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RESUMO

Os acidos graxos poliinsaturados da familia n-3 (AGPIs n-3), presentes no 6leo de
peixe, sao incorporados as membranas celulares e influenciam varios processos
metabdlicos. Apesar dos efeitos benéficos conhecidos, em especial dos &cidos
eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaendico (DHA), poucos estudos avaliaram o
efeito destes acidos, e sua relagdo com a via de administracdo, na resposta do
sistema oxidante-antioxidante de animais. Assim, este estudo teve como objetivo
avaliar o efeito da suplementacdo (0.2g/kg/dia por trés dias) de 6leo de peixe (via
enteral) e de emulsdo de 6leo de peixe (via parenteral) no perfil de acidos graxos
hepético e na resposta do sistema oxidante-antioxidante de ratos. Também foram
avaliados animais que receberam Oleo de soja, emulsdo de Oleo de soja e um
concentrado de 6leo de sardinha (via enteral) com altos teores de EPA e DHA,
obtido em laboratoério por processo biotecnoldgico. O perfil de acidos graxos hepatico
foi determinado por cromatografia a gas e a oxidacao lipidica avaliada através da
determinacao das substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS). Foi avaliada
a atividade hepética das enzimas SOD e CAT e a expressao da A6-dessaturase
(FADS2), enzima envolvida na etapa de dessaturacdo dos &cidos graxos, por
western blot. Os resultados mostraram que a suplementacdo parenteral com
emulsdo de Oleo de peixe levou ao acréscimo de AGPIs n-3 (EPA e DHA) e a
reducdo significativa da razdo entre os AGPIs n-6/AGPIs n-3 nos lipides polares e
neutros e na expressao de FADS2 do figado. Com relacéo a via enteral, o dleo de
peixe levou ao acréscimo de EPA nos lipides neutros sem alterar a razao entre as
familias de AGPIs. Os 6leos e as emulsdes de soja e de peixe ndo levaram ao
aumento da lipoperoxidacdo e também ndo foi observada alteracdo na defesa
antioxidante. Por outro lado, a maior incorporacdo de EPA e DHA nos lipides
hepatico dos animais que receberam a suplementacdo com o concentrado de 6leo
de peixe levou ao aumento nos niveis hepaticos de TBARS, sem alterar a atividade
das enzimas antioxidantes. Portanto, o trabalho mostra evidéncias da utilizacdo
segura do 6leo e da emulsdo de Oleo de peixe em curto tempo, e que a
suplementacdo com 0leo de peixe concentrado em EPA e DHA, sem a presenca de
antioxidantes, deve ser cuidadosamente avaliada, e mais estudos Sao necessarios
para determinar o efeito dos AGPIs n-3 em altas concentracbes e em periodos
longos de suplementacéao.
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ABSTRACT

Polyunsaturated fatty acids of the n-3 family (n-3 PUFAS) present in fish oil are
incorporated to the cell membranes and influence various metabolic processes. In
spite of their well-known beneficial effects, especially those of eicosapentaenoic acid
(EPA) and docosahexaenoic acid (DHA), few studies have assessed their effects or
that of the form of administration on the response of the oxidant-antioxidant system in
animals. This study aims to evaluate the effect of enteral supplementation with fish oil
(0.2g/kg/day for three days) and parenteral supplementation with fish oil emulsion on
the hepatic fatty acids profile and the oxidant-antioxidant system responses of rats.
Other evaluations were made of animals that received soy oil, soy oil emulsion, and a
sardine oil concentrate (enteral administration) with high EPA and DHA content,
obtained in the laboratory by biotechnology processes. The hepatic fatty acids
profiles were determined by gas chromotography and lipid oxidation evaluated by
assaying thiobarbituric acid reactive substances (TBARS). The hepatic activity of the
enzymes SOD and CAT and that of A6-dessaturase (FADS2), an enzyme involved in
the desaturation of fatty acids, were evaluated using western blot. Results showed
that parenteral supplementation with fish oil emulsion led to an increase in the n-3
PUFAs (EPA and DHA) and a significant reduction of the n-6 PUFAs/n-3 PUFASs ratio
in the polar and neutral lipids and of the FADS2 expression of the liver. In regard to
enteral administration, the fish oil led to an increase in EPA in the neutral fatty acids
but without altering the ratios among the members of the PUFA families. Neither the
fish oil nor the fish oil emulsion led to any increase in lipid peroxidation and no
alteration was detected in antioxidant defense. On the other hand the increased
incorporation of EPA and DHA in the hepatic lipids of animals supplemented with the
fish oil concentrate led to increased hepatic TBARS levels but without altering
antioxidant enzyme activity. Thus the research showed evidence of the safe use of
fish oil and fish oil emulsion for short periods and that supplementation with fish oll
with concentrated EPA and DHA content without the presence of antioxidants needs
to be carefully evaluated. Further studies are needed to determine the effects of high

concentrations of n-3 PUFAs administered in supplementation for long periods.
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1. INTRODUCAO

A importancia na dieta dos &cidos graxos poliinsaturados da familia n-3
(AGPIs n-3), em especial dos acidos eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico
(DHA) oriundos do Oleo de peixe, tem sido evidenciada desde a década de 80,
basicamente pela sua conversdo em eicosandides bioativos: prostaglandinas (PGE),
leucotrienos (LT), tromboxanos (TXA) e outros derivados oxidados (Yaqoob; Calder,
2007). Além destes, novos grupos de mediadores lipidicos, as resolvinas e
protectinas, sdo biossintetizadas a partir dos AGPIs n-3. Estas sdo consideradas
moléculas enddgenas pro-resolugdo, pois promovem absorcdo e eliminacdo de
microrganismos e células apoptéticas pelos macrofagos nos locais de inflamacgéo
(Calder, 2011).

Além da dieta, os AGPIs, também chamados de acidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa, podem ser originados a partir da metabolizagdo dos
acidos graxos essenciais: acido linoléico (18:2 n-6) e &cido alfa-linolénico (18:3 n-3).
O primeiro € o precursor dos AGPIs da familia n-6, como o acido araquidénico (AA,
20:4 n-6) e o segundo dos AGPIs da familia n-3 da qual pertencem o EPA (20:5 n-3)
e 0 DHA (22:6 n-3). Estes acidos sao formados na maioria dos tecidos do organismo
por uma série de reacbes alternadas de dessaturacdo (adicdo de duplas ligacdes,
catalisada pela enzima dessaturase) e de elongacdo (adicdo de duas unidades de
carbono catalisada pela enzima elongase). Nos mamiferos, as dessaturases sao
capazes de introduzir duplas ligagdes nas posi¢coes A5, A6 e A9, sendo que as
enzimas A5 e A6 atuam na dessaturacao dos AGPI enquanto a A9 atua na sintese
dos &cidos graxos monoinsaturados (Perini et al, 2010).

Assim, os acidos graxos das familias n-3 e n-6 competem pelas mesmas
enzimas envolvidas nas reacdes de dessaturacdo e elongacdo, sendo que essas
tem maior afinidade pelo &cido graxo n-3 (Perini et al, 2010). O consumo de 6leo de
peixe leva a incorporacdo dos AGPIs n-3 nas membranas celulares, reduzindo a
disponibilidade de AA (Fetterman e Zdanowicz, 2009; Calder, 2010). O EPA, assim
como o AA, também € substrato para as enzimas ciclooxigenase (COX) e
lipoxigenase (LOX), podendo levar a producéo de eicosanoides. Os eicosanoides
derivados do EPA apresentam, normalmente, atividade biolégica menor do que
agueles produzidos a partir do AA (Britton, 1995; Calder, 2011). A ingestdo de
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elevadas quantidades de AGPIs n-3 diminui a capacidade de sintese de
eicosandides derivados do AA, com concomitante aumento na sintese de PGE e
TXA da série 3 e LT da série 5, que sdo menos inflamatérios do que os derivados do
AA (Calder et al 1996). Por outro lado, o excesso de AGPI n-6, pode contribuir para
uma superproducdo de PGE,, TXA, e LTB,4, que sdo potentes mediadores pro-
inflamatorios.

Estudos clinicos tém demonstrado diversos efeitos benéficos da
suplementacdo de O6leo de peixe em doencas cardiovasculares, inflamatorias,
autoimunes, esclerose multipla e certos tipos de cancer (Innis et al 2006, Simopoulos
et al 2002, Harbige et al 1998, Calder 2009).

Embora bem descrita na literatura a importancia dos AGPIs n-3 na dieta, sua
relacdo com a lipoperoxidacéo lipidica e com os mecanismos de defesa antioxidante
ndo estdo bem estabelecidos. Os AGPIs sdo propensos a oxidagao, resultando na
formacao de produtos como alcanos, aldeidos, &lcoois e hidroperoxidos além de,
epoxidos, cetonas e acidos (Dormandy, 1994). A protecdo dos lipides frente a
degradacdo oxidativa é garantida pelos antioxidantes, sejam os enddgenos ou
aqueles obtidos da dieta. Enzimas como a superoxido dismutase, glutationa
peroxidase e catalase, juntamente com antioxidantes da dieta, constituem a principal
defesa do organismo contra danos oxidativos (Halliwell e Gutteridge, 1999).

Considerando que os AGPIs sdo importantes substratos para a oxidagao
lipidica, nossa proposta foi avaliar o efeito da suplementacdo com 6leo de peixe
(0,2g/Kg/dia), administrado pelas vias enteral e parenteral em periodo de tempo
curto (3 dias), sobre a incorporacdo dos acidos graxos de interesse nos lipides
hepaticos e sua influéncia nos niveis de lipoperoxidacdo lipidica e na defesa
antioxidante de ratos. Os mesmo efeitos foram avaliados em animais que receberam
O0leo de soja pelas vias enteral e parenteral e em um grupo de animais
suplementados com um concentrado obtido por hidrélise enzimética do 6leo de
sardinha para aumentar os niveis de EPA e DHA. Além disto, foi avaliada a
expressdo da enzima A6-dessaturase (FADS?2), a principal enzima responsavel pela
sintese dos AGPIs, o que contribuird para avaliar a relacdo entre a influéncia da

dieta na biossintese desses compostos.



1.1. Acidos graxos poliinsaturados - nomenclatura e familia

A nomenclatura dos acidos graxos é feita pela substituicdo do sufixo O do
hidrocarboneto com 0 mesmo numero de carbonos na cadeia, pelo sufixo “oico”. Os
acidos graxos com 2 a 6 &tomos de carbono sdo considerados acidos graxos de
cadeia curta ou volateis; de C6 a C12, cadeia média e C14 a C24 de cadeia longa
(Gunstome, 1996). Na Tabela 1 encontra-se nomenclatura dos principais acidos
graxos presentes na natureza.

Os &cidos graxos geralmente representados por simbolos numéricos, tais
como: acido oléico C18:1(9); acido linoléico, C18:2(9,12); &acido linolénico,
C18:3(9,12,15); onde o0 numero justaposto ao simbolo C indica o0 nUmero de atomos
de carbono e o segundo numero a quantidade de duplas ligacbes (DeFilippis,
Sperling 2006). A presenca de duplas ligacdes nesta cadeia permite separa-los em
saturados, monoinsaturados e poliinsaturados (mais de uma dupla ligagdo). A
posicdo da dupla ligacdo na cadeia carbbnica € indicada entre paréntesis, pela
identificacdo do atomo de carbono mais préximo da carboxila, implicado na
respectiva insaturacdo (Ruxton et al 2004). Estes acidos podem ser abreviados
conforme ilustra a Tabela 2.

O acido linolénico e o acido linoléico sdo considerados acidos graxos
essenciais ao humano, uma vez que ndo podem ser metabolizados e, portanto
devem ser fornecidos pela dieta, além de serem precursores de outros AGPIs. As
estruturas e nomenclatura oficial (determinada pela IUPAC) estdo mostradas na
Figura 1.

A elongacdo e a dessaturacdo dos acidos linoléico e linolénico formam
importantes AGPIs, como o EPA e o DHA, provenientes do acido linolénico e o0 AA
proveniente do &cido linoléico. Os AGPIs podem ser divididos em familias ou séries
dependendo da localizacéo da ultima dupla ligagdo em relagdo ao seu grupamento
metilico terminal: familia dGmega-9 (9 ou n-9) representada pelo acido oléico, familia
Omega-6 (6 ou n-6) representada pelo acido linoléico e a familia 6mega-3 (3 ou n-3)

representada pelo acido linolénico.



Tabela 1. Nomenclatura descritiva e sistemética dos principais 4cidos graxos encontrados na natureza.

Nome descritivo Nome sistematico Atomos de Ligacdes Posicéao Famili
carbono duplas a
Laurico Dodecandico 12 0
Miristico Tetradecanoico 14 0
Palmitico Hexadecanoico 16 0
Palmitoléico Hexadecendico 18 1 9 ®-7
Esteérico Octadecanoico 18 0
Oléico Octadecenoico 18 1 9 ®-9
Linoléico Octadecadiendico 18 2 9,12 ®-6
Linolénico Octadecatriendico 20 3 9,12,15 ®-3
Homo gama linolénico Eicosatriendico 20 3 8,11,14 ®-6
Araguidbnico Eicosatretraendico 20 4 5,8,11,14 ®-6
EPA Eicosapentaendico 20 5 5,8,1,14,17 ®-3
DHA Docosahexaenoico 22 6 4,7,10,13, 16,19 ®-3

Fonte: Curi et al, 200



Tabela 2. Sistema de abreviagdo dos acidos graxos

Nome Sistema de abreviacao
descritivo Numérico D N Q
Acido oléico 18:1 (9) 18:1 D9 18:1n-9 181w?9
Acido linoléico 18:2 (9,12) 18:2 D9,12 18:2 n-6 182w 6
Acido alfa linolénico  18:3(9,12,15) 18:3D9,12,15 18:3n-3 183w 3

b)

— NP VN
HO™ 1 9\/

12

Figura 1. Estrutura do acido a-linolénico (a) e acido linoléico (b)
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1.2. Fontes e metabolismo dos acidos graxos

A dieta humana contém varios tipos de &cidos graxos, consumidos em
diferentes quantidades, de acordo com padrdes e escolhas alimentares. Alguns
desses acidos graxos sdo considerados essenciais pelo fato de o homem né&o
conseguir produzi-los em seu organismo, devendo, portanto, ser consumidos na
dieta.

A maioria dos acidos graxos ingeridos corresponde as gorduras saturadas,
bem como monoinsaturadas e, quantidades modestas de AGPIs (Benatti et al,
2004). A principal fonte de acidos graxos n- 6 sdo 6leos vegetais (como 6leo de
soja), enquanto peixe e outros 6leos vegetais (como 6leo de linhacga) representam
importante fonte de AGPIs n- 3. A Tabela 3 mostra algumas das principais fontes de
AGPIs da série n-6 e n-3.

A composicdo de TAGs de Oleos de peixes marinhos € complexa devido ao
grande numero de &cidos graxos altamente insaturados de cadeia longa. Os
principais acidos graxos saturados presentes em Oleo de peixe sdo o palmitico
(C16:0) e o miristico (C14:0). Os &cidos graxos monoinsaturados compreendem
principalmente o acido palmitoléico (C16:1 n-7), o acido oléico (C18:1n-9) e seu
isémero acido cis- vacénico (C18:1 n-7), além do acido eicosendico (C20:1n-9) e
acido cetoléico (C22:1 n-11). Na carne e no Oleo de figado de peixes, 0s principais
AGPI sdo o EPA e o DHA que chegam a representar 15 - 30% dos acidos graxos
totais (Lands, 2005). Num estudo sobre a distribuicdo dos &cidos graxos nos TAGS,
sugere-se que existe um AGPI ocupando a posicdo 2 e frequentemente um
monoinsaturado (C16:1 ou 18:1) na posicdo 1, sendo que o0s acidos graxos
monoinsaturados de cadeia muito longa tendem a ocupar a posi¢éo 3 (Brockerhoff et
al, 1969).

Os principais &acidos graxos saturados presentes no 6Oleo de soja sao o
miristico (C14:0), palmitico (C16:0). Os acidos graxos monoinsaturados
compreendem principalmente o acido palmitoléico (C16:1 n-7), o acido esteérico
(C18:0), oléico (C18:1n-9), acido linoléico (C 18:2 n-6) e alfa linolénico (C18:3n-3).



Tabela 3. Fontes de acidos graxos pertencentes as familias n-3 e n-6.

Acidos Graxos %

Fonte Linoléico Araquidénico Linolénico EPA DHA Acidos graxos
saturados
Predominante n-6
Oleo de milho 57,0 - 1,0 - - 13,0
Oleo de girassol 55,0 - 0,3 - - 10,0
Oleo de amendoim 29,0 - 1,0 - - 19,0
Predominante n-3
Oleo de linhaca 15,0 - 55,0 - - 13,0
Oleo de figado de 2,0 - 1,0 12,0 12,0 19,0
bacalhau
Oleo de arenque 2,0 1,0 1,0 13,0 8,0 32,0
Oleo de cavala 2,0 2,0 1,0 10,0 16,0 35,0
Ambos n-6 e n-3
Oleo de soja 51,0 - 7,0 - - 15,0
Oleo de colza 22,0 - 11,0 - - 8,0
Baixo de n-6 e n-3
Manteiga 2,0 - 1,0 - - 62,0
Leite Materno 7,0 0,2 0,7 0,6 0,3 50,0
Banha de porco 10,0 - 1,0 - - 36,0
Sebo 4,0 - 0,5 - - 48,0
Gema de ovo 11,0 6,0 0,2 - - 53,0
Azeite de oliva 8,0 - 0,7 - - 14,0
Azeite de dendé 9,0 - 0,3 - - 48,0

Fonte: Minazzi-Rodrigues e Penteado (1991)



A metabolizacdo dos AGPIs ocorre no reticulo endoplasmatico hepético por
acao de enzimas elongases e dessaturases (Arterbum et al, 2006; Schimitz e Ecker,
2008). O EPA e o DHA séao sintetizados a partir do precursor acido a-linolénico,
enquanto o AA é sintetizado a partir do acido linoléico (Ruxton, Reed et al 2007). Na
converséao final do acido a-linolénico em DHA é necessério uma translocacao ao
peroxissomos para uma reacao oxidativa, devido a auséncia da A4- dessaturase nos
mamiferos (Meyer, Kirsch et al, 2004; Arterbum, et al, 2006), conforme mostrado na
Figura 2.

Eicosandide € o nome dado a uma grande familia de acidos graxos de vinte
carbonos oxigenados e que se divide em trés grupos, 0s prostanoides
(prostaglandinas e tromboxanos) gerados através da via da enzima ciclooxigenase
(COX), os leucotrienos formados pela via da lipooxigenase (LOX) e os epoOxidos
gerados pela via do citocromo P450 (Smith, 1989; Basu, 2010).

Os &cidos graxos n-6 originam prostandides da série 2 e leucotrienos da série
4 que apresentam caracteristicas pro-inflamatorias, enquanto os acidos graxos n-3
dao origem a prostandides da série 3 e leucotrienos da série 5 com propriedades
anti-inflamatorias. Assim, o alto consumo de &cidos graxos n-6 resulta em desordens
imunolégicas, doencas inflamatérias e cardiovasculares, sendo recomendéavel o
maior consumo de acidos graxos da familia n-3 (Martin et al, 2006, Manku et al,
1988).

Além de seus efeitos anti-inflamatérios mediados pela menor producédo de
eicosanoides proé-inflamatérios, os AGPIs n-3 também agem controlando o processo
inflamatorio por modular a expressao de moléculas de adeséo, tais como selectinas
e VCAM-1 (molécula de adesao da célula vascular), que participam nas interacdes
dos neutrofilos com o endotélio vascular. Isto € conseguido através da modulacéo
das vias de sinalizagdo associadas com o fator de transcricdo nuclear kB (NFkB).
Acidos graxos n-3 podem agir também diretamente em receptores nucleares, como
0 receptor retindide X, que opera como fator de transcricdo. Ainda, mondcitos cujas
membranas sé&o enriquecidas com AGPIs n-3 produzem quantidades reduzidas de
citocinas, tais como TNF-a e interleucina 18, que agem aumentando a resposta
inflamatoria (Calder, 2010; Surette, 2008).

Portanto, com relacdo aos efeitos antiinflamatérios dos &cidos graxos n-3
podemos considerar que diminuem o conteido de AA das membranas resultando
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em sintese de eicosandides derivados de n-6 diminuida (Giugliano et al, 2006), pois
a incorporacédo de acidos graxos n-3 na membrana celular ocorre com concomitante
substituicdo de AA pelo EPA ou DHA, portanto menos substrato esta disponivel para
producdo de eicosandides (como PGE2, TXA2 e LT4), ja que esses Ultimos sao
produzidos a partir do AA (Brown, 2000; Lombardo e Chicco, 2006). Dessa forma,
ocorre uma competicdo entre EPA e AA para a sintese de leucotrienos e
prostaglandinas em nivel de COX e LOX (Fischer, 1989; Vaughan, 2013).

A obtencdo de eicosandides parece ser facil, pela simples ingestdo dos
acidos linoléico e alfa-linolénico, uma vez que o proprio metabolismo do organismo
se encarregaria das transformagfes restantes. Entretanto este processo tem como
etapa crucial a enzima A6-dessaturase a qual, além de insuficiente em humanos
pode ser inibida por fatores como o baixo consumo de proteinas, envelhecimento,
diabetes, alcool, problemas nutricionais como deficiéncia de piridoxina, zinco,
magnésio, biotina e calcio e também pelo colesterol (Kinsella, 1991). Nessas
condicBes de ineficiéncia organica de dessaturases € necessaria a suplementacao
de AGPIs. A administracdo direta dos metabdlitos ativos apresenta a vantagem de
eliminar a etapa limitante (A6-dessaturase) no metabolismo de AGPIs,
demonstrando efeitos favoraveis quando testados em animais de laboratdrio e no
homem (Masuev, 1997).

A enzima A6-dessaturase participa tanto da metabolizacdo do acidos linoléico
como do &cido alfa-linolénico (Schimitz e Ecker, 2008). A dieta rica em &cido
linoléico reduz a converséo do acido alfa-linolénico nos seus derivados em torno de
40% (Arterbum et al, 2006).

A Figura 3 mostra o metabolismo oxidativo do &cido araquidénico e
eicosapentaendico pelo mecanismo da ciclooxigenase e 5-lipoxigenase com a
formacdo de diferentes classes de tromboxanos, prostaglandinas e leucotrienos
(Benatti et al, 2004).
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Figura 2. Etapas bioquimicas para a sintese de acidos graxos das familias n-3 e n-6.
PG1: Prostaglandina série 1; PG2: Prostaglandina série 2; PG3: Prostaglandina série 3; TXA1L:
Tromboxano série 1; TXA2:Tromboxano série 2; TXA3: Tromboxano série 3; LT3: Leucotrieno série 3;
LT4: Leucotrieno série 4; LT5: Leucotrieno série 5

LEUCOTRIENOS SERIE 4 LEUCOTRIENOS SERIE 5

I 5-Lipoxigenase I

[ ACIDO ARAQUIDONICO ][ ACIDO EICOSAPENTAENOICO ]
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Figura 3. Metabolismo oxidativo do &acido araquiddnico e eicosapentaendico pelo

mecanismo da ciclooxigenase e 5-lipoxigenase (adaptado de Simopoulos, 2003).
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1.3. Efeitos dos acidos graxos poliinsaturados n-3 no metabolismo de lipides

e no sistema oxidante-antioxidante

Os acidos graxos n-3 tém demonstrado efeitos benéficos no que diz respeito
a problemas relacionados a atividade antitrombdtica, antiarritmica e propriedades
vasodilatadoras e hipolipidémica (Giugliano et al, 2006; Lombardo e Chicco, 2006).

Os acidos graxos n-3 também podem atuar na expressdo génica de
receptores nucleares que direta ou indiretamente modulam os genes envolvidos no
metabolismo de lipides (Levy e Clore, 2004; Schimitz e Ecker, 2006). Os AGPI n-3
suprimem genes lipogénicos e glicoliticos, como a glicoquinase, complexo da
piruvato desidrogenase, acetilCoa carboxilase, piruvato quinase e acido graxo
sintase, e aumentam a codificacdo de genes relacionados a oxidacao lipidica e
termogénese ocasionando maior expressdo de proteinas tais como carnitina-
palmitoil-transferase, HMG-CoA sintase, transportadores de acidos graxos e acilCoA
sintase, incluindo o gene UCP-3 (Clarke, 2000).

Experimentos com animais demonstram o papel dos AGPIs n-3 na regulagéo
da sintese e oxidacédo de lipides (Kramer et al, 2003) e apresentam efeitos benéficos
em individuos portadores de doencas do coracdo, hipertensdo, diabetes tipo 2,
doenca renal, artrite reumatoide, colite ulcerativa, doenca de Chron e doenca
pulmonar obstrutiva crénica (Ruxton, 2007).

Os AGPIs n-3 sao capazes de induzir varias alteragdes bioquimicas benéficas
ao individuo diabético, como reducdo do TAG plasmatico e aumento nas
concentracfes de HDL. Estes acidos graxos sdo considerados potentes ativadores
de PPARs (receptores ativados por proliferadores peroxissomos), que por sua vez,
controlam a expressao de genes envolvidos no metabolismo da glicose e na
adipogénese (Lombardo e Chicco, 2006).

A Tabela 4 mostra alguns efeitos dos AGPI n-3 no metabolismo de lipides e

no sistema oxidante-antioxidante avaliados em animais.

11



Tabela 4: Alguns efeitos dos acidos graxos poliinsaturados n-3 no metabolismo de lipides e no sistema oxidante-antioxidante de ratos

Referéncia

Dieta/suplementacao

Principais efeitos observados

Melo et al, 2010

Alimentacdo balanceada (dieta normolipidica)
composta de 4% de lipides, 21% de proteinas e
62% de carboidratos.

PUFA 6mega-3 ou PUFA dmega-6

Via intraperitoneal, dose de 0,1g/kg/dia por 14 dias

Omega 6: Nao interferiu na evolucdo da regeneracdo hepética
e induziu o aumento da peroxidacdo lipidica (aumento de
TBARS no plasma e figado) ,

Omega-3: Inibiu a regeneracdo hepatica e ndo alterou os niveis
de TBARS. Decréscimo de glutationa reduzida hepatica e

plasméatica

Campos et al, 2011

Suplementacdo da dieta com: 100 yL de dmega 3
(DHA + EPA), 200 pL de 6mega 3 (DHA + EPA)

ou100 pL de acido oleico por 21 dias

Reducdo nos niveis plasméticos de triacilglicerol, colesterol e
fracbes e malondialdeido no plasma e cérebro em ambas as
doses administradas e nos trés grupos suplementados.

Anschau e
2011

Laguer,

Suplementacao da dieta com 6leo de peixe ou 6leo
de figado de tubardo 2g/kg/dia de peso corporal

por 4 semanas

Ndo houve diferenca estatistica entre a concentracdo de

hidroperéxidos lipidicos nos tecidos analisados (tecidos

adiposo, renal e hepatico) dos dois grupos.

Popovic et al, 2012

Suplementacdo da dieta com 200 uL de oleo de
peixe (45 mg EPA + 30 mg de DHA) por 6

semanas

Diminuicdo dos niveis de AA e da relagdo AGPI n-6/n-3 nos
fosfolipideos do plasma. Reducgéo da concentracdo de TAG e
LDL colesterol. Reducdo da peroxidacdo lipidica (LPO), a

atividade da CAT e concentracao de nitritos.

Arisue et al, 2012

Dieta balanceada (normolipidica) contendo 6leo de
soja ou Oleo de peixe (260 ml/Kg/dia) Pela via
parenteral em ratos com isquemia-reperfusao por 3

dias

Reducdo da gravidade dos danos hepaticos e reducdo dos
niveis de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (marcador de estresse

oxidativo) na urina nos ratos com isquemia-reperfusao
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Muralidhara et al,
2012.

Animais tratados com acido 3-nitropropidnico
(indutor do estresse oxidativo)

Dieta balanceada contendo O6leo de peixe (2
mL/kg) puro ou
(25mg/kg) por 14 dias.

adicionado de quercetina

Normalizagdo dos niveis de marcadores de estresse oxidativo
(malondialdeido e 6xido nitrico) no cérebro somente no grupo

Oleo de peixe adicionado de quercetina

Ashtiyani et al, 2012.

Suplementacdo da dieta com 6&leo de peixe
administrado por gavagem. 0,4 g/Kg durante 13

dias

A reducdo da taxa de filtracdo glomerular induzida pela
reperfuséo foi melhorada. Diminuicdo da excreg¢do de sodio e
potadssio. Redugdo dos danos hepéticos decorrentes do

estresse oxidativo.

Avramovic et al, 2012

Suplementacédo da dieta com 6leo de peixe (30mg
EPA + 45mg DHA/dia) por 6 semanas em animais

idosos (24 meses)

Reducéo da lipoperoxidacdo (TBARS) e aumento dos niveis de

SOD na cortex cerebral.

Yi etal, 2012

Suplementacéo da dieta com 6leo de soja, 6leo de
peixe ou &cido linoléico conjugado na forma de

ésteres metilicos 40g/Kg por 270 dias.

Reducéo dos niveis de AA, de COX-2 e da sintese de PGE(2) e
PGF(2a) nos fosfolipideos das células do ovario dos animais

que receberam 6leo de peixe.

Vigerust et al, 2012.

Suplementacdo da dieta hiperlipidica (25% p/v)
com Oleo de peixe puro (10% p/v) ou adicionado de
um acido graxo sintético (acido tetradeciltioacético

— TTA) por 50 semanas

O d6leo de peixe associado ao TTA reduziu os niveis de
colesterol plasmético e a sintese de &cidos graxos. Foi
grupo
suplementado com 0leo de peixe e reducdo dos marcadores de

observado aumento do estresse oxidativo no
oxidagdo (biomaracadores de oxidacdo de proteinas e
lipoperoxidacdo) no plasma no grupo suplementado com 6éleo

de peixe adicionado de TTA.
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Barros et al, 2013.

Suplementacédo da dieta com éleo de soja ou 6leo
de peixe pelas vias enteral e parenteral
0,2g/Kg/dia durante 3 dias consecutivos (dieta
normolipidica)

Aumento dos niveis de EPA nos fosfolipides plasmaticos e no
figado dos animais que receberam 6leo de peixe (via enteral)
comparado ao controle. A administracé@o intravenosa de 6leo de
peixe aumentou os niveis de EPA e DHA nos fosfolipides
plasmaticos, nos leucdécitos e figado de animais comparado ao

controle e ao grupo de recebeu emulsao de 6leo de soja.

Feillet-Coudray et al,
2013

Grupos suplementados com mistura de Oleos
contendo banha de porco ou 6leo de peixe (dieta
hiperlipidica)

Dieta com 50 ou 300 g de lipides/kg por 12

semanas

Animais que receberam 30% de lipides desenvolveram
esteatose hepdtica, e aqueles suplementados com 30% de
gordura de porco também desenvolveram resisténcia a insulina
e obesidade.

Oleo de peixe n&o foi eficiente em evitar o desenvolvimento da
esteatose e levou ao aumento da lipoperoxidagdo no musculo e

figado dos animais.

Bargut et al, 2014

Dieta padrédo (normolipidica) com O6leo de soja
(40g/kg), dieta padrao com 6leo de peixe (36g/kg),
dieta hiperlipidica com banha de porco (238 g/kg)
ou hiperlipidica com 6leo de peixe (238g/Kg) por 8

semanas

A dieta hiperlipidica com banha de porco levou ao

desenvolvimento de obesidade, sindrome metabdlica,
resisténcia a insulina e esteatose, enquanto o grupo com 6leo
de peixe manteve 0s parametros similares ao controle. A dieta
com alta concentracdo de 6leo de peixe reduziu a lipogénese e

aumentou a beta oxidagao.

Saidi et al, 2014

Suplementacéo da dieta normolipidica com 6leo de
peixe por 3 semanas em ratos com isquemia-

reperfuséo

Reducdo dos niveis de CAT, SOD e GPx e de TBARS no

figado dos animais tratados com Oleo de peixe.
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1.4. Dessaturases

Dessaturases de acidos graxos (FADS) sao enzimas que convertem uma ligacao
simples (CC) a uma dupla ligacdo (C=C) entre dois atomos de carbono na cadeia de
acidos graxos, como por exemplo nas posi¢cdes A6, A9 ou A12 (Cossins et al, 2002), e
comprovadamente estao presentes em todos os grupos de organismos (Los e Murata,
1998). As enzimas A5 e A6 atuam na dessaturagcdo dos AGPIs, enquanto a A9-
dessaturase atua na sintese dos acidos graxos monoinsaturados.

A estearoil-CoA A9 dessaturase, a dessaturase mais estudada, age
acrescentando uma insaturacao entre os carbonos 9 e 10 da cadeia de &cidos graxos,
sendo que essa enzima age em conjunto com acil-transferases especificas que
posicionam esses acidos graxos modificados nos fosfolipideos (Polley et al,2003). As
acil-CoA séo expressas de forma mais efetiva no reticulo endoplasmético de animais e
respondem a diversos estimulos enddgenos e exdgenos (Trueman et al, 2000).

Polley et al (2003) demonstraram que carpas apresentam a expressao de 2
isoformas de estearoil-CoA A9 dessaturase (SCD), sendo que cada uma delas
responde a um tipo de estimulo especifico, a SCD1 aparece como sendo associada a
dietas enriquecidas com acidos graxos saturados enquanto que a SCD2 apresenta
aumento da expressao génica em resposta a mudancas na temperatura ambiental.

Nos mamiferos os &cidos de até 16 atomos de carbono séo sintetizados pela
enzima 4cido graxo sintase, pela sintese de novo, em quatro etapas. Inicia com a
elongagdo de um grupo primario (acetil ou propionil) com duas unidades de carbono
doados a partir do malonil — CoA e o NADPH ¢ utilizado como agente redutor na reagéo
de elongacédo. Essa reacgdo € repetida sete vezes em forma ciclica para que a enzima

sintetize o acido palmitico (16:0) (Jacobsson et al, 2006).

15



1.5. Radicais livres e espécies reativas

O termo radical livre refere-se a um atomo ou molécula que contém ndamero
impar de elétrons em sua ultima camada eletrdnica, podendo ser formados pela adi¢éo
ou perda de um elétron de uma substancia néo radical. Este ndo emparelhamento de
elétrons da ultima camada que confere alta reatividade a esses atomos ou moléculas
(Droge, 2002).

Assim, as denominadas, de maneira mais geral, espécies reativas de oxigénio
(EROs) sdo moléculas capazes de reagir no organismo e consequentemente interferir
nos processos biolégicos e fisioldgicos. Eles podem causar danos por reagirem com
diversas biomoléculas, removendo elétrons para manter sua estabilidade (Drége, 2002;
Ferreira e Matsubara, 1997). As EROs geralmente tem curta duracdo de vida e sua
recombinacdo quimica € quase imediata por ter forte tendéncia para estabilizar sua
oOrbita externa, captando um elétron de outro atomo ou molécula (Rice-Evans e Burdon,
1993).

Todos os organismos aerdbicos sdo expostos a EROs, anions superoxidos (02™),
peréxido de hidrogénio (H202) e radicais hidroxil (OH®) contra as quais desenvolveram
mecanismos de protecdo (Pal e Uday, 2012). Em condicdes fisioldgicas, os radicais
livres encontram-se envolvidos na producdo de energia, fagocitose, regulacdo do
crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de substancias biolégicas
importantes (Pal e Uday, 2012). No entanto, seu excesso apresenta efeitos prejudiciais,
tais como a peroxidacao dos lipides de membrana e agresséo as enzimas, carboidratos
e DNA (Barreiros e David, 2006).

Uma fonte importante de radicais livres € a cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial sendo seu principal sitio de formacdo o complexo citocromo b-ubiquinona.
Na mitocOndria, a citocromo oxidase promove a reducdo completa de uma molécula de
oxigénio em uma molécula de agua e, para isso sdo necessarios quatro elétrons e
quatro protons. Contudo nem sempre 0 oxigénio origina agua diretamente. Como
consequéncia de sua configuracdo eletronica, a molécula de oxigénio tem forte

tendéncia em receber um elétron de cada vez formando uma série de intermediérios,
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tais como o anion superéxido (O,°), o radical hidroxil (OH®) e o peréxido de hidrogénio
(H202). Este ultimo ndo possui elétrons livres, portanto ndo é um radical livre, no
entanto é classificado como uma ERO.

O anion superoxido é o primeiro intermediario formado a partir da reducao
incompleta do oxigénio molecular na formacéo da 4gua, e a partir dele podem se formar
outras EROs, conforme mostrado na Figura 4. O H202 é uma molécula muito reativa e
pode ser precursora de radicais OH® na presenca de metais de transicdo (Muehlmann
et al, 2010).

0; —%p 0O =2W 5 H0;, =T OH =Mty H;0
~A
H20

Figura 4. Reacdes quimicas de formacao de radicais livres

Em condicdes fisiologicas o H202 é formado na mitocondria em funcdo da
atividade metabdlica e é gerado a partir do superdxido por meio da dismutacao, sendo
esta reacédo catalisada pela enzima superoéxido dismutase (SOD) como mostra a Figura
5. (Fridovich, 1975). Tem sido mostrado que, em alguns 6rgaos, a atividade celular leva
a formacéao de H,0,, pelos peroxissomos (Chance et al, 1979). Existe trés isoformas da
SOD presente na matriz mitocondrial que pode ser dependente de manganés (MnSOD),
cobre (CuSOD) ou zinco (ZnSOD).

‘O’)L_F O," + 2H' SO0 o | H,0,

Figura 5. Dismutac&o do radical superéxido por acdo da superoxido dismutase.

Ainda que os radicais livres de O, representem um dos mecanismos de defesa
do organismo durante uma injdria, ja que causam a lise bacteriana, um excesso na
producdo dessas espécies reativas produz danos pelo estresse oxidativo (Muehlmann

et al, 2010 ), o qual pode provocar dano mitocondrial e morte celular (Liu et al, 1997).

17



1.6. Estresse oxidativo

O desequilibrio entre os mecanismos que causam condicfes oxidativas e das
defesas antioxidantes celulares presentes nos organismos Vivos, provoca uma
variedade de mudancas fisioloégicas, chamadas coletivamente de estresse oxidativo
(Petean et al, 2007; Barreiros e David, 2006), onde as EROs podem estar aumentadas
sem o0 concomitante aumento das defesas; as protecdes podem estar reduzidas sem o
aumento daquelas; ou a situacdo mais critica, onde o aumento da concentracdo das
EROS vem acompanhado de uma reducdo paralela das defesas correspondentes
(Amstad e Cerutti, 1990). A Figura 6 mostra a representacdo de um dano celular

causado por EROs.

Oxidacdo de proteina

|
YO00RK

s> 3 Lipoperoxidacao
Oxidacao do DNA

RAARRR

elelelilelelslolels/oRR

i
3

Figura 6. Representacdo esquematica de dano celular causado por espécies reativas
de oxigénio. (Adaptado de Ramakrishnan, Rajesh e Sulochana, 2007)

A avaliagdo do estresse oxidativo depende da habilidade de afericdo da
presenca de EROs. Estas podem ser medidas diretamente, por meio de sua
concentracdo em fluidos biolégicos e tecidos, ou indiretamente, mediante a avaliacao
do dano que causam. A detecc¢éo direta das EROs em sistemas biologicos € dificultada
por suas concentracdes extremamente baixas (da ordem de 10™*'M) e altas velocidades
de reacdo (Reyes et al, 2006). As técnicas de anélise podem ser empregadas mediante,

pelo menos, trés abordagens: pela medida da concentracdo de moléculas resultantes
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da reacdo com as EROs, pela quantificagdo da magnitude do dano produzido por meio
das EROs ou, pela quantificacéo da capacidade antioxidante (Reyes et al, 2006).

Diante das limitacbes para se medir diretamente a concentracdo de EROs, a
afericdo indireta, mediante avaliacdo do dano que causam, vem sendo considerada
uma alternativa promissora no monitoramento, in vivo, do estresse oxidativo. Os
biomarcadores do dano oxidativo s&o classificados de acordo com a biomolécula sobre
a qual as EROs atuam: lipides, proteina ou DNA (Halliwell e Gutteridge, 1990; Reyes et
al, 2006, Chung e Marwick, 2010).

Uma das técnicas de maior relevancia na quantificacdo de danos oxidativos em
lipides, consiste em medir, por meio de métodos colorimétricos, as substancias que
reagem com o0 &cido tiobarbitarico (thiobarbituric acid — TBARS) (Liu et al, 1997). Os
aldeidos séo substancias que se destacam como metabdlitos secundarios da oxidacdo
de lipides. Dentre estes compostos, o malondialdeido € um dos mais abundantes,
resultante da peroxidacédo lipidica tecidual, principalmente dos AA, EPA, DHA. Neste
teste uma molécula de malondialdeido reage com duas de &cido tiobarbiturico,
formando-se um complexo de cor vermelha que é lido em um comprimento de onda
especifico (5632-535 nm) (Mayne, 2003; Halliwell e Gutteridge, 1990). Apesar de sua
simplicidade e facilidade de execucdo, o teste do TBARS nédo é especifico para o
malondialdeido, reagindo com uma ampla variedade de compostos, entre eles, outros
aldeidos que ndo o malondialdeido e ainda, acucares, aminoacidos, proteina, aminas e
bilirrubina (Grotto et al, 2007).
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1.7. Lipoperoxidagao

A consequéncia do estresse oxidativo mais comumente descrita € a
lipoperoxidacdo, a qual envolve reacdes em cadeia em trés etapas: iniciacao,

propagacéo e terminacao.

LH + OHe (ou LO®)  ---meemmee- > L+ + H20 (ou LOH) Iniciagao

I 0 72— > LOO- Propagacao
15 IR 0 10 L — > L+ + LOOH Propagacéo
LOOe + Le  —cmeeeeeeee > LOOL Terminacéo
LOO® + LOO®  —cmmmmmeme >LOOL + 02 Terminacéo

Figura 7. Etapas da lipoperoxidacao lipidica

Na etapa de iniciacdo ocorre o sequestro do hidrogénio do &cido graxo
insaturado da membrana celular. Tal sequestro pode ser realizado pelo radical hidroxil
(OH’) ou pelo radical alcoxil (LO") com consequente formagéo do radical lipidico Le. Na
propagacéo o L' reage com o O; resultando no radical peroxila (LOO"), que por sua vez
sequestra novo hidrogénio do &cido graxo insaturado, tornando-o novamente L'
formando hidroperoxido lipidico (LOOH) e continuando a etapa da propagacdo. O
término da lipoperoxidacdo ocorre quando L* ou LOO’ se propaga até se neutralizar
(Ferreira e Matsubara, 1997; Bajka et al, 2008).

O comeco da reagcdo geralmente ocorre através da abstracdo de atomo de
hidrogénio de um grupo metileno (-CH,) através do ataque de uma molécula reativa,
como EROs, metais, ou outros radicais livres, formando um radical de carbono. Este,
por sua vez, realizard um rearranjo molecular, formando um dieno conjugado, o qual
pode reagir com moléculas de oxigénio formando um radical peroxila (ROO). A partir
da formacao deste radical ocorre a fase de propagacgéo, devido a sua capacidade de
abstrair atomos de hidrogénio de outros grupos metileno de cadeias adjacentes
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transformando-se em um peréxido lipidico (ROOH). Estes sofrerdo processos de
rearranjo molecular, formacdo de dienos conjugados e, posteriormente, ataque de
moléculas de oxigénio, formando um novo ROQO’. Este reinicia o processo, gerando
uma reacao oxidativa em cadeia. (Halliwell e Gutteridge, 2007).

Varios fatores contribuem para o término deste processo ciclico de
lipoperoxidacéo, tais como a neutralizagdo desses iniUmeros radicais por antioxidantes,
formacéo de produtos néo radicalares, consumo de reagentes, dentre outros.

Os fenbmenos de oxidacdo dos lipidios dependem de mecanismos reacionais
diversos e extremamente complexos, 0s quais estdo relacionados com o tipo de
estrutura lipidica e 0 meio onde esta se encontra. O numero e a natureza das
insaturacdes presentes, o tipo de interface entre os lipidios e o oxigénio (fase lipidica
continua, dispersa ou em emulsdo), a exposicao a luz e ao calor, a presenca de proé-
oxidantes (por exemplo ions metélicos de transi¢cdo) ou de antioxidantes, sdo alguns
fatores determinantes para a estabilidade oxidativa dos lipidios.

Os AGPIs encontrados nas membranas biol6gicas sao particularmente
vulneraveis ao processo de lipoperoxidacdo devido as suas multiplas duplas ligacdes ao
longo de suas cadeias. O dano oxidativo de membranas resulta na formacdo de
ligacbes cruzadas entre proteinas e fosfolipideos, destruindo o arranjo espacial da
membrana e inativando-a irreversivelmente. As alteracdes decorrentes deste processo
incluem destruicdo da estrutura e alteracdo da permeabilidade das membranas
celulares. Consequentemente, had perda da seletividade para entrada e saida de
nutrientes e substancias toxicas, liberacdo do conteudo das organelas, formacédo de
produtos citotoxicos e alteracdo do DNA, culminando com a morte celular (Meneghini et
al, 1988). O dano oxidativo resulta no aumento da fluidez, o que ira afetar a homeostase
da célula e comprometer da integridade da mesma (Sies, 2007).

Em alguns casos, o aumento da lipoperoxidacdo esta associada ao
desenvolvimento e progressao de doencas cronicas e suas complicacdes, as quais sao
usualmente acompanhadas pelo aumento da producéo de radicais livres ou falha na

defesa antioxidante (Haliwell e Gutteridge, 1990).
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1.8. Sistema de defesa antioxidante

Halliwell e Gutteridge (1990) definem como antioxidante qualquer substancia
que, quando presente em baixas concentracbes, comparadas a de um substrato
oxidavel, retarda ou inibe significativamente a oxidacdo deste substrato.

Os antioxidantes inibem os danos oxidativos diretamente pelo sequestro ou pela
ativacdo de espécies sequestradoras de oxigénio. De maneira geral, podem ser
classificados como antioxidantes enzimaticos e antioxidantes ndo enzimaticos (Bianchi,

1999) como mostra a Tabela 5.

Tabela 5. Resumo das principais agentes de defesas antioxidantes no sistema biolégico

SISTEMAS
Nao Enzimaticos Enzimaticos
a-Tocoferol Superoxido dismutase
B Caroteno Catalase
Acido Ascorbico NADPH quinona oxidoredutase
Proteinas do plasma Glutationa peroxidase
Selénio Enzimas de reparo
Glutationa
Clorofilina
Flavonoides
L — Cisteina
Acido urico

Os antioxidantes enzimaticos, também conhecidos como antioxidantes
endogenos, sdo enzimas como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GSH) (Yun-Zhong et al, 2002), as
qguais apresentam a capacidade de remover espécies reativas de oxigénio, ou seja,

bloqueiam a iniciacdo da oxidacdo. Os antioxidantes ndo enzimaticos sdo moléculas
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que reagem com os radicais e sao consumidas durante a reacdo de oxidacao.
(Lasheras et al, 2003; Uttara et al, 2009).

Estudos epidemioldgicos demonstraram que compostos antioxidantes possuem
atividade antiinflamatoria, antiaterosclerética, antitumoral, antimutagénica,
anticarcinogénica, antibacteriana e antiviral e neuroprotecdo (Hirvonen et al, 2000;
Owen et al, 2000; Sala et al, 2002; Shen et al, 2009).

As acdes dos antioxidantes enddgenos, bem como o consumo de antioxidantes
naturais, previnem a geracdo de radicais livres, a oxidacdo de proteinas e a
peroxidagdo lipidica, formando uma barreira natural contra os possiveis danos
causados pelo estresse oxidativo no organismo (Rodacki, 2012). Estudos tém mostrado
que a oxidacdo de biomoléculas pode ser inibida pelo consumo de quantidades
apropriadas de compostos antioxidantes a partir de uma dieta diaria equilibrada (Bose e
Agarwal, 2007; Thomson et al, 2007; Takeda et al, 2008).

Para prevenir ou reduzir os efeitos do estresse oxidativo, o organismo esta
equipado com diversos mecanismos de defesa antioxidante, tais como a presenca de
antioxidantes nao enzimaticos (- caroteno, selénio, a-tocoferol, vitamina C, compostos
fenodlicos etc.) e os antioxidantes enzimaticos (SOD, CAT e GPX) que neutralizam ou
reduzem a agao das EROs (Yu 1994).

O sistema antioxidante enzimatico constitui a primeira defesa enddgena a agir
aos ataques das EROs, impedindo sua formacdo ou sequestram-nas de forma a
impedir sua interacdo com alvos celulares, ou seja, bloqueiam a etapa de iniciagdo da
cadeia radicular (Rover Junior et al 2001).

As enzimas antioxidantes enddgenas, juntamente com outras moléculas
trabalham para manter a homeostase redox, sendo as mais importantes, a catalase, a
glutationa peroxidase e o superéxido dismutase. A catalase bem como a superdxido
dismutase removem o peroxido de hidrogénio (H,O,), enquanto a glutationa reduz além
do H,O,, peroxidos organicos, como os peroxidos de lipideos Estas enzimas séo
reguladas pelo potencial genético e varios fatores celulares. (Jacob, 1995).

A SOD é a enzima que tem papel fundamental na defesa do organismo contra o

ataque de EROs pois atua através da dismutacdo do radical H202 e oxigénio
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(Winterbour e Kettle 2003). Existem trés isoformas dessa enzima: a cobre/zinco
dependente (Cu/Zn dependente), a manganés dependente (Mn SOD) e a ferro
dependente (Fe SOD). Sua atividade varia conforme o tecido sendo que os niveis mais
elevados se encontram no figado, glandula adrenal, rins e baco. A SOD apresenta uma
isoforma mitocondrial (Mn SOD) e uma isoforma citosélica (Cu/Zn SOD), havendo
também isoforma extracelular (Halliwell e Gutteridge, 1990).

A familia de GPx reduz H,0, e outros peroxidos a agua ou alcool. Apresenta-se
sob 4 formas: GPx 1 ou classica, encontrada no citosol de todas as células do corpo;
GPx 2 ou gastrointestinal, especifica do trato gastrointestinal; GPx 3 ou plasmatica ou
extracelular, encontrada no fluido do revestimento interno do pulmé&o e no leite materno,
além do plasma em mamiferos, e a GPx 4, que atua sobre peroxidos de residuos de
acidos graxos nas membranas e lipoproteinas, reduzindo, também, o hidroperéxido da
timina, formado como consequéncia do ataque dos radicais a base timina do DNA.
(Vasconcelos et al, 2007). As GPx, em geral, catalisam a reducdo do H202, as custas
da conversado da GSH e glutationa oxidada (GSSG), agua, peroxidos organicos a alcool
(Ferreira e Matsubara, 1997).

A CAT é uma hemeproteina citoplasméatica que catalisa a reducdo de H,0, a
adgua e oxigénio. A CAT estéa localizada principalmente nos peroxissomos da maioria
das células aerbbicas e, em animais, se encontram principalmente no figado, rins e
eritrocitos Orgdos como cérebro, coracdo e musculo esquelético contém pequenas

guantidades da enzima (Halliwell e Gutteridge, 1990)
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da suplementacdo de o6leo de
peixe (via enteral), da emulsdo de 6leo de peixe (via parenteral) e de um concentrado
de Oleo de peixe (via enteral), obtido por processo biotecnoldgico, no perfil de acidos

graxos de lipides hepéticos e no sistema oxidante-antioxidante de ratos.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar em ratos Wistar suplementados com oOleo de peixe (via enteral) e
emulsdo de oOleo de peixe (via parenteral), durante trés dias consecutivos na dose de
0.2g/kg/dia, 0s seguintes parametros:

v' Composicao em acidos graxos por cromatografia a gas dos lipides neutros e
polares presentes no figado;

v' Oxidacao lipidica do figado através da determinacao das substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico (TBARS);

v' Atividade hepéatica das enzimas SOD e CAT,;

v' Expressado hepatica da enzima A6-dessaturase (FADS2), envolvida na etapa de

dessaturacdo dos acidos graxos, por western blot.

Comparar os parametros descritos acima com os dados obtidos para outro grupo
de animais suplementados com 6leo de soja (via enteral) e emulséo de 6leo de soja (via
parenteral), suplementados nas mesmas condi¢cbes do Oleo de peixe (e emulsdo de
Oleo de peixe),

Avaliar o sistema oxidante-antioxidante (TBARS, CAT e SOD) e a composi¢ao
em acidos graxos dos lipides totais dos animais controle e aqueles suplementados com
o concentrado de 6leo de peixe obtido por processo biotecnoldgico a partir da hidrdlise

enziméatica do 6leo de sardinha.
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3. METODOLOGIA

3.1. Preparo do concentrado de 6leo de peixe

O concentrado de 0Oleo de peixe foi obtido segundo descrito por Carvalho et al
(2003) a partir da reacdo de hidrélise do 6leo de sardinha catalisada por lipase de
Candida cylindracea. O 6leo de sardinha obtido da Alcyon Co (Sao Paulo) contendo
25,5% de AGPI n-3 (15,3% de EPA e 10,2% de DHA) foi hidrolisado com a lipase
(150U) por 8 horas de reacao e os acilglicerois resultantes da hidrélise foram separados
dos acidos graxos residuais do sistema de reacdo. Em seguida, a mistura das fracdes
de acilgliceréis dos sistemas de reacédo foram misturados e levados para secagem do
solvente em rotaevaporador a vacuo e secagem final em atmosfera de N,. O dleo
residual foi armazenado em freezer a -4°C e posteriormente utilizado na suplementacéo
dos animais. Para a avaliagdo da composicao de acidos graxos o concentrado de 6leo
de peixe foi levado para a reacdo de transesterificacdo onde os acidos graxos foram
convertidos em ésteres metilicos de acidos graxos usando BF3; metanol como reagente
esterificante, de acordo com o método sugerido pelo American Oil Chemist's Society
(AOCS, 1993). Os ésteres metilicos diluidos em hexano foram analisados por
cromatografia a gas usando cromatografo CHROMPACK® conforme descrito no item
3.6. A reacao de hidrdlise foi capaz de aumentar os niveis de EPA e DHA no 6leo de
peixe para 19,4 e 21,5% respectivamente, totalizando aproximadamente 40% de AGPI
n-3.

3.2. Animais e tratamento

Os procedimentos experimentais envolvendo animais seguiram as regras
estabelecidas pelo guia de Principios Eticos de uso de animais de laboratério e foram
aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNIFESP (Parecer n° 1579/11) e pelo
Comité de ética no uso de animal em Pesquisa (CEUA) da USF (Parecer n° 001.10.12).
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O tratamento dos animais foi realizado na Universidade Federal de S&o Paulo
(UNIFESP), Departamento: Ciéncias Biolégicas, Campus Séo Paulo, sob orientacdo da
Profa. Dra. Vera Lucia Flor Silveira e Dra Karina Vieira de Barros Munhoz.

Foram utilizados ratos Wistar, machos, albinos, heterozigotos, procedentes do
Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia
(CEDEME) da UNIFESP, com idade variavel entre 120 a 150 dias e pesando entre 400
e 500g. Os animais passaram por um periodo de adaptacdo as condicbes ambientais
durante uma semana e foram mantidos em um periodo claro/escuro de 12 horas,
temperatura 22°C £3 e de umidade 55 + 3, com livre acesso a agua e racao Labina®
(Purina®), cuja composicédo é de, aproximadamente, 23% de proteina bruta, 4% de
lipides totais, 5% de fibras e 12% de minerais.

Os animais foram divididos em seis grupos experimentais, com trés animais para
cada grupo, e a suplementacdo com O6leo (via enteral) e emulsdo lipidica (via
parenteral), na dose de 0.2g/kg de peso corporeo, ocorreu por 3 dias consecutivos. Foi
utilizado um grupo controle com solucédo salina (0.2g/kg de peso corporeo) para cada
via de administracdo. No quarto dia, apés 24 horas da ultima suplementacdo, os
animais foram anestesiados e sacrificados por decapitacdo. Os grupos experimentais e
controle foram divididos de acordo com o tipo de suplementacdo e a via de
administragao utilizada:

Grupo 1. Animais que receberam solucéo salina por gavagem (via enteral)

Grupo 2. Animais que receberam 6leo de soja por gavagem (via enteral)

Grupo 3. Animais que receberam 0Oleo de peixe por gavagem (via enteral)

Grupo 4. Animais que receberam solucéo salina por via parenteral

Grupo 5. Animais que receberam emulséo lipidica a base de 6leo de soja (Lipovenos)
por via parenteral

Grupo 6. Animais que receberam emulséo lipidica a base de 6leo de peixe (Omegaven)
por via parenteral

Para a suplementacdo por gavagem foram utilizados 6leo de peixe em capsula
(Naturalis), e Oleo de soja (Liza), administrados com auxilio de seringa e agulha

especifica de gavagem para ratos (agulha de aco inox; canula diametro 1,2mm com
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esfera de 2,3mm e comprimento de 45mm). Para a suplementacdo endovenosa foram
utilizadas emulsées lipidicas a base de dleo de peixe (Omegaven, Fresenius Kabi,
Alemanha) e a base de 6leo de soja (Lipovenos, Fresenius Kabi, Alemanha). A emulséo
foi administrada em um acesso venoso central, durante 3 horas, com auxilio de uma
bomba de infusdo. O acesso foi mantido durante o periodo de suplementagdo. As
informagdes nutricionais dos suplementos estdo descritas nas Tabelas 6, 7, 8 e 9,
conforme especificacdo nas bulas dos fabricantes.

Adicionalmente, foram utilizados mais dois grupos, sendo um controle e o outro
que recebeu o concentrado de 6leo de peixe administrado na dose de 0.2g/kg de peso
corpéreo por 3 dias consecutivos, nas mesmas condi¢cdes dos demais grupos:

Grupo 7. Animais que receberam solucdo salina por gavagem
Grupo 8. Animais que receberam o concentrado de 6leo de peixe por gavagem

A divisdo dos grupos experimentais esté ilustrada na Figura 10.

Grupo 1. Controle com solucao salina (n=3)
VIA ENTERAL Grupo 2. Oleo de soja (n=3)
Grupo 3. Oleo de peixe (n=3)

RATOS Grupo 7. Controle com solucao salina (n=3)
Wistar Grupo 8. Concentrado de 6leo de peixe (n=3)
(n= 24) i

Grupo 4. Controle com solucao salina (n=3)
VIA PARENTERAL | Grupo 5. Emulséo de 6leo de soja (n=3)
Grupo 6. Emulsao de oOleo de peixe (n=3)

Figura 8. Divisdo dos animais nos grupos experimentais por via de administracao
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Tabela 6. Informac&o Nutricional do 6leo de soja (marca Liza) em por¢gdo de 13ml (1

colher de sopa)

Valor energético

108kcal = 454KJ

Carboidratos
Proteinas
Gorduras totais
Gorduras saturadas
Gorduras trans
Gorduras monoinsaturadas
Gorduras poliinsaturados
Colesterol
Fibra alimentar
Sadio
Vitamina E

Og
Og
12,09
2,09
nao contém
2,99
7,19
Omg
Og
Omg
1,7/mg

Tabela 7. Informacdo Nutricional da capsula de 6leo de peixe (marca Naturalis) em

porcao de 3,0g (3 capsulas)

Valor energético

27kcal = 113KJ

Carboidratos
Proteinas
Gorduras totais
Gorduras saturadas
Gorduras trans
Fibra alimentar
Saédio
Vitamina E
Acido docosahexaendico (DHA)
Acido eicosapentaendico (EPA)

Og
Og
3,09
0,99
Og
Og
Omg
3,0mg
120mg
180mg
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Tabela 8. Informacéo Nutricional do Lipovenos (marca Fresenius Kabi) em porgéo de
100 ml cada (por via parenteral).

Valor energético 4600 kJ/L (1100 kcal/L)
pH 7-8,5
Osmolaridade (mOsm/l) 273
Oleo de soja purificado 100 g
Glicerol 25¢
Lecitina de ovo (g/L) 12 g

Tabela 9. Informac&o Nutricional do Omegaven (marca Fresenius Kabi) em porgéo de

100 ml cada (por via parenteral).

Energia total 470 kJ/100 mL = 112 kcal/100
mL
pH 7,5a8,7
Acidez de titulacéo <1 mmol HCI/L
Osmolaridade tedrica 273 mOsm/L
Acido eicosapentaendico (EPA) 1,25-2,82¢
Acido docosahexaenoico (DHA) 1,44 -3,09 g
Acido miristico 0,1-0,64g
Acido palmitico 0,25-10g
Acido palmitoléico 0,3-099¢g
Acido estearico 0,05-0,2 g
Acido oléico 06-13g
Acido linoléico 0,1-0,79g
Acido linolénico <0,2g
Acido octadecatetraendico 0,05-0,65¢g
Acido eicosaenoico 0,05-0,3¢
Acido araquiddnico 0,1-04¢g
Acido docosaenoico <0,15¢g
Acido docosapentaendico 0,15-0,45¢g
Racealfatocoferol 0,015 - 0,0296 g
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3.3. Coletade amostras

No quarto dia ap0s o inicio do tratamento dietético, 24 horas apds a ultima
administracdo, os animais foram anestesiados com Ketamina/Xilazina (66,6/13,3 mg/Kg
i.p.) e foi feita uma incisdo abdominal mediana para a remocao do figado, o qual foi

acondicionado em frasco seco e congelado imediatamente em freezer a — 80°C.

3.4. Extragao dos lipides totais

Amostras de figado (100mg) foram previamente homogeneizadas em
homogeneizador Turrax utilizando 5mL de solucéo salina 0,9% mantida em geladeira.
Em seguida, a extragdo total dos lipides foi realizada através do tratamento das
amostras com cloroférmio: metanol (2:1, v/v) em temperatura ambiente de acordo com
o procedimento descrito por Folch et al (1957). A cada 0,8 mL de amostra foi adicionado
5 mL da mistura cloroférmio:metanol contendo 50 mg/L de BHT (antioxidante), levados
a agitacao por 20 minutos, e posteriormente adicionado mais 1,0 mL de NaCl 1M e
levado ao vortex por mais 2 minutos. Apos centrifugacdo (2000 rpm por 10 min) a

camada inferior foi coletada em tudo seco.

3.5. Separacdao dos lipides por extracdo em fase sélida

Os lipides totais extraidos do figado foram dissolvidos em 2mL de cloroférmio e a
separacao das classes de lipides foi realizada pelo processo de extracdo em fase solida
utilizando cartuchos de aminopropilsilica (BondElut® NH;, Agilent) segundo descrito por
Burdge et al (2002). Foi realizada a separacao dos lipides neutros (ésteres de colesterol
e triacilglicerol) utilizando 2 mL de cloroformio, passando por duas vezes o cloroformio
no cartucho. Em seguida, foram obtidos os lipides polares apos lavagem com 2 mL da
mistura cloroférmio e metanol (60:40 v/v) para extracdo da fragdo de fosfatidilcolina e 2
mL de metanol puro para a extracao da fracéo de fosfatidiletanolamina. As duas fracdes

foram coletadas juntas e intituladas como lipides polares.
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3.6. Determinacdo do perfil de acidos graxos por cromatografia a gas

Os lipides totais e as fragcdes de lipides (neutros e polares) foram levados para a
reacao transesterificacdo onde os acidos graxos foram convertidos em ésteres metilicos
de acidos graxos usando BF3; metanol como reagente esterificante (AOCS, 1993). Os
ésteres metilicos diluidos em hexano foram analisados por cromatografia a gas usando
cromatégrafo CHROMPACK® chromatographer (modelo CP 9001) com o detector de
ionizagdo em chama e a coluna capilar CP-Sil 88 (Chrompack, WCOT Fused Silica). As
temperaturas do detector foram de 280°C e a do injetor foi de 250°C. A temperatura
inicial da coluna foi de 180°C por 2 minutos, programado para aumentar 10°C por
minuto até 210°C no tempo total de corrida de 30 minutos. O gas de arraste usado foi o
hidrogénio na frequéncia de fluxo de 2,0 mL/ minuto. A identificacdo dos acidos graxos
foi realizada por comparacédo do tempo de retencdo dos componentes das amostras
com padrbes auténticos de ésteres metilicos de acidos graxos (Supelco) injetados sob
as mesmas condi¢cdes de andlise. A composicdo dos acidos graxos foi expressa em
relacdo ao percentual dos acidos graxos totais, calculada segundo o valor de area de

cada pico usando o software N2000.

3.7. Medida das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

A medida das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), usada para
avaliar a lipoperoxidacao, consiste na analise de produtos finais da peroxidacéao lipidica
(malondialdeido e demais aldeidos de baixo peso molecular) que, ao reagir com o acido
tiobarbitirico formam bases de Schiff. O malondialdeido (MDA) é um produto
secundario da peroxidagéo lipidica, derivado da B—ruptura de endociclizacdo de acidos
graxos poliinsaturados. O MDA reage com o acido tiobarbitarico (TBA) e forma um

cromogeno de cor rosa fluorescente, cuja absor¢ao ocorre em A de 532 nm (Figura 9).
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Figura 9. Reacdo do malondialdeido (MDA) com o tiobarbitarico (TBA) para formacao

de um cromégeno de cor rosa.

O procedimento usado baseia-se no descrito por Ohkawa et al (1979) com
algumas modificagdes. O homogenato hepatico (250uL) foi misturado com 25uL BHT
4% em metanol, 1mL de &cido tricloroacético a 12%, 1mL de &cido tiobarbitdrico 0,73%
e 750uL 0,1 mol/L tampéao Tris-HCI contendo 0,1mmol/L EDTA pH 7,4. ApGs 60 minutos
de incubacdo em banho-maria fervente, as amostras foram resfriadas em banho de gelo
e foi adicionado 1,5mL de n-butanol. A amostra foi homogeneizada por 30 segundos em
vortex e centrifugada a 3.000 rpm por 10 minutos. As absorbancias foram lidas em
espectrofotometro a 532nm. A quantificacdo foi realizada utilizando uma curva de

calibracdo com tetraetoxipropano (TEP), conforme Figura 10
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Figura 10. Curva padrao do tetraetoxipropano (TEP)
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3.8. Determinacdo da atividade da Superdxido Dismutase (SOD)

O experimento foi realizado no homogenato de figado utilizando o kit SD-125 da
Randox Laboratoris Ltda®, segundo o protocolo padrdo do fabricante sob a
identificagdo Ransod Superoxide Dismutase SD125, Ransod Control SD 126 e Ransod
Diluent SD 124. O principio do kit baseou-se no papel da SOD em acelerar a
dismutacdo do radical toxico superéxido, produzido durante o processo oxidativo em
H.O, e O,. O método empregou xantina e xantina oxidase para gerar radicais
superoxido, os quais reagiram com 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-cloreto de
feniltetrazol (INT) para formar o composto vermelho formazan. Resumidamente, foram
adicionados 2,5 mL de tampéao fosfato a 500 yL do homogenato, agitado no vortex,
retirado uma aliquota de 50 uL e transferido para outro tubo. Foi adicionado entdo, 0,6
mL do substrato (proveniente do kit), agitado novamente no vértex e acrescentou-se a
esta mistura 1 mL de H,O destilada, 250 yL de xantina oxidase, e novamente agitado
em vortex. A absorbancia foi lida em espectrofotometro Jenway 6105 UV/VIS em 505
nm, apos 30 segundos da adi¢do da xantina. O resultado foi expresso como U/mg de
proteina total presente no homogenato hepético. A quantificacdo de proteina foi
determinada pelo método de Biureto, utilizando o Kit comercial da Bioclin ®, e a
albumina de soro bovino como padréo. O resultado foi expresso como U/mL de proteina

total presente no homogenato hepético.

3.9.Determinacao da atividade da Catalase (CAT) e Proteinas Totais

O experimento foi realizado no homogenato de figado segundo o protocolo
padrdo do kit CAT 100 (Catalog Number CAT 100) da empresa Sigma Aldrich ®,
baseado no método descrito por Beutler (1975).A atividade da enzima catalase foi
determinada pela velocidade de consumo de H202, a qual expressa a velocidade de
decomposicao de H,O, em agua e oxigénio catalisada por esta enzima. As amostras de
homogenato (diluicdo 1:40) no volume final de 1 mL, foram colocadas em cubetas de

quartzo. A segquir, foi adicionada a solugcédo de reacéo, composta de H,O, 10mM (10 pL
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de peridol 30% em 10 mL de &gua destilada) e tampéo Tris-HCI 1M EDTA 5mM em pH
8,0. As cubetas permaneceram na temperatura de 37°C por 15 minutos. Em seguida foi
realizada a leitura da absorbancia a 520 nm. O resultado foi expresso como U/mL de
catalase presente no homogenato hepatico.

A gquantificagdo de proteina foi determinada pelo método de Biureto, utilizando o
Kit de proteina total da Bioclin®, e a albumina de soro bovino como padréo. A leitura foi

realizada em 545 nm.

3.10. Anélise da expressdo da A6- dessaturase (FADS2)

A guantificacdo da enzima hepatica FADS2 (fatty acid desaturase 2) foi realizada
pela técnica de Western blot segundo descrito por Laemmli (1970). Primeiramente foi
preparado um homogenato com 1 g de figado em 5 mL de tampédo de lise (NacCl
140mM, EDTA 15 mM, glicerol 10%, Tris 20mM; pH 8,0), ao qual adicionou-se uma
mistura de inibidores de proteases (PMSF, aprotinina e inibidor de tripsina) e em
seguida as amostras foram incubadas durante 30 minutos a 4°C, retirando-se o
sobrenadante em aliquotas. Posteriormente foi selecionada uma quantidade de amostra
equivalente a 50ug de proteinas, feita a diluigdo em solucdo Tris/HCI 0,5M, DTT 1% e
azul de bromofenol e incubadas durante 5 minutos a 100°C. Apds realizou-se a
eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE-) a 9-
12% em tampdo de eletroforese (Tris 25 mM, glicina 0,2M, SDS 3,5mM; pH 8,8) em
aparelho de eletroforese (Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories).

Apés a separacdo por eletroforese, as proteinas foram transferidas para
membranas de PVDF (fluoreto de polivinilideno) a fim de permitir sua exposicdo aos
anticorpos. Apds a transferéncia, as membranas foram submetidas a blogueio de seus
sitios inespecificos com solucéo de blogueio contendo 4% de leite em p6 desnatado em
tampdo TTBS (PBS-Tween 20) a 37°C. A membrana foi incubada durante uma noite
com anticorpo primario especifico (rabbit anti FADS2 1:250, Interprise Santa Cruz) e
anti-B-actina. Apos este periodo, ela foi lavada cinco vezes com PBS-Tween.

Posteriormente foi incubada durante uma hora com o anticorpo secundario anti-
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imunoglobulina de coelho conjugado a HRP (goat anti rabbit - HRP conjugated, 1:2000;
Interprise Santa Cruz). Transcorrido este tempo a membrana foi lavada cinco vezes em
PBS-Tween. A deteccao das proteinas foi feita com o uso do kit colorimétrico Opti-4CN
(BioRad) e as bandas quantificadas com o auxilio do programa Scion Image 4.0 para
Windows. As intensidades foram normalizadas pelas bandas da B-actina (43KDa) de

cada amostra correspondente.

3.11. Anélise estatistica

Os valores foram expressos como média acompanhados do respectivo desvio
padrdo da média. Diferencas estatisticamente significante foram determinadas
utilizando-se analise de variancia (ANOVA) seguida de teste de Dunnett para
comparacdes multiplas e fixado o nivel minimo de significancia em 5% (p<0,05). As
comparacoes foram realizadas em relacdo ao tipo de tratamento (salina, peixe e soja) e
em relacdo a via de administracdo (enteral e parenteral). A analise estatistica foi
realizada utilizando o programa Instat (versédo 2.0) e para a analise e elaboracdo dos

gréficos foi utilizado o programa Origin versédo 8.6.
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4. RESULTADOS

4.1. Composicdo de acidos graxos dos Oleos e emulsfes usados nha

suplementacéo dos animais

As figuras 11 a 15 mostram os cromatogramas da composicao de 4cidos graxos
do 6leo de soja, 6leo de peixe, concentrado de 6leo de peixe e nas emulsées de soja e
peixe utilizadas na suplementacdo dos animais. Os acidos graxos estdo apresentados
segundo a sua classificacdo de acordo com o numero de insaturacdes e posicdo da
primeira insaturagéo, de acordo com as regras da I[UPAC.

O oleo de soja possui na sua composicdo 55,4% de acido linoléico (18:2 n-6),
26,0% de acido oléico (18:1 n-9), 8,7% palmitico (16:0) e pequenas quantidades dos
acidos linolénico (18:3 n-3) e estearico (18:0) (Figura 11). A composi¢cdo do 6leo de
peixe mostra a presenca de uma grande variedade de acidos graxos com
predominéancia dos AGPIs, como o EPA (20:5 n-3) e o DHA (22:6 n-3), perfazendo 30%
do total de &cidos graxos. Dos &cidos saturados e monoinsaturados destacam-se o
palmitico (16:0) e o oléico (18:1 n-9), respectivamente (Figura 12). O concentrado de
Oleo de peixe, obtido a partir da hidrolise enzimética do 6leo de sardinha, apresenta em
sua composicao aproximadamente 40% da somatoéria de DHA (21,5%) e EPA (19,4%).

Na emulsdo de 6leo de soja os principais acidos graxos sdo 0s mesmos do 0leo
de soja, acidos linoléico (18:2 n-6) e oléico (18:1 n-9), uma vez que este 6leo junto com
a lecitina de soja, sdo componentes da formulacdo. O conteudo total de AGPI n-6,
representado pelo acido linoléico é de aproximadamente 53% do total de acidos graxos
(Figura 14). A emulsdo de 6leo de peixe possui predominancia dos acidos DHA
(24,0%), EPA (22,7%), oléico (11,6%), palmitico (9,2%), e palmitoléico (8,7%). O
conteudo total de AGPI n-3 é de aproximadamente 55% do total de acidos graxos da
composicdo desta emulsdo. A composicdo dos acidos graxos das amostras foi
determinada por comparacdo com uma mistura de padrbes FAME (Supelco) e

expressos como porcentagem relativa de cada acido graxo em relagéo ao total.
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4.2. Composicdo de &cidos graxos dos lipides polares e neutros do figado de

animais

A composicdo dos principais acidos graxos presentes nas fracdes de lipides
(neutros e polares) do tecido hepatico nos animais controle e suplementados com 6leo
de soja e peixe pelas vias enteral e parenteral esté discriminada nas Tabelas 10 e 11.

Observa-se que na fracdo de reserva (triacilglicerol) dos lipides hepaticos dos
animais (Tabela 10) ha predominancia dos &cidos palmitico (16:0), oléico (18:1 n-9) e
linoléico (18:2 n-6), os quais sdo encontrados em niveis superiores aos observados na
fracdo de lipides polares. Na fracdo de lipides polares (Tabela 11) h& predominéncia do
acido esteérico (18:0) e de acidos insaturados, como AA (20:4), presente em niveis
duas vezes (% relativa) superior aos niveis encontrados na fracdo de lipides neutros.

A suplementacdo com o Oleo de peixe pela via parenteral promoveu alteracfes
significativas nos niveis de AGPI n-3 nas duas fracbes de lipides, em especial nos
lipides polares. Pode-se observar um aumento significativo dos niveis de EPA e DHA
comparado ao controle. A somatoria dos trés AGPI aumentou de 4,51+0,53% (controle)
para 8,69+0,66% (emulsdo de 6leo de peixe) na fracdo de lipides polares e de
4,28+0,59% (controle) para 7,29+0,60% (emulséo de 6leo de peixe) na fracdo de lipides
neutros. O aumento dos niveis de AGPI n-3 nestes animais refletiu na reducéo
significativa da relacdo AGPI n-6/n-3 observada nos lipides polares e neutros dos
animais que receberam emulsao de 6leo de peixe via parenteral.

A suplementacdo com o Oleo de peixe por gavagem levou a um incremento nos
niveis de EPA na fracdo de lipides neutros, o qual nao refletiu na reducdo da relacao
dos AGPI n-6/n-3 comparado ao controle.

Foi observado um pequeno acréscimo no teor de AGPIs n-6 dos lipides neutros
de animais que receberam 0leo de soja pela via parenteral, embora sem significancia
(Tabela 10). Por outro lado, nos fosfolipides dos animais suplementados com 6leo de
soja pelas duas vias ndo foi observada nenhuma alteracdo na composi¢cao dos acidos

graxos (Tabela 11).
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Tabela 10. Composicdo de acidos graxos da fracdo de lipides neutros do tecido hepatico dos animais controle e

suplementados com 0leo de soja e de peixe (via enteral) e com emulséo de 6leo de soja e de peixe (via parenteral)

Enteral (gavagem) Parenteral
Acidos Controle Oleo de Oleo de Controle Emuls&o de Emuls&o de
graxos (salina) soja peixe (salina) 6leo de soja 6leo de peixe
16:0 25,60+1,13 24,55+2,92 21,80+3,70 23,75+3,20 21,60+3,25 21,05+3,04
18:0 8,09+1,57 8,90+2,99 8,85+3,78 8,55+1,92 8,90+3,84 8,95+3,07
> AGs saturados 33,6x0,57 33,45+1,91 30,65%2,37 32,31+2,49 30,50%5,37 30,00+3,11
16:1 n-7 3,80x0,14 3,05+1,06 2,95+1,34 3,55%0,35 2,80+0,14 3,30+£0,57
18:1 n-9 21,15+1,35 21,05+2,35 23,05+2,91 22,20%2,82 20,40+3,13 22,10+2,84
> AGs monoinsaturados 24,95%1,85 24,10+1,67 26,00%1,45 25,75%1,56 23,20+2,96 25,38+2,83
18:2 n-6 26,95+1,78 31,09+2,48 28,10+2,42 29,50+1,55 30,70+3,56 29,0040,99
20:4 n-6 7,00+0,82 6,08+1,35 6,85+2,10 6,75+3,50 7,60+2,80 6,35+2,77
> AGPIs n-6 33,95+1,49 36,94+2,82 34,95+3,34 36,25+2,42 38,29+1,27 35,35+1,91#
18:3n-3 1,17+0,36 1,04+0,25 1,30+0,33 1,07+0,22 1,22+0,44 1,40+0,76
20:5n-3 0,18+0,01 0,19+0,05 0,31+0,04* 0,19+0,08 0,18%0,20 0,90+0,07*#%
22:5n-3 1,01+0,30 0,85%0,13 1,08+0,21 1,08+0,21 0,97x0,25 1,43+0,27
22:6 n-3 2,41+0,70 1,92+0,25 2,08+0,22 1,93+0,14 1,67+0,17 3,56+0,50*#%
> AGPIs n-3 4,77+1,38 4,05x0,54 4,78+0,69 4,28+0,59 4,05+0,54 7,29%0,60*#1
> AGPI n-6/> AGPI n-3 8,45%3,69 9,27+0,67 7,38+1,42 8,59+1,63 10,06+1,65 4,85+0,94*#%

*p<0,05 comparado ao respectivo controle; # p<0,05 comparado ao grupo que recebeu emulsdo de 6leo de soja via parenteral; ¥ p<0,05

comparado ao grupo que recebeu 6leo de peixe via enteral. Os dados representam a média + DP (n=3).
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Tabela 11. Composicdo de acidos graxos da fracdo de lipides polares do tecido hepatico dos animais controle e

suplementados com 0leo de soja e de peixe (via enteral) e com emulséo de 6leo de soja e de peixe (via parenteral)

Enteral (gavagem) Parenteral

Acidos graxos Controle Oleo de Oleo de Controle Emulséo de Emulséo de

(salina) soja peixe (salina) O0leo de soja  Oleo de peixe
16:0 19,25+1,49 20,85+0,65 21,75+1,20 19,50+1,70 19,85+0,78 19,25+1,34
18:0 24,85+2,35 24,20+1,99 23,05+0,50 24,90+1,89 23,60+0,99 24,30+0,14
> AGs saturados 44,1+1,84 45,05+1,62 44,80+1,98 44,40+1,57 43,45+0,91 41,55+1,20
16:1 n-7 2,20+0,57 2,50+0,57 2,50+0,44 1,95+0,21 2,45+0,21 2,65+0,35
18:1 n-9 10,70+1,27 10,50+1,13 10,96+0,50 10,60+1,13 9,35+0,78 10,20+0,57
> AGs monoinsaturados 12,90+1,78 13,00+0,85 13,46+0,36 12,55+0,95 11,80+1,08 12,85+1,38
18:2 n-6 (LA) 22,55+1,06 21,45+1,49 21,95+0,92 22,70+0,57 23,60+1,70 22,10+0,28
20:4 n-6 (AA) 13,10+1,42 13,95+1,21 12,45+2,61 12,15+2,48 13,00+0,85 11,60+1,83
> AGPIs n-6 35,65+1,64 35,4+1,69 34,40+3,54 34,85+1,91 36,10+1,24 33,70+2,71#
18:3 n-3 1,05+0,35 0,80+0,14 1,10+0,14 0,95+0,07 1,00+0,28 1,05+0,21
20:5 n-3 (EPA) 0,18+0,07 0,25+0,04 0,2840,11 0,20+0,02 0,19+0,04 0,74+0,15*#%
22:5 n-3 (DPA) 1,12+0,42 1,48+0,42 1,16+0,36 0,96+0,09 1,15+0,47 1,74+0,17*%
22:6 n-3 (DHA) 2,48+0,36 2,3440,27 2,55+0,35 2,40+0,51 2,59+0,55 5,16+0,37*#%
> AGPIs n-3 4,84+1,10 4,95+0,94 5,10+0,56 4,51+0,53 4,93+0,59 8,69+0,66*#%
> AGPI n-6/5 AGPI n-3 7,57+1,86 7,17+0,95 7,15+0,54 7,80+1,32 7,38+0,90 3,87%0,41*#%

*p<0,05 comparado ao respectivo controle; # p<0,05 comparado ao grupo que recebeu emulsdo de 6leo de soja via parenteral; £p<0,05

comparado ao grupo que recebeu 6leo de peixe via enteral. Os dados representam a média + DP (n=3).
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A relacdo entre os AGPI de cada familia (n-6 e n-3) presentes na fracao de
lipides polares e neutros do tecido hepatico de ratos suplementados com Oleo de
peixe pelas vias enteral e parenteral comparados ao controle, podem ser observadas
nas Figuras 17 e 18. Observa-se a reducdo significativa da relacdo dos AGPI n-6/n-3
nos lipides polares nos animais suplementados com emulsdo de 6leo de peixe via
parenteral, comparado ao grupo controle e também ao grupo que recebeu emulséo
de dleo de soja via parenteral (Figura 17). A mesma reducéo foi observada nos
lipides neutros dos animais que receberam com emulsdo de Oleo de peixe via
parenteral, comparado ao grupo que recebeu emulsdo de 6leo de soja via parenteral
(Figura 18).
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Figura 17. Relacao entre o contetdo de acidos graxos poliinsaturados da familia n-6
e n-3 da fracdo de lipides polares do tecido hepatico de ratos suplementados com

Oleo de soja e de peixe pelas vias enteral e parenteral

*p<0,05 comparado ao respectivo controle; # p<0,05 comparado ao grupo que recebeu emulséo de

Oleo de soja via parenteral; £p<0,05 comparado ao grupo que recebeu 6leo de peixe via enteral.
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Figura 18. Relacao entre o contetdo de acidos graxos poliinsaturados da familia n-6
e n-3 da fracao de lipides neutros do tecido hepatico de ratos suplementados com

Oleo de peixe e de soja pelas vias enteral e parenteral.
*p<0,05 comparado ao respectivo controle; # p<0,05 comparado ao grupo que recebeu emulséo de

Oleo de soja via parenteral; £p<0,05 comparado ao grupo que recebeu 6leo de peixe via enteral.
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4.3. Medida de lipoperoxidacdo hepatica pelo indice TBARS

A Figura 25 mostra que os niveis de MDA no figado avaliados pelo indice de
TBARS (nmol/g tecido) ndo mostraram variacdes significativas (p<0,05) apés as
suplementacdes (soja e peixe) por vias oral e parenteral quando comparados aos
respectivos grupos controle. Foi possivel observar que a suplementacdo com as
duas emulsdes lipidicas (soja e peixe) por via parenteral levaram a um pequeno
incremento nos niveis de TBARS, embora néo significantes devido ao alto valor de

desvio padréo observado nos ensaios.
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Figura 19. Medida das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) em
figado de ratos dos grupos controle e suplementados com 6leo de soja e peixe pelas

vias oral e parenteral. Os dados representam a média + DP (n=3).
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4.4. Atividade hepatica das enzimas superéxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT)

A suplementacdo com os 0Oleos soja e peixe por vias oral e parenteral ndo foi
capaz de promover alteracdes significativas na atividade hepética das enzimas SOD
e CAT como podemos observar nas Figuras 20 e 21. Pode-se observar que o tipo de
suplemento (soja e peixe) e as duas vias de administracao usadas (oral e parenteral)

nao promoveram alteracdes na atividade das enzimas antioxidantes.

ENTERAL PARENTERAL

SOD (U/mg proteina)

CONTROLE SQJA PEIXE CONTROLE SQJA PEIXE
Figura 20. Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) em figado de ratos dos

grupos controle e suplementados com soja e peixe pelas vias oral e parenteral. Os

dados representam a média + DP (n=3).
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Figura 21. Atividade da enzima catalase (CAT) em figado de ratos dos grupos
controle e suplementados com soja e peixe pelas vias oral e parenteral. Os dados

representam a média £ DP (n=3).

4.5. Expressao proteica da A6-dessaturase hepéatica (FADS2)

A figura 22 mostra a expressédo da proteina FADS2, quantificada através da
técnica de western blot, no figado dos animais controle e suplementados com soja e
peixe pelas vias enteral e parenteral.

A ilustracdo A desta Figura mostra as bandas da proteina FADS2 nas
membranas de PVDF (fluoreto de polivinilideno) obtidas do figado de animais
suplementados com 6leo de soja pela via enteral (1), controle (2) e com emulséo de
Oleo de soja pela via parenteral (2) e seu respectivo controle (4). A ilustracdo B da
Figura mostra as bandas da proteina FADS2 obtidas com os animais suplementados
com peixe e controle.

Na ilustracdo C, as barras representam a quantificacdo da intensidade de
cada banda em relacédo a intensidade da banda de B-actina. Pode-se observar que
nao houve diferencas entre 0os grupos suplementados com 0Oleo de soja e 6leo de
peixe pela via oral quando comparados entre si e em relagdo aos respectivos
controles. Por outro lado, a expressdo de FADS2 no figado dos animais, de ambos

0S grupos (soja e peixe) que receberam a suplementacédo por via parenteral foi
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significativamente inferior aos dados obtidos do respectivo controle e também em

relacdo aos animais que receberam a suplementacéo pela via oral.

A B

SOJA PEIXE
1.2

0,9

0.4

FADS2/beta-Actina

0.3

Figura 22. Expressao da A6 dessaturase (FADS2) no figado dos animais controle e
suplementados com soja e peixe pelas vias enteral e parenteral.

(A e B) Bandas na membrana da expressao A6 dessaturase (FADS2) do homogenato
hepatico de animais suplementados com soja (A) e com peixe (B) pela via enteral (1),
controle enteral (2), via parenteral (3) e controle parenteral (4).

(C) Barras representam a quantificagdo da intensidade de cada banda em relacdo a
intensidade da banda de B-actina, expressa em média e desvio padrao.

*p< 0,05 quando comparado ao respectivo controle e # p< 0,05 quando comparado ao

mesmo grupo tratado pela via oral.
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4.6. Resposta do sistema oxidante-antioxidante dos animais suplementados
com o concentrado de 6leo de peixe

A tabela 12 mostra uma avaliacdo do sistema oxidante (TBARS) e do sistema
antioxidante (CAT e SOD) dos animais que receberam suplementagcdo com o
concentrado de 6leo de peixe comparado ao respectivo controle. Pode-se observar
que no grupo tratado os niveis de TBARS deram superiores aos observados no

controle, enquanto os niveis de CAT e SOD ndo mostraram alteracdes significativas.

Tabela 12. Resposta do sistema oxidante-antioxidante dos animais controle e

agueles suplementados com concentrado de oleo de peixe (0,2g9/Kg de peso

corporeo)
Grupo Grupo suplementado
Controle com concentrado de
Oleo de peixe
TBARS (nmol MDA/g tecido) 136,4+7,4 156,4+5,2*
SOD (U/mg proteina) 62,4+7,4 53,55,8
CAT (U/mg proteina) 87,3+3,9 89,319,2

Os dados representam a média + DP (n=3). *p< 0,05 comparado ao controle.
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4.7. Perfil de acidos graxos hepatico dos animais suplementados com o
concentrado de 6leo de peixe

A Tabela 13 mostra o perfil de acidos graxos hepatico dos animais que
receberam a suplementacdo com o concentrado de 6leo de peixe comparado ao
controle. O uso deste suplemento promoveu alteracdes significativas nos niveis de
AGPI n-3 nos lipides totais Pode-se observar um aumento significativo dos niveis de
EPA e de DHA comparado ao controle. O aumento dos niveis de AGPI n-3 nestes

animais refletiu na redugéo significativa da razéo entre os AGPIs n-6/n-3.

Tabela 13. Composicdo de acidos graxos dos lipides totais do tecido hepético dos

animais controle e suplementados com concentrado de 6leo de peixe.

Acidos graxos Controle Concentrado de 6leo
(salina) de peixe
16:0 27,64+1,15 26,96+3,23
18:0 10,95+1,07 8,85+2,64
> AGs saturados 38,59+1,85 35,81+2,45
16:1 n-7 1,80+0,30 1,95+0,75
18:1 n-9 11,57+1,23 13,43+1,97
> AGs monoinsaturados 13,37+1,15 15,38+0,94
18:2 n-6 23,55+2,32 27,43+2,17
20:4 n-6 15,09+2,43 13,54+1,94
> AGPIs n-6 38,64+1,54 40,97+1,35
18:3n-3 1,13+0,57 0,98+0,26
20:5n-3 0,23+0,06 0,42+0,06*
22:5n-3 0,78+0,19 1,06%0,35
22:6 n-3 2,07+0,47 3,89+0,85*
Y AGPIs n-3 4,21+0,74 6,35+0,95*
> AGPI n-6/> AGPI n-3 9,17+1,16 6,60+0,87*

Os dados representam a média + DP (n=3). *p< 0,05 comparado ao controle



5. DISCUSSAO

Grande numero de trabalhos tem reportado que o tipo de acido graxo dos
Oleos ou gorduras da dieta é capaz de influenciar de forma significativa a
composicdo de acidos graxos dos lipides de animais experimentais. Diferentes
fontes de lipides, doses e forma estrutural como triacilglicerol, ésteres de é&cidos
graxos e fosfolipides tem sido utilizadas, o que muitas vezes dificulta a comparacéo
entre os dados reportados.

Considerando o interesse médico e nutricional dos AGPIs da familia n-3 em
especial os EPA e DHA, é desejavel que os lipides, em especial, os fosfolipides de
membrana, apresentem alta capacidade de incorporar estes acidos graxos da dieta.
Por outro lado, também é conhecido que estes acidos graxos sdo altamente
susceptiveis a oxidacdo, podendo gerar radicais livres, peroxidos e hidroperoxidos
cuja estrutura depende dos 4cidos graxos presentes (Ramalho e Jorge, 2006).

O uso de antioxidantes tem sido uma estratégia importante usada para reduzir
a lipoperoxidacdo em alimentos e em suplementos comercias contendo 6leo de
primula (Gamaline V, Fortvitta, Nutraway) groselha negra (Fortvitta, Doctor Berge,
Tiaraju), borago ou borragem (Stem, Nutraway, Schraiber), peixe (Fortivitta, Katigua,
Herbarium, Sundown) e figado de bacalhau (Bionatus, Tiaraju, Maxinutri, ApisNutri).
Os antioxidantes principais e mais utilizados sdo os do grupo de polifenéis, como
BHA (butil-hidroxi-anisol), BHT (butil-hidroxi-tolueno), PG (propil galato) e TBHQ
(terc-butil-hidroquinona) que séo sintéticos, e os tocoferéis (Vitamina E), que séo
naturais (Ramalho e Jorge, 2006). A legislacdo brasileira permite a adicdo de 300
mg/kg de tocoferbis em 6leos e gorduras, como aditivos intencionais, com funcéo de
antioxidante (ABIA, 1999).

Nossos resultados mostraram que a suplementagédo parenteral com emulséo
de Oleo de peixe altera de forma favordvel a composicdo de acidos graxos
hepaticos, gerando lipides com altos niveis de EPA e DHA, precursores dos
eicosandides que atuam como moduladores de diversos processos biolégicos.
Nossos resultados mostraram ainda que o expressivo aumento do teor de AGPI n-3
nos lipides hepaticos ndo levou ao aumento da oxidacéo lipidica (avaliado pelo
TBARS) e também nao foi observado um efeito positivo no sistema de defesa
antioxidante (CAT e SOD) dos animais. Por outro lado, o uso do concentrado de 6leo
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de peixe, enriquecido em AGPI n-3, ndo mostrou vantagens comparado ao 6leo de
peixe. Foi observado um aumento dos niveis hepéaticos de TBARS no grupo de
animais que receberam este suplemento por gavagem. O aumento nos niveis de
oxidacdo no figado, medido pelo TBARS, pode ser atribuido aos altos niveis de
AGPIs presentes no concentrado do 6Oleo de peixe, importante substrato para a
rancidez oxidativa, e também ao tempo prolongado do processo de hidrdlise (8 horas
de reacdo) para a obtencdo do concentrado de 6leo de peixe. Estes fatores,
associados a exposicao a luz e oxigénio podem ter levado a geracéo de produtos de
oxidac&o no suplemento preparado em laboratério. E importante enfatizar também
que neste concentrado néo foi adicionado nenhum antioxidante apds seu preparo.

Os animais que receberam o concentrado de O6leo de peixe também
incorporaram significativas quantidades de EPA e DHA nos lipides hepaticos o que
levou ao aumento da razdo AGPI n-6/n-3 nos lipides deste grupo comparado ao
controle. Embora estes animais tenham recebido maiores niveis de EPA e DHA
(aproximadamente 40%) na dieta do que os animais que receberam 6leo de peixe
por gavagem (aproximadamente 30%), os niveis de incorporacdo dos AGPI néo
foram proporcionais as quantidades recebidas na dieta.

E importante ressaltar que o aumento da lipoperoxidacdo é dependente do
tipo de O6leo usado, da dose e vias de administracdo além da presenca de
antioxidantes nas formulagbes. Todas as preparacdes usadas neste trabalho
continham antioxidantes em suas formulacdes (6leo de soja Liza®, 6leo de peixe
Naturalis®, emulsdes lipidicas Omegaven® e Lipovenos®), exceto o concentrado de
Oleo de peixe preparado em laboratério. Na auséncia de antioxidantes apropriados,
0os AGPIs formam radicais livres e podem ter um efeito pro-oxidante significativo
levando & deplecédo da vitamina E e aumento dos produtos de oxidagdo (Meydani,
1996). Por este motivo, € desejavel ter uma ingesta aumentada de antioxidantes
para acompanhar um consumo elevado de AGPIs para obter as acdes benéficas dos
mesmos (Wiseman, 1996).

Nossos resultados confirmam os dados previamente reportados que a dieta é
capaz de promover alteracdes significativas na composicdo dos acidos graxos de
tecidos de animais. Nassar et al (1986) mostraram que os animais tratados por 2
semanas com 10% da mistura de 6leo de peixe (6leo marinho rico em EPA e DHA) e

Oleo de primula (0leo vegetal rico em acido linoleico e gama-linolénico), levou a
53



reducdo significativa de AA do figado, levando a uma relacdo inversa entre a taxa de
AA/dihomo-gama linolénico e os niveis de EPA. Estes resultados, segundo os
autores sugerem que o EPA, e ndo o DHA exerce um efeito inibitério na conversao
de dihomo-gama linolénico para AA.

Venkatraman et al (1998) reportaram o aumento significativo dos acidos 18:3,
20:5, 22:5 e 22:6 na fracdo microssomal hepética de ratos suplementados com 10%
de 6leo de peixe adicionado a racdo, enquanto os acidos 14:0, 14;1, 18:1, 18:2 e
20:4 estavam aumentados nos animais suplementados com 10% de 6leo de milho.
Embora os autores mostrem uma alteracdo significativa na composicdo de &cidos
graxos dependendo da dieta, esta ndo causou alteragcdo nos niveis de oxidacéo,
avaliado pelos niveis de TBARS no figado dos animais. O grupo de animais que
recebeu oOleo de peixe e ndo foi submetido ao exercicio fisico (treinamento em
escada rolante por 6 dias/semana durante 2 meses) foi observado uma reducao da
atividade das enzimas SOD e GSH-Px e um aumento da atividade da enzima CAT.
Por outro lado, esta mesma suplementacdo em animais submetidos ao exercicio
levou a um incremento na atividade da GSH-Px, sugerindo que o 6leo de peixe foi
capaz de aumentar a defesa antioxidante.

Diferente dos resultados observados no nosso trabalho, Ruiz-Gutiérrez et al
(1999) reportaram um aumento significativo na atividade hepatica das enzimas CAT,
SOD e GPx em animais que receberam dieta enriquecida com 6leo de peixe,
comparado ao grupo controle e aos grupos que receberam dietas ricas em &cido
oléico (6leo de oliva e Oleo de girassol). Os mesmos autores reportaram
posteriormente que o aumento nos niveis de AGPI n-3 no figado de animais
hipertensos, a semelhanca do observado nos normotensos no trabalho anterior, foi
capaz de aumentar a defesa antioxidante dos animais, observado pelo aumento da
atividade de CAT, SOD e GPx, sem nenhuma diferenca na atividade da redutase
citocromo-NADPH (Ruiz-Gutiérrez et al, 2001).

Dados semelhantes ao nosso foram reportados por Tu et al (2013) os quais
ndo observaram aumento da susceptibilidade a oxidagéo, avaliados por TBARS, em
animais que receberam suplementacdo com Oleos de peixe (salméo, tuna,
cavalinha). Os autores também observaram que a maior incorporacdo de acidos

graxos n-3 nos tecidos destes animais nao refletiu no aumento dos niveis urinarios
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de PG e TX da série 2 e nem na expressdo hepatica das enzimas antioxidantes
avaliadas por PCR em tempo real.

O aumento de biomarcadores de lipoperoxidacao e de oxidacao de proteinas
avaliado no homogenato hepético foi relatado por Vigerust et al (2012) com o uso de
uma dieta alta em gordura (25%) adicionado del0% de Oleo de peixe (contendo
4,5% de EPA e 2,3%) por 50 semanas de suplementacao.

Feillet-Coudray et al (2013) alertaram sobre a precaugdo do USO
farmacoldgico, envolvendo altas doses de AGPI n-3. Os autores observaram que
altas doses de banha de porco e de Oleo de peixe (30% de lipides totais,
correspondente a 300g lipides/Kg peso corpéreo) administrados a ratos por 12
semanas, sem a presenca de antioxidantes foram capazes de levar ao
desenvolvimento de esteatose hepética e ao aumento da oxidacdo de lipides e
proteinas no figado dos animais. Adicionalmente os animais que receberam banha
de porco apresentaram quadro de obesidade e resisténcia insulinica sem alteracéo
do teor de lipides totais do musculo.

Poucos trabalhos tem reportado o efeito de emuls@es lipidicas de 6leo de
peixe administradas por via parenteral. Hagi et al (2010) reportaram que a emulsao
lipidica de 6leo de peixe infundida nos animais por 3 dias consecutivos é capaz de
levar a incorporacdo satisfatoria de AGPIs nos fosfolipideos de membranas dos
leucdcitos polimorfonucleares. O aumento dos niveis da taxa EPA foram
positivamente correlacionados com o aumento dos niveis da taxa LTB(5):LTB(4),
usado como um eficiente indicador do efeito anti-inflamatoério da emulséo.

Barros et al (2013) reportaram os niveis de incorporacdo dos acidos graxos
nas células (leucaocitos e eritrécitos) e nos tecidos de ratos que foram suplementados
com Oleo de peixe ou 6leo de soja por via oral e de emulsao lipidica a base de 6leo
de peixe ou emulsdo de 6leo de soja por via parenteral (0,2g/Kg/dia durante 3 dias).
A suplementacdo com o Oleo de peixe por via enteral levou ao aumento de EPA nos
lipides totais do figado e na fracdo de fosfatidilcolina plasmatica, enquanto a
suplementacdo com a emulsao lipidica de 6leo de peixe por via parenteral levou a
uma significativa incorporagédo de EPA, DHA e dos acidos graxos n-3 totais nos
lipides do figado, dos leucécitos e na fracdo de fosfatidilcolina plasmatica
comparado ao grupo controle (solugéo salina) e ao grupo que recebeu emulséao de
Oleo de soja. No figado, o EPA e o DHA estavam aumentados e a relagcdo AA/EPA
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reduzida nos animais que receberam emulsao lipidica a base de 6leo de peixe
comparado ao grupo controle.

O uso de microemulsdes de O6leo de peixe mostrou aumentar a
biodisponibilidade de EPA e DHA nos lipides séricos de ratos que receberam a
suplementacdo por via enteral por um periodo de 30 dias. Os autores relataram
também um acréscimo de 71 e 41%, respectivamente, dos niveis de DHA no
coracdo e cérebro dos animais que receberam a microemulsdo comparado aos
animais que receberam o 6leo de peixe (Sugasini e Lokesh, 2013). ,

Nossos resultados mostraram ainda que a via de administracdo, mas nao o
tipo de 6leo usado na suplementacéo, foi capaz de alterar a expressdo da enzima
A6 dessaturase (FADS2) sugerindo que o tipo de Oleo usado na suplementacéo
(soja e peixe) parece nao interferir na expressdao da FADS2 uma vez que os dois
Oleos contém acidos graxos de 18C (acido linoléico e linolénico), substratos para
esta enzima.

Evidéncias anteriores mostraram que a sintese de AGPI é dependente em
maior extensao da quantidade do substrato da enzima presente na dieta do que da
expressao dos genes FADS1 e FADS2. Tu et al (2013) observaram um aumento nos
niveis de EPA e DHA do plasma e figado de animais que receberam dieta com &cido
linolénico. Os niveis de DHA também aumentaram quando utilizada dieta padréao
adicionada de acido linolénico acima de 1% energia. Por outro lado, o0 uso de uma
dieta com baixos teores de AGPI (0,4% energia) mostrou estimular a expressao da
A6 dessaturase e da elongase 2 (ELOVL 2) quando comparada a dieta com altos
teores de AGPI (6,6% energia).

Fatores hormonais mostraram também influenciar no metabolismo dos AGPI
conforme relatado por Extier et al (2010). Os autores observaram maior expressao
das dessaturases (A4, A5 e A6 dessaturase) e maiores niveis de DHA nos
fosfolipides do figado de ratos fémeas apoOs a suplementacdo com &cido linolénico
(20mg/100g de dieta).
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6. CONCLUSAO

Este trabalho contribui no sentido de promover evidéncias do efeito benéfico
da emulsdo de 0Oleo de peixe na dose de 0.2g/kg/dia por trés dias consecutivos em
ratos saudaveis. Os resultados mostraram que a suplementagdo parenteral com a
emulsdo de Oleo de peixe foi capaz de promover alteracBes favoraveis na
composicao de AGPIs dos lipides hepaticos, levando a maior incorporacéao de EPA e
DHA nas membranas e nos lipides de reserva, sem levar a maior lipoperoxidacéo
hepética. O uso via enteral, nas condi¢des avaliadas no trabalho, ndo foi capaz de
promover alteracdes favoraveis na razdo AGPI n-6/AGPIs n-3. Por outro lado, 0 uso
de concentrado de 6leo de peixe, contendo altos teores de AGPIs, suplementado
também pela via enteral, embora tenha mostrado favoravel para aumentar os niveis
de AGPIs nos lipides hepéticos levou desfavoravelmente ao aumento da
lipoperoxidacdo. As suplementagcbes avaliadas, peixe e soja, por ambas as vias,
enteral e parenteral, mostraram ndo interferir na atividade das enzimas
antioxidantes, SOD e CAT. Por outro lado, quando suplementadas pela via
parenteral, as emulsdes de 6leo de soja e de peixe foram capazes de reduzir a
expressdo de FADS2, mostrando que a maior oferta de AGPIs na dieta interfere na

sintese enddgena destes compostos.
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