidade e estabilidade recomendados. Segundo Koba, Belury e Sugano
(2007), o PSO conttm PA como o acido graxo majoritario dos lipideos
presentes em sua semente e, portanto, o 6leo da semente desta planta é fonte
adequada para investigar as funcbes fisiologicas deste isbmero do CLNA.
Diante das informacdes limitadas e muitas vezes contraditorias, a obtengéo de
mais dados sobre a funcdo dos CLNAs, bem como dos seus isdmeros isolados,
no organismo animal se torna necessaria (CARVALHO; MELO; MANCINI-
FILHO, 2010). Além disso, os efeitos fisiologicos e mecanismos de ac¢do do
acido punicico ainda néo tém sido bem caracterizados (NEMER, 2009). Neste
capitulo, serd abordado o efeito da suplementacdo com PSO em diferentes

doses no organismo de ratos saudaveis.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da suplementacdo com 6leo da semente de roma, rico
em acido punicico (9c¢,11t,13c-CLNA), sobre o perfil lipidico e sua influéncia

sobre parametros bioquimicos e oxidativos teciduais em ratos.
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2.2 Objetivos especificos

v Investigar o efeito da suplementagdo com o 6leo da semente de roma

sobre o ganho de peso e os parametros bioquimicos no soro de ratos;

v Avaliar o indice de incorporacéo do acido punicico e de seus metabdlitos
em tecidos de ratos suplementados com 6leo da semente de roma, bem

como a morfometria dos tecidos hepatico, muscular e adiposo;

v' Analisar a influéncia do 6leo da semente de romad no processo de
inibicdo da oxidacdo tecidual, através da medida de producdo das
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) e da atividade das
enzimas antioxidantes (superoxido dismutase, catalase e glutationa

peroxidase) em tecidos de ratos.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

A amostra de 6leo da semente de roméa (PSO — Pomegranate seed oil)
foi obtida por importacdo direta junto a empresa Green Source Organics
(Boynton Beach, USA). O produto foi obtido por prensagem a frio das sementes
de roma, sendo constituido principalmente de acido a-linolénico conjugado
(acido punicico). Também foram utilizadas amostras de 6leo de linhaca (OL)
obtido por prensagem a frio, fornecidas pela empresa Vital Atman (Uchoa,
Brasil), para que se pudesse comparar o efeito do PSO com outro 6éleo cujo
acido graxo majoritario € o analogo nao conjugado do acido punicico (PA), o

acido a-linolénico (LNA).

Assim gque recebidas, as amostras de PSO e OL foram transferidas
para pequenos frascos ambar (com volumes de 20 mL e 50 mL), previamente

higienizados e desengordurados. As amostras foram submetidas a atmosfera
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de nitrogénio, seladas, identificadas e armazenadas em freezer -20°C.
Diariamente um frasco de cada 6leo era descongelado a temperatura ambiente

para serem fornecidos aos animais.

Para avaliar o efeito do PSO e do OL in vivo foram utilizados ratos
(Rattus novergicus, var. albinus) machos da linhagem Wistar, recém-
desmamados, pesando entre 50 e 70 gramas, provenientes do Biotério de
Criacdo e Experimentacdo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF) e
do Instituto de Quimica (IQ) da Universidade de S&o Paulo (USP). Foi oferecida
aos animais uma dieta comercial balanceada (Nuvilab CR-1, descontaminada e
irradiada a 12 KGy), fornecida pelo biotério e cujo laudo esta apresentado em
anexo (Anexo 4). Foi realizada a analise do perfil de acidos graxos presentes
na racao comercial oferecida aos animais por meio de cromatografia gasosa,

conforme descrito no item 3.2.3 deste capitulo.

3.2 Métodos

3.2.1 Ensaio biolégico

Os procedimentos descritos abaixo foram aprovados pela Comissao de
Etica em Uso Animal (CEUA) da FCF da USP, por estarem de acordo com 0s
Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal (COBEA), conforme mostra o certificado em anexo
(Anexo 5).

Foram utilizados 56 ratos, mantidos em gaiolas de plastico (quatro
animais em cada) em uma sala com temperatura controlada e fotoperiodo
(ciclo claro/escuro) de 12 horas, recebendo dieta e agua ad libitum durante
todo o periodo experimental. Os animais foram distribuidos, de acordo com o
peso inicial (de forma que as médias de peso entre os grupos fossem a
mesma), em sete grupos de oito animais cada: grupo controle (recebeu agua);
trés grupos experimentais que receberam OL (fonte de LNA) nas

concentracfes de 1%, 2% e 4%; e trés grupos experimentais que receberam
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PSO (fonte de CLNA) nas concentragbes de 1%, 2% e 4% em relacdo ao

consumo diario de dieta.

ApOs um periodo de aclimatacdo de sete dias, os animais reberam a
suplementacdo com os 6leos experimentais, via intragastrica utilizando-se
seringas descartaveis de 3 mL e agulha de gavagem. Para o calculo do
consumo médio diario de dieta, foi fornecido 300 g de ragdo por gaiola,
diariamente as sobras de racdo foram pesadas para calcular a ingestao diaria e
a partir deste calculo foi estipulada a suplementacéo de acordo com o0 consumo
e a porcentagem de 6leo a ser oferecida. Apés a pesagem, a quantidade de
racdo era completada para 300 g. Semanalmente os animais foram pesados
para calcular o ganho de peso o coeficiente de eficacia alimentar (CEA) foi
obtido de acordo com a seguinte relacdo: Ganho de peso do animal (g) +
Consumo de ragéo (g).

No 30° dia de suplementacdo, os animais foram avaliados quanto ao
teste oral de tolerancia a glicose (TOTG). ApOs jejum de oito horas, uma
amostra de sangue foi retirada da veia caudal de cada rato (tempo 0), que na
sequéncia recebeu, via gavagem, uma solucdo de dextrose (Atlética, pureza de
99,5%) na concentracdo de dois gramas de dextrose por quilograma de peso
(FREIRE et al., 2008). Para preparar 40 mL de solucdo a 20% foram pesados
8,2 g de dextrose em qsp 40mL de agua millig. As amostras de sangue foram
coletadas nos tempos de 30, 60, 90 e 120 minutos. A dosagem glicémica foi

realizada utilizando-se o glicosimetro Accu-Chek Performa (Roche®).

Apés 40 dias de tratamento, os animais foram anestesiados com
injecdo intraperitonial de uma mistura de cetamina (90 mg/kg) e xilazina (10
mg/kg), dose recomendada pelo Biotério de Criacdo e Experimentacao da FCF
/ 1Q da USP, e eutanasiados. Foi coletada amostra de sangue pela artéria aorta
abdominal, centrifugada a 3.500 rpm por 15 minutos a 4°C e o soro obtido foi
armazenado a —80°C até o momento das andlises. O figado foi perfundido
através da injecéo de solucdo de NaCl 0,9% pela veia porta e apds a perfuséo
o tecido hepatico foi coletado, bem como o cérebro, coracdo e rim, e foram
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados a —80°C até o
momento das andlises. O musculo gastrocnémio e os tecidos adiposos

(retroperitoneal e epididimal) também foram coletados, pesados e em seguida

70



Capitulo 111

congelados em nitrogénio liquido e armazenados a —80°C até o momento das

andlises.

3.2.2 Parametros bioquimicos no soro

As andlises de lipidograma no soro, constituidas das medidas de
triglicerideos (TG), colesterol total (CT) e lipoproteina de alta densidade (HDL-
C); assim como a analise de glicose (G) e das enzimas marcadoras de dano
hepético, aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT),
foram avaliadas por meio de Kits laboratoriais (Labtest®, Lagoa Santa, Brasil).
Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos em

média + desvio-padrao.

3.2.3 Perfil de acidos graxos nos tecidos

Os lipideos dos tecidos foram extraidos segundo o método descrito por
Folch, Lee e Stanley (1957), onde foram pesados cerca de um grama de
amostra a qual foram adicionados 5 mL de metanol e homogeneizados por um
minuto. Em seguida, foram adicionados 10 mL de cloroférmio e
homogeneizados por mais 2 minutos. A mistura obtida foi filtrada a vacuo e
coletada em kitassato. O residuo contido no filtro foi entdo homogeneizado
novamente com 15 mL da solucéo cloroférmio : metanol (2:1) por 3 minutos e
novamente filtrado. Em seguida, o residuo contido no filtro foi lavado com 10
mL de cloroférmio e 5 mL de metanol. O filtrado contido no kitassato foi entdo
transferido para uma proveta e o volume foi medido para acréscimo de 1/4 de
cloreto de potassio (KCI 0,88%). A mistura foi agitada manualmente e a fase
superior foi aspirada. O volume residual foi aferido para adicionar 1/4 da
solucdo metanol : dgua (1:1). ApOs agitacdo, a fase superior foi aspirada e a
solucéo restante foi filtrada em sulfato de sodio. O solvente foi evaporado em

rotaevaporador sob vacuo a 35°C. A fracéo lipidica foi entdo ressuspendida em
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2 mL de cloroférmio e transferido para tubos de esterificacdo e o solvente foi

evaporado com nitrogénio gasoso.

Os acidos graxos foram transformados em ésteres metilicos de acordo
com o método de esterificacdo alcalina [utilizando métoxido de sédio (NaOCHy)
em metanol] proposto por Christie, Sébédio e Juanéda (2001) e foram entdo
injetados no cromatégrafo gasoso [CG - marca Shimadzu, modelo 2010, com
detector de ionizagdo de chama e coluna de silica fundida (100 m e 0,25 mm
de diametro interno / SP-2560)] seguindo a programacao descrita por Baublits
et al. (2007). Essas metodologias de esterificacdo e programacao para CG
foram selecionadas a partir dos resultados obtidos nos ensaios com os OL e
PSO, utilizando duas metodologias de esterificagcdo (mista e alcalina) e trés
diferentes programacgoes, conforme apresentadas no capitulo II. A identificacao
dos acidos graxos foi realizada com base na comparagdo com 0s tempos de
retencao relativos a mistura de padroes de metil-ésteres C4:0 a C24:0 (Sigma
18919), PUFA-2 (Sigma 47015-U) e de CLAs (Sigma 05632 e 16413). Os
cromatogramas referentes aos padrbées de CLAs podem ser observados no
Anexo 6. Os resultados foram expressos como meédia + desvio padrao das

porcentagens dos acidos graxos presentes.

3.2.4 Morfometria dos tecidos hepatico, muscular e adiposo

Um pequeno fragmento do tecido hepatico e 0 musculo gastrocnémio
de quatro animais de cada grupo foram coletados e imediatamente fixados em
formalina (4%). Secdes de (5 pm) foram preparadas e entdo, coradas com

hematoxilina-eosina (HE) para observacfes fotomicroscépicas.

As fibras musculares foram analisadas pela quantificacdo da area e do
didmetro de 100 fibras, obtidas aleatoriamente no tecido muscular de cada
animal. A obtencédo das imagens foi realizada pela camera Cool SNAP-Procf
(Média Cybernetics Inc) acoplada a microscopio Nikon Eclipse-E800. As
medidas foram feitas em aumento de 400 vezes (objetiva de 40x), com auxilio
de sistema computadorizado de imagens Image-Pro Plus, versdo 4.5 (Média

Cybernetics Inc). Foram calculados a area e o diametro médios por animal e a
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partir destes valores, as médias e os desvios padréo finais, considerados como
representativos de cada grupo.

Também foi coletado um pequeno fragmento do tecido adiposo
epididimal de quatro animais de cada grupo e os adipdcitos isolados mediante
a técnica de digestao do tecido pela colagenase, descrita por Rodbell (1964),
com algumas modificagdes (LIMA et al., 1998). O coxin adiposo foi picado com
tesoura em finos fragmentos e incubados em tampéo digestivo (DMEM, HEPES
20 mM, BSA 4%, colagenase Il — Sigma® - 1,0 mg/mL, pH 7,45) por cerca de 30
minutos a 37°C em banho maria com agitacao orbital (150 rpm). Em seguida, a
amostra foi filtrada em peneira plastica com malha fina (que retém restos
teciduais e vasos nao digeridos) e lavada por trés vezes com 25 mL de tampé&o
(tampéo EHB - sais de EARLE, HEPES 20 mM, BSA 1%, piruvato de sodio 1
mM, sem glicose, pH 7,45) mantido a 37°C. Para a analise morfométrica,
aliuotas de suspensdo celular foram avaliadas em microscopio Optico
(aumento de 100x) com ocular graduada para medicdo de diametro celular. Em
cada preparacédo, admitindo-se que o adipdcito isolado é esférico, foi medido o
diametro de 100 células, com auxilio de sistema computadorizado de imagens
Motic Images-Plus, verséo 2.0. Foi calculado o diametro (um) celular médio por
animal e a partir destes valores, as médias e o0s desvios padrao finais,

considerados como representativos de cada grupo.

3.2.5 Homogeneizados dos tecidos e quantificacdo das proteinas

O tecido hepatico dos animais foram pesados e homogeneizados, em
homogeneizador tipo ultra-turrax (modelo T10 basic, marca IKA), com um
volume de tampéo fosfato de potassio 0,1 M pH 7,0 igual a trés vezes o valor
absoluto da massa da amostra pesada. Enquanto o musculo, cérebro e rim
foram homogeneizados com um volume de tampdo quatro vezes o valor
absoluto da massa e o coracdo, com um volume de apenas duas vezes. Os
homogeneizados foram centrifugados a 3.500 rpm por 20 minutos a
temperatura de 4°C, a maior parte do sobrenadante foi empregado na

avaliacdo da lipoperoxidacdo. Um volume de 1 mL do sobrenadante foi
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novamente centrifugado a 13.000 rpm por 15 minutos a 4°C e o novo
sobrenadante gerado foi empregado na determinacdo da atividade das
enzimas antioxidantes. Os homogeneizados obtidos foram mantidos em
microtubos eppendorf, imediatamente congelados em nitrogénio liquido e

armazenados a —80°C até o momento das analises.

A determinacdo do conteudo de proteinas presente nos
homogeneizados dos tecidos foi realizada em triplicata, segundo o método de
Bradford (1985), obtendo-se as leituras no comprimento de onda de 595 nm em
espectrofotémetro  (SPECTRONIC® 20 GENESYS™, Rochester, USA). A
guantidade de proteina das amostras foi calculada a partir da curva-padrao

utilizando albumina de soro bovino (Sigma A4503).

3.2.6 Peroxidacao lipidica

A determinacdo da peroxidacdo lipidica nos tecidos foi realizada
através da medida das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS),
utilizando-se o meétodo descrito por Ohkawa, Ohishi e Yagi (1979) com
pequenas adaptacdes. Foi tomado 200 puL do soro ou dos homogeneizados
dos tecidos e adicionados 350 pL da solucédo de acido acético (20% / pH 3,5) e
600 pL de TBA (0,8% dissolvido em acido acético - 20% / pH 3,5). A mistura foi
aquecida em banho maria a 85°C por uma hora. Apés resfriamento, foi
acrescentado 50 pL de dodecil sulfato de sédio a 8,1% e agitados em vortex.
Em seguida, o material foi centrifugado a 11.000 rpm por 15 minutos, a camada
superior foi removida e sua absorbancia medida a 532 nm em
espectrofotbmetro (SPECTRONIC® 20 GENESYS™, Rochester, USA). Para
obtencdo dos calculos foi feita uma curva padrdo com 1,1'3,3'-
Tetraetoxipropano (TEP - 10x10°mol/L) e os resultados foram expressos em

nmol de TBARS por mg de proteina.
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3.2.7 Atividade das enzimas antioxidantes

Superoxido Dismutase (SOD): a atividade da SOD foi avaliada de

acordo com a metodologia de McCord e Fridovich (1969), que verifica a
producdo dos anios peroxidos produzidos pela xantina oxidase em presenca da
xantina. O anion superoxido reduz o citocromo C e esta reducao € medida pelo
aumento da densidade 6tica a 550 nm numa temperatura a 25°C. O volume de
xantina oxidase a ser utilizado na reacdo é determinado em um branco, na
auséncia da SOD, desta maneira obtendo-se uma variagcdo na absorbancia a
550 nm entre 0,0250 a 0,0300 por minuto. O meio de reagao foi composto por
citocromo C 100 uM, xantina 500 uM, EDTA (&cido etilenodiamino tetra-
acético) 1 mM e cianeto de potassio 200 uM em tampao fosfato de potassio
0,05 M pH 7,8. Em cubetas de quartzo, foram adicionados 1 mL do meio, a
xantina oxidase (volume encontrado no branco) e 15 uL da fracdo citosolica de
cada tecido (homogeneizados). A medicao foi feita em duplicata. Os resultados
foram expressos em unidades por miligrama de proteina (U/mg). Entende-se
por uma unidade (U) a atividade da enzima que promove 50% de inibicdo da

reacao da xantina a 25°C em pH 7,8.

Catalase (CAT): a CAT propicia a oxidacdo do peréxido de hidrogénio

(H20,) a H,0 e O,. A metodologia empregada foi descrita por Beutler (1975),
guantificando a velocidade de decomposicdo do H,O; pela enzima mediante o
decréscimo da densidade oOtica a 230 nm (coeficiente de extensdo molar
0,0071 nMt.cm™) a 37°C. O meio de reacéo é composto por H,O, 10 mM (10
uL de peridrol 30% em 10 mL de H,O millig) e tampao Tris HCI 1 M EDTA 5
mM pH 8,0. Para a reacao, foram adicionados 20 uL do homogeneizado a 980
uL do meio, incubados a 37°C e realizadas leituras das absorbancias a cada
um minuto durante seis minutos. Os resultados foram expressos em U/mg de
proteina. Uma unidade (U) da catalase corresponde a atividade da enzima que

realiza a hidrdlise de 1 pmol de H,O, por minuto a 37°C em pH 8,0.
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Glutationa Peroxidase (GPx): a atividade da GPx foi determinada de

acordo com a metodologia descrita por Sies (1979). Este método fundamenta-
se na medicao do decaimento da densidade 6ptica, a 340 nm, promovido pela
oxidagdo do NADPH (nicotinamida adenina dinuclettido fosfato) a 30°C
(coeficiente de extingdo molar igual a 6,22 nM™*.cm™) durante a reducdo da
glutationa oxidada (GSSG) catalisada pela glutationa redutase (GR). O meio de
reacao contém glutationa reduzida (GSH) 1 mM, GR 0,1 U/mL, NADPH 20 mM,
EDTA 5 mM pH 7,0 e tampao fosfato de potassio 0,1 M pH 7,0. Foi tomado 1
mL deste meio, acrescentou-se 10 uL de cada amostra (em duplicata) e 10 uL
de perodxido de terc-butila 0,5 mM. A solucédo foi incubada a 30°C e as leituras
realizadas a cada minuto num periodo de seis minutos. Os resultados foram
expressos em U/mg de proteina. Uma unidade (U) da enzima foi definida como
atividade da enzima que oxida 1 puMol de NADPH por minuto a 30°C em pH
7,0.

3.2.8 Analise estatistica

Andlise Estatistica Univariada: para comparacao entre grupos controle,

suplementados com OL (grupo LNA) e suplementados com PSO (grupo
CLNA), inicialmente a homogeneidade de variancias, para variavel de resposta,
foi checada pelo teste de Hartley / Levene. Em seguinda, a analise de variancia
(ANOVA) unifatorial foi aplicada para verificacdo de diferencas entre grupos e o
teste de Fisher de minima diferenca significativa foi utilizado para verificar
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre as médias. Quando os
dados ndo se mostraram homocedasticos, o teste de Welch seguido do teste
de comparacao multipla de Kruskal-Wallis foram aplicados no intuito de avaliar
diferencas estatisticas entre as médias de cada grupo. Valores de
probabilidade (p-valor) abaixo de 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. Todas as variaveis de respostas também foram avaliadas
utilizando a analise de correlacéo linear de Pearson (r) e o valor-p para cada
coeficiente foi fornecido. Os resultados foram expressos como média + desvio

padréo.
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Analise Estatistica Multivariada: Com o intuito de verificar associacdes

entre as caracteristicas do perfil lipidico e glicose séricos e o estado
antioxidante dos ratos incluidos nos grupos controle, LNA e CLNA, a Anélise
por Componentes Principais (ACP) e a Analise Hierarquica de Agrupamentos
(AHA) foram aplicadas aos dados previamente auto-escalados, de acordo com
0s métodos preconizados por Correia e Ferreira (2007) e Souza e Poppi
(2012). Neste estudo, a ACP e a AHA foram utilizadas, também, para visualizar
melhor os resultados obtidos experimentalmente, uma vez que h& muitas
variaveis de resposta envolvidas no processo de avaliacdo de funcionalidade
dos d6leos de linhaca e da semente de roma.

A ACP visa reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados original,
preservando a maior quantidade de informacéo (variancia) possivel. A ACP foi
usada para separar 0os grupos de ratos tratados com OL (n=3) e PSO (n=3),
além de um controle do experimento, de acordo com os resultados meédios de
cada grupo para cada variavel de resposta (n=26). A anéalise se baseou em
correlacdes lineares e as variancias foram computadas como SS / (n-1).
Autovalores acima de 1,0 foram usados para explicar a projecao dos individuos
no fator-plano (PC1 x PC2).

A AHA foi utilizada para enfatizar a formacdo de grupos com
caracteristicas semelhantes, de acordo com variaveis de resposta pré-
selecionadas. Os resultados sdo dispostos em um espaco bidimensional
(dendrograma) e amostras (grupos controle, LNA e CLNA) sédo dispostas de
uma maneira mais simples para interpretacéo de todos os resultados utilizados.
A AHA foi aplicada usando o método de aglomeramento de Ward e distancias
Euclidianas foram usadas como métrica para a geracdo de um dendrograma

para os grupos-teste.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Consumo de ragéo, ganho de peso e peso dos tecidos

Na Tabela lll.1 esta apresentada a composicdo de acidos graxos
presente na racdo comercial consumida pelos animais durante todo o periodo
experimental, onde pode se observar que os acidos linoléico (51,7%) e oléico
(27,2%) sao os majoritarios.

A Figura 1ll.1 mostra a evolugdo do peso dos animais por semana
durante os 40 dias de experimento e os resultados de ingestdo alimentar,
ganho de peso corpéreo e CEA estédo apresentados na Tabela I11.2.

Tabela IIl.1. Perfil de acidos graxos (AGs) presentes na racdo comercial
(Nuvilab CR-1) oferecida aos animais.

AGs Nome %

C 16:0 Acido palmitico 12,8+ 0,0
C 18:0 Acido estearico 2,8+0,1
C 18:1c (w-9) Acido oléico 27,2+0,0
C 18:2¢c (w-6) Acido linoléico 51,7 +0,1
C 18:3 (w-6) Acido y-linolénico 0,4+0,0
C 18:3 (w-3) Acido a-linolénico 4,0+£0,0
C 20:3 (w-3) Acido eicosatriendico (11,14,17) 0,4+0,0
C 24:0 Acido lignocérico 0,2+0,0
C 22:6 (w-3) Acido docosahexaendico (4,7,10,13,16,19) 0,4+0,1

Resultados expressos em média + desvio padrao (n=4).
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Figura lll.1. Ganho de peso semanal dos animais suplementados com os 6leos

de linhacga (grupo LNA) e da semente de roma (grupo CLNA) durante 40 dias.

Tabela Ill.2. Ingestdo alimentar total, ganho de peso corpéreo e coeficiente de
eficacia alimentar (CEA) de ratos suplementados com os 6leos de linhaca
(grupo LNA) e da semente de roma (grupo CLNA) durante 40 dias.

Ingestdo alimentar

Ganho de peso

Grupos total (g) corpéreo (9) CEA
CONTROLE 1023 + 40° 211 + 13 0,21
LNA 1% 968 + 46 212 + 14 0,22
LNA 2% 971+ 7%° 209 + 23 0,22
LNA 4% 884 + 2° 205 + 22 0,23
CLNA 1% 1035 + 26° 209 + 17 0,20
CLNA 2% 1000+73% 210 + 16 0,21
CLNA 4% 926+ 11°° 213 + 23 0,23

Resultados expressos em média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna

diferem estatisticamente entre si (p=0,04).
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A suplementacdo com OL e PSO reduziu significativamente a ingestao
alimentar total nos grupos suplementados com a dose de 4%, mas né&o existiu
diferenca significativa entre os grupos para o ganho de peso total dos animais.
Este resultado pode ser explicado pela quantidade de calorias consumida pelos
animais que, somando as calorias provenientes do consumo da racdo
comercial oferecida ad libitum (laudo em anexo) com as calorias da quantidade
de Oleo oferecida, ndo foram observadas diferencas entre os grupos como
pode ser visto na Figura 111.2(b).
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Figura 1ll.2. (a) Consumo médio diario (p<0,01) dos 6leos de linhaca (grupo
LNA) e da semente de roma (grupo CLNA) e (b) consumo total de calorias
durante 40 dias.

Os resultados dos pesos do muasculo gastrocnémio, tecido adiposo
retroperitonial e tecido adiposo epididimal estdo apresentados na forma de
porcentagem em relacdo ao peso corpéreo total dos animais, e mostram que a
suplementacao tanto com OL como com PSO, em todas as concentracfes

utilizadas, ndo afetam estatisticamente o peso desses tecidos (Figura I11.3).
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Figura 111.3. (a) Porcentagem dos pesos do musculo gastrocnémio, (b) tecido
adiposo retroperitonial e (c) tecido adiposo epididimal em relacdo ao peso
corporeo total (% p/p) dos animais suplementados com os o6leos de linhaca
(grupo LNA) e da semente de roma (grupo CLNA) durante 40 dias.

Os é&cidos graxos conjugados sao comumente divulgados como
potentes redutores do tecido adiposo, além de aumentar a massa magra
corpérea (McFARLIN et al., 2009; YUAN et al., 2009 KOBA; BELURY;
SUGANO, 2007; KOBA et al., 2007; ARAO et al., 2004%) e, portanto, diversos
trabalhos foram realizados visando a alteracdo do peso corpéreo dos animais
gue consumiram CLNAs. Entretanto, os estudos relatam resultados
controversos sobre o papel dos CLNAs no ganho de peso e composicdo
corporal. Koba et al. (2002) avaliaram como CLNAs afetaram a gordura

corporal em ratos e concluiram que a alimentacdo com CLNAs resultou em
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reducédo no peso do tecido adiposo. Em contraste, a suplementacdo com 1%
de CLNAs (PA e/ou a-ESA= &acido a-eleostearico C18:3-9¢,11t,13t) por seis
semanas ndo afetou significativamente a ingestéo de alimentos, pesos corporal
e de tecidos em camundongos (YUAN et al., 2009%). Yamasaki et al. (2006)
relataram que o peso corporal e o tecido adiposo ndo foram afetados em
camundongos alimentadas com dietas experimentais contendo 0,12 e 1,2% de
PSO, rico em PA por trés semanas. Arao et al. (2004% mostrou que o consumo
de uma dieta suplementada com 6leo de cartamo 9% e 1% PSO por duas
semanas, ndo afetou o peso do tecido adiposo abdominal branco em ratos
Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty (OLETF- Ratos hiperglicémicos
espontaneamente de longo prazo com complicacBes diabéticas). No entanto,
Koba et al. (2002) mostrou que CLNAs reduziu o peso do tecido adiposo
perirenal em maior medida quando comparado com o LA, LNA e CLA em ratos.
O mesmo grupo demonstrou que a suplementacdo com PSO diminuiu 0 peso
do tecido adiposo perirenal em camundongos de maneira dependente da dose
apos quatro semanas de alimentacao (KOBA et al., 2007).

Em contrapartida, Nemer (2009) relatou que camundongos alimentados
com 2% de PA apresentaram maior ganho de peso corpéreo e maior
coeficiente de eficiéncia alimentar quando comparados aos animais
alimentados com 1% de PA e com a dieta controle durante 16 semanas. Além
disso, os animais alimentados com 1% e 2% de PA apresentaram menor
massa muscular (quadricepes) quando comparado ao grupo controle, mas nao

foi observada diferenca para o peso do tecido adiposo epididimal.

4.2 Parametros bioquimicos do soro

4.2.1 Teste oral de tolerancia a glicose e glicemia de jejum

Uma vez que os estudos relatam que os acidos linoléico conjugados
(CLAs) agem como moduladores da homeostasia da glicose e que os CLNAs

sao metabolizados a CLAs, podendo, portanto exercer os mesmos efeitos no

82



Capitulo 111

organismo (HONTECILLAS et al., 2009; McFARLIN et al., 2009; NEMER, 2009;
HONTECILLAS et al., 2008), foi realizado o teste oral de tolerancia a glicose
(TOTG) bem como a glicemia de jejum nos animais estudados. Os resultados
mostraram que a suplementagcdo com OL e PSO n&o alterarou o metabolismo
da glicose nos animais, conforme pode ser observado na Figura 111.4.
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Figura lll.4. (a) Teste Oral de Tolerancia a Glicose e (b) Glicemia de jejum dos
animais suplementados com os 6leos de linhaca (grupo LNA) e da semente de
roma (grupo CLNA) durante 40 dias.

Nossos achados estdo de acordo com as observacdes de Koba et al.
(2007), cuja suplementacdo com PSO nao alterou os niveis de glicose e
insulina em camundongos apds quatro semanas de tratamento. Dhar et al.
(2006) relataram que a suplementacdo com CLNAs ndo melhorou a glicemia
em ratos com diabetes mellitus induzido por alloxan. McFarlin et al. (2009)
mostraram que a suplementacdo com PSO (média de 1,72 mg/g de peso por
dia) durante 14 semanas ndo alterou os niveis de glicose em jejum dos
animais; porém, melhorou a sensibilidade a insulina dos camundongos. Ja
Hontencillas et al. (2008) mostraram em camundongos que a suplementacao
com acido catalpico (1% em relacdo a dieta), um outro isdbmero do CLNA
(C18:3-9t11t13c), durante 28 dias melhorou a concentracdo de glicose em
jejum e a habilidade para normalizar a concentracédo de glicose plasmatica, de
acordo com o teste de tolerancia a glicose. Entretanto, os autores assumem um

conflito de interesse uma vez que os resultados foram usados como arquivo
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para aplicacdo de patente. Nemer (2009) também relata melhora na
sensibilidade a insulina pela suplementacdo de camundongos com 1% de PA.
Entretanto, ndo foram observados efeitos nas concentracbes séricas de
insulina e glicose, nem na sensibilidade a insulina, de humanos suplementados
durante 28 dias com sementes de Trichosanthes kirilowii Maxim, ricas em PA
(YUAN et al., 2009°). Mais recentemente, Vroegrijk et al. (2011) mostraram que
uma dieta contendo 1% de PSO durante 12 semanas nao alterou a
concentracdo de glicose e insulina de camundongos alimentados com uma
dieta hiperlipidica. Entretanto, os autores concluiram também que a
suplementagdo com PSO melhora a resisténcia a insulina e a obesidade
induzida pela dieta, mostrando evidéncias de que o PSO aumenta a
capacidade oxidativa de carboidratos e, portanto, melhora a sensibilidade a
insulina periférica sob condi¢des de dieta hiperlipidica em camundongos.

4.2.2 Lipidograma e transaminases no soro

Ndo existiram diferencas estatisticamente significantes nas
concentracbes séricas de TG e HDL-C entre os grupos e nem nas
concentracbes de CT nos animais suplementados com PSO em relacdo ao
controle. Entretanto, foi observada uma reducdo do CT para os animais
suplementados com OL 2% e 4% em relacdo ao controle (Figura 111.5). Este
resultado esta de acordo com a literatura, que ja& vem mostrando o efeito
hipocolesterolemiante do 6leo de linhaca devido a sua composi¢ao em w-3
(AKPOLAT et al.,, 2011; TZANG et al.,, 2009). Yang et al. (2005) também
mostraram que o LNA mas nao seus isdmeros conjugados (PA e a-ESA) é
hipocolesterolemiante em hamsters. De acordo com Lam et al. (2008), este
efeito € explicado, pelo menos em parte, pela inibicdo mais eficiente do LNA na
atividade da acil-CoA colesterol acil transferase (ACAT) intestinal de hamsters.
A esterificacdo do colesterol no intestino é catalisada pela ACAT, portanto, esta

enzima € um componente limitante na absorcao do colesterol.
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Figura Ill.5. Parametros bioquimicos plasmaticos: (a) triglicerideos (p=0,04),
(b) colesterol total (p<0,01) e (c) HDL-colesterol (p=0,01), dos animais
suplementados com os 6leos de linhaca (grupo LNA) e da semente de roma
(grupo CLNA) durante 40 dias.

Alguns estudos verificaram que a suplementacdo com CLNAs diminui
significativamente o CT no soro (DHAR et al., 2006; KOBA et al., 2002), ApoB-
100 (ARAO et al., 2004") e TG hepatico (ARAO et al., 2004?"). No entanto, 0s
resultados por nés obtidos (Figura 1lIl.5) ndo demonstram efeitos em reduzir
tanto os TG como o CT no soro dos animais suplementados com PSO. Estes
resultados estdo em concordancia com outros trabalhos que foram realizados
com o objetivo de avaliar estes indicadores do metabolismo lipidico. Yang et al.

(2005) observaram no figado de hamsters que a suplementacédo de 12,2 g/kg
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de PA por 42 dias nao afetou os niveis séricos de TG, CT, HDL-C e ndo HDL-
C, mas apresentaram efeitos significativos na redugdo do CT. Por outro lado,
Yamasaki et al. (2006) relataram um aumento significativo de TG e fosfolipidios
séricos, mas ndo no CT em ratos alimentados com 0,12% e 1,2% PSO. Koba
et al. (2007) ndo encontraram efeito significativo do PA nos lipideos séricos em
camundongos, mas os niveis de TG no figado foram significativamente
menores quando comparados ao grupo controle. Esta observacdo esta de
acordo com os resultados de Yuan et al. (2009"), que também néo observaram
diferencas significativas nos niveis de TG, CT, HDL-C e LDL-C no plasma de
camundongos alimentados com a dieta controle ou alimentados com a-ESA ou
PA por seis semanas, mas os niveis de TG no figado foram significativamente
menores em relacdo ao grupo controle. JA& Miranda et al. (2009) né&o
encontraram qualquer diferenca nos niveis de CT e TG tanto no soro como no
figado de ratos suplementados por sete semanas com uma dieta hiperlipidica,
contendo 0,5% de 6leo da semente de jacaranda (rico em CLNA C18:3-
8c10tl2c).

Existem poucos dados sobre o efeito de CLNAs no perfil lipidico em
seres humanos. Mirmiran et al. (2010) concluiram em seu estudo que o
consumo de PSO por individuos hiperlipidémicos durante quatro semanas néo
alterou o CT e o LDL-C, mas reduziu TG e a razdo TG : HDL-C. Estudos
adicionais com maior niamero de amostras e maior tempo de duracdo sao

necessarios para confirmar os efeitos do PSO e seus mecanismos associados.

Na Figura 111.6, pode-se observar que nao houve diferenca significativa
para os valores de AST e ALT entre os grupos estudados, indicando que a

suplementacdo com PSO néo provocou dano hepatico.
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Figura llIl.6. Parametros  bioquimicos plasmaticos: (a) alanina

aminotransferase e (b) aspartato aminotransferase, dos animais
suplementados com os 6leos de linhaca (grupo LNA) e da semente de roma
(grupo CLNA) durante 40 dias.

4.3 Lipideos totais e perfil de acidos graxos nos tecidos

Os lipideos dos tecidos obtidos dos animais suplementados com OL e
PSO foram extraidos a fim de analisar o perfil de acidos graxos dos mesmos.
Com isto, foi possivel avaliar o conteudo de lipideos totais de cada tecido,
conforme observado na Tabela 111.3. A suplementacdo com PSO resultou em
aumento no conteudo lipidico dos tecidos hepatico, cerebral e renal, mas nao
foram observadas alteragcbes significativas nos tecidos musculares

(gastrocnémio e coracao) e adiposos.
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Tabela 111.3. Contetdo de lipideos totais em tecidos de ratos suplementados
com os Oleos de linhaga (grupo LNA) e da semente de roma (grupo CLNA)
durante 40 dias.

Lipideos Totais (%)

Grupos Figado Cérebro Musculo Coracéao Rim TAR TAE

Controle | 29+017° 46+068" 14+010 24+056 23+011° 74+17,3 78+6,4*F
LNA 1% |3,3+0,16° 51+0,39 15+0,12 25+057 29+032" 76+98 83+10,8"
LNA2% |35+093° 58+111° 16+034 26+032 3,0+0,23° 75+70 71+6,13%
LNA 4% | 43+0,74° 6,1+043™ 14+018 26+0,79 32+0,38 75+107 67+10,1°
CLNA 1% | 4,3+0,01% 7,0+ 0,86° 154027 25+0,10 3,3+0,068° 71+6,7 91+94°

CLNA 2% | 40+0,61* 65+1,12° 13+025 27+027 44+054° 69+151 71+121"

CLNA 4% | 4,4+1,52° 6,6 + 0,16% 1,3+0,33 3,1+0,34 4,9+1,11* 67 +9,0 87 +9,5°

P-valor <0,01 0,01 0,59 0,52 <0,01 0,88 0,01

TAR = Tecido adiposo retroperitonial; TAE = Tecido adiposo epididimal. Resultados expressos
em média + desvio padrdo (n=8 para figado; n=4 para os outros tecidos). Letras diferentes em
uma mesma coluna diferem estatisticamente entre si (p<0,05).

Embora os trabalhos com CLAs relatem varios efeitos benéficos a
saude, também existem investigacbes sobre a possibilidade de efeitos
adversos do consumo de CLAs, particularmente com relacdo ao acumulo de
lipideos no figado que podem levar a esteatose hepatica (VYAS;
KADEGOWDA; ERDMAN, 2012; ANDREOLI et al., 2009). Entretanto, Santos-
Zago et al. (2011) mostraram que os teores de lipideos no figado de ratos
suplementados com CLAs nao diferiram do grupo controle, mas pode ser
observado que existiu um aumento de glébulos de gordura no figado dos
animais suplementados com CLAs, conforme mostrou a histopatologia desse
tecido, embora isto ndo tenha alterado o padrdo histolégico das organelas

celulares.

As Tabelas 1l1.4, 111.5, 1I1.6, 1.7, 111.8, 111.9 e 111.10 mostram o percentual
de &cidos graxos encontrados nos lipideos dos tecidos hepatico, cerebral,
muscular, cardiaco, renal e adiposos retroperitonial e epididimal,

respectivamente.
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Tabela Ill.4. Perfil de acidos graxos (AGs) no tecido hepatico de ratos suplementados com
semente de roma (grupo CLNA) durante 40 dias.

Capitulo 111

os Oleos de linhaca (grupo LNA) e da

AGs CONTROLE LNA 1% LNA 2% LNA 4% CLNA 1% CLNA 2% CLNA 4%
C 16:0 17,3 + 06 *| 167 + 08 ® 166 =+ 05 * 153 =+ 0,7 175 + 12 * 175 + 15 16,0 + 1,1 ™
C 18:0 19,1 + 1,0 198 + 1,3 205 + 0,6 20,4 + 1,7 19,2 + 0,8 186 + 1,9 189 + 1.8
Ci8lcw9 (82 +09 *| 75 +#05*® 73 +04*® 68 =+ 08 72 + 16 ® 87 £ 12 61 + 09 °
C18:2cw-6 (21,8 + 0,8 *| 222 + 14 *® 224 + 09 ® 248 + 19 215 + 16 * 225 + 33 21,2 + 28 "™
C183cw-3 [ 07 +01?%*| 1,8 +#03° 27 +05° 46 =+ 07 08 +01°% 10 # 03 07 + 02°
CLA 9c11t 1,4 + 022 32 + 08 46 + 11 °
CLA 10c12c 07 +01°% 12 # 02 18 + 03 °
C20:4w-6 [281 + 08 *| 248 + 13" 228 +08"° 191 =+ 2.2 262 + 20 224 + 22 249 + 24
C 24:0 11 +02?* 17 +£02° 27 +04
NI 14 +02?* 16 +01°* 23 03 08 +02° 07 02 07 + 02°
C 22:6 w-3 46 + 0,6 49 + 08 45 + 07 41 + 05 47 + 09 50 + 09 51 + 0,8
Resultados expressos em média + desvio padrdo (n=8) das porcentagens de acidos graxos; letras diferentes na mesma linha diferem

estatisticamente entre si, p<0,05. NI = ndo identificado.
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Tabela 1l1.5. Perfil de acidos graxos (AGs) no tecido cerebral de ratos suplementados com os 6leos de linhaca (grupo LNA) e da
semente de roma (grupo CLNA) durante 40 dias.

AGs CONTROLE LNA 1% LNA 2% LNA 4% CLNA 1% CLNA 2% CLNA 4%
C 16:0 236 + 06 235 + 04 223 + 1,4 21,8 + 0,6 21,9 + 06 219 + 16 221 + 05
C 18:0 21,0 + 08 215 + 02 21,3 + 04 21,1 + 02 209 + 1,2 21,1 + 07 21,6 + 06
C181lcw-9 | 203 + 14 195 + 04 21,6 + 32 225 + 11 229 + 51 21,9 + 41 20,8 + 12
C 18:2cw-6 14 + 04 ®| 11 +01° 14 *03%*® 14 + 02 ®|22 + 06 " 16 +04 ® 12 +02°
C 18:3cw-3 15 + 06 11 + 01 1,9 + 05 1,9 + 05 1,4 + 02 1,6 + 03 21 + 06
C 20:4 w-6 11,2 + 1.2 11,5 + 04 109 + 1,6 105 + 0,8 103 + 15 104 + 1,4 114 + 1,4
C 22:4 w-6 40 + 07 40 + 05 36 * 07 42 + 03 43 + 0,2 43 + 07 38 + 02
NI 18 +#02 *®| 12 +02 "™ 11 £#03°%“ 07 * 02 |18 + 03 * 1,7 +05* 19 + 032
C 22:6 w-3 154 + 07 16,7 + 0,2 16,1 + 0,9 158 + 04 143 + 1,6 155 * 1,0 151 + 0,6

Resultados expressos em média + desvio padrdo (n=4) das porcentagens de acidos graxos; letras diferentes na mesma linha diferem
estatisticamente entre si, p<0,05. NI = ndo identificado.
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Tabela IIl.6. Perfil de acidos graxos (AGs) no musculo gastrocnémio de ratos suplementados com os 6leos de linhaca (grupo LNA)
e da semente de roma (grupo CLNA) durante 40 dias.

AGs CONTROLE LNA 1% LNA 2% LNA 4% CLNA 1% CLNA 2% CLNA 4%
C 16:0 21,0 + 06 201 + 07 203 + 08 206 * 1,0 233 + 272 231 + 2,0 23,0 + 28
C 18:0 146 + 24 150 + 08 151 + 1,8 175 + 1,7 157 + 1,8 16,0 + 2,2 16,9 + 2,6
Ci18lcw-9 |[11,2 + 46 103 + 0,2 97 + 17 88 + 15 12,1 + 55 11,1 + 53 10,0 + 3,1
C182cw-6 |267 + 14 276 + 13 268 + 15 250 * 09 263 + 3,6 26,1 + 1,7 259 + 24
C 18:3cw-3 10 + 03 *| 24 +02°" 37 +07 ™ 44 +12°|09 + 04 * 10 +03?* 09 +02°?
CLA 9c11t 1,3 + 04 * 23 +06 *® 34 + 11 °
CLA 10c12c 07 + 04 * 11 +# 03 *® 16 * 04 °
C20:4w-6 |[152 + 22 11,5 + 03 109 + 1,1 97 + 11 10,0 + 6,8 11,6 + 31 112 + 21
C 22:4 w-6 22 £ 02 *|[37 02" 44 +03 "™ 54 +04°|25 04 ?* 20 £04°% 19 *02°
C 22:6 w-3 81 + 16 *[ 93 + 04 * 90 + 05 % 85 + 05 *| 71 + 18 * 57 23" 52 + 06 °

Resultados expressos em média

+ desvio padrdo (n=4) das porcentagens de &cidos graxos; letras diferentes
estatisticamente entre si, p<0,05. NI = ndo identificado.

na mesma linha diferem
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Tabela II.7. Perfil de acidos graxos (AGs) no tecido cardiaco de ratos suplementados com os 6leos de linhaga (grupo LNA) e da
semente de roma (grupo CLNA) durante 40 dias.

AGs CONTROLE LNA 1% LNA 2% LNA 4% CLNA 1% CLNA 2% CLNA 4%
C16:0 12,2 + 11 12,7 + 1,0 144 + 20 11,9 + 1,7 134 + 2.3 16,6 + 2,6 151 + 1,3
C18:0 205 + 1,8 225 + 24 254 + 20 250 + 4,7 20,2 + 0,8 26,8 + 52 26,3 + 20
C181cw9 | 76 + 18 85 + 11 11,0 + 26 94 + 16 9,0 + 3,0 10,8 + 3,1 90 + 1,3
Ci8lcw-7 | 33 + 02 ® |30 +03°% 31 + 04 * 28 +05® [26 +01*® 28 +03%® 22 +02°
C182cw-6 | 265 + 1,7 @ | 256 + 1,0 ® 251 + 22 ® 252 + 08 ® (249 + 0,7 ® 234 + 12 ™ 219 + 10 °©
C183cw-3 | 07 + 01 ® | 22 +04° 35 + 05 ¢ 52 +12 % (07 +01° 05 +01® 05 * 01 °
CLA 9c1it 1,1 + 01 ® 20 +05° 36 * 04 °
CLA 10t12c 08 + 01?2 1,3 +00° 19 + 02 °©
CLA 10c12c 0,3 + 0,0 03 =+ 00 03 * 00
C204w-6 |[185 + 19 ® |140 +20 * 98 + 36 ° 114 +28° [169 +24* 104 +35° 130 * 25 *
C224w6 |14 01|08 +01° 05 + 01 ° 04 +£00° [11 +00° 07 +01™ 08 +02°
NI 08 #01*|04 01" 02 *# 01" 02 +01° |07 +01* 04 02" 05 + 02 *
NI 14 + 02 *| 26 +£05*® 22 + 10 ® 33 +13° |14 +01* 07 +£03° 08 % 02 °
C226w-3 |71 + 08 76 + 20 49 + 37 52 + 2,6 70 + 18 31 + 24 42 + 13

Resultados expressos em média + desvio padrdo (n=4) das porcentagens de acidos graxos; letras diferentes na mesma linha diferem
estatisticamente entre si, p<0,05. NI = ndo identificado.
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Tabela 111.8. Perfil de acidos graxos (AGs) no tecido renal de ratos suplementados com os 6leos de linhaca (grupo LNA) e da
semente de roma (grupo CLNA) durante 40 dias.

AGs CONTROLE LNA 1% LNA 2% LNA 4% CLNA 1% CLNA 2% CLNA 4%
C16:0 183 + 1.2 184 + 0,5 184 + 0,3 173 + 03 [191 + 07 19,7 + 2.3 182 + 04
C16:1cw-7 08 +* 0,3 08 + 0,2 1,1 + 01 07 + 02 1,0 + 04 20 + 18 11 + 072
C18:0 174 + 1,7 174 + 0,8 151 + 1,3 165 + 19 | 180 =+ 09 150 + 1,6 148 + 19
Ci18:lcw-9 | 101 + 21 96 + 0,8 12,8 + 1,4 11,7 + 2.3 88 + 15 123 + 44 103 + 11
Ci18lcw-7 | 21 + 03 *| 21 002 19 +00 *® 12 +08° 19 +02*® 18 +03*® 14 + 01 ®
C18:2cw-6 | 17,8 + 3,0 19,1 + 1,2 224 + 11 223 + 19 | 153 + 1,3 178 + 34 186 + 272
C183cw-3 | 20 + 31 *[ 16 +02* 44 + 11 * 56 +18° 04 +02° 06 +01° 06 * 02 °©
CLA 9c11t 08 +02?% 22 +07°% 47 + 15 °
CLA 10t12c 03 £#01?%* 10 +*02°* 21 + 09 °
CLA 10c12c 04 +00?* 03 00" 03 * 00 °
C 20:3 w-6 07 + 01 08 =+ 01 06 =+ 01 05 +04 |09 01 07 * 00 07 * 02
C20:4w-6 |276 + 59 *[269 + 1,7 *® 203 + 23 * 207 + 39 2300 +22° 235 +38% 229 + 41 *®
C 24:0 02 * 00 *| 06 +£01° 07 00" 12 +01°

PA 02 #01?%* 07 +*02® 18 + 10 °
a-ESA 0,1 0,0 0,1 0,1

C 22:4 w-6 09 +# 01 *| 05 +£00™ 04 +00"™ 03 +01°07 01 06 +01%* 05 + 01 °©
NI 02 + 01 ° 02 #00?%* 01 +00® 01 + 00 °
NI 05 * 02 *l 07 +01*® 06 =00* 09 +02"° 04 +00* 03 +00° 03 + 01 ¢
C 22:6 w-3 1,3 + 03 1,6 + 01 1,2 + 01 1,0 + 01 1,4 + 01 1,2 + 02 1,3 + 03

Resultados expressos em média + desvio padrdo (n=4) das porcentagens de &cidos graxos; letras diferentes na mesma linha diferem
estatisticamente entre si, p<0,05. NI = n&o identificado; PA = acido punicico; a-ESA = acido a-eleostedérico.
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Tabela I11.9. Perfil de acidos graxos (AGs) no tecido adiposo retroperitonial de ratos suplementados com os 6leos de linhacga (grupo
LNA) e da semente de roma (grupo CLNA) durante 40 dias.

AGs CONTROLE LNA 1% LNA 2% LNA 4% CLNA 1% CLNA 2% CLNA 4%
C 13:0 3,00 + 0,62 274 + 044 295 + 043 2,79 + 0,71 2,67 + 0,35 2,75 + 0,47 2,62 + 0,40
C 14:0 1,14 + 0,04 093 + 006 098 + 0,11 0,95 + 0,04 1,08 + 0,09 1,01 + 0,08 0,94 + 0,09
C 15:0 0,22 + 0,01 024 + 004 028 + 0,06 029 + 002 |[024 + 003 0,23 + 0,04 0,21 + 0,03
C 16:0 21,85 + 0,37 [1882 + 0,87 19,33 + 1,05 17,81 + 050 (20,33 + 1,07 19,63 + 2,15 18,15 * 1,51
NI 0,20 + 0,04 023 + 003 019 #* 0,02 021 + 0,02 |[0,18 * 0,04 0,18 + 0,01 0,16 + 0,02
C16:lcw-7 | 361 + 0,26 279 + 027 3,18 + 048 291 + 034 [312 + 045 3,08 + 0,75 2,68 + 0,61
C17:0 0,22 + 0,01 023 + 003 0,19 +* 0,03 020 + 001 |[022 + 0,02 0,22 + 0,04 0,22 + 0,02
c17:1 0,13 + 0,02 0,11 # 0,02 0,10 +* 0,01 0,10 * 0,01 |[0,14 * 0,04 0,14 + 0,07 0,13 + 0,06
C 18:0 2,97 + 0,10 293 + 014 297 + 018 2,76 + 0,08 2,96 + 0,82 2,80 + 0,63 2,50 + 0,31
C18:1t 0,10 + 0,02 ° 015 + 0,06 ® 021 + 0,06 ?
Ci18lcw-9 26,32 + 0,60 |2442 + 0,71 2454 + 0,55 23,68 + 0,41 [24,70 + 3,06 22,68 + 2,54 2059 + 1,68
NI 019 + 003" 023 + 004" 034 %005 °
C 18:2t 026 + 005 ° 044 + 0,06 ° 062 + 0,06 °
C18:2cw-6 [3589 + 044 *|36,93 + 2,70 * 31,44 + 1,59 *° 30,46 + 1,10 "|33,15 + 3,93 *° 30,59 * 3,93 ™ 2864 + 249 °
C183cw-6 |012 + 001 °|012 + 0,01 ¢ 011 + 0,01 ¢ 0,14 + 001 *|014 + 002 * 0,16 * 003 * 0,18 + 0,01 °
C183cw-3 |[256 + 009 ®|771 + 074 © 11,91 + 0,78 ° 16,13 + 1,32 ® | 228 + 025 * 1,9 + 017 * 154 + 0,09 ¢
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AGs CONTROLE LNA 1% LNA 2% LNA 4% CLNA 1% CLNA 2% CLNA 4%
CLA 9c11t 3,18 + 0,60 6,07 = 0,89 9,58 + 0,80 *
CLA 10t12c 0,03 + 0,00 0,07 + 0,00 0,11 + 0,00 °
CLA 10c12c 151 * 0,22 291 + 0,37 4,43 + 0,49 °
C20:2 w-6 0,29 + 0,01 0,22 + 0,03 0,19 + 0,02 "™ 0,16 + 001 °| 0,20 * 0,03 0,21 + 0,03 0,17 + 0,00 ™
C20:3 w-6 0,13 + 0,02 0,12 + 0,02 0,12 + 0,03 0,09 * 0,01 0,11 + 0,01 0,10 + 0,02 0,10 + 0,02
C 20:4 w-6 0,84 + 0,08 0,58 + 0,06 050 + 0,07 ™ 042 + 003 ™| 061 * 0,13 0,57 + 0,16 0,39 + 0,05 °
C22:2 0,10 + 0,01 0,15 + 0,03 0,15 + 0,01 °
C24:0 0,08 + 0,01 0,23 + 0,02 027 + 0,07 ® 034 + 004 °
PA 2,13 = 0,16 3,37 + 0,43 499 + 0,74 °
a-ESA 0,19 + 0,03 0,25 +* 0,03 0,28 + 0,05 *
NI 0,17 + 0,02 0,34 + 0,03 041 + 0,13 * 0,34 + 0,02 °
C 22:6 w-3 0,26 + 0,03 0,33 + 0,05 033 + 010 * 024 + 002 *[0,16 * 004 ™ 012 + 004 ° 0,06 + 0,00 °

*Resultados expressos em média + desvio padrdo (n=4) das porcentagens

estatisticamente entre si, p<0,05. NI = ndo identificado; PA = &cido punicico; a-ESA = acido a-eleostearico.

de acidos graxos; letras diferentes na mesma linha diferem
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Tabela 111.10. Perfil de &cidos graxos (AGs) no tecido adiposo epididimal de ratos suplementados com os 6leos de linhaca (grupo
LNA) e da semente de roma (grupo CLNA) durante 40 dias.

AGs CONTROLE LNA 1% LNA 2% LNA 4% CLNA 1% CLNA 2% CLNA 4%
C 13:0 2,72 + 031 312 + 044 2,76 + 0,28 272 + 040 |338 + 0,39 280 + 026 324 + 0,39
C 14:0 1,08 + 0,04 092 + 005 093 # 010 085 =+ 0,07 1,00 + 0,07 099 + 0,06 095 * 0,11
C 15:0 027 + 002 ®[027 +003? 021 + 002" 020 + 000 °|025 004 ® 023 + 002 * 023 + 0,03 *
C 16:0 20,57 + 0,13 [18,87 + 0,47 17,85 + 0,92 16,01 + 0,27 [19,36 + 1,85 19,12 + 250 18,01 * 2,17
NI 027 + 002 ®[026 + 002? 025 + 005 021 + 002 *|0,15 + 006 ° 013 + 005 ° 0,15 #* 0,02 °
C16:lcw-7 | 3,63 + 0,23 317 + 023 334 + 045 336 + 053 |374 + 073 360 + 085 344 + 0,76
C17:0 0,24 + 0,01 025 + 002 022 # 001 020 001 |023 =003 022 002 021 * 0,02
C 18:0 2,87 + 0,12 284 + 007 278 + 013 2,57 + 0,09 2,61 + 0,42 259 + 0,39 238 % 0,32
C 18:1t 034 + 051 014 #* 002 017 #* 0,04
C18:1cw-9 26,02 + 0,30 ® |24,74 + 0,35 ® 2424 + 054 ® 2326 + 0,33 *|2386 + 1,85 * 22,82 + 1,98 ™ 2028 + 1,78 °©
NI 0,19 + 0,03 * 0,27 + 004 ® 0,33 + 0,05 °
C 18:2t 031 + 005 % 044 + 004 * 072 + 0,11 °
C18:2cw-6 |37,05 + 0,27 ®|3517 + 0,56 * 32,83 + 1,38 * 31,09 + 0,63 ™|32,99 + 3,60 ® 31,13 + 421 ™ 27,89 + 241 °©
C18:3cw-6 | 013 + 002 *|013 + 0,01 ® 0,09 + 004 * 005 + 001 (0,17 + 0,03 ° 019 + 004 ° 017 * 004 °
C18:3cw-3 | 275 + 0,09 ®|802 + 025 ° 1211 + 0,29 ¢ 17,17 + 157 ° [ 254 + 025 * 213 + 030 * 189 +* 024 °
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AGs

CLA 9cl1t

CLA 10t12c

CLA 10c12c

C 20:2 w-6

C 20:3 w-6

C 20:4 w-6

C22:2

C 24:0

PA

a-ESA

C22:4 w-6

NI

C 22:6 w-3

CONTROLE
0,24 + 0,02
0,14 + 0,02
1,14 + 0,21
0,10 + 0,02
0,19 + 0,03
0,15 + 0,03
0,29 + 0,08

LNA 1%
0,25 + 0,02
0,13 + 0,02
0,71 + 0,16
0,26 + 0,03
0,11 * 0,02
0,37 * 0,06
0,42 * 0,10

ab

ab

ab

LNA 2%
0,22 + 0,02
0,13 + 0,02
0,71 + 0,08
0,34 + 0,09
0,08 + 0,01
0,49 + 0,10
0,48 + 0,06

ab

ab

bc

b

LNA 4%
0,18 + 0,02
0,12 + 0,01
0,61 * 0,13
0,48 =+ 0,09
0,05 *= 0,01
0,49 * 0,09
0,37 % 0,09

ab

ab

CLNA 1%
3,38 0,66
0,04 + 0,01
152 *+ 0,21
0,24 + 0,04
0,14 + 0,01
0,84 + 0,28
0,11 + 0,03
2,13 + 0,25
0,18 + 0,04
0,12 + 0,03
0,13 + 0,03
0,21 + 0,06

CLNA 2%
571 + 0,78
0,07 + 0,01
2,56 + 0,30
0,23 * 0,04
0,11 * 0,02
0,75 * 0,25
0,14 =+ 0,02
3,04 = 0,24
0,23 + 0,03
0,09 * 0,03
0,10 * 0,03
0,18 * 0,07

ab

ab

ab

ab

bc

c

Capitulo 111

CLNA 4%
9,40 + 1,10 ©
0,11 + 0,02 ©
411 + 052 °©
0,20 + 0,01

0,10 + 0,01 °
049 + 0,12 °
0,16 + 0,01 °
483 + 087 °
0,30 + 0,09 °
0,05 + 0,02 °
0,06 + 0,03 °
0,11 + 0,03 °

*Resultados expressos em média + desvio padrdo (n=4) das porcentagens

estatisticamente entre si, p<0,05. NI = ndo identificado; PA = &cido punicico; a-ESA = acido a-eleostearico.

de acidos graxos; letras diferentes na mesma linha diferem
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A andlise de composicédo de &cidos graxos no tecido hepéatico mostrou
gue apenas 0S grupos que receberam 6leo de linhaca apresentaram o acido
graxo C24:0 e um aumento na porcentagem do C18:3 (w-3), de forma dose
dependente. Foram observados apenas tracos de acido punicico nos figados
dos animais suplementados com PSO/CLNA; mas, interessantemente, 0s
CLAs (9c11t e 10cl12c) estiveram presentes em uma forma dependente da
dose oferecida. Este resultado esta de acordo com a literatura, mostrando que
0os CLNAs sdo metabolizados e incorporados no figado na forma de CLAs,
sendo detectado principalmente o isbmero C18:2-9c11t (YANG et al., 2009;
YUAN et al.,, 2009%; TSUZUKI et al., 2006). Apesar de alguns estudos
mostrarem que a suplementacdo com acido punicico aumenta a proporcao de
C22:6 (w-3) no figado de animais (KOBA et al., 2007; YUAN et al., 2009%), este
achado néo foi observado no presente estudo (Tabela I11.4).

Estudos que avaliam a incorporacdo de CLAs e CLNAs no tecido
cerebral sdo escassos. A tabela Ill.5 mostra que no cérebro dos animais nao
foram observadas diferencas no perfil de acidos graxos entre 0s grupos, nem a
presenca de CLAs ou CLNAs nos grupos suplementados com PSO/CLNA. De
acordo com Fa et al. (2005), a incorporacao de CLAs no cerebro foi detectada
apenas em poucos casos e em concentragcdes muito baixas, 0s possiveis
motivos sdo: a oferta relativamente baixa de isdmeros de CLAs, sendo portanto
0 aporte insuficiente para serem incorporados; a incorporacao preferencial de
outros acidos graxos pelo tecido cerebral; e a contra selecdo de acidos graxos
trans com duplas ligacdes, como os CLAs. Um aspecto que se deve destacar
também € que o tecido cerebral apresenta a barreira hemato-encefalica, que é
seletiva, conforme destacado por Valenzuela (2008), quando discute a menor

incorporacao de acidos graxos saturados e trans neste tecido.

De uma forma geral, os resultados para o perfil de acidos graxos nos
tecidos muscular (Tabela 111.6), cardiaco (Tabela III.7), renal (Tabela I11.8) e
adiposos retroperitonial (Tabela 111.9) e epididimal (Tabela 111.10)
desmonstraram que as porcentagens do LNA foram mais elevadas nos animais
gue receberam o OL, de maneira dose dependente. Entretanto, foram
apresentados apenas tracos de PA nos tecidos muscular e cardiaco dos

animais suplementados com PSO/CLNA. Mas, foi possivel detectar este acido
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graxo nos tecidos renal e adiposos em porcentagens variando de 0,2-1,8% e
2,1-5,0%; respectivamente. Interessantemente, os CLAs estiveram presentes
em todos os tecidos, de uma forma dependente da dose oferecida, sendo o
isdbmero 9c11t-CLA a forma predominante; encontrado, até mesmo, em maior
porcentagem que o PA nos tecidos renal (0,8% a 4,7%) e adiposos (3,2% a
9,6%). No musculo gastrocnémio, também foi observado aumento no C22:4 w-
6 nos grupos que receberam OL. Porém, este acido graxo apresentou-se
reduzido em todos os grupos suplementados com OL e PSO, quando
comparados ao controle, nos tecidos cardiaco, renal e adiposos. No tecido
adiposo epididimal, foi possivel observar ainda uma reducéo na proporcédo dos
acidos graxos C18:1c, C18:2c e C22:6 w-3 nos grupos suplementados com
CLNA.

Os resultados aqui apresentados estdo de acordo com alguns estudos
gue demonstram que os CLNAs sdo metabolizados a CLAs e que o isbmero
C18:2-9c11t também foi detectado nos tecidos (figado, rim, coracédo, tecido
adiposo, glandula mamaria e intestino) de grupos suplementados com PA
(NEMER, 2009; YANG et al., 2009; YUAN et al., 2009%; TSUZUKI et al., 2006)
e, portanto, muitas das funcbes desses isdbmeros sdo devido aos CLAs. Esses
autores também avaliaram a possibilidade de que CLNAs podem ser
convertidos em CLA por uma reacdo de A13-saturacdo realizada por uma
enzima dependente de NADPH que ou € uma enzima que reconhece o acido
triendico conjugado ou a enzima ativa na via redutora do leucotrieno B4. Yuan
et al. (2009") mostraram que o PA foi rapidamente convertido em 9c¢,11t-CLA no
plasma e em diferentes tecidos de ratos. Eles observaram que nem o CLA e
nem o PA foram detectados imediatamente apOs o tratamento (tempo zero),
mas ambos foram detectados nos tecidos e plasma de ratos nas 4, 8, 12 e 24
horas apds o tratamento (cada rato foi alimentado com cerca de 645 mg de
PA).

As quantidades de PA e de CLA no figado e no plasma dos animais
foram maiores do que no coracéo, rim e tecido adiposo. Em nosso trabalho,
pode ser observada nas Tabelas III.8, I11.9 e 1l11.10 a presenca de PA nos
tecidos renal e adiposos, enquanto que o CLA esteve presente em todos os

tecidos, sendo o tecido adiposo epididimal o que apresentou maior
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porcentagem seguido do figado, rim, coracdo e musculo. Estes achados
sugerem que a incorporacdo dos isémeros dos CLAs e CLNAs é dependente /
especifica do tecido. De acordo com Reena e Lokesh (2011), a composicao e
organizacdo dos lipideos nas membranas biolégicas sdo fatores importantes
gue determinam a sua fluidez. Neste sentido, mais estudos que avaliem os
mecanismos de acdo desses acidos graxos especificos nos tecidos dos

animais sao necessarios.

4.4 Morfometria dos tecidos hepético, muscular e adiposo

De acordo com o item anterior, pode-se observar que a suplementacéo
com PSO aumenta o conteudo total de lipideos no tecido hepéatico de ratos e
gque o PA presente no PSO oferecido aos animais & metabolizado e
incorporado na forma de CLAs, de maneira dose resposta. Apesar disto, nédo
foram observadas quaisquer alteracbes da morfologia do tecido hepatico, uma
vez que os cortes histoldgicos mostraram hepatdcitos em disposicédo radial,
com nucleos e citoplasma preservados. Na Figura Ill.7 estdo apresentadas as
laminas do tecido hepatico dos grupos controle, LNA 2% e CLNA 2%; uma vez
gue nao existiu diferencas entre as porcentagens oferecidas, as
fotomicrografias do grupo 2% €& representativa de todos 0s grupos
suplementados com o0 mesmo Oleo. Este achado esta de acordo com Santos-
Zago et al. (2011), que apesar de observarem um aumento de globulos de
gordura no figado de ratos suplementados com CLAs durante 21 dias,
conforme mostrou a histopatologia desse tecido, isto ndo alterou o padréo

histolégico das organelas celulares.
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Figura IIl.7. Fotomicrografias de cortes histologicos de figado: (a) grupo
controle, (b) grupo suplementado com 6leo de linhaca 2% e (c) grupo
suplementado com 6leo da semente de roma 2%. Secdes transversais coradas
com HE aumentadas 10x.

Com relacdo a analise histoldgica do tecido muscular (gastrocnémio)
dos animais, a Figura II11.8 mostra que nao existiu diferencas significativas para
a area das fibras musculares, bem como para o diametro das fibras, quando

comparados com o grupo controle.

101



Capitulo 111

a b
< 25007 £ 50
2 T > =
9 20004 @ 60-
S S
£ 1500- =
9 g 404
©
S 10004 o
8 T 204
= o
o [a)]
< 0- _— 0- —
L I T T S ST 02 S S CHRRN PN SRR
S A T U NN A ¥ N VAR
FFyFy ey FFFyF ey
Ooe A% v Mooy o o Ooe v A2 VoY o o

Figura I11.8. Valores referentes a (a) area e (b) diametro das fibras musculares,
no musculo gastrocnémio de ratos suplementados com os Oleos de linhacga
(grupo LNA) e da semente de roma (grupo CLNA) durante 40 dias.

Esperava-se que o CLNA provocasse mudancgas na area e diametro do
tecido muscular devido a incorporacdo dos CLAs nesses tecidos. Porém os
resultados para esses parametros nao foram significativos. Na Figura II1.9
observam-se as fotomicrografias de cortes histologicos de tecido muscular dos
grupos controle, LNA 2% e CLNA 2%; estes ultimos foram eleitos como
representativos de todos o0s grupos que receberam OL e PSO,
respectivamente. Considerando o total de observacbes nos musculos dos
animais tratados com agua/controle, OL/LNA e PSO/CLNA, tanto a area como

o diametro obtidos foram semelhantes entre os grupos estudados.
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Figura 1l1l.9. Fotomicrografias de cortes histolégicos de mauasculo
(gastrocnémio): (a) grupo controle, (b) grupo suplementado com 6leo de
linhaca 2% e (c) grupo suplementado com 6leo da semente de roma 2%.
Secdes transversais coradas com HE aumentadas 20x (escala de 20 uym).

A Figura 111.10 apresenta o diametro e a celularidade dos adip6citos do
tecido epididimal. A celularidade foi calculada a partir da massa total do tecido
adiposo epididimal dividido pela massa do adipdcito, obtida a partir do
diametro. Pode-se observar que houve um aumento significativo no diametro
celular dos grupos suplementados com 4% de OL e em todos 0Ss grupos
suplementados com PSO, quando comparados com o grupo controle. Assim
como existiu uma redugdo na celularidade nesses grupos, indicando que a
suplementacdo com PSO ndo aumenta a quantidade de células adiposas, mas
sim o tamanho dos adipécitos. As fotomicrografias do tecido adiposo epididimal
representativas dos grupos controle, LNA e CLNA sdo mostradas na Figura
1.11.
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Figura 111.10. Valores referentes ao (a) diametro (p<0,01) e (b) celularidade

(p=0,01) dos adipdcitos epididimais

de ratos suplementados com os 6leos de

linhaca (grupo LNA) e da semente de roma (grupo CLNA) durante 40 dias.

Figura Ill.11. Fotomicrografias dos

|}

’! -

adipdcitos epididimais: (a) grupo controle,

(b) grupo suplementado com 6leo de linhaca 2% e (c) grupo suplementado com

6leo da semente de roma 2%.
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Lopes et al. (2008) investigaram o efeito dos CLAs no numero e no
tamanho dos adipdcitos do tecido adiposo inguinal e retroperitoneal em ratos
Wistar. A dieta foi modificada acrescentando 5,1% de 6leo de palma e os
grupos experimentais foram suplementados por oito semanas com isdmeros de
CLAs da seguinte forma: 0,6% do 9c11t; 0,6% do 10t12c; 1,3% do mix 9cllt e
10t12c. A suplementacdo com o isomero 9c11t-CLA aumentou o tamanho do
adipdcito, com uma consequente redugcdo no nimero de adipdcitos por unidade
de area. Neste sentido, os resultados encontrados neste trabalho podem ser
devido a metabolizacdo do PA a 9cllt-CLA no tecido adiposo. Segundo
Queiroz et al. (2009), adip6citos muito grandes, além do esgotamento da
capacidade de estocagem de gordura, tornam-se mais lipoliticos. Isso pode
desencadear aumento na concentracdo de acidos graxos livres no plasma e
danificar a funcdo de 6rgédos ndo adiposos, num processo identificado como

lipotoxicidade.

A habilidade do CLA em alterar a composicéo corporal, aumentando a
massa magra e reduzindo a gordura corporal em diferentes espécies, tais
como: camundongos, hamsters, ratos, porcos e humanos tem sido amplamente
estudada (KENNEDY et al., 2010; LOPES, 2010; RAHMAN et al., 2009). Uma
vez que a suplementacdo com PSO levou a incorporacdo de CLAs nos tecidos
muscular e adiposo, era esperado que houvesse mudancas na area e diametro
do tecido muscular, bem como no tamanho das células adiposas. Porém os
resultados para esses parametros ndo mostraram diferencas significativas. Ao
contrario, a suplementacdo com CLNA resultou em aumento no diametro do
adipdcito epididimal, apesar de nao interferir na celularidade. Este resultado
nos leva a acreditar que os efeitos ndo séo atribuidos ao isémero 9c11t-CLA,
principal forma encontrada nos tecidos dos animais suplementados com PSO.
Estudos mostram que cada isbmero de CLA possui distinto modo de acao
(OBSEN et al., 2012; GOEDECKE et al., 2009; BISSONAUTH et al., 2006). De
acordo com Rahman et al. (2009), a suplementacdo de camundongos fémeas
com 0,5% de isdbmeros isolados de CLAs (9cllt ou 10tl2c) e também com
0,5% de um mix desses isbmeros por seis meses, mostrou aumento da massa
muscular significativamente maior nos grupos que receberam o 10t12c-CLA e

grupo CLA-mix, quando comparados aos suplementados com 0,5% de 9cllt e
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com a dieta controle (6leo de milho). Enquanto que Obsen et al. (2012)
concluiram em seu estudo utilizando células de adipécitos humanos que
apenas o isébmero 10t12c-CLA diminui a sintese de lipideo de novo, sugerindo
um mecanismo antiobesidade para este isémero. Outros trabalhos também tém
relatado que o principal isdmero responsavel pelo efeito de alteragcdo no
metabolismo lipidico e composicao corporal € o 10t12c-CLA (FEITOZA et al.,
2009; BISSONAUTH et al., 2006). Apesar de ainda nao existir um consenso na
literatura quanto aos efeitos dos CLAs na modulagcdo da composi¢éo corporal,
este resultado parece ser devido principalmente ao isbmero 10t12c-CLA. Esta
seria uma possivel explicacdo para os resultados aqui encontrados, uma vez
qgue o PA presente no PSO foi metabolizado nos tecidos estudados
principalmente na forma de 9c11t-CLA.

4.5 Peroxidacdo lipidica

Os valores de TBARS no soro e nos tecidos (figado, musculo, coracéo
e rim) dos animais suplementados com os 6leos ricos em LNA e CLNA/PA né&o
diferiram estatisticamente entre os grupos. Enquanto que no cérebro, tanto o
OL como o PSO foram capazes de reduzir significativamente os teores de
TBARS em todas as concentracfes oferecidas quando comparados ao grupo

controle (Figura 111.12).

Estudos mostraram que os CLNAs suprimem o crescimento de células
tumorais através de um mecanismo que envolve a peroxidacdo lipidica
(GROSSMANN et al., 2009; TSUZUKI et al., 2004°; IGARASHI; MIYAZAWA,
2000). Destacando também que alguns pesquisadores relatam que os acidos
graxos conjugados apresentam atividade antioxidante e esta seria a possivel
explicacdo para seus efeitos benéficos para a saude (ALl et al.,, 2012;
TSUZUKI et al., 2004% YU, 2001). Segundo Yang et al. (2009), embora os
mecanismos das atividades biologicas referentes aos CLNAs sejam

relacionados a oxidacdo, muitos resultados controversos sao relatados.
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Figura Ill.12. Efeito sobre a peroxidacdo lipidica, através da medida de

TBARS, de ratos suplementados com os 6leos de linhaca (grupo LNA) e da
semente de roma (grupo CLNA) durante 40 dias: (a) soro, (b) figado, (c)
cérebro (p<0,01), (d) musculo gastrocnémio, (e) coracao e (f) rim.
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Foi demonstrado que, in vivo, o0s CLNAs aumentaram
significativamente o nivel de hidroperéxidos no plasma e a oxidacao lipidica no
figado; que poderia ser devido a uma menor estabilidade oxidativa dos &cidos
graxos conjugados (KOBA et al.,, 2007; NOGUCHI et al., 2001). Em
contrapartida, Dhar et al. (1999) ja haviam relatado que o CLNA presente no
6leo de semente de karela teve acdo contra a peroxidacao lipidica, utilizando o
método de TBARS em ratos alimentados por quatro semanas e que 0,5% de a-
ESA nos lipidios da dieta foi a dose ideal. Mukherjee et al. (2002) examinaram
a atividade do PA suplementado na dieta de ratos em diferentes
concentracbes, e também mostrou ser eficiente como antioxidante, com
atividade antioxidante maxima na concentracéo de 0,6% PA. E possivel que,
nestas condi¢cdes, CLNAs possa ter reduzido a formacao de hidroperéxidos por
diminuir a formacdo de radicais livres e a peroxidacdo de acidos graxos
poliinsaturados na membrana do eritrocito e outros lipideos; outra possivel
explicacéo pode ser que a bio-hidrogenacao ou adi¢céo de radical livre em uma
das ligacdes duplas conjugadas de CLNAs poderia ter ocorrido, resultando na
formacé&o de dienos que poderia ter agido como antioxidantes (SAHA; GHOSH,
2009; DHAR et al., 1999). Neste trabalho, embora tenham sido encontrados os
isdbmeros dienos conjugados (CLAs) nos tecidos dos animais suplementados
com 6leo rico em CLNA/PA, nao foram observadas alteracdes nos valores de
TBARS do soro e tecidos hepatico, muscular, cardiaco e renal desses animais.
Alguns autores também relataram que a suplementacdo com CLAs néo altera
os niveis de TBARS no soro e figado de ratos (ANDREOLI et al., 2009;
SANTOS-ZAGO; BOTELHO; OLIVEIRA, 2007).

Um fato interessante e, ao mesmo tempo, indagador foi que o0s niveis
de TBARS apresentaram-se reduzidos significativamente (em relacdo ao
controle) no tecido cerebral dos animais que receberam tanto o OL como o
PSO. Lembrando que ndo foram encontradas alteracfes nos teores de LNA
nem a presenca de acidos graxos conjugados no cérebro dos animais
suplementados com OL e PSO, respectivamente; assim como nao foi
observada qualquer outra diferenca em relagdo a composicdo de acidos graxos
nesse animais em relacdo ao grupo controle. Isto sugere que os 6leos de

linhaca e da semente de roméa prensados a frio possuem algum componente,
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gue ndo os acidos graxos, que protege o tecido cerebral contra a peroxidacao
lipidica. Deve-se destacar também a presenca da barreira hemato-encefélica,
que é seletiva (VALENZUELA, 2008).

4.6 Atividade das enzimas antioxidantes

A geracdo de espécies reativas ao oxigénio (EROS), tais como anion
superoxido (O;7) e perdxido de hidrogénio (H20,), durante o metabolismo € um
processo essencial e normal no organismo (REENA; LOKESH, 2011). Esta
exposicdo aos EROS propiciou ao organismo desenvolver uma série de
mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo induzido por espécies
reativas: preventivos, reparadores e de defesas antioxidantes. As defesas
antioxidantes enzimaticas incluem trés enzimas principais: superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (VALKO et al.,
2007).

A Figura I11.13 mostra os resultados da atividade dessas enzimas
antioxidantes no tecido hepético dos animais suplementados com OL e PSO.
Existiu diferenca significativa apenas para os valores da GPx nos grupos que

receberam OL 1 e 2% e PSO 4%, que reduziram em relacdo ao controle.
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Figura 111.13. Atividade das enzimas antioxidantes: (a) superéxido dismutase,
(b) catalase e (c) glutationa peroxidase (p<0,01), em figado de ratos
suplementados com os 6leos de linhaca (grupo LNA) e da semente de roma
(grupo CLNA) durante 40 dias.

Na Figura 1ll.14 estdo apresentados os resultados das enzimas
antioxidantes (SOD, CAT e GPx) no cérebro dos animais estudados. Nao
existiu diferenca significativa entre os animais suplementados e o grupo
controle para todas as enzimas analisadas. J4 para o musculo gastrocnémio,
nao existiu diferenca entre os grupos estudados com relacdo a CAT. A GPx
apresentou-se reduzida nos grupos OL e PSO na dose de 4%, enquanto que a
atividade da SOD reduziu significativamente nos grupos OL 4% e em todos 0s

grupos PSO (1%, 2% e 4%) em relacdo ao grupo controle (Figura 111.15).
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Figura Ill.14. Atividade das enzimas antioxidantes: (a) superéxido dismutase,
(b) catalase e (c) glutationa peroxidase (p=0,01), em cérebro de ratos
suplementados com os 6leos de linhaca (grupo LNA) e da semente de roma
(grupo CLNA) durante 40 dias.
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Figura 111.15. Atividade das enzimas antioxidantes: (a) superoxido dismutase
(p<0,01), (b) catalase (p=0,04) e (c) glutationa peroxidase, no musculo
gastrocnémio de ratos suplementados com os 6leos de linhaca (grupo LNA) e
da semente de roma (grupo CLNA) durante 40 dias.

Os resultados das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GPx) no
coracao dos animais estudados podem ser observados na Figua 111.16. Houve
uma reducdo em todas as enzimas estudadas para todos os grupos tratados,
tanto com OL como com PSO, mas ndo entre as dose estudadas. J& para o
tecido renal, ndo existiram diferencas entre os grupos estudados com relacdo a
atividade das enzimas antioxidantes, exceto para a atividade da CAT que

reduziu no grupo LNA 4% em relacéo ao controle e LNA 1 e 2% (Figura 111.17).
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Figura 111.16. Atividade das enzimas antioxidantes: (a) superoxido dismutase
(p<0,01), (b) catalase (p<0,01) e (c) glutationa peroxidase (p=0,03), no coracao
de ratos suplementados com os 6leos de linhaca (grupo LNA) e da semente de
roma (grupo CLNA) durante 40 dias.
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Figura Ill.17. Atividade das enzimas antioxidantes: (a) superoxido dismutase,
(b) catalase (p=0,01) e (c) glutationa peroxidase, no rim de ratos
suplementados com os 6leos de linhaca (grupo LNA) e da semente de roma
(grupo CLNA) durante 40 dias.

Tem sido relatado que a presenca de PUFAs nos lipideos aumenta a
susceptibilidade a oxidacéo lipidica, sendo necessario, portanto, um aumento
na atividade das enzimas antioxidantes para reverter este quadro (REENA;
LOKESH, 2011). Estes autores mostraram que ratos suplementados com um
Oleo rico em PUFAs ndo conjugados aumenta a atividade das enzimas
antioxidantes (SOD, CAT e GPx) no tecido hepatico em relacéo ao controle que

recebeu 6leo rico em acidos graxos saturados.
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De acordo com os resultados apresentados, ndo foram observadas
diferencas significativas na peroxidacao lipidica dos tecidos hepatico e renal
dos animais suplementados com 6leos ricos em PUFAs, nem na atividade das
enzimas antioxidantes desses tecidos. J4 no tecido cerebral, foi possivel
observar uma reducdo na peroxidacao lipidica em todos os grupos tratados;
entretanto, nenhuma diferenca foi observada na atividade das enzimas
antioxidantes nem na composicdo de acidos graxos nesse tecido. Enquanto
gue a SOD apresentou-se reduzida no musculo gastrocnémio dos grupos que
receberam PSO e todas as enzimas antioxidantes estudadas também
estiveram diminuidas no tecido cardiaco de todos os grupos tratados (OL e
PSO), quando comparados ao controle; embora, nenhuma alteracdo tenha sido
observada na lipoperoxidacdo nesses tecidos. Segundo Reena e Lokesh
(2011), uma reducgéo na atividade das enzimas antioxidantes pode predispor as
células a danos causados pelos radicais livres. Santos-Zago, Botelho e Oliveira
(2007) estudaram os efeitos da suplementacéo de ratos com mix de CLAs (2%
em relacdo ao consumo alimentar) por 42 dias e observaram uma reducéo
significativa na atividade da catalase no soro. Eles concluiram que a reducéo
da atividade da catalase pode indicar menor producéo de peroxido que, por sua

vez, indicam um menor grau de estresse oxidativo.

Sara e Ghosh (2009) analisaram a influéncia de dois isbmeros de
CLNA (0,5% dos lipidios totais ofertado durante 15 dias) na atividade
antioxidante contra o estresse oxidativo induzido pelo arsénico. Os resultados
mostraram que o0 arsenito de soédio alterou a atividade das enzimas
antioxidantes no plasma e nos homogenatos de figado e cérebro, enquanto
queo a-ESA e o PA aumentarama atividade da SOD, CAT e GPx e diminuiu a
atividade da enzima Oxido nitrico sintase (NOS) para nivel normal. No geral,
existiram algumas diferencas na efetividade dos dois isbmeros, o que é devido
ao seu arranjo molecular com liga¢gdes cis-trans antagbnicas. Neste estudo, 0
a-ESA foi mais eficiente como antioxidante que o PA, devido ao seu maior
contetdo de trans. Mas recentemente, esses autores mostraram 0S mesmos
resultados utilizando duas doses dos CLNAs (0,5% e 1% dos lipidios totais
ofertado durante 21 dias), mas os resultados ndo mostraram efeito dose
resposta (SAHA; GHOSH, 2011).

115



Capitulo 111

Tendo em vista o nuamero reduzido de trabalhos na literatura
associados com a atividade antioxidante em organismo animal e os resultados
por nos obtidos, indicando uma redugdo na atividade da enzima SOD no
musculo gastrocnémio e das trés enzimas (SOD, CAT e GPx) no coracdo dos
animais que receberam CLNA nas trés concentragdes, mais estudos s&o
necessarios para detalhar a acdo do PSO como antioxidante no organismo
animal. Os resultados apresentados neste capitulo mostram que o PA presente
no PSO € incorporado diferentemente em cada tecido e isto ndo parece
interferir na atividade antioxidante dos mesmos, estas também apresentadas

de formas diferentes entre os tecidos.

4.7 Andlises de correlacao e estatistica multivariada

A analise de correlacdo linear entre as variaveis mostrou alguns

resultados interessantes:

v' Houve uma correlacdo positiva e significante entre o coleterol total no
soro e o HDL-colesterol (r=0,875, p=0,010), e estas duas variaveis
esteve correlacionadas positivamente com os niveis de TBARS no soro
(r=0,917, p=0,004; r=0,8507, p=0,015; respectivamente);

v" Foi observada uma correlacdo negativa para o conteltdo de lipideos
totais e os valores de TBARS no cérebro nos animais (r=-0,8951,
p=0,006);

v" O contelido de glicose no soro foi correlacionado positivamente com as
enzimas antioxidantes (CAT: r=0,751, p=0,052; e GPx: r=0,748,
p=0,053) do rim;

v" O diametro dos adipdcitos foi correlacionado positivamente e
significativamente tanto com o conteddo de CLAs como de CLNAs nos
tecidos muscular e adiposos, com valores de r em torno de 0,81 e
p<0,05.
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Com intuito de verificar associa¢des entre as caracteristicas do ganho
de peso corporeo, lipidograma, glicose sérica, conteudo total de lipideos e o
estado antioxidante nos tecidos (figado, cérebro, coracdo e rim) dos ratos
incluidos no grupo controle, LNA e CLNA, a Analise por Componentes
Principais (ACP) e a Andlise Hierarquica de Agrupamentos (AHA) foram
aplicadas aos dados previamente auto-escalados, conforme mostram as
Figuras 111.18 e 111.19.

{Ganho de peso, TG.

4 Colesterol: total e HDL
{TBARS:rins e cérebro
1CAT :figado e coracdo
1GPxfigado e coragdo

ANSOD-rins, GPx-fins

LNA 2%.NA 49
o n

LNA 1%
o

A\ Lipideos: figado, cérebro, rins e coragéo
AN TBARS-figado, SOD-figado.

______________ Y — _ _____ \TBARS:cérebro e coragéo,
S 1 CAT: cérebro, co_ragéo erins
CLNA 2% 4SOD: coragao e rins

CLNAA 1% 2 CLN@ 4% 4+ GPx: coragao

Componente Principal 2: 24,24%

Controle
o

Componente Principal 1: 33,45%

Figura I11.18. Andlise por Componentes Principais (PC1 x PC2) para mostrar
diferencas nos parametros avaliados entre os grupos suplementados com os
Oleos de linhaca (grupo LNA) e da semente de roma (grupo CLNA).
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Figura 111.19. Analise Hierarquica de Agrupamentos para 0s grupos tratados
com os Oleos de linhaca (grupo LNA) e da semente de roma (grupo CLNA).

A ACP e a AHA foram utilizadas para visualizar melhor os resultados
obtidos experimentalmente, uma vez que ha muitas variaveis de resposta
envolvidas no processo de avaliacdo de funcionalidade dos Oleos de linhaca e
da semente de romd. De acordo com as figuras apresentadas, podemos
observar que os grupos estdo dispostos separadamente nos quadrantes de
acordo com a suplementacdo e independente da dose, com uma variancia
cumulativa de 57,68%; enfatizando a formacdo de grupos com caracteristicas
semelhantes, de acordo com variaveis de resposta selecionadas. Pode-se
observar que o Oleo de linhaca apresenta melhor efeito benéfico por esta
envolvido no aumento da SOD e GPx nos rins, além de englobar menor ganho
de peso, triglicerideos, colesterol total, HDL séricos e TBARS no rim e cérebro.
Enquanto o 6leo da semente de roma estd no quadrante que explica maior

guantidade de lipideos nos tecidos e de TBARS no figado.

Uma segunda analise de ACP e AHA foi realizada para avaliar
associacfes entre as caracteristicas estudadas nos tecidos muscular e

adiposos, apresentados na Figuras 111.20 e 111.21.

118



Capitulo 111

Componente Principal 2: 21,13%

A\Peso - TAE, TAR
A\Diametro do adipécito

*Ganho de peso
*SOD
*CAT

GPx

LNA 4%
¢ *Ganho de peso

A\Lipideos-TAE

ANCLA- masculo, TAE, TAR

CLNA 1% ANCLNA- TAE, TAR
*Diémetro do adipécito

CLNA 2% CLNA 4%
——————— ENA %6 /- > ag

*Peso do masculo

Lipideos - masculo, TAR
C18:3 n3 - musculo, TAE, TAR
*SOD - masculo

Controle
-

Componente Principal 1: 47,34%

Figura Il1.20. Andlise por Componentes Principais (PC1 x PC2) para mostrar

diferencas

nos parametros avaliados entre os grupos suplementados com os

Oleos de linhaca (grupo LNA) e da semente de roma (grupo CLNA).

12

1t

10

Distancia de Ligagdo

Grupo 1

CLNA4% CLNA2% CLNA1% LNA 4% LNA 2% LNA 1% Controle

Figura 11.21. Andlise Hierarquica de Agrupamentos para oS grupos tratados
com os Oleos de linhaca (grupo LNA) e da semente de roma (grupo CLNA).
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De acordo com as figuras apresentadas, podemos observar que os
grupos estdo dispostos separadamente, com uma variancia cumulativa de
68,47%, principalmente os grupos que receberam 6leo da semente de roma
(grupo CLNA). De acordo com esta analise podemos obeservar que o CLNA
esta envolvido com maior ganho de peso, maior diametro do adipécito e menor
peso do musculo. Estes resultados mostram que em ratos saudaveis, a
suplementacdo com CLNA nas condi¢cdes aqui apresentadas ndo apresenta o
efeito benéfico de reducéo de tecido adiposo nem aumento da massa magra.

5 CONCLUSOES

A suplementacdo com OL e PSO nao afetou significativamente o ganho
de peso corpodreo, o ganho de peso dos tecidos muscular e adiposo, a resposta
ao teste oral de tolerancia a glicose e nem nos niveis de glicose, triglicerideos,
colesterol total (CT), HDL-colesterol, alanina e aspartato aminotransferases no
soro. Exceto, os niveis de CT que reduziram significativamente nos animais

suplementados com OL nas doses de 2% e 4%.

O OL foi capaz de aumentar a porcentagem de LNA em todos os
tecidos, de maneira dose dependente, enquanto o acido punicico (CLNA) foi
encontrado em quantidades tracos, sendo metabolizado e incorporado na
forma de CLAs, principalmente do isbmero C18:2-9c11t. Uma excec¢do foi o
tecido cerebral que foi protegido contra qualquer alteracdo no seu perfil de
acidos graxos. A maior incorporacdo de CLA foi notada no tecido adiposo,
seguido do hepdtico, renal, cardiaco e muscular. Os resultados sugerem que 0
CLNA presente no PSO é metabolizado a CLA e incorporado de formas

diferentes dependendo do tecido.

O aumento na concentracdo de LNA e/ou de CLNAs néo interferiu de
maneira significativa na lipoperoxidacdo e na atividade das enzimas
antioxidantes nos tecidos hepético, muscular e renal. No tecido cerebral, a
suplementacéo tanto com o OL como com o PSO reduziu significativamente os

teores de TBARS, quando comparados ao grupo controle; efeito que parece
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ser independente dos CLAS/CLNAs e da atividade das enzimas antioxidantes,
pois estas ndo apresentaram-se alteradas. Ja no tecido cardiaco, apesar de
nao haver alteracdo na lipoperoxidacao, a atividade das enzimas antioxidantes
esteve reduzida em todos os grupos suplementados, tanto com OL como com
o PSO, indicando que este efeito também ndo é dependente do acumulo de

isdmeros de acidos graxos conjugados.

Os efeitos da suplementacdo com PSO no organismo ainda s&o
controversos e escassos em algumas areas. Nossos achados mostram que o
PSO pode ser utilizado como fonte de CLAs para o0 organismo, porém nao
provoca alteracbes no metabolismo lipidico e ndo interfere consideravelmente
na atividade antioxidante de animais saudaveis, exceto a acdo positiva em
reduzir os niveis de TBARS no cérebro; efeito independente dos CLAS/CLNA.
Os resultados aqui apresentados colaboram com mais informacgdes a respeito
dos efeitos da suplementacdo com CLNAs em ratos, contribuindo com a
literatura a cerca do uso dos conjugados em organismos saudaveis, ajudando
na compilacéo dos dados a fim de estabelecer os efeitos reais desses acidos
graxos nos organismos e direcionando para a necessidade de estudos que

avaliem o mecanismo de acdo desses acidos graxos.
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CAPITULO IV

AVALIACAO EM RATOS DO EFEITO DO OLEO DA SEMENTE
DE ROMA (Punica granatum L.) SOBRE O ESTRESSE
OXIDATIVO INDUZIDO PELO TETRACLORETO DE CARBONO

RESUMO

O objetivo geral deste capitulo foi avaliar o efeito da suplementacédo com o 6leo
da semente de roma (PSO) sobre marcadores de estresse oxidativo em ratos
submetidos a injaria hepética induzida por tetracloreto de carbono (CCl,). Os
animais foram suplementados com PSO por via intragastrica nas
concentracdes de 2% e 4% em relacdo ao consumo diario da dieta durante 21
dias, sendo entdo submetidos a injaria hepatica induzida pelo CCl;. Os
resultados mostraram que a suplementacdo com PSO reduziu as
concentracfes séricas enzimas aminotransferases causadas pelo CCl,, além
de reduzir a porcentagem de area lesionada no tecido hepatico. Entretanto, o
PSO fornece substrato para reacdo dos radicais livres, aumentando o nivel de
hidroperoxidos lipidicos no figado. A atividade da enzima antioxidante catalase
foi a mais sensivel a lesdo pelo CCl; e a suplementacdo com 4% de PSO
manteve sua atividade a niveis normais. Entretanto, ndo houve diferenca na
expressao génica dessa enzima. As enzimas superoxido dismutase, glutationa
peroxidase e glutationa redutase ndo foram alteradas, mas o0s niveis de
glutatina reduzida foram reduzidos pela suplementacdo com PSO em valores
préximos ao controle negativo. De um modo geral, os resultados sugerem que
a suplementacdo com PSO néo é capaz de atenuar os marcadores de estresse

oxidativo causado por CCl,.

Palavras chave: acido punicico, tecido hepatico, estresse oxidativo.
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1 INTRODUCAO

O 6leo da semente de romad (PSO - Pomegranate seed oil) tem
despertado interesse nos Ultimos anos devido a presenca, em altas
porcentagens, de um acido graxo conjugado em sua composi¢do: o acido
punicico (PA — Punicic Acid; C18:3-9¢,11t,13c). O PA é um isémero posicional
e geomeétrico do acido a-linolénico que apresenta a estrutura conjugada nas
suas trés duplas liga¢gdes, sendo uma delas na posicéao trans (VROEGRIJK et
al., 2011). Diversas pesquisas relatam que os &cidos graxos conjugados
apresentam propriedades anti-carcinogénica, antioxidante e anti-inflamatoria
tanto in vitro como in vivo, e sua eficicia pode variar substancialmente entre os
isbmeros individuais (ELFALLEH et al., 2011; HENNESSY et al., 2011;
BOUSSETTA et al., 2009). No capitulo II, estdo apresentados os resultados
gue confirmam a alta porcentagem (55%) do PA no PSO e a maior estabilidade
oxidativa do Oleo. No capitulo 11l foi mostrado que a suplementacdo com PSO
em ratos saudaveis resulta em incorporacdo de &acidos graxos dienos
conjugados (acido linoléico conjugado — CLA) no tecido hepéatico, sem alterar o

nivel de peroxidacéo lipidica e a atividade das enzimas antioxidantes.

O figado € um importante 6rgao no corpo dos vertebrados e também é
0 maior sitio de metabolismo de xenobidticos. Algumas hepatotoxinas,
incluindo o tetracloreto de carbono (CCl,), desencadeiam injuria no figado e
sdo caracterizadas por diferentes graus de degeneracdo do hepatécito e morte
celular. Autores relatam que a hepatotoxicidade pelo CCl, € um modelo
experimental interessante, para investigar danos ao figado induzidos pelo
estresse oxidativo (JIA et al., 2011; LEE et al., 2007). O CCl, é metabolizado na
membrana do reticulo endoplasmatico dos hepatdcitos, pela enzima citocromo
P-450 dependente de NADH, gerando radicais altamente reativos, tais como
triclorometil (CClse) e peroxil triclorometil (CCl30,¢). Ambos sdo capazes de se
ligar as proteinas e lipideos celulares, sendo este o passo inicial na cadeia de
eventos que leva a peroxidacao lipidica da membrana e finalmente a morte
celular (JIA et al., 2011; HSU et al., 2009). Quando o figado esta na condicéo
de estresse, com excesso de CClse, a atividade da enzima xantina oxidase

aumenta com a progressdo do dano celular. Esta enzima produz &anions
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superoxido (Oy) e peroxido de hidrogénio (H20,) (FANG; LAI; LIN, 2008).
Existem trés classes de enzimas que s&o conhecidas por promoverem
protecdo contra os radicais livres: a superoxido dismutase (SOD), a catalase
(CAT) e a glutationa peroxidase (GPx). A SOD é uma enzima que converte a
dismutacédo de O, em H,0O,; a CAT é uma hemoproteina que decompde o H,0,
em oxigénio e agua; e a GPx metaboliza o H,O, e hidroperdxidos para produtos
ndo téxicos. Estas enzimas podem interromper a cadeia de reacdo da
lipoperoxidacdo das membranas celulares e sao inativadas por peréxidos
lipidicos ou radicais livres, isso resulta na baixa atividade enzimatica e no
aumento da toxicidade pelo CCl, (HSU et al., 2009).

Os estudos sobre espécies reativas ao oxigénio (EROS) e o
desenvolvimento de novos métodos para avaliacdo de atividade antioxidante
tém aumentado consideravelmente nos ultimos anos. O efeito deletério dos
EROS sobre as células e sua relacdo com certas doencas, agindo como
causador ou agravante, impulsionou a busca por novas substancias capazes
de prevenir ou minimizar os danos oxidativos as células (ALVES et al., 2010).
De acordo com a teoria dos radicais livres, bloquear ou retardar a reacdo em
cadeia da oxidacdo € uma das estratégias praticaveis para prevenir
hepatotoxicidade induzida por estresse oxidativo (LEE et al., 2007). Neste
sentido, alguns trabalhos tém demonstrado que 6leos ricos em acidos graxos
monoinsaturados e poliinsaturados apresentam efeito hepatoprotetor em ratos
e camundongos submetidos a injuria pelo CCl,, por elevar os niveis das
enzimas antioxidantes endogenas (SOD, CAT e GPx) e reduzir a peroxidacao
lipidica (JIA et al., 2011; HSU et al., 2009; FANG; LAI; LIN, 2008;
MAHESWARI; RAO, 2005). Recentemente, nosso laboratorio realizou um
ensaio com o objetivo de verificar o efeito da suplementacdo com uma mistura
equimolar dos isdmeros de CLAs (9cl11t e 10tl2c) em ratos submetidos ao
estresse oxidativo pelo CCl,. Neste trabalho pode-se observar a reducédo do
indice da peroxidacéo lipidica e o0 aumento na atividade das enzimas CAT e
glutationa redutase (GR), além do aumento da glutationa reduzida (GSH) no
figado dos animais pré-tratados com CLAs (CARVALHO, 2011). Neste sentido,
levando-se em consideracdo que o CLNA presente no PSO é incorporado no

figado de ratos na forma de CLAs (resultados apresentados no capitulo Ill), e
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gue estes apresentam melhora dos parametros de estresse oxidativo induzido
pelo CCls em ratos; buscou-se analisar se o CLA obtido através do consumo de
PSO também melhora o sistema de defesa antioxidante endégeno no modelo

de estresse oxidativo induzido CCl,.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da suplementacdo com o 6leo da semente de roma
sobre marcadores de estresse oxidativo em ratos submetidos a injuria hepatica

induzida por tetracloreto de carbono (CCl,).

2.2 Objetivos especificos

v Investigar o efeito da suplementacdo com o 6leo da semente de roma,
rico em acido punicico, sobre as enzimas transaminases no soro de

ratos induzidos a injuria hepéatica por CCly;

v Avaliar o indice de incorporacéo do acido punicico e de seus metabdlitos
no figado de ratos suplementados com Oleo da semente de roma e
submetidos a injuria hepatica por CCls, bem como a morfometria deste

tecido;

v" Analisar o efeito do 6leo da semente de roma sobre a peroxidacao
lipidica e a atividade das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e
glutationas), bem como a expressdo génica da SOD e CAT em figado

de ratos induzidos a injuria hepatica por CCl,.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

O Oleo da semente de roma (PSO — Pomegranate seed oil) foi obtido
por importacdo direta junto a empresa Green Source Organics (Boynton Beach,
USA). O produto foi obtido por prensagem a frio das sementes de roma, sendo
constituido principalmente de &cido a-linolénico conjugado (PA, C18:3-
9c,11t,13c).

Para avaliar o efeito do PSO in vivo foram utilizados ratos (Rattus
novergicus, var. albinus) machos da linhagem Wistar, pesando entre 120 e 150
g, provenientes do Biotério de Criacdo e Experimentacédo da FCF e Instituto de
Quimica da USP. Foi oferecida aos animais uma dieta comercial balanceada
(Nuvilab CR-1), fornecida pelo biotério e cujo laudo esta apresentado em anexo
(Anexo 4).

3.2 Métodos

3.2.1 Ensaio biolégico

Os procedimentos descritos a seguir foram aprovados pela Comissao
de Etica em Uso Animal (CEUA) da FCF/USP, por estarem de acordo com 0s
Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal (COBEA), conforme mostra o certificado em anexo
(Anexo 7).

Foram utilizados 24 ratos, mantidos em gaiolas de plastico (trés
animais em cada) em uma sala com temperatura controlada e fotoperiodo
(ciclo claro/escuro) de 12 horas, recebendo dieta e agua ad libitum durante
todo o periodo experimental. Os animais foram distribuidos, de acordo com o

peso inicial (de forma que as médias de peso entre os grupos fossem a
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mesma), em quatro grupos de seis animais cada: controle - (recebeu agua);
controle + (recebeu 4gua e CCly); e dois grupos experimentais que receberam
PSO (fonte de CLNA) nas concentracdes de 2% e 4% em relagdo ao consumo
didrio de dieta e CCl,. Apos um periodo de aclimatacdo de sete dias, 0s
animais comecaram a receber a suplementacéo, por via intragéstrica utilizando

seringas descartaveis de trés mL e agulha de gavagem.

O experimento teve duracdo de 21 dias e nos 19° e 21° dias, 0s
animais foram submetidos a injuria hepatica aguda induzida por CCl, na dose
de dois mL por kg de peso da mistura CCl, : azeite de oliva (diluicdo 1:1), via
intraperitonial. Os animais do grupo controle - (saudavel), receberam uma
injecdo contendo apenas o veiculo (azeite de oliva). No 22° dia, apés jejum de
oito horas, os animais foram anestesiados com injecao intraperitonial de uma
mistura de cetamina (90 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg), dose recomendada pelo
Biotério de Criacdo e Experimentacdo, e eutanasiados. Amostras de sangue
foram coletadas pela artéria aorta abdominal e centrifugadas a 3.500 rpm por
15 minutos a 4°C, o soro obtido foi armazenado a —80°C até o momento das
analises. O tecido hepatico também foi coletado, imediatamente congelado em

nitrogénio liquido e armazenados a —80°C até o momento das analises.

3.2.2 Transaminases no soro

A andlise das enzimas marcadoras de dano hepatico, aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), foram avaliadas por
meio de Kits laboratoriais (Labtest®, Lagoa Santa, Brasil). As analises foram

realizadas em triplicatas e os resultados expressos em unidades (U) por dL.

3.2.3 Perfil de &cidos graxos no tecido hepéatico

Os lipideos do tecido hepatico foram extraidos segundo o método
descrito por Folch, Lee e Stanley (1957), os acidos graxos foram transformados

em ésteres metilicos de acordo com o método de esterificacdo alcalina
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[utiizando NaOCH3z; em metanol] proposto por Christie, Sédédio e Juanéda
(2001) e foram entéo injetados no cromatdgrafo gasoso [CG - marca Shimadzu,
modelo 2010, com detector de ionizacdo de chama e coluna de silica fundida
(100m e 0,25mm de diametro interno / SP-2560)] seguindo a programacao
descrita por Baublits et al. (2007). Essas metodologias estdo detalhadas nos

capitulos Il e lll.

3.2.4 Morfometria do tecido hepatico

Um pequeno fragmento do tecido hepatico dos animais foi coletado e
imediatamente fixado em formalina (4%). Sec¢6es de (5 um) foram preparadas e
coradas com hematoxilina-eosina (HE) para observacdes fotomicroscopicas.

As lesbes observadas no parénquima hepatico foram analisadas pela
determinacdo da porcentagem média de area lesada. Inicialmente foram
obtidas por lamina, cinco imagens de mesma dimensao, representativas de
toda a amostra. A obtencéo das imagens foi realizada em aumento de 40 vezes
(objetiva de 4x), pela camera Cool SNAP-Procf (Media Cybernetics Inc)
acoplada a microscépio Nikon Eclipse-E800. Em seguida, os limites das lesdes
foram definidos manualmente, as areas lesadas foram somadas por lamina e a
porcentagem meédia foi calculada, sendo entdo obtida a porcentagem média por
grupo. As medidas foram realizadas com auxilio do sistema computadorizado
de imagens Image-Pro Plus, versao 4.5 (Media Cybernetics Inc). Os resultados

foram expressos em média + desvio padréo.

3.2.5 Homogeneizado do tecido hepatico e quantificacdo das proteinas

O tecido hepatico dos animais foi pesado e homogeneizado, em
homogeneizador tipo ultra-turrax (modelo T10 basic, marca IKA), com um
volume de tampao fosfato de potassio 0,1 M e pH 7,0 igual a trés vezes o valor
absoluto da massa da amostra pesada. Os homogeneizados foram

centrifugados a 15.000 rpm por 30 minutos a temperatura de 4°C e o

135



Capitulo IV

sobrenadante foi empregado na avaliagao da lipoperoxidagéo e atividade das

enzimas antioxidantes.

A determinacdo do conteudo de proteinas presente nos
homogeneizados dos tecidos foi realizada em triplicata, segundo o método de
Bradford (1985), obtendo-se as leituras no comprimento de onda de 595 nm em
espectrofotdmetro (SPECTRONIC® 20 GENESYS™, Rochester, USA). A
guantidade de proteina das amostras foi calculada a partir da curva padrao
utilizando albumina de soro bovino (Sigma A4503).

3.2.6 Peroxidacao lipidica e atividade das enzimas antioxidantes

A determinacao da peroxidacao lipidica nos homogeneizados de figado
foi realizada através da medida de producéo das substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS), utilizando-se o método descrito por Ohkawa, Ohishi e

Yagi (1979) com pequenas adaptacdes, conforme descrito no capitulo 111

O conteudo de glutationa reduzida (GSH) nos homogeneizados de
figado foi realizado segundo protocolo descrito por Tietze (1969) que se
fundamenta na reacdo da GSH presente nos homogenatos com a substancia
5,57ditiobis-2,2 acido nitrobenzoico (DTNB) para produzir um composto colorido
gue absorve espectrofotometricamente a 412 nm. Os homogeneizados foram
ressuspensos numa solucdo de EDTA (10° M) em &cido tricloroacético 5%,
centrifugado a 17000 rpm por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante coletado.
Posteriormente, foi colocado em um tubo de ensaio 1375 uL de tampéao fosfato
pH 8,0 e 100 uL do sobrenadante contendo GSH. Em seguida, adicionou-se 25
pL de DTNB (10 mM) dissolvido em acetona, agitou-se e a absorbancia foi
medida a 412 nm em espectrofotbmetro (SPECTRONIC® 20 GENESYS™,
Rochester, USA). A concentracdo de GSH foi quantificada utilizando uma curva
padrao de GSH (50 — 800 uM / Sigma G4251).

A atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) foram avaliadas de acordo com
as metodologias descritas por McCord e Fridovich (1969), Beutler (1975) e Sies

(1979), respectivamente; ja descritas anteriormente (capitulo Ill). A atividade da
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enzima glutationa redutase (GR) foi determinada de acordo com a metodologia
descrita por Sies (1979). Este método fundamenta-se na medicdo do
decaimento da absorbancia a 340 nm, promovido pela oxidacdo do NADPH a
30°C (coeficiente de extingdo molar igual a 6,22 nM*.cm™) durante a reducéo
da glutationa oxidada (GSSG) catalisada pela GR. O meio de reagcdo contém
GSSG 50 mM, NADPH (4 mM em NaOH 0,02 M), EDTA5 mM / pH 7,0 e
tampdao fosfato de potassio 0,1 M / pH 7,0. Foi tomado 950 uL deste meio e
acrescentou-se 50 uL de cada amostra (em duplicata). A solucéo foi incubada a
30°C e as leituras realizadas a cada minuto num periodo de seis minutos. Os
resultados foram expressos em U/mg de proteina. Uma unidade (U) da enzima

foi definida como atividade da enzima que oxida 1 puMol de NADPH por minuto.

3.2.7 Expressao génica da SOD e CAT no tecido hepatico

A analise de expresséo géncia das enzimas SOD e CAT foi realizada
no Laboratério de Virologia do Instituto Butantd, atraveés da técnica de RT-PCR
(reverse-transcriptase polymerase chain reaction) conforme descrita por
Mancini-Filho et al. (2009). Inicialmente, o RNA total do tecido hepatico foi
obtido utilizando o reagente Trizol. Em seguida, foi realizada a fase de
transcricdo reversa do RNA utilizando os reagentes da Promega, conforme
recomendacdo do fabricante. O produto (cDNA) foi entdo amplificado em
termociclador. A SOD foi amplificada a 94°C por 45 s, 56°C por 30 s e 72°C por
45 s, num total de 23 ciclos seguido por um tempo de 10 minutos de extensao
a 72°C. A CAT foi amplificada a 94°C por 30 s, 58°C por 30 s, e 72°C por 1
minuto num total de 30 ciclos por um tempo de 10 min de extenséo a 72°C. Os
produtos amplificados foram determinados por eletroforese hum gel de agarose
(2%) contendo 0,06 mg/L de brometo de etidio. O gel foi fotografado sobre
transiluminacdo ultravioleta e quantificado utilizando o sofwere Quantity One
(versdo 4.6.3 / Bio-Rad), sendo os resultados expressos como unidades

arbitrarias.

Primer SOD — sequencia (5’-3’): TCT AAG AAA CAT GGC GGT CC
Primer SOD — sequencia (3’-5’): CAG TTA GCA GGC CAGCAG AT
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Primer CAT — sequencia (5’-3’): GCG AAT GGA GAG GCA GTG TAC
Primer CAT — sequencia (3’-5): GAG TGA CGT TGT CTT CAT TAG CAC TG

3.2.8 Andlise estatistica

Foram realizadas andlises de Estatistica Univariada e Multivariada,
com aplicacdo da Andlise por Componentes Principais (ACP), conforme
descritas no capitulo 1ll. Valores de probabilidade (p-valor) abaixo de 0,05

foram considerados estatisticamente significativos.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Transaminases no soro

O efeito do pré tratamento com o PSO na concentracdo das enzimas
AST e ALT no soro induzidas pelo CCl, estdo apresentadas na Figura IV.1. Foi
confirmado o aumento destas enzimas no soro dos animais tratado com CCly4
em relacdo ao controle saudavel e o tratamento com PSO reduziu
significativamente as concentracdes de AST e ALT quando comparado ao

controle +.
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Figura IV.1. Transaminases: (a) alanina aminotransferase — AST (p<0,01) e (b)
aspartato aminotransferase — ALT (p<0,01), em ratos suplementados com 6leo
da semente de roma (grupo CLNA) durante 21 dias e submetidos a injaria
hepética com CCl,.

A relacdo AST/ALT nao diferiu entre os grupos (Controle -: 1,58;
Controle +: 1,29; CLNA 2%: 1,49; CLNA 4%: 1,39), indicando que o dano

hepatocelular pode ser considerado leve.

Segundo Lee et al. (2007), € bem conhecido que agentes quimicos que
produzem injuria hepatica causam aumento das enzimas AST e ALT no soro, e
isto pode indicar o indice de injuria no figado. Neste sentido, comparado a
outros estudos que utilizaram CCl, e apresentaram niveis muito elevados de
AST e ALT nos grupos tratados com CCl, em relagcdo ao controle saudavel
(HSU et al., 2009; FANG; LIN, 2008; LEE et al., 2007), os valores aqui
apresentados estdo mais baixos podendo indicar um dano leve ao figado.
Ainda assim, pode ser observado que o tratamento com PSO atenua a

elevacao das enzimas AST e ALT pelo CCl,.
4.2 Lipideos totais e perfil de acidos graxos no tecido hepatico

O conteudo de lipideos totais e o perfil de &cidos graxos do tecido
hepatico dos animais suplementados com PSO e submetidos a injaria hepética
com CCl, confirmam os resultados encontrados no capitulo anterior (Ill), uma

vez que o0s animais suplementados com a dose de 4% apresentaram maior
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conteudo de lipideos no figado (Figura IV.2) e o perfil de &cidos graxos

confirmou a metabolizagéo e incorporacao tecidual de CLAs de maneira dose
resposta (Tabela IV.1).

Lipideos Totais (%)
" + ?
-
-
-
-

0-

Figura IV.2. Conteudo de lipideos totais em figado de ratos suplementados

com 6leo da semente de roma (grupo CLNA) durante 21 dias e submetidos a
injaria hepatica com CCl, (p=0,02).
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Tabela IV.1. Perfil de &cidos graxos (AGs) no tecido hepatico de ratos
suplementados com 6leo da semente de roma (grupo CLNA) durante 21 dias e

submetidos a injuria hepatica com CCly,.

AGs Controle - Controle + CLNA 2% CLNA 4% P-valor
C 16:0 17,11+0,17° 21,10+1,20° 19,93+1,69° 20,14+1,53* | <0,01
C 18:0 19,53 +0,89° 12,78 +1,45° 1567 +3,21° 13,78+2,53* | <0,01
C 18:1c w-9 6,11+1,70° 14,00+3,47* 10,81+3,34° 1166+279" | <0,01
C 18:1c w-7 2,50 + 0,33 2,36 + 0,26 0,86
C 18:2¢c w-6 20,10 £ 0,41° 26,67 +2,82° 2341+257° 2338+188" | <0,01
C 18:3c w-3 0,73+0,23 0,85 + 0,36 0,70 + 0,17 0,64 + 0,16 0,54
CLA 9c1it 297+0,72°  6,35+1,13 <0,01
CLA 10c12c 1,03 + 0,43 1,59 + 0,53 0,07
C 20:4 w-6 28,28 +1,42° 16,99 +1,59° 19,89+320° 17,36+291° | <0,01
C 18:3 9¢11t13c 0,39+0,07° 0,66 +0,24° <0,01
C 22:6 w-3 5,65 % 0,49 5,24 + 1,08 519 +1,14 4,46 + 1,15 0,30

Resultados expressos em meédia + desvio padrdo (n=6). Letras diferentes na mesma linha
diferem estatisticamente entre si, p<0,05.

4.3 Morfometria do tecido hepatico

A analise microscopica mostrou que o tecido hepatico no grupo
controle negativo estava preservado, com hepatécitos em disposicéo radial,
nucleos e citoplasma preservados. Entretanto, os grupos tratados com CCl,
exibiram alteracBes morfoldégicas evidentes. No grupo controle positivo
observou-se degeneracdo vacuolar micro e macrogoticular moderada a
acentuada difusa, sendo mais proeminente ao redor de veia centro lobular, e
extensas areas de necrose de coagulacdo associadas a moderado infiltrado
neutrofilico, debris celulares e focos de hemorragia (Figura 1V.3). Ja os grupos
tratados com PSO, a degeneracdo vacuolar micro e macrogoticular foi de
discreta a moderada difusa, sendo mais proeminente ao redor de veia centro

lobular e areas de necrose de coagulacdo localizadas principalmente na
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superficie do 6rgéo associadas a discreto infiltrado neutrofilico, debris celulares
e focos de hemorragia. As lesbes observadas no parénquima hepatico foram
analisadas pela determinagcdo da porcentagem média de area lesada, com o
intuito de quantificar as diferencas observadas entre os grupos controle positivo
e aqueles suplementados com PSO (grupo CLNA) (Figura 1V.4).

Controle-

Figura IV.3. Fotomicrografias de cortes histologicos de figado nado tratado
(Controle -) e tratado (Controle +) com CCls, mostrando as areas de
degeneracao e necrose. Coloracédo: HE; aumento: 4x.
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Figura IV.4. Valores reterentes a porcentagem de area lesada do figado de
ratos suplementados com 6leo da semente de roma (grupo CLNA) durante 21
dias e submetidos a injaria hepética com CCl, (p<0,01).
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De acordo com a Figura 1V.4, podemos observar que a suplementacéo
com PSO (rico em &cido punicico) protegeu o parénquima hepatico dos
animais contra a acdo do CCl4, sugerindo que os CLAs incorporados neste
tecido tem efeito protetor sobre os hepatdcitos contra os danos causados pelo
radical. As fotomicrografias representando as areas de lesdes por grupo podem

ser observadas na Figura IV.5.

Figura IV.5. Fotomicrografias de cortes histolégicos de figado mostrando areas
de lesdo. (a) grupo controle -, (b) grupo controle +, (c) grupo CLNA 2% e (d)
grupo CLNA 4%. Coloragdo: HE; aumento: 4x; escala: 20um.
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4.4 Peroxidacao lipidica

A peroxidagéo lipidica é considerada um marcador de dano oxidativo
(LEE et al., 2007). De acordo com a Figura IV.6, pode-se observar que a
metodologia de inducdo da injuria hepética utilizada ndo provocou dano severo
ao figado, pois ndo foram observadas diferencas significativas nos valores de
TBARS do soro entre os grupos saudaveis e submetidos a injuria hepética.
Entretanto, a Figura IV.6(b) mostra que houve aumento significativo nos valores
de TBARS do tecido hepatico entre os grupos controle. Com relacdo aos
grupos tratados com PSO, os valores de TBARS aumentaram
significativamente em relacdo aos dois controles (saudavel e tratado com
CCly).
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Figura IV.6. Efeito sobre a peroxidacao lipidica, através da medida de TBARS:
(a) soro (p=0,05) e (b) figado (p<0,01), de ratos suplementados com 6leo da
semente de roma (grupo CLNA) durante 21 dias e submetidos a injuria
hepatica com CCl,.

Alguns autores tém relatado que Oleos ricos em &acidos graxos
poliinsaturados (PUFAs) melhoram os niveis de TBARS de animais submetidos
a injuria com CCly (JIA et al., 2011; HSU et al., 2009; MAHESWARI; RAO,
2005). Entretanto, a peroxidacéo lipidica é um tipo particular de reacdo de

oxidacéo resultante do ataque por radicais livres reativos nas cadeias laterais
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dos PUFAs dos fosfolipideos das membranas (FANG; LIN, 2008). Neste
sentido, Fang e Lin (2008) ao suplementar ratos com 6leo de milho e induzi-los
a injuria com CCl,4, observaram que o 6leo de milho rico em PUFAs aumentou
marcadamente os produtos da lipoperoxidagédo hepéticos induzidos por CCl, e,
portanto, ndo melhora o quadro de fibrose hepatica. Os resultados aqui
apresentados sugerem que tanto os acidos graxos trieno conjugados presentes
no PSO, como os acidos graxos dienos conjugados obtidos a partir de sua
metabolizacdo, sdo mais susceptiveis ao ataque dos radicais livres produzidos
pelo CCl4, elevando os niveis de TBARS no figado dos animais tratados com
PSO, conforme observado na Figura IV.6(b). Kim et al. (2005) analisaram os
efeitos da suplementacdo dos conjugados do &cido linoléico na peroxidacdo
lipidica em figado de ratos e seus resultados indicaram também que os niveis
de TBARS hepéaticos foram significativamente mais elevados nos grupos
alimentados com CLAs do que no grupo controle. O TBARS €& um produto
secundario da peroxidacéo lipidica, concluindo-se que o tratamento adicional
de CLAs pode provocar a peroxidacao lipidica e em doses elevadas podem

causar problemas como danos no figado.

4.5 Atividade e expressédo génica das enzimas antioxidantes

Na Figura IV.7 estdo apresentadas as atividades das enzimas
antioxidantes (SOD, CAT, GPx e GR) e GSH no figados dos animais.
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Figura IV.7. Atividade das enzimas antioxidantes: (a) superoxido dismutase
(p=0,02), (b) catalase (p=0,01), (c) glutationa peroxidase (p<0,01), (d)
glutationa redutase (p=0,52) e (e) glutationa reduzida (p<0,01), em figado de
ratos suplementados com 6leo da semente de roma (grupo CLNA) durante 21
dias e submetidos a injaria hepatica com CCl,.
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De acordo com a Figura IV.7, pode-se observar que houve uma
reducéo significativa da enzima CAT do grupo controle induzido com CCly (+)
em comparacgdo ao controle saudavel (-) e que a suplementagdo com PSO na
dose de 4% manteve a atividade dessa enzima a valores proximos da atividade
do grupo controle -. Em contrapartida, ndo foram observadas diferengcas na
atividade da SOD e glutationas (GPx e GR) entre os grupos controles,
indicando mais uma vez que o método de inducéo da injuria hepéatica com CCly4
nao foi suficiente para causar um dano grave ao tecido a ponto de alterar a
atividade dessas enzimas. No entanto, foi observada reducdo na atividade da
GPx no grupo suplementado com 4% de PSO, sugerindo que esta enzima esta
sendo inativada pelos peroxidos lipidicos decorrentes da lipoperoxidacao. Os
mesmos resultados foram observados em nosso laboratério em animais
suplementados com CLAs e induzidos a injuria por CCl, (CARVALHO, 2011).
Com relacdo aos niveis de GSH, pode-se observar que o grupo controle +
aumentou significativamente, enquanto a suplementacdo com PSO reduziu os
valores semelhates ao controle negativo. A reducéo nos valores de GSH pode
estad relacionada ao aumento de TBARS nos grupos tratados com PSO,

resultando em maior consumo de GSH.

Estudos sobre os efeitos dos CLNAs em organismos animais
submetidos a estresse oxidativo sdo escassos. Sara e Ghosh (2009)
analisaram a influéncia de dois isbmeros de CLNA (0,5% dos lipidios totais
ofertado durante 15 dias) contra o estresse oxidativo induzido pelo arsenito
soédio. Arsenitos sdo conhecidos como geradores de estresse oxidativo por
aumentar as espécies reativas ao oxigénio. Os resultados mostraram que 0
arsenito de sédio alterou a atividade das enzimas antioxidantes no plasma e
nos homogeneizados de figado e cérebro. Enquanto o a-ESA (&cido
eleostearico, 18:3-9¢11t13t) e o PA aumentaram a atividade da SOD, CAT e
GPx e reduziram a atividade da enzima oOxido nitrico sintase (NOS) para os
valores normais. Algumas diferencas na efetividade dos dois isémeros foram
observadas, o que € devido ao seu arranjo molecular com ligacdes cis-trans
antagobnicas. Neste estudo, o a-ESA foi mais eficiente como antioxidante que o
PA, devido ao seu maior conteudo de trans. Recentemente, esses autores

mostraram os mesmos resultados utilizando duas doses de CLNAs (0,5% e 1%
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dos lipidios totais ofertados durante 21 dias). No entanto, ndo foi observado
efeito dose resposta (SAHA; GHOSH, 2011). Estes autores analisaram ainda o
efeito dos CLNAs no quadro de estresse oxidativo, reduzindo a peroxidacao
lipidica e restaurando a atividade das enzimas antioxidantes no soro e no
pancreas de ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina (SAHA; GHOSH,
2012).

Os resultados de expressao génica das enzimas SOD e CAT mostram
gue ndo existiram alteragcdes da suplementacdo quando comparados aos
controles (Figura IV.8).
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Figura IV.8. Expressao génica das enzimas antioxidantes: (a) SOD e (b) CAT
em figado de ratos suplementados com 6leo da semente de roma (grupo
CLNA) durante 21 dias e submetidos a injaria hepatica com CCl,.

4.6 Andlise de estatistica multivariada

Com o intuito de verificar associacdes entre os resultados obtidos neste
capitulo, foi aplicada a ACP aos dados previamente auto-escalados, conforme

mostra a Figura 1V.9.
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Capitulo IV

A\Figado: GPx, GR, SOD

*Fl’gado: TBARS, lipideos totais,
CLAs, CLNAs

Controle +
.

Controle -
. A\soro: TBARS
*Fl’gado: CAT, GPx

Componente Principal 2: 37,52%

*Soro: AST, ALT
cLNA 2% *Fl’gado: TBARS, GR, GSH,
P *Iipideos totais, area lesada

CLNA 4%
*

Componente Principal 1: 54,47%

Figura IV.9. Anélise por Componentes Principais (PC1 x PC2) para mostrar
diferencas nos parametros avaliados entre 0s grupos controles e
suplementados com o 6leo da semente de roma (grupo CLNA).

De acordo com a Figura (IV.9) podemos observar que os grupos estéo
dispostos separadamente nos quadrantes, com uma variancia cumulativa de
91,99%; enfatizando a formacdo de grupos com caracteristicas semelhantes,
de acordo com variaveis de resposta selecionadas. A suplementacdo com PSO
esta envolvida com o aumento de lipideos totais e de TBARS no figado, bem
como associada a reducdo na atividade das enzimas SOD, GPx e GR,
indicando que este 0leo ndo possui efeito sobre os marcadores de estresse
oxidativo neste modelo experimental.
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Capitulo IV

5 CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados, conclui-se que a suplementacéo
com PSO tende a reduzir as concentracbes séricas das enzimas
aminotransferases causadas pelo CCl,, além de reduzir a porcentagem de area
lesionada no tecido hepatico. Entretanto, este 6leo fornece substrato para o
ataque dos radicais livres, aumentando o nivel de hidroperoxidos lipidicos no
figado. A atividade da enzima antioxidante catalase foi a mais sensivel ao
ataque pelo CCl, e a suplementacdo com PSO na dose de 4% aumenta sua
atividade a niveis normais. Entretanto, esse efeito ndo esta relacionado com a
expressdo génica dessa enzima no tecido hepético. As enzimas SOD, GPx e
GR nado foram alteradas, mas os niveis de GSH foram reduzidos pela
suplementagdo com PSO a niveis proximos ao controle negativo. De modo
geral, os resultados sugerem que a suplementacdo com PSO nao foi capaz de

atenuar os marcadores de estresse oxidativo causado pelo CCl,.
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CONSIDERACOES FINAIS

Desde a sua descoberta, aos &cidos graxos conjugados (CLAs e
CLNAs) tém sido atribuidas propriedades redutoras do tecido adiposo,
indutoras do tecido muscular e ainda como inibidores da carcinogénese. Os
CLAs vém sendo exaustivamente investigados com relacdo aos seus efeitos
benéficos ao organismo. Estes estudos estdo focados principalmente na sua
atividade antiadipogénica. Entretanto, o0s resultados inconclusivos e
controversos, algumas vezes mostrando efeitos adversos, demonstram a falta
de seguranca com relacdo ao seu uso. Isto levou a ANVISA a proibir sua
comercializagcdo no Brasil. Outro tipo de conjugados, os CLNAs, também vem
chamando a atencdo mais recentemente e tem sido alvo de pesquisas que
avaliam os seus efeitos no organismo. Por eles serem metabolizados a CLAs
em varios modelos animais, os trabalhos séo direcionados para a obtencéo de

resultados semelhantes ao CLAs.

Nesta linha, foi investigado o 6leo da semente de roma, conhecido por
sua alta concentracdo de acido punicico (CLNA). O capitulo | mostra que a
literatura aponta muito efeitos benéficos a saude, porém os trabalhos sdo mais
escassos que aqueles com CLAs, e mostram resultados inconsistentes, ndo
permitindo a obtencdo de conclusdes sobre os seus potenciais efeitos. No
capitulo Il, pode-se confirmar a alta porcentagem (55%) de acido punicico no
PSO, bem como concentracfes elevadas de vitamina E e fitosterdéis, além de
estar dentro dos padrdes de qualidade e estabilidade. No capitulo Ill, a
suplementacao de ratos com PSO confirmam a metabolizacdo e incorporacao
de CLAs nos tecidos dos animais que receberam o 6leo rico em acido punicico.
Esta incorporacdo mostrou-se de maneira diferente nos diversos tecidos
estudados, mas ndo foram observados os mesmos efeitos que na literatura sédo
atribuidos aos CLAs, como a reducéo na gordura corporal e aumento da massa
magra. Além disso, ndo foram encontradas diferencas na lipoperoxida¢do nos
tecidos e na atividade das enzimas antioxidantes. No capitulo 1V,

apresentamos o0s resultados de experimento com animais submetidos a
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estresse oxidativo, onde foi observado que a suplementacdo com PSO diminui
as transaminases e a area de lesdo. No entanto, fornece substrato para o
ataque dos radicais livres, aumentando o nivel de hidroperoxidos lipidicos no
figado, embora ndo promova alteragbes na atividade das enzimas

antioxidantes.

Os resultados aqui apresentados colaboram com mais informacdes a
respeito dos efeitos da suplementacdo com 6leo rico em CLNA em ratos
saudaveis e submetidos a estresse oxidativo, contribuindo com a literatura a
respeito do uso dos conjugados nesses modelos. De acordo com o observado
neste trabalho, o 6leo da semente de roma ndo € recomentado para cosumo
com o objetivo de promover a perda de peso e melhorar a condicédo
antioxidante. O CLNA/PA, assim como seu metabolito (CLAs), pode inclusive
provocar efeitos adversos como o acumulo de lipideos nos tecidos, aumento
das células adiposas e fornecimento de substrato para o ataque do radical livre
em condicdo de estresse oxidativo. Neste sentido, mais estudos sao
necessarios a fim de avaliar o efeito dos conjugados em diferentes condicdes,
para que se possa confirmar os seus reais efeitos e estabelecer possiveis

recomendacdes e/ou limitagdes para 0 seu uso.
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ANEXO 1

(A) Cromatogramas correspondentes ao Oleo de linhaca nas trés diferentes
condicdes cromatograficas: (a) CC 1, (b) CC 2 e (c) CC 3.
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(B)Cromatogramas correspondentes ao 6leo da semente de roma nas trés

diferentes condi¢des cromatograficas: (a) CC 1, (b) CC 2 e (c) CC 3.

V(x100,000)

1.75

1.50

1.25

1.00

0.75]

Chromatogram

C16:0

C18:2c

C18ilc

C 18:0

C 18'3 9c11t13¢|

C 18:39c11t13t]

'C 18:3 9t11t13c

5.0

V(x100,000)

65.1

0

Chromatogram

C 16:0

C 18:0

SO

C18:i1c

C18:2c

C18:39cI1ti3c|
c1sS SR

50

1V(x10,000)

1

o
=3

75

5.0

2.5

0.0

Chromatogram

C16:0

C18:0

C18:2c

C18:ic

A An Mn

C18:39c11t13c|

C 18:3 oufireS SL113C

10

30

40

50

60

min

158



ANEXO 2

(A) Cromatogramas correspondentes ao 6leo de linhaca nos dois diferentes

IS
=)

métodos de esterificacdo: (a) mista e (b) alcalina. Condicdo cromatogréfica

CC 3 (Baublits et al., 2007).

uV(x100,000)

3.5

3.0

2.5

2.0

15

10

0.5

0.0

““[Chromatogram

_

C16:0

—

c18:0

C18:lc

C181c

C182c

C 18:3n3|

V(x100,000)

10

20

30

40

50

60 70 80 90 min

Chromatogram

C 16:0

| S

C18:0

C18:1c

C18:2c

C18:3n3

10

20

30

20

50

60 70 80 90 min

159



(B)Cromatogramas correspondentes ao 6leo da semente de roma nos dois
diferentes métodos de esterificacdo: (a) mista e (b) alcalina. Condicao
cromatografica CC 3 (Baublits et al., 2007). NI = Nao identificado.
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ANEXO 3

(A) Cromatogramas: (a) padrao de a-tocoferol e (b) tocoferdis presentes nas

amosras de 6leos, onde a linha verde correponde ao 6leo de linhaca e a

linha vermelha ao da semente de roma.
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(B)Cromatogramas: (a) padrdes de fitosterdis, (b) 6leo de linhaca e (c) 6leo da
semente de roma. Pl = Padrdo interno (5a-Colestane) e NI = Na&o

identificado.
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ANEXO 4

RACAO COMERCIAL
Nuvilab CR-1

Composicao do Produto: Milho integral moido, farelo de soja, farelo de
trigo, carbonato de calcio, fosfato bicélcico, cloreto de sédio, premix
vitaminico mineral e aminoacidos.

Niveis de Garantia por Quilograma do Produto:

Umidade (méax) 12,50 %
Proteina Bruta (min) 22,00 %
Extrato Etéreo (min) 4,50 %
Matéria Mineral (méax) 10,00 %
Matéria Fibrosa (max) 8,00 %
Célcio (max) 1,40 %
Fosforo (min) 0,80 %

Enriguecimento por Quilograma do Produto:

Vitaminas:Vitamina A 12.000,00 Ul; vitamina D3 1.800,00 Ul; vitamina E
30,00 mg; vitamina K3 3,00 mg; vitamina B1 5,00 mg; vitamina B2 6,00
mg; vitamina B6 7,00 mg; vitamina B12 20,00 mcg; niacina 60,00 mg;
acido pantoténico 20,00 mg; acido folico 1,00 mg, biotina 0,05 mg; colina
600,00 mg.

Microelementos Minerais:Ferro 50,00 mg; zinco 60,00 mg; cobre 10,00
mg; iodo 2,00 mg; manganés 60,00 mg; selénio 0,05 mg; cobalto 1,50
mg.

Aminoécidos: Lisina 100,00 mg; metionina 300,00 mg.

Aditivos: Antioxidante 100,00 mg.

Indicacao: Alimento equilibrado para camundongos e ratos de
laboratério, baseado em recomendac¢des do NationalResearchCouncil e
Nationallnstituteof Health — USA.

Uso: Administracdo a vontade através de comedouros suspensos.

Apresentacéo:Peletizada (extrusada ou farelada sob consulta).
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ANEXO 5

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Comiss3o de Etica em Experimentacéo Animal - CEEA

Oficio CEEA/FCF n® 72/2008

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto “Avaliacao em ratos do efeito do acido
graxo punicico sobre o perfil lipidico tecidual e sua influéncia sobre
parametros bioquimicos em processos oxidativos” (Protocolo n°
204), de responsabilidade da pesquisadora lllana Louise Pereira de
Melo sob a orientagcdo do(a) Prof. Dr. Jorge Mancini Filho, esta de
acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotado
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA e foi
aprovado pela Comissao de Etica em Experimentagéo Animal — CEEA,

desta Faculdade, em 10 de novembro de 2008.

Séao Paulo, 8 de dezembro de 2008.

Profa. Dra. Ligia/Ferreira Gomes
Presidente da Comissao de Etica
em Experimentacdo Animal

Av. Prof. Lineu Prestes, 580 - Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05608-900 - Sao Paulo - SP
Fone: (11) 3091-3677 / Fax: (11) 3813-5093 - e-mail: rtrigo@usp.br
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ANEXO 6

Cromatogramas correspondentes aos padroes de CLAs: (a) Mistura de
isdbmeros de CLAs (Sigma 05632); (b) Isbmero 9c11t-CLA (Sigma 16413).
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ANEXO 7

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comissédo de Etica no Uso de Animais - CEUA

Oficio CEUA/FCF/56/2010

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticasr da Universidade de Sao Paulo Certifica que o Projeto
“Efeito dos isdmeros conjugados do acido linoléico (9cis, 11trans e
10trans, 12cis) e do acido a-linolénico (9cis, 11trans, 13ics) no
modelo de hepatotoxicidade induzidas por tetracloreto de carbono .
em ratos” (Protocolo CEU/FCF/281), de responsabilidade das
pesquisadoras Eliane Bonifacio Teixeira de Carvalho e llana Louise
Pereira de Melo sob a orientacdo do Prof. Dr. Jorge Mancini Filho, esta
. de acordo com as normas do Consielho Nacional de Controle de
Experimentacao Animalv - CONCEA e foi APROVADO em reuniao de

12 de julho de 2010.

Séao Paulo, 9‘ de agosto de 2010.

v

Aofé%g Marco Anton%;

Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUA/FCF/USP
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