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CAPITULO 1

ACAO DO AZEITE DE OLIVA E SEUS COMPONENTES
FENOLICOS OLEUROPEINA E ACIDO CAFEICO SOBRE
PARAMETROS MORFOMETRICOS, CALORIMETRICOS E
ESTRESSE OXIDATIVO NO MUSCULO CARDIACO DE
RATOS NORMAIS E OBESOS



RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo determinar os efeitos da suplementagao nutricional de
azeite de oliva extra-virgem e seus fenois, oleuropeina e acido caf€ico, sobre os parametros
morfométricos, calorimétricos e estresse oxidativo no musculo cardiaco de ratos normais e
obesos. Para tanto, foram utilizados 48 ratos, Wistar, 180,52 + 21,05g, divididos
inicialmente em 2 grupos. O grupo P (n=24) foi mantido com ragdo padrdo ¢ agua ad
libitum ¢ o grupo H (n=24) foi mantido com ragdo rica em colesterol e sacarose ¢ agua ad
libitum. Apds 21 dias de tratamento os dois grupos foram divididos em 4 subgrupos cada
(n=6): (C) considerados controles, mantidos com as respectivas dietas P, ou H e sem
suplementacdo; (AO) receberam respectivamente racao P ou H e suplementagdo nutricional
com azeite de oliva extra-virgem (Colavita, Itdlia) (3mL/Kg/dia); (O) receberam ragao P ou H,
respectivamente e suplementacdo nutricional com oleuropeina (Genay, France)
(0,023mg/Kg/dia); (AC) receberam respectivamente ragdo P ou H e suplementacao nutricional
com acido caféico (Sigma, USA) (2,66mg/Kg/dia). O experimento teve duracdo de 43 dias.
Ingestdo de ragdo hipercaldrica induziu obesidade. A andlise calorimétrica permitiu sugerir
que os efeitos da suplementacdo nutricional com azeite de oliva foram similares a
suplementagdo com 4cido cafeico, tanto o azeite de oliva como o 4cido cafeico induziram
elevacao na oxidagdo de lipidios, independentemente da dieta utilizada. Administragdo de
azeite de oliva e oleuropeina apresentaram atividade antioxidante evidenciada pela elevagao
nas substancias antioxidantes totais e reducdo nas concentracdes de hidroperdxido de
lipidio, no tecido cardiaco de animais mantidos com racdo padrdo. A andlise do sistema
glutationa permitiu evidenciar que azeite de oliva e seus fenois ndo induziram alteragdes
significantes nos animais mantidos com dieta padrdao. Animais que receberam acido caféico
em dieta hipercaldrica apresentaram diminui¢do na concentragdo de glutationa reduzida
(GSH). Em condigoes de dieta hipercalorica, a suplementagdo com 4cido cafeico foi menos

efetiva como antioxidante, em relacdo a suplementacao com oleuropeina e azeite de oliva.

Palavras chave: azeite de oliva, oleuropeina, 4cido caf€ico, dieta hipercaldrica,

calorimetria.



INTRODUGAO

A suplementagdo nutricional com azeite de oliva tem sido recomendada como
intervengdo terapéutica de importante papel na medicina preventiva, com o objetivo de
elevar a relagdo entre acidos graxos monoinsaturados e saturados nas dietas, induzindo
efeitos benéficos nas dislipidemias e assim, indiretamente, prevenindo a aterosclerose ¢ as
doengas cardiovasculares (Visioli et al., 2000; Kaur & Kapoor, 2001; Weinbrenner et al.,
2004; Faine et al., 2004; Fit6 et al., 2005; Perez-Jimenez et al., 2007; Bondia-Pons et al.,
2007; Covas 2008).

Diferentemente de outros 0leos, os quais sdo extraidos de sementes de vegetais, o azeite
de oliva ¢é obtido do fruto da oliveira (Olea europaea), através de processamento fisico, ndo
havendo tratamento quimico e refinamento (Raventds et al., 2004).

A despeito de constituir uma fonte de acidos graxos monoinsaturados, o acido oléico
(Faine et al., 2004), tem sido sugerido, que as propriedades benéficas do azeite de oliva
estdo associadas aos seus compostos fenolicos (De La Cruz et al., 2000; Casalino et al.,
2002; Marrugat et al., 2004; Polzonetti et al., 2004), cuja concentracdo no azeite de oliva
extra virgem pode variar dependendo do cultivo, clima e amadurecimento do fruto no
momento da colheita (Gimeno et al., 2002; Servili et al., 2003).

Compostos fendlicos do azeite de oliva incluem fenois simples como o hidroxitirosol
(3,4-dihidroxifeniletanol), 4cidos elendlicos, entre eles o 4acido cafeico (4cido 3,4-
dihidroxicinnamico) (Montedoro et al., 1992; Manach et al., 2004; Vissers et al., 2004;
Tripoli et al., 2005; Aldini et al., 2006) e polifendis como a oleuropeina (Goémez-Alonso et
al., 2002; Fito et al., 2007).

Estudos recentes realizados por nosso grupo de pesquisa (Faine et al., 2006)
demonstraram que administracdo de hidroxitirosol ndo induziu efeitos benéficos no
metabolismo cardiaco. Também foi evidenciado que outros componentes além do
hidroxitirosol e acido oléico podem ter importante papel nos efeitos bioldgicos do azeite de
oliva extra virgem .

Embora existam inumeros estudos sobre os compostos fenolicos do azeite de oliva
(Covas et al., 2006; Hillestrom et al., 2006; Al-Azzawie et al., 2006; Machowetz et al.,
2007; Bondia-Pons et al., 2007; Waterman et al., 2007; Covas, 2008), os efeitos do azeite e
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de seus componentes acido cafeico e oleuropeina, nos parametros calorimétricos € no
estresse oxidativo no tecido cardiaco em condi¢des de obesidade, ainda ndo foram
estabelecidos.

A associagdo entre obesidade e doencgas cardiovasculares tem estimulado pesquisas
sobre o controle do peso corporal (Carmona et al., 2009) e sobre a redugdo de seus efeitos
adversos, notadamente no tecido cardiaco (Kenchaiah et al., 2002; Pereira et al., 2003;
Novelli et al., 2009). Entretanto, a despeito dos conhecimentos sobre a associagdo entre
incidéncia de obesidade e a elevada ingestdo de lipidios e carboidratos, a dieta ocidental
freqiientemente consumida ¢ hipercalorica, contendo quantidades consideraveis de sacarose
e colesterol (WHO/FAO, 2003).

E fato conhecido que dietas ricas em lipidios e colesterol induzem obesidade (Hill et al.,
2000), desde que o elevado consumo de lipidios aumenta o apetite e induz hiperfagia
(Friedman, 1998). Por outro lado, a restricao na ingestao lipidica e a elevagdo no consumo
de carboidratos podem ser contraproducentes para o controle das alteragcdes metabolicas
que acompanham a obesidade. Estudos recentes demonstraram que elevada ingestdo de
sacarose, em ratos, induziu elevag¢do no peso corporal final, aumento significativo no indice
de massa corporal e hipertrigliceridemia (Diniz et al., 2005; Ebaid et al., 2006; Novelli et
al., 2007).

O conceito que obesidade resulta da elevada ingestdo caldrica, excedendo o gasto
energético tem delineado a maioria das condutas para perda de peso. Nesta visdo
demasiadamente simples, a reducdo das alteracdes metabolicas da obesidade, seria
conseqiiéncia direta da reducdo na ingestdo caldrica. Entretanto, outros fatores metabdlicos
estdo associados ao ganho de peso corporal. Tem sido demonstrado que redugdo na
fosforilagdo oxidativa aumenta o acimulo de lipidios nos adipocitos, e que na obesidade
ocorre redu¢do no consumo de oxigénio, indicando inadequada atividade mitocondrial
(Vankoningsloo et al., 2005).

Deste modo, o ganho de peso pode ser visto ndo apenas como conseqiiéncia de um
balanco energético positivo, mas também como o mecanismo através do qual a energia
proveniente dos substratos energéticos ¢ metabolizada e estocada. (Wilson-Fritch et al.,

2004).



De fato, embora usualmente atribuida ao dano coronariano obstrutivo, a disfuncgao
miocardica tem sido observada na obesidade, mesmo na auséncia de aterosclerose
(Sugizaki et al., 2005; Pinotti et al., 2006; Seiva et al., 2008; Novelli et al., 2009),
sugerindo que alteragdes no metabolismo energético e na oxidagdo mitocondrial miocardica
podem contribuir para o aparecimento da insuficiéncia cardiaca (Seiva et al., 2008).

Desde os estudos pioneiros de Hill e colaboradores (1924), a capacidade de utilizagdo
do oxigénio pelos organismos tem sido objeto de inumeras pesquisas, uma vez que O
declinio no volume de oxigénio consumido (VO,) pode constituir a base fisiologica para a
redugdo progressiva na capacidade fisica, que acompanha a obesidade. A reducdo na
utilizagdo de oxigénio pode ser decorrente da redugdo do fluxo sanguineo (Poole et al.,
2003), em conseqiiéncia da diminuicdo da forca contratil cardiaca, reduzindo de maneira
significativa a distribui¢cdo corporal sanguinea (Betik & Hepple, 2008).

O metabolismo miocardico constitui um capitulo singular na bioquimica e um
importante alvo farmacoldgico. O miocardio pode alterar as vias metabolicas para producao
de energia, dependendo do suprimento de oxigénio, da necessidade de energia e do
substrato energético disponivel na corrente sanguinea (Stanley et al., 2005). Pode ainda
utilizar vias alternativas para produg¢ao de ATP (adenosina trifosfato) e liberagcdo do calcio
do reticulo sarcoplasmatico.

No miocardio, em condigdes normais de oxigenacdo, a glicolise produz energia
preferencialmente para a manutencao da integridade da membrana sarcolemal (SL) (Kaasik
et al., 2001). Glicogenolise ¢ utilizada preferencialmente no reticulo sarcoplasmatico (SR),
onde grandes quantidades de glicogénio sdo estocadas, sendo o glicogénio utilizado pela
acio de enzimas glicogenoliticas pelo ciclo intracelular de Ca>" (Xu & Becker, 1998). As
associagoes SL/glicolise e SR/glicogendlise representam baixa capacidade de produgdo
energética, porém elevada especificidade do metabolismo miocéardico (Novelli et al., 2009).
Por outro lado, a oxidacao mitocondrial de substratos representa elevada capacidade e baixa
especificidade de produgao de ATP, desde que pode utilizar carboidratos, ou lipidios como
substrato, gerando ATP para os miofilamentos (Kaasik et al., 2001; Stanley et al., 2005).

O musculo cardiaco ¢ caracterizado pela elevada capacidade oxidativa (Stanley &
Sabbah, 2005). Em condi¢des aerdbicas normais, as moleculas de acetil Coenzima A,

provenientes da PB-oxidacdo de acidos graxos sdao metabolizadas no ciclo do acido citrico
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produzindo equivalentes redutores NADH ou FADH,. Estes sdo transferidos através da
cadeia de transporte de elétrons, produzindo ATP pela fosforilacdo oxidativa. Nestas
condigdes, o citrato, formado no ciclo do acido citrico ¢ eclevadas concentragdes
intracelulares de ATP inibem a via glicolitica € o complexo enzimatico piruvato
desidrogenase (Pi-DH) (Lopaschuk et al., 2002).

A principal fungdo da mitocondria é energética, suprindo as células de ATP. Na matriz
mitocondrial, através do ciclo do citrato (ciclo de Krebs), os equivalentes redutores NADH
(nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida) sdo gerados nas reacdes catalisadas pela
isocitrato desidrogenase, a-cetoglutarato desidrogenase e malato desidrogenase. O FADH,
(flavina adenina dinucleotideo reduzido) ¢ produzido pela succinato desidrogenase. NADH
e FADH, doam seus elétrons para os complexos respiratorios da cadeia respiratoria na
membrana mitocondrial interna. Esse transporte de elétrons esta associado a respiragdo
mitocondrial e ao consumo de oxigénio, acoplada a sintese de ATP, mediante ADP
(adenosina difosfato). Em conseqiiéncia, protons (H') sdo liberados através da membrana
mitocondrial interna, gerando gradiente eletroquimico, responsavel pela sintese de ATP nos
sitios cataliticos da F;F,-ATP sintetase. Independente do substrato energético utilizado, o
oxigénio ¢ o aceptor terminal de elétrons durante os processos de producdo de energia
através da fosforilacao oxidativa (Nelson & Cox, 2006).

E notério que, no ciclo do citrato é produzida uma molécula de GTP, a partir de uma
molécula de acetil coenzima A, pela acdo da succinil-Coenzima A sintetase, em um
processo de fosforilacdo no substrato, que ndo envolve o consumo de oxigénio. Portanto,
sem significado na geracdo de espécies radicalares derivadas do oxigénio (Smith et al.,
2007; Baynes & Dominiczak, 2007; Dominiczak, 2007; Devlin, 2007; Campbell & Farrell,
2008; Voet et al., 2008).

Tem sido estimado que no processo de fosforilagdo oxidativa, acoplado a cadeia
respiratoria mitocondrial, a redugdo incompleta do oxigé€nio resulta na produgdo de radical
superoxido (Oy") (Esposito et al., 1999; Novelli et al., 2002; Novelli, 2005; Souza et al.,
2008; Seiva et al., 2008; Seiva et al., 2009; Novelli et al., 2009). A reducao posterior do O,
leva a formacdo de perdxido de hirogénio (H,O,). Radicais superoxido e peroxido de
hidrogénio podem reagir entre si, em presenca de ferro, através da reacdo de Fenton e

Haber-Weiss, induzindo o estresse oxidativo (Nishyiama et al., 1998). Estes fatos explicam
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a associagdao entre metabolismo energético, obtencdo de energia através da oxidagao de
substratos, com o estresse oxidativo.

Considerando que o metabolismo energético depende do suprimento de substrato no
tecido cardiaco, ingestao de dietas com elevada concentragcdo de sacarose e colesterol pode
alterar as vias metabolicas miocardicas para obtengdo de energia, induzindo modificacdes
na oxida¢do de nutrientes e na liberacdo de espécies radicalares associadas ao estresse
oxidativo. Alteragdes na composicdo das membranas celulares e mitocondriais decorrentes
de alteragdes na composicdo da dieta podem afetar ndo somente, as propriedades elétricas
do tecido cardiaco, como também a producao de energia (Pepe & McLennan, 2002; Diniz
et al., 2008). Nestas condi¢des, compostos capazes de modular as atividades de enzimas
reguladoras das vias metabolicas podem contribuir para a redugdo do estresse oxidativo e

melhora do metabolismo energético.

OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivos evidenciar a inducdo de obesidade nos animais
do grupo mantido com ragdo hipercalorica e determinar o efeito da suplementagdo
nutricional da dieta com azeite de oliva extra-virgem, oleuropeina e &cido caféico sobre os
parametros morfométricos, calorimétricos e estresse oxidativo no musculo cardiaco de ratos

normais € obesos.

MATERIAL E METODOS

1. ANIMAIS

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissio de Etica em Experimentagio
Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu — SP, adotado pelo Colégio Brasileiro de
experimentacdo Animal (COBEA).



Foram utilizados 48 ratos machos adultos Wistar, de peso inicial médio 180,52 + 21,05
gramas. Os animais foram provenientes do Biotério da UNESP - "campus de Botucatu" e
foram transferidos para o —Eaboratério de Bioquimica na Experimenta¢do Animal” do
Departamento de Quimica e Bioquimica, Instituto de Biociéncias, UNESP/Botucatu, onde
permaneceram durante todo o periodo experimental, em gaiolas de plastico individual, a
temperatura de 23 £ 2°C, periodo claro/escuro de 12 horas.

Inicialmente os animais foram divididos em dois grupos mantidos com ragao padrio (P)
(Biobase, 9301, SIF n® SC — 25035, Brasil) e com ragdo hipercalérica (H). Os animais
receberam agua destilada ad libitum durante todo o periodo experimental.

Ap6s 21 dias de tratamentos, os animais do grupo P mantidos com ra¢do padrao, foram
divididos em 4 subgrupos (n=6):

e PC - considerado controle, recebendo dieta padrao;

e PAO - recebendo ragdo padrdo e suplementacdo nutricional com azeite de oliva
(Colavita, Italia) (3mL/Kg/dia) (Faine et al., 2004; Vissers et al., 2004);

e PO - recebendo ragdo padrdo e suplementacdo nutricional com oleuropeina (Genay,
France) (0,023mg/Kg/dia) (Gomez-Alonso et al., 2002) e

e PAC - recebendo ragdo padrdo e suplementacdo nutricional com 4acido caféico
(Sigma, USA) (2,66mg/Kg/dia) (Montedoro et al., 1992).

Para o estudo dos efeitos da ingestdo de azeite de oliva e seus componentes fendlicos
em animais obesos, ap6s 21 dias de consumo da dieta rica em colesterol (Costa et al, 1993) e
sacarose, os animais do grupo H, mantidos com racdo rica em colesterol e sacarose, foram
divididos em 4 subgrupos (n=6):

e HC —recebendo dieta rica em colesterol e sacarose.

e HAO - recebendo dieta rica em colesterol e sacarose, com suplementacao nutricional
de azeite de oliva, como no grupo PAO.

¢ HO - mantido com dieta rica em colesterol e sacarose, com suplementa¢ao nutricional
de oleuropeina.

e HAC - recebendo dieta rica em colesterol e sacarose, com suplementag@o nutricional

de acido caféico.



As concentragdes dos fenodis utilizadas corresponderam aos conteudos dos mesmos, na
dose de azeite usada na suplementagdo dos animais dos grupos PAO (ra¢do padrio +
azeite) ¢ HAO (racdo hipercalorica + azeite). Estes animais (PAO ¢ HAO) receberam
quantidade correspondente a 4% da dieta (Faine et al., 2004), ou seja, 4ml de azeite (ou 4g
de azeite de oliva) para 100g de dieta (racdo)/dia, ou ImL de azeite para a ingestao de 25g
de ragdo/dia (Novelli et al., 2007). Tendo como base o peso médio dos animais de 300g, os
quais ingerem aproximadamente 25g de racdo por dia, a quantidade de azeite de oliva por
kg de peso corporal foi 3mL.

De acordo com a literatura, a concentragdo de oleuropeina em azeite de oliva extra
virgem varia do valor minimo de 3,33, at¢é o maximo de 10,03 mg/L, e o valor médio
(Gomez Alonso et al., 2002) administrado aos animais foi 7,78 mg de oleuropeina por litro
de azeite. Como os animais receberam a quantidade correspondente a 3 mL de azeite, foi
administrado aos animais 0,023mg/kg/dia de oleuropeina.

Calculo semelhante foi feito para o acido cafeico. Sabendo-se que a concentragdo deste
composto fendlico no azeite extra virgem variou de 594 a 1300mg/L de azeite de oliva,
utilizamos o valor médio de 887,5mg por litro de azeite (Montedoro et al., 1992). E
evidente que foi feita a conversdo para administragdo nos animais, da quantidade
encontrada em 3 mL de azeite de oliva, ou seja 2,66mg de acido cafeico/Kg/dia.

As concentracdes dos polifendis utilizadas corresponderam, portanto a quantidade
presente no azeite de oliva, administrado aos animais dos grupos PAO e HAO, sendo
previamente dissolvidos em solucdo de etanol 10% (Visioli et al., 1998; Dogan, 2002;
Carluccio et al., 2003). O azeite de oliva e seus fendis foram administrados por gavagem,
como suplementacdo da dieta basal, duas vezes por semana, durante o periodo de 21 dias.
Animais dos grupos PC e HC receberam solu¢do 10% de etanol através de gavagem. A
ingestdo alimentar foi controlada diariamente, no mesmo horério (9:00 as 11:00 horas).
Diariamente era oferecida uma quantidade conhecida de ra¢ao. Apos o periodo de 24 horas
o restante era pesado, permitindo a determina¢do do consumo alimentar de cada animal, de
cada grupo. O peso corporal foi determinado no inicio e no final do experimento. O periodo

experimental total foi de 43 dias.



2. CARACTERIZAGAO DA MATERIA PRIMA: EXTRAGAO E ANALISE CROMATOGRAFICA DE
ACIDOS GRAXOS E ANALISE DOS COMPOSTOS FENOLICOS DO AZEITE DE OLIVA

UTILIZADO

A caracterizacdo da matéria prima, azeite de oliva, foi realizada utilizando-se 10 amostras de
azeite de oliva extra-virgem Colavita, adquiridas de diferentes estabelecimentos comerciais
(Faine et al., 2006). O azeite extra-virgem Colavita foi selecionado por ser acessivel a populacao
e apresentar teor médio de fendis (Montedoro et al., 1992).

A andlise dos acidos graxos do azeite de oliva utilizado foi realizada através de cromatografia.
Cerca de 4mL de cada azeite foi homogeneizada (durante 3 a 5 minutos) com 40 mL de
metanol e 80 mL de cloroformio. As misturas foram filtradas e o procedimento acima foi
repetido utilizando-se mais 40 mL de metanol e 80 mL de cloroférmio. O filtrado foi
colocado em uma proveta de 500mL, com boca e tampa esmerilhadas, sendo o volume
registrado. A seguir foram adicionados % do volume total de KCL 0,88% ¢ apds 1 minuto
de repouso, o sobrenadante foi retirado com auxilio de bomba a vacuo e desprezado. O
precipitado foi tratado com sulfato de sddio anidro e filtrado em papel de filtro, sendo
recolhido em baldo de fundo redondo, préprio para a evaporagdo. O baldo contendo o
filtrado foi colocado em evaporador rotativo a 45° C (MA 120- Marconi) e o lipidio restante
foi lavado e transferido para um baldo volumétrico de 10 mL, completando-se o volume
com cloroformio. Aliquotas de 0,1 mL das misturas lipidio — cloroférmio foram transferidas
para cromatografo (GC 17-A Shimatzu).

A andlise da composicao de acidos graxos, realizada no Departamento de Bromatologia
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP — Botucatu esta apresentada

na (Tabela 1).
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Tabela 1. Composi¢ao e concentracao de acidos graxos no azeite de oliva utilizado.

Acidos graxos Concentracao (%)
C 6 40.5
C 161 0.7
Cis 1.5
C 151 46
Cis2 10.3
Ciss 0.7
C 201 0.3

As analises dos conteudos de oleuropeina e acido caféico do azeite selecionado foram
determinadas segundo McCue et al (2000) e Horii et al (2006), sendo realizadas no
Laboratério de Bioquimica Vegetal do Departamento de Quimica e Bioquimica do Instituto
de Biociéncias — Unesp, Botucatu — SP, obtendo-se as concentragdes de oleuropeina: 3,33 a

12,03 mg/L de azeite de oliva, e de 4cido caféico: 594,00 a 1300,0 mg/L azeite de oliva.

3. PREPARO DA RACAO HIPERCALORICA

As andlises das ragdes padrdo e hipercalorica foram realizadas no Departamento de
Tecnologia de Produtos Agropecuarios da Faculdade de Ciéncias AgronOmicas e
Departamento de Bromatologia da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia —
UNESP, Botucatu.

A racdo contendo elevada concentragdo de colesterol e sacarose foi preparada a partir do
farelo da ragdo padrao Biobase, ou controle, obtido pela trituracdo desta racdo até¢ formacao
de farelo homogéneo. Para cada 1000g do farelo da ra¢do foram adicionados 12,33g de
colesterol cristalino, 1,23g de 4cido colico (Costa, et. al., 1993), 131,01g de sacarose e
84,77TmL de oleo de soja (Reeves, 1997; Quiles et al., 2003). A mistura foi homogeneizada
com 230mL de agua quente (inferior a 60°C), e colocada em maquina especifica para
formacao de "pellets", que foram secos em estufa com ar circulante, em temperatura inferior
a 70°C. A validade da rag@o preparada foi de 3 meses. A dieta rica em colesterol e sacarose

utilizada apresentou 3,41 kcal/g de energia metabolizavel (Tabela 1).

11



A diferenga calorica entre a ragdo padrao e a ragdo com colesterol e sacarose foi de 65
kcal/100g, ou 0,65kcal/g. O contetido de lipidios totais na ragdo padrio era de 4,41g/100g
(4,41%) e na ragdo com colesterol e sacarose era de 11,86g/100g (11,86%). A rag¢do para
ratos, contendo colesterol e sacarose foi considerada hipercalorica. Segundo Quiles e
colaboradores (2004), dietas hipercaldricas apresentam mais de 8% de lipidios. Para Gutman
e colaboradores (1987), dietas hipercaldricas apresentam elevagdo no conteudo calorico de
4,5kcal/g em relacdo a dieta padrdo. Segundo Matsuo e colaboradores (1995), dieta
hipercalorica apresenta elevacao calorica superior a 0,32kcal/g em relacao a dieta padrao.

Foi possivel evidenciar que a racdo padrao apresentava 19,80g de proteinas, 4,41g de
lipidios (lipidios saturados), 39,25g de carboidratos totais (amido), 13,25¢g de fibras, 23,29¢g
de umidade, vitaminas e minerais, em 100g de ragdo. A ragdo hipercalérica utilizada
apresentava 15,25g de proteinas totais; 11,86g de lipidios totais (sendo 8,47g de oleo de
soja e 3,39g lipidios saturados); 43,34g de carboidratos totais (sendo 30,24g amido e
13,10g de sacarose); 10,20g de fibras; 1,23g de colesterol; 0,123g de acido coélico e 17,94¢g

de umidade, vitaminas e minerais, em 100g de racdo (Tabela 2).
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Tabela 2. Composic¢ao das ra¢des padrdo e hipercalérica

Componentes Padrao Hipercalorica
p g/100g Kcal/100g g/100g Kcal/100g

Proteina 19,80 79,20 15,25 61,00
Lipidio total 4,41 39,69 11,86 106,74
Oleo de soja - - 8,47 76,23
Lipidios 4,41 39,69 3,39 30,51
saturados
Carboidrato 39,25 157 43,34 173,36
total
Amido 39,25 157 30,24 120,96
Sacarose - - 13,10 52,40
Fibra 13,25 - 10,20 -
Colesterol - - 1,23 -
Acido célico - - 0,123 -
Outros * 23,29 17,94 -
Total 100 275,89 100 341,10

(*) Umidade, Vitaminas: (mg/Kg de ragdo) (A) 25,000 UI; (B,) 8,0 mg; (B,) 30,00 mg; (Be) 14,0 mg; (B;,) 40,0 mcg;
(D3) 5,000 UIL; (E) 60,0 mg; (K) 6,0 mg; Biotina 80,0 mg; Niacina 80,0 mg; Acido folico 3,0 mg; Acido pantoténico
50,0 mg, Colina 1200 mg, Sais Minerais: Zinco 70,0 mg; Cobre 10,0 mg; Iodo 2,0 mg; Manganés 70,0 mg; Cobalto
1,5 mg; Ferro 50,0 mg; Selénio 0,1 mg e L-Lisina 1,2% e Metionina 0,45%. Composi¢do basica do produto: milho
moido, farelo de soja, farelo de trigo, calcario calcitico, fosfato bicélcico, cloreto de sodio (sal comum). Composi¢ao
das dietas determinada no Departamento de Tecnologia de Produtos Agropecuarios da Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas e Departamento de Bromatologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — Unesp, Botucatu.

4. CALORIMETRIA INDIRETA

Apds 42 dias do periodo experimental, foi determinado o metabolismo basal, o
consumo de O2 (VO,), ou seja, quantidade de oxigénio consumido e a producido de CO,
(VCOy), ou seja, a quantidade de gas carbonico excretado.

As determinacdes foram realizadas com uso de cdmara metabolica para sistema
respiratorio animal (CWE, Inc, St. Paul, USA), com medidas obtidas em computador
através de programa especifico (software MMX, CWE, Inc., USA).
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Neste equipamento, as medidas do consumo de O, e a producdo de CO, foram
monitoradas através do software e calculadas através da média de 3 determinagdes; 3
inspiragdes e 3 exalagdes registradas no programa, fornecendo diretamente os valores de
VO,, VCO,, quociente respiratorio (QR= VCO,/VO,) e a taxa metabolica basal (TMB)

quando os animais estdo em jejum (Figura 1).

Figura 1. Camaras metabolicas utilizadas nas determinacdes calorimétricas nos animais dos grupos
experimentais.
A calorimetria indireta foi realizada nos animais ap6s jejum de 12h (Strohl et al., 1997,
Commerford et al., 2000). A oxidacdo de carboidratos e de lipidios foi calculada tendo
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como base o QR ¢ os volumes de oxigénio consumido (Labayen et al., 1999): Oxidagao de
carboidrato = VO, x (QR — 0.707)/0.293 x 0.746; Oxidacao de lipidio = VO, x (1 —
QR)/0.293 x 0.746. Onde VO, ¢ medido em 1/min, 1,00 ¢ o QR para a oxidacdo total de
carboidrato, 0,707 ¢ o QR para a oxidacao total de lipidios, 0.293 ¢ a diferenca entre 1,000
e 0,707, 0.746 ¢ o numero de litros de oxigénio consumido por g de glicose oxidada.

Como parametros morfométricos, foram calculados a superficie corporal e o indice de
massa corporal (IMC) dos animais.

e Superficie corporal (g™") = (peso corporal final)™’ (Bray, 1969).

e IMC (g/cm?) = peso final/comprimento corporal® (exceto cauda).

Também foi calculado:

¢ Balanco energético diario (kcal/dia) = energia ingerida (kcal/dia) — TMB (kcal/dia)
(Labayen et al., 1999).

5. DETERMINACOES BIOQUIMICAS

Apos 43 dias de experimento os animais foram anestesiados (pentobarbital sddico 1%,
0,1mL/100g, i.p.). A determinacdo do comprimento corporal (exceto cauda) foi feita com os
animais sob anestesia, sendo obtidos os valores médios de 24,76+0,17cm para animais
mantidos com racdo padrdo e 24,67+0,27cm para os grupos com dieta hipercaldrica, ndo
havendo diferengas significantes entre os grupos, em cada dieta. Os animais foram a seguir
sacrificados por decapitagdo. Apos o sacrificio o coracdo foi removido, dissecado e pesado. O
ventriculo esquerdo (VE) foi entdo separado, pesado e as amostras foram lavadas em solucao
salina gelada (NaCl 0,9%), pesadas e armazenadas em freezer a -86°C. Amostras de 200mg
do VE foram homogeneizadas em Potter Elvehjem, com pistilo de teflon, com 5 mL de
tampao fosfato de sddio 0,IM. pH 7.0. Os homogeneizados foram centrifugados a 10.000
rpm por 15 minutos, em centrifuga refrigerada a -4°C. Os sobrenadantes foram utilizados

para andlise de proteinas totais (Lowry et al., 1951) e do estresse oxidativo.

15



5.1 ANALISE DO ESTRESSE OXIDATIVO

A andlise do estresse oxidativo foi realizada através das atividades das enzimas
superoxido dismutase, catalase, sistema glutationa, bem como das concentracdes de
hidroperéxido de lipidio (HP) e substancias antioxidantes totais (SAT) no musculo
cardiaco. O hidroperdxido de lipidio foi determinado através da oxidagdo do Fe*' (sulfato
ferroso amoniacal). O Fe®" formado reage com alaranjado de xilenol formando composto
colorido (Jiang et al., 1991). As substancias antioxidantes totais foram calculadas através da

porcentagem de inibicao da formacao de HP (Mehmetcik et al., 1997).

As atividades da catalase (E.C.1.11.1.6.) foram determinadas em tampao fosfato pH
7,0, utilizando-se 0,5mL de amostra e peroxido de hidrogénio (30%). As leituras

espectrofotométricas foram realizadas a 240nm (Aebi, 1974).

Catalase
2 H,O, i ) H,0 + 0,

As atividades da superoxido dismutase (SOD, E.C.1.15.1.1.) foram determinadas
através da alteracdo na reducdo do nitroblue-tetrazolio (NBT) por radicais superoxido
gerados pela mistura NADH e fenazina metassulfato em pH fisiologico. Leituras
espectrofotométricas foram realizadas em leitor de microplaca a 560nm. (Ewing & Janero,
1995).

SOD
20, —— H,0,

s

2H 0,
A atividade da glutationa peroxidase (GSH-Px, E.C.1.11.1.9.) foi determinada através

da oxidagdo em presenca de perdxido (Nakamura et al.,1974). A mistura de reagdo foi

formada por tampao fosfato de s6dio pH 7,0, NADPH, NaN;, EDTA e glutationa reduzida.
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GSH-Px

H,0,+2 GSH e GSSG + 2 H20

A concentragdo de glutationa total foi determinada através de método cinético,
monitorando a redu¢do do DTNB pela glutationa reduzida (GSH) na presengca de NADPH
(Tietze, 1969). A concentracao de glutationa reduzida foi determinada em tampao tris-HCl
pH 8,9 e DTNB, apos prévia precipitagdo com TCA 50%. Como padrao foi utilizada GSH
ImM (Sedlak & Lindsay, 1968). A concentragdo de glutationa oxidada (GSSG) foi estimada
segundo a proporcao estequiométrica (2GSH: GSSG) (Okamoto et al., 2001).

A atividade da glutationa redutase (GSH-Rd, E.C.1.6.4.2.) foi determinada através da
oxidacdo do NADPH a 340 nm (Miller & Blakely, 1992).

GSH-Rd

NADPH + 1 GSSG - N ADP + 2 GSH

6. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram expressos em média + desvio padrdo. A comparagdo entre
os grupos C e H foi realizada pelo test t de Student. A comparag@o entre os demais grupos
foi realizada pela técnica da analise de variancia (ANOVA) complementada com o teste de
comparagdes multiplas de Tukey (Zar, 1999). O nivel de significancia foi de 5% para a
discussdo dos resultados (Norman & Streiner, 1994). A analise estatistica foi realizada no

Departamento de Bioestatistica, Instituto de Biociéncias, UNESP, Botucatu.
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RESULTADOS

A Tabela 2 mostra a composi¢ao da ragdo padrao e hipercalorica. Desde que no preparo
da racao foram adicionados oleo de soja e sacarose, nota-se que houve elevacdo no
conteudo de lipidios e de carboidratos totais na racdo hipercalorica. Com o acréscimo de
acidos graxos insaturados e sacarose, a dieta hipercaldrica apresentou contetudo calorico de
341,10 Kcal/100g, comparada a dieta padrao com 275,89 Kcal/100g.

Ingestdo de racao hipercaldrica induziu elevagdo no peso corporal, na superficie
corporal, no IMC. Nao foram observadas alteracdes no consumo de racdo. Houve elevagao
na energia total ingerida nos animais do grupo HC, comparados aos do grupo PC (Tabela
3).

Nos animais do grupo HC, houve significante reducdo no consumo de oxigénio, na
oxidacdo de lipidios, nas relagdes VO,/superficie corporal e VO,/peso corporal final, bem
como elevacdo no QR (Tabela 4).

Animais do grupo HC apresentaram diminuicdo na TMB, na relacio TMB/peso
corporal final, bem como elevagdao no VCO,, na oxidacdo de carboidratos, na relagdao
QR/superficie corporal, em comparagdo com os animais do grupo PC. O balango energético
foi elevado nos animais do grupo HC, comparados aos do grupo PC (Tabela 4).

Administragdo de azeite de oliva, oleuropeina e de acido cafeico ndo induziu alteragao
no peso final, na superficie corporal, IMC, consumo de racdo e energia total ingerida dos
animais mantidos com racao padrao (Tabela 5), bem como nos animais mantidos com ragao
hipercaldrica (Tabela 6).

Na Tabela 7, pode-se observar que azeite de oliva elevou VO,, VCO,, TMB,
VO,/superficie corporal, oxidacdo de lipidios, bem como reduziu o QR, QR/peso final e
QR/superficie corporal, comparado ao grupo PC. Animais dos grupos PAO e PAC
comparados aos do grupo PC apresentaram elevagdo no VO,, no VCO; e na TMB. Animais
que receberam oleuropeina (PO) diferiram significantemente do grupo que recebeu azeite
de oliva (PAO) pela reducdo no VO,, na TMB, na oxidacdo de lipidios e na relacio
VO,/peso final, bem como pela elevagcio no VCO,, QR, oxida¢do de carboidratos,
QR/superficie corporal € QR/peso final. PAC diferiu do PAO pela elevacao no VCO; e pela

redug¢do no VOysuperficie corporal e na oxidagdo de lipidios. PAC diferiu do grupo PO
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pela elevacao no VO,, no VCO,, TMB, oxidagao de lipidios, bem como pela reducao no
QR, na oxidag¢do de carboidratos, nas relagdes QR/peso final e QR/superficie corporal. Nao
foram observadas diferencas significantes no balango energético entre os animais dos
grupos experimentais apresentados na Tabela 7.

Na Tabela 8, verifica-se que animais mantidos com ragao hipercalérica dos grupos
HAO, HO e HAC, comparados ao HC, apresentaram redu¢do no QR, na oxidagdo de
carboidratos, nas relagdes QR/peso final e QR/superficie corporal, bem como elevagdo na
oxidagao lipidica. Animais do grupo HAC diferiram significantemente dos do grupo HAO,
pela elevacao no VO,, bem como pela reducdo na TMB e na relagdo TMB/peso corporal
final. O balango energético foi elevado no grupo HAC em relagdo aos grupos HC, HAO e
HO.

As determinagdes miocardicas nos animais dos grupos mantidos com racdo padrdo
estdo apresentadas na Tabela 9. Nao foram evidenciadas alteracdes significantes no peso do
coracdo, na relagdo peso do coragdo/peso corporal, bem como nas concentracdes de
proteinas totais, nas atividades da catalase e glutationa peroxidase. Houve significante
redugdo na concentragdo de HP e na relacido HP/SAT, bem como tendéncia a elevacao no
contetido de SAT no tecido cardiaco de animais dos grupos PAO e PO comparado ao PC,
ndo havendo diferenca significante entre estes grupos. As atividades da SOD foram
reduzidas no grupo PAC comparado ao PC e PO, nao havendo diferenca significante entre
os grupos PAC e PAO.

Nao foram observadas alteragdes significantes no peso do coragdo, na relacdo peso do
coragdo/peso corporal e conteido de proteinas totais, bem como nos parametros de estresse
oxidativo, analisados no tecido cardiaco dos animais dos grupos mantidos com ragao
hipercalorica, na presenca das suplementagdes estudadas (Tabela 10).

Nas Tabelas 11 e 12 estdo apresentados os valores das concentragdes de GSH, GSSG,
relacdo GSH/GSSG e as atividades da enzima glutationa redutase dos animais tratados com
dieta padrao e hipercaldrica.

Nao houve diferenga significativa nas concentragdes de GSSG, no poder redutor,
representado pela relacdo GSH/GSSG e na atividade da enzima GSH-Rd nos animais
tratados com azeite de oliva e seus fenois e que receberam dieta padrdo (Tabela 11). A

concentracdo de GSH apresentou-se diminuida nos animais que receberam acido caféico e
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tratados com dieta hipercalérica quando comparados aos grupos HC, HAO e HO (Tabela
12).

As Figuras 2 e 3 mostram as varia¢des na concentracao de hidroperéxido de lipidio e as
concentracdes de GSH no miocardio dos animais experimentais tratados com dieta padrao e
hipercaldrica. Na Figura 2 nota-se que tanto administracao de azeite de oliva, como de
oleuropeina diminuiu a concentracdo de hidroperoxido de lipidio comparado aos animais
controles, embora ndo tenha havido variagdo nas concentra¢des de glutationa reduzida. Na
Figura 3, pode-se observar que acido caf€ico diminuiu as concentragdes de glutationa
reduzida comparado aos animais HC, HAO e HO. Nao houve variagdo nas concentracoes

de hidroperoxido de lipidio nos animais.
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Tabela 3. Peso corporal final, superficie corporal, indice de massa corporal (IMC), consumo de
racdo e energia ingerida pelos animais mantidos com ra¢do padrao (PC) e com ragdo hipercalorica
(HC)

Determinacoes GRUPOS

¢ PC HC
Peso final (g) 335,75+54,32 397,66+36,54
Superficie corporal (g*) 58,51+6,60 65,96+4,29°
IMC (g/cm?) 0,54+0,03 0,65+0,05
Consumo de ragao (g/dia) 25,4+4,6 25,3+1,4
Energia ingerida (Kcal/dia) 70,07+4,30

86,27+4,09"

Valores expressos como média + desvio-padrio (p<0,05). *Diferenga significante em relagdo ao grupo PC.
Analise estatistica: test t de Student.
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Tabela 4. Consumo de oxigénio (VO,), producdo de gas carbonico (VCO,), quociente respiratorio
(QR), taxa metabolica basal (TMB), VO,/superficie corporal balanco energético, oxidacdo de
lipidios, oxidacdo de carboidratos, QR/peso final, QR/superficie corporal, TMB/peso final ¢
VO,/peso final, em jejum, de animais mantidos com ragdo padrio e sem suplementacido (PC) e
animais mantidos com rac¢ao hipercalorica, sem suplementagdo (HC)

GRUPOS

Parimetros calorimétricos PC HC
VO, (ml/min) 3,80+0,06 3,46+0,11°
VCO; (ml/min) 2,3540,001 2,49+0,002°
Quociente Respiratorio 0,63+0,04 0,84+0,03"
TMB (kcal/h) 1,07+0,02 0,97+0,01°
VO,/superficie corporal (mL/h. g0’7) 3,94+0,42 3,15+0,12%
Balango energético (kcal/dia) 49,65+5,51 62,93+4,27
Oxidagdo de lipidios (mg/min) 3,50+0,39 1,3840,28%
Oxidagdo de carboidratos (mg/min) - 1,194£0,25%
QR/Peso final 0,19+0,03 0,21+0,02
QR/superficie corporal 1,10+0,02 1,28+0,10°
TMB/peso final (kcal/h.kg) 3,25+0,04 2,46+0,23%
VO,/peso final (ml/h.kg) 11,58+1,78 8,75+0,53"

Valores expressos como média + desvio-padrio (p<0,05). * Diferenga significante em relagdo ao grupo PC. (-)
valor ndo detectado. Analise estatistica: test t de Student.
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Tabela 5. Peso final, superficie corporal, indice de massa corporal (IMC), consumo de ragdo,
energia ingerida pelos animais alimentados com ragdo padrdo sem suplementacdo (PC), que
receberam azeite de oliva (PAO), oleuropeina (PO) e acido caféico (PAC)

Suplementacio

Variavel PC PAO PO PAC

Peso final (g) 335,75+54,32 357,84+45,09 344,08+36,31 372,28+29,40

Superficie 58,51+6,60 61,23+5,38 59,60+4,39 63,00+3,5
corporal (g”)

IMC (g/em’) 0,54+0,03 0,58+0,05 0,56+0,06 0,60+0,08
Consumo de 25,444,6 25,6+3,7 25,6+4,1 25,2426
racdo (g/dia)

Energia ingerida 70,07+4,30 70,63+5,11 75,9045,66 69,52+6,87

(kcal/dia)

Valores expressos como média = desvio-padrao (p<0,05).
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Tabela 6. Peso final, superficie corporal, indice de massa corporal (IMC), consumo de ragdo,
energia ingerida pelos animais alimentados com ra¢ao hipercaldrica sem suplementagdao (HC), que
receberam azeite de oliva (HAQ), oleuropeina (HO) e acido caféico (HAC)

< Suplementac¢io
Variavel HC HAO HO HAC
Peso final (g) 397,66£36,54  388,74+4346  400,4442424  397,83+38 42
Superficie 65,964,29 64,90+5,10 66,31+2,82 65,98+4,49
corporal (g”")
IMC (g/em?) 0,65+0,05 0,64£0,06 0,65+0,06 0,65+0,08

Consumo de
racdo (g/dia) 25,3+1,4 24,8+1,7 25,9+1,2 25,4+1,5

Energia ingerida
(kcal/dia) 86,27+4,09 84,59+5,65 88,34+3,73 86,64+5,02

Valores expressos como média = desvio-padrao (p<0,05).
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Tabela 7. Consumo de oxigénio (VO,), producdo de gas carbonico (VCO,), quociente respiratorio
(QR), taxa metabolica basal (TMB), VO,/superficie corporal balanco energético, oxidacdo de
lipidios, oxidacdo de carboidratos, QR/peso final, QR/superficie corporal, TMB/peso final ¢
VO,/peso final apos jejum, dos animais mantidos com ragao padriao sem suplementacdo (PC), que
receberam azeite de oliva (PAQO), oleuropeina (PO) e &cido caféico (PAC)

Parametros Suplementacio

calorimétricos PC PAO PO PAC
VO, (ml/min) 3,80+0,06 4,77+0,37° 3,44+0,09° 4,45+0,26*
VCO, (ml/min) 2,350,001 2,36+0,002° 2,3740,002%°  2,38+0,002"
Quociente
Respiratorio 0,63+0,04 0,54+0,04" 0,78+0,03" 0,60+0,03¢
TMB (kcal/h) 1,07+0,02 1,21+0,09* 0,97+0,04% 1,18+0,06*
VO,/superficie
corporal(mL/h.g™") 3,94+0,42 4,69+0,38" 3,49+0,31° 4,25+0,33°
Balango energético
(Kcal/dia) 49,65+5,51 50,90+8,86 52,49+7,37 54,66+9,92
Oxidacao de lipidios
(mg/min) 3,50+0,39 5,55+0,49° 1,9240,35®  4,55+0,64™
Oxidagao de
carboidratos(mg/min) - - 0,64+0,33 -
QR/Peso final 0,19+0,03 0,15+0,02° 0,23+0,02° 0,16+0,01°
QR/superficie
corporal 1,10+0,02 0,88+0,08* 1,31£0,1% 0,95+0,07¢
TMB/peso final
(kcal/h.kg) 3,25+0,04 3,44+0,55 2,85+0,36 3,19+0,30
VO,/peso final
(ml/h.kg) 11,58+1,78 13,46+1,45 10,13+1,21° 12,02+1,17

Valores expressos como média + desvio-padrdo (p<0,05). “Diferenga significante em relagdo ao grupo PC;
"Diferenga significante em relagdo ao grupo PAO; ° Diferenca significante em relagdo ao grupo PO; ( -) valor
ndo detectado.
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Tabela 8. Consumo de oxigénio (VO,), producdo de gas carbonico (VCO,), quociente respiratorio
(QR), taxa metabolica basal (TMB), VO,/superficie corporal balanco energético, oxidacdo de
lipidios, oxidacdo de carboidratos, QR/peso final, QR/superficie corporal, TMB/peso final ¢
VO,/peso final, apds jejum, dos animais mantidos com ragdo hipercalorica sem suplementacgdo
(HC), que receberam azeite de oliva (HAO), oleuropeina (HO) e acido caféico (HAC)

Parametros Suplementacio

calorimétricos HC HAO HO HAC
VO, (ml/min) 3,46+0,11 3,60+0,27 3,78+0,23 4,00+0,14™
VCO, (ml/min) 2,49+0,002 2,47+0,002° 2,47+0,014° 2,48+0,005°
Quociente

Respiratorio 0,84+0,03 0,64+0,03" 0,70+0,11* 0,66+0,03"
TMB (kcal/h) 0,97+0,01 0,97+0,04 1,05+0,06 0,42+0,07*°
VO,/superficie

corporal(mL/h.g™") 3,15+0,12 3,35+0,42 3,43+0,29 3,64+0,27
Balango energético

(Kcal/dia) 62,93+4,27 62,42+4,60 63,11+4,57 76,55+5,05"
Oxidacao de lipidios

(mg/min) 1,38+0,28 3,31+0,57% 2,85+1,26" 3,42+0,42°
Oxidagao de

carboidratos(mg/min) 1,19+0,25 - - -
QR/Peso final 0,21+0,02 0,16+0,01° 0,17+0,02* 0,17+0,01*
QR/superficie

corporal 1,28+0,10 0,99+0,08" 1,06+0,16" 1,00+0,07*
TMB/peso final

(kcal/h.kg) 2,46+0,23 2,54+0,34 2,63+0,27 1,06+0,23%°
VO,/peso final

(ml/h.kg) 8,75+0,53 9,39+1,35 9,49+0,88 10,12+0,93

Valores expressos como média + desvio-padrio (p<0,05). *Diferenga significante em relagdo ao grupo HC;
"Diferenga significante em relagdo ao grupo HAO; © Diferenga significante em relagdo ao grupo HO; ( - )

valor ndo detectado.
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Tabela 9. Peso do coragdo, relacdo peso coracdo/peso final, concentragdes de proteina total,
hidroperdxido de lipidio (HP), substancias antioxidantes totais (SAT), relagdo HP/SAT e atividade
das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidade (GSH-Px)
no miocardio de animais mantidos com rag¢do padrao sem suplementacdo (PC), que receberam

azeite de oliva (PAO), oleuropeina (PO) e acido caféico (PAC)

Determinagdes no Suplementacio

tecido cardiaco PC PAO PO PAC
Peso do coragdo (g) 0,95+0,140 1,03+0,104 1,000,111 1,05+0,054
Peso do coragao/peso

corporal (g/Kg) 2,85+0,17 2,88+0,08 2,90+0,05 2,84+0,21
Proteina (g/g tecido) 0,18+0,03 0,17+0,01 0,17+0,02 0,19+0,01
HP (nmol/ g tecido) 150,07+9,96 135,03+3,18" 129,9346,66" 144,20+14,75
SAT (%) 26,78+2,39 31,40+2,04% 33,51+3,39° 27,96+6,48
HP/SAT 5,81£1,56 4,40+1,04 3,92+0,55° 5,60+2,38
SOD (umol/ g

proteina) 9,90+0,73 8,77+0,82 9,32+0,97 7,6+0,63*
Catalase (nmol/ g

proteina) 985,09+£80,79  967,47+49,74  956,52+101,66  887,07+£90,33
GSH-Px (nmol/mg

proteina) 6,65+4,95 6,31£3,14 6,93+1,31 5,58+1,93

Valores expressos como média + desvio-padrdo (p<0,05). *Diferenca significante em relagdo ao grupo PC; ©

Diferenga significante em relagdo ao grupo PO.
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Tabela 10. Peso do coragdo, relagdo peso cora¢do/peso corporal final, concentragdes de proteina
total, hidroperdxido de lipidio (HP), substancias antioxidantes totais (SAT), relagdo HP/SAT e
atividade das enzimas antioxidantes superoxido desmutase (SOD), catalase e glutationa peroxidade
(GSH-Px) no miocardio de animais alimentados com ragdo hipercalérica sem suplementagdo (HC),
que receberam azeite de oliva (HAQ), oleuropeina (HO) e acido caféico (HAC)

Determinacdes no Suplementacio

tecido cardiaco HC HAO HO HAC
Peso do coracao (g) 1,05+0,088 1,010,085 1,04+0,088 1,04+0,095
Peso do coragao/peso

corporal (g/Kg) 2,67+£0,23 2,62+0,24 2,61+0,08 2,62+0,09
Proteina (g/g tecido) 0,16+0,02 0,17+0,01 0,17+0,01 0,18+0,03
HP (nmol/ g tecido) 127,89+£7,57 135,00£2,28 127,9549,32 126,83+8,69
SAT (%) 30,89+£3,55 30,12+1,44 30,24+3,54 31,02+3,54
HP/SAT 4,19+0,63 4,49+0,26 4,30+0,75 4,15+0,68
SOD (umol/ g de

proteina) 9,56+0,92 8,95+1,14 9,78+0,31 9,06+1,36
Catalase (nmol/ g de

proteina) 973,16+£126,19  1084,37+99,50 1039,03+£75,14 1064,38+235,38
GSH-Px (nmol/mg de

proteina) 5,9042,44 5,37+1,50 6,55+1,26 5,80+0,54

Valores expressos como média = desvio-padrao (p<0,05).
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Tabela 11. Concentragdes de glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG), relagdo
GSH/GSSG e atividade da enzima glutationa redutase (GSH-Rd) no miocérdio de animais
alimentados com ragdo padrdo sem suplementacdo (PC), que receberam azeite de oliva (PAO),
oleuropeina (PO) e acido caféico (PAC)

< Suplementacio
Varidvel PC PAO PO PAC
GSH (nmol/mg 18 414243 17,3622,18 18,41+1,89 15,92+0,47
prot)
GSSG 0,48+0,06 0,44+0,04 0,49:£0,06 0,420,10
(nmol/mg prot)
GSH/GSSG 38,62+2,01 39,03+3,43 37,47+£2,76 40,48+8,24
(nmol/mg prot)
GSH-Rd 0,176+0,091 0,251+0,038 0,268+0,161 0,182+0,048
(nmol/mg prot)

Valores expressos como média = desvio-padrao (p<0,05).
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Tabela 12. Concentragdes de glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG), relagdo
GSH/GSSG e atividade da enzima glutationa redutase (GSH-Rd) no miocérdio de animais
alimentados com racdo hipercalérica sem suplementacdo (HC), que receberam azeite de oliva
(HAO), oleuropeina (HO) e acido caféico (HAC)

< Suplementac¢io
Variavel HC HAO HO HAC
GSH (nmol/mg  17,89+0,52 17,3140,53 16,78+1,62 5,1142,27%
prot)
GSSG 0,42+0,11 0,39+0,08 0,370,04 0,38+0,13
(nmol/mg prot)
GSH/GSSG 44,28+4,89 44,99+8,65 45,69+2,20 39,76+5,72
(nmol/mg prot)
GSH-RA 0,35340,145  0311£0,043  0,324£0,075  0,277+0,084
(nmol/mg prot)

Valores expressos como média + desvio-padrio (p<0,05). *Diferenga significante em relagdo ao grupo HC;
"Diferenga significante em relagdo ao grupo HAO; © Diferenga significante em relagdo ao grupo HO.
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Figura 2. Concentragdo de glutationa reduzida (GSH) e de hidroperéxido de lipidio (HP) no
miocardio de animais mantidos com ragao padrdo sem suplementacdo (PC), que receberam azeite
de oliva (PAO), oleuropeina (PO) e acido caféico (PAC). “Diferenga significante em relagdo ao

grupo PC.
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Figura 3. Concentragdo de glutationa reduzida (GSH) e de hidroperdxido de lipidio (HP) no
miocardio de animais alimentados com racdo hipercalorica sem suplementacdo (HC), que
receberam azeite de oliva (HAO), oleuropeina (HO) e acido caféico (HAC). “Diferenga significante
em relagdo ao grupo HC; "Diferenca significante em relagdo ao grupo HAO; © Diferenca significante
em relacdo ao grupo HO.
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DISCUSSAO

Varios modelos de obesidade experimental t€ém sido propostos para investigar aspectos
metabolicos envolvendo suas causas e conseqiiéncias (Novelli et al., 2002; Faine et al.,
2002; Diniz et al., 2005; Nascimento et al., 2008; Jurdak & Kanarek, 2009), podendo
também apresentar importante participagdo no desenvolvimento de procedimentos efetivos
para sua prevencao e tratamento.

Como esperado, animais do grupo HC apresentaram obesidade, evidenciada pela
elevagdo no peso final, superficie corporal e IMC, em relacdo aos animais mantidos com
racdo padrao (Tabela 3). Desde que o consumo alimentar ndo diferiu significativamente nos
grupos analisados, as alteracdes morfométricas observadas nos animais do grupo HC foram
associadas a elevada caloria da dieta hipercalorica (341,10 kcal/100g), comparada a dieta
padrdo (275,89 kcal/100g) (Tabela 2). Resultados concordantes foram obtidos por Kim e
colaboradores (2005), que observaram elevacdo no peso corporal em ratos, apos oito
semanas de tratamento, com dieta rica em lipidios. A inducao de obesidade foi evidenciada
em animais mantidos com dieta rica em sacarose (Souza et al., 2008).

De maneira geral, quando a energia ingerida excede o gasto energético, o excesso de
energia ¢ depositado como lipidios nos adipécitos, caracterizando a obesidade (Warhlich &
Dos Anjos, 2001; Tossa et al., 2002; Lopes et al., 2004). Entretanto, tem sido demonstrado
que a variacdo nos componentes da dieta, além do contetido calorico, influencia
consideravelmente o ganho de peso (Acheson, 2004) e os parametros metabolicos a ela
associados (Faine et al., 2002; Diniz et al., 2008a).

De fato, a conversao de carboidratos em lipidios ¢ um processo anabolico que s6 ocorre
apos reposicdo dos estoques teciduais de glicogénio, indicando que mais energia ¢
necessaria para o ganho de peso a partir de carboidratos que a partir de lipidios (Astrup &
Raben, 2000). Portanto, diferencas nos componentes da dieta desempenham importante
papel na regulagdo do peso corporal e na patogénese da obesidade, desde que utilizam
diferentes vias metabolicas para liberacdo de energia (Weyer, 2000; Diniz et al., 2008).

Calorimetria indireta ¢ uma maneira nao invasiva de determinar a taxa de utilizacdo de
substratos energéticos na presenca de O, e liberacao de CO,, pela anélise do ar inspirado e
expirado pelos pulmdes (Diener, 1997; Mourdo et al., 2005). Constitui um método pratico

para identificar a natureza e quantidade de substratos energéticos que estdo sendo
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metabolizados pelo organismo. O VO, corresponde a quantidade de oxigénio consumido, o
VCO, a quantidade de didxido de carbono produzido por grama de substrato oxidado e o
quociente respiratorio (QR =VCO,/VO,) é empregado para determinar o tipo de substrato
que esta sendo oxidado pelo organismo (Labayen et al., 1999).

Embora a calorimetria indireta possa ser utilizada na determinacao das alteracdes na
oxidacdo de componentes da dieta que acompanham a obesidade (Novelli et al., 2010),
existem inimeras controvérsias sobre a associacdo entre taxa metabolica basal (TMB) e
obesidade. Considerando que além da tiroxina sérica, um importante fator determinante da
TMB ¢ a gordura corporal, a TMB pode ser um fator de risco para o desenvolvimento de
obesidade (Johnstone et al., 2005). Individuos obesos apresentaram redugdo de 3 a 5% na
TMB (Astrup et al., 1999). Por outro lado, tem sido relatado que o gasto energético total
tende a aumentar com o peso corporal (Hill et al., 2006). Contudo, sabe-se que a relagdo
entre massa adiposa/ massa magra estd aumentada em obesos e que o tecido adiposo ¢
metabolicamente menos ativo (Mela & Rogers, 1998).

Estudos envolvendo perda de peso demonstraram que a TMB € menor apos a retirada
de uma dieta hipercalérica, indicando que a redugdo na TMB pode contribuir com a
diminuicdo na perda de peso, apoés periodos de restricdo calorica (Weinsier et al., 2000).
Deste modo, parece existir uma resposta adaptativa na TMB, que predispde individuos ao
ganho de peso apds periodos de intensa restri¢cao caldrica (Francischi et al., 2000; Hill et
al., 2006). A redugdo na ingestdo alimentar reduziu a TMB em humanos (Masoro, 2005).

O mecanismo pelo qual dieta rica em lipidios induz obesidade ndo esta claro, porém
exposi¢ao prolongada a este tipo de dieta pode aumentar o ganho de peso e a adiposidade,
tanto em animais quanto em humanos (Portillo et al., 1999). O efeito da dieta rica em lipidios
parece estar associado com a reducdo do gasto energético, que acarreta a deposi¢do de
lipidios (Rosado et al., 2001). Outra caracteristica da inducao de obesidade em animais, por
dieta rica em lipidios ¢ diminuicdo da atividade simpdtica, que resulta em diminui¢do na
TMB. Porém nao esta claro como a redugdo da atividade simpatica atua no sistema nervoso
central durante o desenvolvimento da obesidade (Kim et al., 2005).

Estudos prospectivos (Buscemi et al., 1998) demonstraram que uma taxa metabolica

basal relativamente baixa e um quociente respiratorio alto, isto é, uma baixa taxa de
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oxidacao de lipidios em relagdo aos carboidratos (Weyer et al, 2000), como observado nos
animais do grupo HC (Tabela 4) sdo preditores do ganho de peso.

O elevado balango energético nos animais com dieta hipercalérica (Tabela 4) indicou
que a energia ingerida excedeu o gasto energético para as fungdes vitais (TMB),
disponibilizando maior quantidade de energia que os animais mantidos com dieta padrao,
para ser convertida em estoque de lipidios. Deste modo, o aumento de peso em HC ocorreu
devido a reducdo na TMB e elevacdo no balango energético, ou seja, o organismo utilizou
menor quantidade de energia ingerida para suas atividades basais, disponibilizando-a para o
estoque no tecido adiposo.

De fato houve redugdo no consumo de oxigénio € no consumo de oxigénio ajustado ao
peso final e superficie corporal (Strohl et al., 1997; Seiva et al., 2009), corroborando com a
reducdo na oxidagdo lipidica nos animais do grupo HC (Tabela 4). As diminui¢des na TMB
(Kunz et al 2000), na oxidagdo de lipidios (Cooling & Blundell, 1998) e na relagdo
VO,/superficie corporal (Bray, 1969) foram associadas a obesidade no grupo HC.

A evidéncia de oxidagdo de carboidratos nos animais do grupo HC, no estado de jejum,
foi associada ao estoque de glicogénio hepatico nestes animais (Tabela 4). Desde que a
influencia da alimentagdo ¢ vista no estado pos absortivo, ou alimentado, o valor de QR no
jejum reflete o estoque tecidual de glicogénio (Labayen et al., 1999).

A despeito da auséncia de alteragdes significantes pela administracdo de azeite de oliva
e seus componentes, nos parametros morfométricos estudados, (peso corporal final,
superficie corporal e IMC) (Tabelas 5 e 6), interessantes efeitos foram observados nos
parametros calorimétricos. Este fato corrobora o conceito que independente do peso
corporal e da energia ingerida, alteragdo nos componentes da dieta pode induzir
modifica¢des no metabolismo oxidativo. Faine e colaboradores (2004; 2006) demonstraram
que administrag¢do de azeite de oliva ndo alterou o peso final de animais mantidos com dieta
padrao.

Nao houve alteracdo significante no balango energético, demonstrando que a elevagao
na TMB, nos animais dos grupos PAO e PAC, bem como a redu¢do na TMB no grupo PO
foi insuficiente para alterar a quantidade de energia disponivel para estoque lipidico (Tabela

7).
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A reducdo no QR indica maior utilizagdo de lipidios como substrato energético
(Wahrlich & Anjos, 2001; Schneider & Meyer, 2005). A quantidade de oxigénio
consumida, em relagdo ao didxido de carbono produzido pela oxidagdo de substratos, varia
de acordo com o teor de oxigénio do nutriente. Acidos graxos (CH;-(CH;),-COOH),
apresentam baixa concentracao de oxigénio por molécula, em compara¢ao com carboidratos
(C¢H120¢6). Deste modo, os tecidos necessitam mais oxigénio, quando utilizam lipidios, e nao
carboidrato como fonte energética (Nelson & Cox, 2006). Administragdo de azeite de oliva
aumentou significantemente a oxida¢ao lipidica nos animais mantidos com dieta padrao em
condi¢des de jejum, fato associado a elevacdo no VO, e a redugao no QR. Embora em
menores proporgoes, estes efeitos também foram observados nos animais que receberam
suplementagdo com acido cafeico.

A relagdo VO, com a massa corporal e VCO, com a massa corporal permite comparar
consumo de oxigénio e producdo de didxido de carbdnico em diferentes espécies e tecidos
animais, desde que estas relagoes refletem especificamente as trocas gasosas associadas a
oxidacdo de nutrientes por unidade de massa (Brito, 2004).

A elevagdo na oxidagdo de carboidratos foi acompanhada pela redugdo na oxidagao
lipidica nos animais do grupo PO em relagdo aos dos grupos PC e PAO, desde que houve
redugdo no VO,, no VO,/peso final e elevacao no QR e no QR ajustado tanto ao peso final,
como a superficie corporal (Tabela 7). De fato, a modificacdao na selecao de nutrientes para
oxidacdo ¢ controlada pelo consumo de carboidratos, desde que quando a oxidagdo de
carboidratos ¢ elevada, ocorre reducdo na oxidacdo lipidica, pois a atividade da enzima
triacilglicerol lipase do tecido adiposo ¢ inibida pela agdo da insulina (DeLany & West,
2000; Voet et al., 2008).

Virios mecanismos podem estar associados a elevacao na oxidacao de carboidratos pela
suplementagdo com oleuropeina no estado de jejum. Oleuropeina, sendo um polifenol pode
apresentar efeitos ativadores na neoglicogenese e gligogeniogenese, decorrentes da melhora
na resposta insulinica, induzindo maior captacdo de glicose da dieta e seu melhor
aproveitamento como estoque de glicogénio (Rocha et al., 2009). Oleuropeina aumentou a
resposta insulinica, a captacdo de glicose sanguinea, reduzindo a glicemia em coelhos
diabéticos (Al-Azzawie et al., 2006). O valor do quociente respiratorio depende da mistura

de combustiveis que estd sendo metabolizada. Para carboidratos o QR ¢ préximo a 1,
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porque o nimero de moléculas de CO, produzidas ¢ proporcional ao nimero de moléculas
de O, consumidas (Rosado & Monteiro, 2001).

Nos grupos com dieta hipercalorica, as alteracdes calorimétricas induzidas pelas
suplementagdes com azeite € seus compostos fendlicos foram mais evidentes em condig¢des
de jejum (Tabela 8), desde que nestas condigdes, ndo existe a interferéncia dos processos de
digestao e absor¢ao (Commerford et al., 2000). Apds alimentagdo ocorre rapida elevacao
no QR, indicando a mudanca do metabolismo de lipidios e proteinas para o de carboidratos
(Keenan et al., 1996; Faine et al., 2002; Faine et al., 2003). A reducdo na oxidacao de
carboidratos nos animais dos grupos HAO, HO e HAC foi acompanhada pela elevacao na
oxidacdo de lipidios. Desde que a oxidacdo de acidos graxos requer maior quantidade de
oxigénio, houve significante redu¢do no QR, no QR ajustado ao peso final e superficie
corporal (Tabela 8).

Virios mecanismos podem estar associados a elevacdo na oxidacao lipidica pelo azeite
de oliva e seus componentes fendlicos. A absor¢do e a liberacdo de componentes da dieta
na corrente sanguinea, realizada pelos enterocitos intestinais, envolvem um processo
complexo que ¢ influenciado pelo estado fisioldgico destas células. Situacdo de persistente
desequilibrio redox, como ocorre com a elevada ingestdo de sacarose tem sido associada a
iniimeras alteragdes gastrointestinais. Nestas condi¢des ocorre comprometimento entre a
absorcdo e a liberagdo sanguinea de compostos dietéticos pelos enterdcitos, havendo um
desequilibrio no ajuste metabdlico na utilizagdo da glicose, incorporada pelo sistema de co-
transporte Na'-glicose (Rivabene et al., 2001). Azeite de oliva e seus compostos fenolicos
modulando sinalizadores celulares (De la Lastra et al., 2002; Benkhalti et al., 2002; Wahle
et al., 2004) e a atividade de peptidases (Polzonetti et al., 2004), permitiriam a manutengao
do equilibrio entre a digestdo e captagdo de carboidratos da dieta.

Os efeitos benéficos do azeite e notadamente do composto fenolico &cido caféico na
calorimetria e oxidacao de lipidios foram refletidos no tecido cardiaco. Independente do
tipo de dieta ¢ evidente que a suplementacdo nutricional com azeite de oliva induziu
modificacdo no substrato usado para obtencdo de energia, elevando consideravelmente a
oxidacao de lipidios.

A manutencdo no peso do coragdo, nas relagdes entre peso do corag@o e peso corporal,

bem como no conteudo protéico no miocardio indicou, além do adequado suprimento de
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proteinas nas duas ragdes utilizadas, a auséncia de hipertrofia cardiaca (Burneiko et al.,
2004).

Evidéncias recentes sobre lipotoxicidade indicam que o acimulo de lipidios no tecido
cardiaco pode constituir importante alvo para a agdo de radicais livres e formacao de
hidroperdxidos (Schaffer, 2003). Células de tecido ndo adiposo tém capacidade limitada
para estocar lipidios e, quando esta capacidade ¢ excedida, resulta em disfun¢do celular
(Lopaschuk et al., 2007). Tem sido observada estreita relagdo entre o acumulo de lipidios e
o aparecimento de cardiopatias (Lewin & Coleman, 2003), decorrente da elevacdao na
captacao de lipidios pelo tecido cardiaco em detrimento de sua oxidagdao (Finck et al.,
2003). Lipidios acumulados no tecido cardiaco sao passiveis de sofrerem a acdo de espécies
radicalares de oxigénio, induzindo estresse oxidativo (Stanley et al., 2005). O estresse
oxidativo e lipotoxicidade com elevacao no HP pode afetar a fungdo miocardica de maneira
similar ao dano induzido pela isquemia e subsequente reperfusao, incluindo perda celular
de K", deplegdo de ATP e da fungio contratil (Mallet et al., 2005).

A elevada oxidacdo de lipidios nos animais que receberam azeite de oliva e seus
compostos fenolicos foi associada a menor deposi¢do de lipidio € menor estresse oxidativo
miocardico. De fato, houve redugdo significante na concentracdo de hidroperdxido de
lipidio em animais que receberam azeite de oliva e oleuropeina (Tabela 9).

Embora tanto o azeite como oleuropeina tenham reduzido HP, as respostas
antioxidantes nos dois grupos experimentais pode ter ocorrido através de diferentes
mecanismos.

O sistema antioxidante compreende a superdxido dismutase, capaz de dismutar o
radical superoxido a peroxido de hidrogénio, que € posteriormente convertido a agua pela
glutationa peroxidase, ou pela catalase. As substancias antioxidantes totais (SAT) incluem
os antioxidantes ndo enzimaticos, lipofilicos e aquosos (Novelli, 2005).

A elevagao na SAT foi associada a atividade antioxidante do azeite de oliva e da
oleuropeina, devido a capacidade de seqliestrarem radicais livres (Pannala et al., 1997; Pari
& Velmurigan, 2009), atividade esta dependente do niimero de radicais hidroxila da
molécula fenodlica (Hu et al., 1995). Oleuropeina e hidroxitirosol, seqliestradores de radicais

livres, possuem atividade antioxidante igual ou superior a de outros antioxidantes
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conhecidos, como a vitamina E, C, e hidroxitolueno butilado (BHT) (Visioli & Galli, 1998,
Mateos et al., 2003).

Tem sido demonstrado que o azeite de oliva pode interferir na absorcdo de ferro,
reduzindo sua concentracao sérica (Reznick & Packer, 1994). Considerando a importancia
do ferro na inducdo de espécies radicalares e inducdo do estresse oxidativo, a redug¢ao na
captagdo deste metal e na sua concentragdo sérica pode constituir um mecanismo
alternativo para a redu¢do da concentragdo do HP, nos animais que receberam azeite de
oliva (Chetty et al., 1999; Faine et al., 2006).

Outro possivel mecanismo seria a atuacao direta do composto fendlico oleuropeina nos
radicais hidroxilas, neutralizando e estabilizando desta forma esse radical (Cai et al., 2006).

Embora a suplementacdo nutricional com acido cafeico tenha reduzido
significantemente a atividade da enzima antioxidante SOD, ndo foram observadas
alteragdes nas concentragdes de HP no miocardio dos animais mantidos com ragdo padrao,
indicando atividade antioxidante direta do acido cafeico sobre os radicais superoxido
(Tabela 9).

Virios tipos de antioxidantes tém sido descritos (Novelli, 2005), aqueles que inibem as
reacdes de geracdo de radicais livres, considerados antioxidantes de preven¢do; os que
impedem ou interrompem a cadeia de propagacdo da lipoperoxidacdo; os que atuam
especificamente sobre o oxigénio -singlet” 'O, forma excitada do oxigénio molecular; os
que elevam a atividade de antioxidantes enddgenos, aqui incluindo os ativadores de
enzimas antioxidantes; os agentes redutores que convertem hidroperéxido em produtos
estaveis; os quelantes metéalicos que convertem metais pro-oxidantes em derivados estaveis
e finalmente os inibidores de enzimas pro-oxidantes, como as lipoxigenases (Pokorny,
2007).

Atualmente, ha grande numero de métodos laboratoriais para determinar o estado
oxidante/antioxidante. Entre os propostos como biomarcadores do estresse oxidativo estao
a determinagdo de equivalentes de malondialdeido, a concentracdo de hidroperdxido de
lipidio, a quantificacdo de compostos antioxidantes, relacdo entre glutationa reduzida e
oxidada (GSH/GSSG), atividade das enzimas antioxidantes, marcadores da oxidagdo
protéica e de acido desoxirribonucléico (DNA) (Novelli, 2005). Estudo in vitro realizado

com tirosol e hidroxitirol, compostos fendlicos do azeite de oliva, comparando efeitos
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protetores na defesa antioxidante intracelular, evidenciou efeitos benéficos através da
inibicdo da oxidacao de lipoproteina de baixa densidade, porém insuficiente defesa celular
antioxidante da GSH (Di Benedetto et al., 2007). Visioli e colaboradores (2009)
observaram aumento significativo dos niveis de glutationa total em 98 voluntéarios apos a
ingestdo de 2 mL de residuo comercial de azeitona, porém sem evidencias de melhora na
capacidade antioxidante do plasma e na relacdo GSH/GSSG. De fato, na Tabela 11 pode-se
evidenciar que azeite de oliva e seus fendis ndo apresentaram atividades antioxidantes
através do sistema glutationa no miocardio de animais alimentados com dieta padrao.

A elevada oxidagao de lipidios foi associada a menor deposicdo de lipidio e menor
estresse oxidativo miocardico, sendo fator determinante na reducdo da concentragdo de
hidroperoxido de lipidio nos animais mantidos com dieta padrdo, suplementados com azeite
de oliva e oleuropeina (Tabela 9). Estes fatos podem explicar a manutengdo nas
concentragdes de GSH, GSSG, poder redutor e atividade da glutationa redutase no
miocardio desses animais (Figura 2).

Nao ha duvidas que azeite de oliva e seus fendis apresentaram atividades antioxidantes
em animais mantidos com dieta padrao. Entretanto, tanto o azeite como 0s compostos
fenolicos utilizados ndo indeferiram no sistema glutationa miocardico em animais mantidos
com dieta padrao.

GSH ¢ substrato ou cofator de diversas enzimas protetoras, como a glutationa
peroxidase (GSH-Px) e a glutationa redutase (GSH-Rd) (Giustarine et al., 2003; Suh et al.,
2004), além de atuar como antioxidante direto neutralizando o radical OHe, restaurando
moléculas alteradas pela doag¢do de hidrogénio, promovendo a redugdo de perdxidos e
mantendo grupos tidis das proteinas no estado reduzido. A reducdo do GSSG a GSH ¢
catalisada pela enzima GSH-Rd, que ¢ dependente de NADPH, como fonte de elétrons
(Novelli, 2005). A relacdo entre GSH e GSSG ¢ um marcador representativo da capacidade
antioxidante das células. Ha varias situagoes clinicas associadas com a reducao dos niveis
de GSH, como diabetes, doenca coronariana, hipertensao, processo inflamatorio, cancer e
imunodeficiéncia, que podem resultar em uma redugdo do potencial redox da célula e um
efeito sobre os fatores de transcricdo que regulam a sintese de citocinas (Exner et al., 2000).

Evidéncias recentes tém demonstrado que o estresse oxidativo pode causar mudangas

no estado redox de diferentes tecidos, aumentado a concentracdo de GSSG. Elevagao nas
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concentragcdes de GSSG no interior das c€lulas, ou no fluxo de GSSG a partir de células
teciduais para o sangue, sdo indicadores de estresse oxidativo.

Nota-se na Tabela 12, que nos animais que receberam dieta hipercaldrica e
suplementagdao com acido cafeico (HAC), a concentracao de GSH foi reduzida, a despeito
da manutengdo da relagdo GSH/GSSG, impedindo deste modo a alteragdo na concentragao
de HP no miocéardio destes animais (Figura 3). Parece, portanto provavel que, a
suplementagdo com 4acido cafeico foi menos efetiva como antioxidante, em relagdo aos
animais que receberam dieta hipercalérica suplementados com oleuropeina e azeite de
oliva, nos quais ndo foram necessarias alteragdes significantes no sistema glutationa (Figura
3). A peroxidacao lipidica é subproduto da oxida¢do de &cidos graxos e a deplegdo
protetora de GSH precede a oxidagao de lipidios ¢ aterogénese in vivo (Biswas et al., 2005).

Houve, entretanto, redug¢do na concentracao de hidroperdxido de lipidio no miocardio
dos animais dos grupos PAO e PO (Figura 2). O estresse oxidativo e lipotoxicidade com
elevagdo no HP pode afetar a fungdo miocardica de maneira similar ao dano induzido pela
isquemia e subseqiiente reperfusido, incluindo perda celular de K', deplegdo de ATP e
diminui¢do da funcao metabodlica (Mallet et al., 2005). Estudo realizado com coelhos que
receberam dieta normolipidica e acrescida de azeite de oliva mostrou efeito benéfico da
administracdo de azeite de oliva na diminui¢do na concentracdo de hidroperdxido de
lipidios no miocardio destes animais (De La Cruz et al., 2000).

Em conclusdo, os resultados obtidos demonstraram que dieta hipercaldrica induziu
obesidade nos animais, através da elevacdo QR e diminuigdo na TMB, na oxidagdo de
lipidios e na relacdo VO,/superficie corporal. A andlise calorimétrica demonstrou que
suplementagdo nutricional com azeite de oliva induziu modificacido no substrato usado para
obtencdo de energia e seu efeito benéfico foi associado a seu composto fenolico acido
caféico.

A analise do sistema glutationa permitiu evidenciar que azeite de oliva e seus fenois nao
induziram alteragdes significantes nos animais mantidos com dieta padrao. Em condicdes
de dieta hipercalorica, a suplementacdo com 4cido cafeico foi menos efetiva como
antioxidante, em relagdo a suplementacdo com oleuropeina e azeite de oliva, nos quais ndo

foram evidenciadas altera¢des significantes no sistema glutationa.
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CAPITULO 2

EFEITO DA SUPLEMENTACAO DE AZEITE DE OLIVA E
SEUS FENOIS, OLEUROPEINA E ACIDO CAFEICO NO
METABOLISMO ENERGETICO CARDIACO E ENZIMAS

REGULADORAS DAS VIAS METABOLICAS



RESUMO

Dietas inadequadas, enriquecidas com carboidratos e lipidios tém sido responsaveis
pelo desenvolvimento de diversas patologias relacionadas com estresse oxidativo. Desde
que o estresse oxidativo pode estar associado a inimeras alteragdes metabolicas, atualmente
observa-se um crescente interesse na descoberta de substancias naturais que possam atuar
como agentes antioxidantes, capazes de conter, ou mesmo reverter os danos provocados
pelo estresse oxidativo. Deste modo o estudo dos efeitos do azeite de oliva e seus
componentes fendlicos, oleuropeina e 4acido caféico sobre o metabolismo energético
cardiaco e cinética das enzimas reguladoras das vias metabolicas ¢ de grande interesse. Para
tanto, 48 ratos, Wistar, 180,52 + 21,05g, foram divididos inicialmente em 2 grupos. O
grupo P (n=24) foi mantido com dieta padrio ¢ agua ad libitum e o grupo H (n=24) foi
mantido com dieta rica em colesterol e sacarose e agua ad libitum. Apos 21 dias de
tratamento os dois grupos foram divididos em 4 subgrupos cada (n=6): (C) considerados
controles, mantidos com as respectivas dietas P, ou H e sem suplementacdo; (AO) receberam
respectivamente racdo P ou H e suplementacdo nutricional com azeite de oliva extra-virgem
(Colavita, Italia) (3mL/Kg/dia); (O) receberam racao P ou H, respectivamente e suplementacio
nutricional com oleuropeina (Genay, France) (0,023mg/Kg/dia); (AC) receberam
respectivamente racdo P ou H e suplementacdo nutricional com acido caféico (Sigma, USA)
(2,66mg/Kg/dia). O experimento teve duracdo de 43 dias. Oleuropeina reduziu as atividades
da citrato sintase, enquanto suplementacdo com acido cafeico induziu reducdo na B-
hidroxiacil coenzima A desidrogenase (OHADH) em relacao aos animais do grupo PC.
Azeite de oliva e seus fendis induziram elevacdo na oxidagdo de 4cidos graxos otimizando
energia para o metabolismo cardiaco e impedindo acimulo de triglicerideos no miocérdio,
em condi¢des de obesidade. Desde que os compostos fendlicos isolados ndo induziram
efeitos significantes nas cinéticas das enzimas estudadas concluiu-se que os efeitos
bioldgicos dos compostos fendlicos do azeite de oliva nas enzimas miocardicas sio

evidenciados apos administracdo em doses pequenas e por longo tempo de ingestao.

Palavras chave: metabolismo energético, musculo cardiaco, cinética enzimatica,

constante de Michaelis, velocidade maxima.
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INTRODUGAO

Obesidade e dieta hipercalérica

A incidéncia de obesidade vem aumentando nos ultimos anos na maioria das
populagdes, como resultado da ingestdo de dietas inadequadas, com alta densidade
energética, elevados niveis de agtcar (Diniz et al., 2006), gorduras saturadas, bem como
estilo de vida sedentario (Pietildinen et al., 2010).

A obesidade abdominal esta diretamente associada com anormalidades metabodlicas
como intolerdncia a glicose, resisténcia a insulina, hiperinsulinemia, dislipidemia e
hipertensao, sintomas estes referentes a sindrome metabolica ou sindrome X (Champe et al,
2007).

Dieta hipercalorica induz alteragdes no metabolismo da glicose, podendo modificar a
composi¢ao de apolipoproteinas e elevar a concentragdo de triacilglicerdis (Strobl et al.,
1989). Ingestao deste tipo de dieta, que induz dislipidemias, constitui importante fator para
o surgimento de alteragdes cardiovasculares. O acimulo de lipidios estd relacionado com
estresse oxidativo sistémico em humanos e em ratos, constituindo importante mecanismo
patogénico da obesidade (Furukawa et al., 2004). A elevagao na oxidacdo de acidos graxos
na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial estd associada a liberagao de radicais livres
e indugdo do estresse oxidativo (Esposito et al., 1999; Lee et al., 1999).

O uso de oxigénio e o metabolismo oxidativo de nutrientes resultam na produgdo de
radicais livres. Elevada ingestdo de calorias diminui a fluidez da membrana mitocondrial
aumentando a produgdo de espécies radicalares de oxigénio (ERO) (Novelli et al., 2002;
Novelli, 2005; Souza et al., 2008; Seiva et al., 2008; Seiva et al., 2009; Novelli et al.,
2009), induzindo o estresse oxidativo (Nishyiama et al., 1998). Em proteinas, as ERO
causam a peroxidagdo protéica, levando a formagdo de proteina carbonil e alteragdes
funcionais nas células (Yeum et al, 2004). Nos lipidios, a agdo dos radicais livres resulta na
peroxidacao dos lipidios insaturados das membranas celulares, podendo levar a perda de

funcdo e lise celular.

Azeite de oliva e compostos fendlicos
O interesse sobre compostos fenodlicos tem crescido nos ultimos 10 anos. Seu poder

antioxidante pode se manifestar através de propriedades quelantes e/ou neutralizagdo de
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radicais livres (Metodieva et al.,, 1997, Bouayed & Bohn, 2010). Diferentes tipos de
polifendis possuem habilidades antioxidantes distintas, dependendo de sua estrutura e
capacidade de interagir e penetrar nas bicamadas lipidicas das membranas bioldgicas inibindo
a lipoperoxidacao (Brown et al., 1998).

Um numero crescente de indicios aponta o papel crucial do azeite de oliva como
integrante basico da dieta Mediterranea, em seus efeitos benéficos a saude. Estes efeitos
podem ser atribuidos a presenca de componentes fendlicos (Torre-Carbot et al., 2010).

O consumo de azeite de oliva estad relacionado com menor risco de doencas
cardiovasculares (Owen et al., 2000, Covas et al., 2006b), assim como um menor risco de
desenvolvimento de neoplasias malignas (Waterman et al., 2007). Varios autores atribuem
a dieta rica em azeite de oliva extra-virgem um poder atenuante dos efeitos agudos pro -
coagulantes de alimentagdo rica em gorduras, como diminui¢do da ativacdo do fator VII e
redugdo da indugdo de plaquetas ex vivo (Larsen et al., 1999; Kelly et al., 2001) e sua
possivel prevencao de riscos cardiovasculares (Bondia-Pons et al, 2007; Razquin C et al.,
2009; Llorente-Cortés V et al., 2010).).

Estudos anteriores realizados por nosso grupo de pesquisa (Faine et al., 2006ab)
demonstraram que as propriedades benéficas do azeite de oliva ndo estavam associadas ao
acido graxo mono-insaturado, o acido oléico, indicando que outros componentes do azeite
serilam responsaveis por suas propriedades antioxidantes. Recentes evidéncias tém
mostrado que os componentes secundarios do azeite, particularmente os compostos
fendlicos, tém importante contribui¢do para os efeitos benéficos dessa fonte de gordura
(Ruano et al., 2005, Fit6 et al., 2005, Visioli et al, 2005, Perona et al., 2006).

Evidéncias epidemiologicas demonstram que a dieta do Mediterraneo, caracterizada
pelo elevado consumo de azeite de oliva, rico em compostos fendlicos, pode contribuir para
os efeitos benéficos de seu consumo (Covas et al., 2006a, Hillestrem, et al., 2006), uma vez
que o azeite de oliva ¢ fonte de pelo menos 30 compostos fenolicos (Tuck & Hayball,
2002).

Dentre os compostos fendlicos do azeite de oliva incluem-se fendis simples como o
hidroxitirosol (3,4-dihidroxifeniletanol), acidos elendlicos, entre eles o 4cido cafeico (4cido
3,4-dihidroxicinnamico) (Montedoro et al., 1992; Servili et al., 2003; Manach et al., 2004;

Vissers et al., 2004; Aldini et al., 2006) e polifendis como a oleuropeina (Gémez-Alonso et
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al., 2002; Tripoli et al., 2005; Fito et al., 2007).

Metabolismo cardiaco e terapia metabdlica

A associacao do estresse oxidativo a aterosclerose e disfungdes vasculares, bem como a
alteragdes estruturais no miocardio (Ferrari et al., 1998; Yue et al., 1999; Droge, 2002;
Novelli et al., 2002) tem estimulado o consumo de diferentes variedades de azeite de oliva
(Serra-Majem et al., 2003), independente do conhecimento de suas reais propriedades
terapéuticas.

O miocardio contém grande quantidade de mitocOndrias, possui elevada taxa de
consumo de oxigénio (Henning et al., 1996), e ¢ caracterizado pela elevada capacidade
oxidativa (Bass et al., 1969), indicando maior susceptibilidade do musculo cardiaco ao
estresse oxidativo e a importancia do metabolismo energético cardiaco na producgdo de
radicais livres.

O coragdo pode obter energia a partir de varios substratos, como glicose, acidos graxos,
lactato, piruvato e corpos cetonicos (Mallet, 2000), dependendo das condi¢des metabolicas
do organismo. Preferencialmente, o miocéardio utiliza 4cidos graxos como substrato para a
producdo de energia (Henning et al., 1996). A maior utilizacdo de oxigénio pelo musculo
cardiaco relaciona-se a maior quantidade de ATP (adenosina trifosfato) produzida pela
oxidagdo de acidos graxos em relagcdo a carboidratos, bem como o fato que acidos graxos
(CH;3-(CH;),-COOH), apresentam baixa concentragdo de oxigénio por molécula, em
comparagdo com carboidratos (CgH,06). Deste modo, o musculo cardiaco necessita de
cerca de 12% mais oxigénio, quando utiliza &cido graxo e ndo glicose como fonte de
energia, para produzir a mesma quantidade de ATP (Nelly & Morgan, 1974).

No metabolismo energético miocardico, inimeras anormalidades tém sido observadas
em condigdes de dano cardiaco. Dessa forma, compostos capazes de modular o
metabolismo energético nas disfun¢des miocardicas, tém exercido efeitos benéficos através
da alteracdo da oxidagdo de 4cidos graxos para a glicose, constituindo a -terapia
metabolica” (Lopaschuk et al., 2002). Terapia metabolica envolve a administracdo de
compostos que favorecem, ou inibem algumas vias metabdlicas especificas, deste modo
compreendem ativadores ou inibidores de enzimas irreversiveis, que regulam uma via

metabolica (Hadj et al., 2003).
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OBJETIVOS

Considerando que o elevado consumo de azeite de oliva pode estar associado a
atividades de seus componentes e suas implicacdes no metabolismo energético, o presente
trabalho teve por objetivos determinar os efeitos da administragcdo de azeite de oliva e de
seus compostos fenolicos, oleuropeina e acido cafeico, sobre o metabolismo energético no
tecido cardiaco de ratos, mantidos com ragdo padrao e hipercaldrica, rica em sacarose €
colesterol e avaliar os efeitos dos componentes do azeite de oliva extra-virgem e seus fenois

na cinética de enzimas reguladoras das vias metabolicas no tecido cardiaco.

MATERIAL E METODOS

1. ANIMAIS

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissio de Etica em Experimentagio
Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu — SP, adotado pelo Colégio Brasileiro de
experimentacdo Animal (COBEA).

Foram utilizados 48 ratos machos adultos Wistar, de peso inicial médio 180,52 + 21,05
gramas. Os animais foram provenientes do Biotério da UNESP - "campus de Botucatu" e
foram transferidos para o —faboratério de Bioquimica na Experimentacdo Animal” do
Departamento de Quimica e Bioquimica, Instituto de Biociéncias, UNESP/Botucatu, onde
permaneceram durante todo o periodo experimental, em gaiolas de plastico individual, a

temperatura de 23 + 2°C, periodo claro/escuro de 12 horas.

2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Inicialmente os animais foram divididos em dois grupos mantidos com dieta padrao (P)
(Biobase, 9301, SIF n® SC — 25035, Brasil) e com dieta hipercaldrica (H). Os animais
receberam agua destilada ad libitum durante todo o periodo experimental.

Ap6s 21 dias de tratamentos, os animais do grupo P mantidos com dieta padrao, foram

divididos em 4 subgrupos (n=6):
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e PC - considerado controle, recebendo dieta padrao;

e PAO - recebendo ragdo padrio e suplementacdo nutricional com azeite de oliva
(Colavita, Italia) (3mL/Kg/dia) (Faine et al., 2004; Vissers et al., 2004);

e PO - recebendo ragdo padrdo e suplementagdo nutricional com oleuropeina (Genay,
France) (0,023mg/Kg/dia) (Gémez-Alonso et al., 2002) e

e PAC - recebendo ragdo padrao e suplementacdo nutricional com acido caféico
(Sigma, USA) (2,66mg/Kg/dia) (Montedoro et al., 1992).

Para o estudo dos efeitos da ingestdo de azeite de oliva e seus componentes fenolicos
em animais obesos, ap6s 21 dias de consumo da dieta rica em colesterol (Costa et al, 1993) e
sacarose, os animais do grupo H, mantidos com dieta rica em colesterol e sacarose, foram
divididos em 4 subgrupos (n=6):

e HC — recebendo dieta rica em colesterol e sacarose.

e HAO - recebendo dieta rica em colesterol e sacarose, com suplementacdo nutricional
de azeite de oliva, como no grupo PAO.

e HO - mantido com dieta rica em colesterol e sacarose, com suplementagao nutricional
de oleuropeina, como no grupo PO.

e HAC - recebendo dieta rica em colesterol e sacarose, com suplementagdo nutricional
de acido caféico, como no grupo PAC.

As concentragdes dos fenois utilizadas corresponderam aos conteudos dos mesmos, na
dose de azeite usada na suplementagdo dos animais dos grupos PAO (ragdo padrao+azeite)
e HAO (ragdo hipercaldricatazeite). Estes animais (PAO e HAO) receberam quantidade
correspondente a 4% da dieta (Faine et al., 2004), ou seja, 4ml de azeite (ou 4g de azeite de
oliva) para 100g de dieta (racdo)/dia, ou ImL de azeite para a ingestdo de 25g de ragao/dia
(Novelli et al., 2007). Tendo como base o peso médio dos animais de 300g, os quais
ingerem aproximadamente 25g de ragdo por dia, a quantidade de azeite de oliva por kg de
peso corporal foi 3mL. As concentracdes médias dos compostos fendlicos estudados no
azeite de oliva extra-virgem, variaram de 3,33 a 12,03mg/L para oleuropeina e de 594,0 a
1300,0mg/L para o 4cido cafeico.

As concentragdes dos polifenois utilizadas corresponderam a quantidade presente no

azeite de oliva, administrado aos animais dos grupos PAO e HAO, sendo previamente
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dissolvidos em solucdo de etanol 10% (Visioli et al., 1998; Dogan, 2002; Carluccio et al.,
2003). O azeite de oliva e seus fenodis foram administrados por gavagem, como suplementagio
da dieta basal, duas vezes por semana, durante o periodo de 21 dias. Animais dos grupos PC e
HC receberam solugcdo 10% de etanol através de gavagem. A ingestdo alimentar foi
controlada diariamente, no mesmo horario (9:00 as 11:00 horas). Diariamente era oferecida
uma quantidade conhecida de ragdo. Apds o periodo de 24 horas o restante era pesado,
permitindo a determinagdo do consumo alimentar de cada animal, de cada grupo. O peso

corporal foi determinado no inicio e no final do experimento. O periodo experimental total

foi de 43 dias.

3. DETERMINAGOES BIOQUIMICAS

Ap0s 43 dias de experimento os animais foram anestesiados (pentobarbital sodico 1%,
0,1mL/100g, i.p.). A determinacdo do comprimento corporal (exceto cauda) foi feita com os
animais sob anestesia, sendo obtidos os valores médios de 24,76+0,17cm para animais
mantidos com racdo padrdo e 24,67+0,27cm para os grupos com dieta hipercaldrica, ndo
havendo diferencas significantes entre os grupos, em cada dieta.

Os animais foram a seguir sacrificados por decapitacdo. Apos o sacrificio o coragdo foi
removido, dissecado e pesado. O ventriculo esquerdo (VE) foi entdo separado, pesado e as
amostras foram lavadas em solu¢do salina gelada (NaCl 0,9%), pesadas e armazenadas em
freezer a -86°C. Amostras de 200mg do VE foram homogeneizadas em Potter Elvehjem, com
pistilo de teflon, com 5 mL de tampdo fosfato de sddio 0,1M. pH 7.0. Os homogeneizados
foram centrifugados a 10.000 rpm por 15 minutos, em centrifuga refrigerada a -4°C. Os

sobrenadantes foram utilizados para analise das enzimas do metabolismo cardiaco.

3.1. ANALISE DO METABOLISMO ENERGETICO NO MUSCULO CARDfACO

A atividade da citrato sintase (CS, E.C.4.1.3.7.) foi determinada a 412nm em tampao
tris-HC1 50mM, pH 8,0, contendo acetii CoA, DTBN (dithiobis-2-nitrobenzoato) e

oxaloacetato (Bass et al., 1969).
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CS
Acetil-coenzima A + Oxaloacetato ™=——  (jqt0

n

DTNB DTNB-SH

A B-hidroxiacil Coenzima A desidrogenase (OHADH, E.C.1.1.1.35.) foi determinada

em meio contendo acetoacetil coenzima A e NADH (Bass et al., 1969).

B-OH-acil CoA-DH

Acetoacetil-Coenzima A <l Hidroxiacil-Coenzima A

s

NADH+H" NAD"

A atividade da lactato desidrogenase (LDH, E.C.1.1.1.27.) foi determinada no coragdo
pela velocidade de oxidacdo do NADH, medida a 340 nm, tendo como substrato o piruvato

(Moura, 1982).

LDH

Piruvato —egeee————gs-  Lactato

n

NADH+H" NAD"
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4. CINETICA DE ENZIMAS REGULADORAS DAS VIAS METABOLICAS NO TECIDO

CARDIACO

Foram realizados estudos visando determinar o mecanismo de agdo do acido cafeico e
da oleuropeina sobre a cinética das enzimas lactato desidrogenase, beta-hidroxiacil-CoA
desidrogenase e da citrato sintase.

Foram utilizados 6 ratos Wistar machos, de mesma idade dos animais do grupo
controle. Os animais foram anestesiados e submetidos a eutanasia sendo o coragdo
imediatamente retirado. Amostras de 200mg do ventriculo esquerdo foram homogeneizadas
com 5 mL de tampao fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,0 (Potter Elvehjem, com pistilo de
teflon) sendo posteriormente centrifugadas a 10.000 rpm a —4°C, durante 10 minutos. Os
sobrenadantes foram utilizados para estudos da cinética enzimatica.

Os efeitos dos compostos fendlicos nas cinéticas enzimaticas foram estudados com
amostras do sobrenadante (0,1 mL) na auséncia e apOs pré-incubagao por 5 minutos com
0,67 mg/mL e 1,4mg/mL de 4cido cafeico e de 0,057mg/ml e 0,1134mg/ml de oleuropeina.
As concentragdes utilizadas correspondem a dose total administrada nos animais
experimentais, sendo 6,59 mg de acido cafeico para os animais do grupo PAC (cerca de
18,82 mg/Kg de peso) e de 0,044mg de oleuropeina para os animais do grupo PO (cerca de
0,1257 mg/Kg).

Para testar a possibilidade dos compostos fenolicos ativarem ou inibirem as vias
metabolicas foram determinadas as atividades das enzimas, através das metodologias
previamente descritas, utilizando-se concentragdes de substrato de 0,1 a 7 vezes a
concentracdo do Ky para cada enzima, obtendo-se 10 pares de dados (Ritchie e Prvan,
1996). A cinética enzimatica da OHADH foi obtida com uso de concentragdes de substrato
acetoacetil coenzima A de 10'3, 2 10'3, 5 10'3, 10'2, 2 10'2, 5 10'2, 10'1, 210"e 4 10" mM.
Para a cinética enzimatica da CS foram utilizadas concentra¢des do substrato acetil-CoA de
10'3, 2 10'3, 5 10'3, 10'2, 2 10'2, 5 10'2, 10" ¢ 2 10" mM. E a cinética enzimatica da LDH foi
obtida com uso de concentragdes do substrato piruvato de 4,76 10", 7,14 107 , 9.5 10° , 9.5
102,2,4 10", 4,76 10", 1,07 e 1,428 mM (Chou & Talalay, 1977).

Foram elaborados graficos da velocidade de atuagdo de cada enzima com as diferentes

concentragdes de substrato, permitindo determinar o efeito dos compostos fendlicos nas
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constantes de Michaelis-Menten (Ky), desde que a concentragdo de substrato que
corresponde a metade da velocidade maxima (Vi) permite comparar enzimas em
diferentes tecidos e organismos. Quanto menor o valor do Ky, maior serd a afinidade da
enzima pelo substrato.

Os parametros cinéticos foram determinados pela regressao linear (excel Microsoft
Corp. Redmond, WA, USA). O mecanismo de atuagdo, como inibidor ou estimulador das
enzimas analisadas para o acido caféico e para a oleuropeina foi determinado através da

analise grafica dos duplos reciprocos e alteracdo nos valores de Ky € Vinax (Dowd e Riggs,
1965).
5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram expressos em média = desvio padrao. A comparagdo entre
os grupos foi realizada pela técnica da anélise de varidncia (ANOVA), complementada com
o teste de comparagdes multiplas de Tukey (Zar, 1999). O nivel de significancia foi de 5%
para a discussao dos resultados (Norman & Streiner, 1994). A andlise estatistica foi

realizada no Departamento de Bioestatistica, Instituto de Biociéncias, UNESP, Botucatu.

RESULTADOS

Animais que receberam oleuropeina (PO) e 4cido caféico (PAC) em dieta padrdo
apresentaram diminui¢do na atividade da enzima CS e OHADH, respectivamente, quando
comparados ao grupo controle PC (Tabela 1).

A atividade da enzima OHADH mostrou-se elevada nos grupos HAO, HO ¢ HAC
quando comparada ao grupo HC, entretanto apresentou-se diminuida nos animais HO e
HAC quando comparados ao grupo HAO (Tabela 2).

Nao foram observadas diferencas significantes nas atividades da LDH e nas relagdes
LDH/CS e OHADH/CS nos grupos experimentais com as diferentes dietas (Tabelas 1 e 2).

As Figuras 1 e 2 apresentam as comparagdes entre as atividades da OHADH e a
oxidagdo total de lipidios evidenciada através da calorimetria indireta, apresentada no
Capitulo 1. Na Figura 1 nota-se que animais que receberam acido caféico (PAC)

apresentaram diminui¢do na atividade da enzima OHADH e elevacdo na oxidacdo de

67



lipidios comparado aos animais PC e PO, entretanto a oxidagao de lipidios nos animais do
grupo PAC, apresentou-se diminuida quando comparado ao PAO. Na Figura 2 nota-se que
a atividade da enzima OHADH apresentou-se elevada nos animais HAO, HO e HAC
comparada ao grupo HC e diminuida nos animais HO ¢ HAC, comparados aos animais
HAO. Houve elevagao na oxidacao de lipidios nos animais HAO, HO e HAC comparados
aos animais HC.

Nao foram observadas alteragdes significativas nos valores de Ky € Vyax para a enzima

OHADH (Tabela 3, Figura 3), CS (Tabela 4, Figura 4) e LDH (Tabela 5, Figura 5).
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Tabela 1. Atividade das enzimas citrato sintase (CS), lactato desidrogenase (LDH), B hidroxiacil
Coenzima A desidrogenase (OHADH) e relagdoes LDH/CS e OHADH/CS no miocérdio de animais
alimentados com ragdo padrdo sem suplementacdo (PC), que receberam azeite de oliva (PAO),
oleuropeina (PO) e acido caféico (PAC)

< Suplementacio
Variavel PC PAO PO PAC
CS (nmcgl/mg 227,55+53,63  189,46£5833  152,57429,25°  158,51+46,90
prot
LDH (nmol/mg 7515511683 781,63£7579 7128423537  636,63+108,53
prot)
OHADH 46,54+31,52  33,05£12,06  37,52+16,12 4,41+4,10"
(nmol/mg prot)
LDH/CS 3,52+0,60 3,77+0,59 3,83+0,46 4,16+0,62
(nmol/mg prot)
OHADH/CS 0,19+0,05 0,18+0,02 0,19+0,05 0,1620,06
(nmol/mg prot)

Valores expressos como média + desvio-padrio (p<0,05). *Diferenga significante em relagdo ao grupo PC;
"Diferenca significante em relagéo ao grupo PAO;° Diferenca significante em relagdo ao grupo PO.
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Tabela 2. Atividade das enzimas citrato sintase (CS), lactato desidrogenase (LDH), B hidroxiacil
Coenzima A desidrogenase (OHADH) e relagdoes LDH/CS e OHADH/CS no miocardio de animais
alimentados com racdo hipercalérica sem suplementacdo (HC), que receberam azeite de oliva
(HAO), oleuropeina (HO) e acido caféico (HAC)

< Suplementacio
Variavel HC HAO HO HAC
CS (nmcgl/mg 214,36+56,58  270,60+59.47  221,78+43,70  213,97+27,89
prot
LDH (nmol/mg ~ 780,02+83,48  878,99+137,80  758,69+96,81  792,25+71,87
prot)
OHADH 42,03£19,99  186,38+53,29°  130,29+£55,28"  116,35+42,58%
(nmol/mg prot)
LDH/CS 3,55+0,34 3,33+0,32 3,39+0,39 3,80+0,41
(nmol/mg prot)
OHADH/CS 0,17+0,03 0,27+0,26 0,28+0,22 0,25+0,15
(nmol/mg prot)

Valores expressos como média + desvio-padrio (p<0,05). *Diferenga significante em relagdo ao grupo HC;
"Diferenca significante em relagio ao grupo HAO.
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Figura 1. Atividade da enzima beta-hidroxiacil-CoA desidrogenase (OHADH) e oxidacdo de lipidios
nos animais mantidos com ragao padrdo sem suplementagdo (PC), que receberam azeite de oliva
(PAO), oleuropeina (PO) e acido caféico (PAC). “Diferenga significante em relagdo ao grupo PC;
"Diferenca significante em relagdo ao grupo PAO; ° Diferenca significante em relagdo ao grupo PO.
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Figura 2. Atividade da enzima beta-hidroxiacil-CoA desidrogenase (OHADH) e oxidacdo de lipidios
nos animais alimentados com ragao hipercaldrica sem suplementacdo (HC), que receberam azeite de
oliva (HAO), oleuropeina (HO) e acido caféico (HAC). “Diferenca significante em relagdo ao grupo
HC; "Diferenca significante em relagdo ao grupo HAO.
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Tabela 3. Valores de Ky (constante de Michaelis) e V4, (velocidade maxima) para a enzima f3-
hidroxiacil coenzima A desidrogenase (OHADH) sem incubag¢do e com incubagdes prévias do
tecido cardiaco, com diferentes concentracdes de acido caféico e oleuropeina

KM Vméx
(mM de aceto acetil-CoA) (pmol/g tecido)
Sem incubacao 0,0193 £0,016 70,707 + 6,468
Acido caféico 0,67 mg/mL 0,0134+£0,011 67,909 + 3,018
Acido caféico 1,4 mg/mL 0,0125 £ 0,009 66,938 + 2,446
Oleuropeina 0,057 mg/mL 0,0104 + 0,007 67,521 +£2,757
Oleuropeina 0,1134 mg/ml 0,0086 + 0,005 66,308 +2,114

Valores expressos como média + desvio-padrao (p<0,05). v=V s [S/Km+[S].Vnax
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Tabela 4. Valores de Ky (constante de Michaelis) ¢ Vs (velocidade maxima) para a enzima
citrato sintase (CS) sem incubagdo e com incubagdes prévias do tecido cardiaco, com diferentes
concentracdes de acido caféico e oleuropeina

KM Vméx
(mM de acetil coenzima A) (pmol/g tecido)
Sem incubacao 0,098 + 0,066 95,956 + 5,500
Acido caféico 0,67 mg/mL 0,101 £0,053 92,333 +£10,941
Acido caféico 1,4 mg/mL 0,094 + 0,050 90,085 + 4,242
Oleuropeina 0,057 mg/mL 0,099 + 0,042 91,329 + 3,547
Oleuropeina 0,1134 mg/ml 0,099 + 0,049 90,849 + 4,342

Valores expressos como média + desvio-padrao (p<0,05). v=V s [S/Km+[S].Vnax
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Tabela 5. Valores de Ky (constante de Michaelis) ¢ Vs (velocidade maxima) para a enzima
lactato desidorgenase (LDH) sem incubac¢do e com incubagdes prévias do tecido cardiaco, com
diferentes concentracdes de acido caféico e oleuropeina

KM Vméx
(mM de piruvato) (pmol/g tecido)
Sem incubacao 0,086 +0,071 233,719 + 57,257
Acido caféico 0,67 mg/mL 0,056 £ 0,046 223,934 + 63,6777
Acido caféico 1,4 mg/mL 0,085 +0,058 246,014 + 46,086
Oleuropeina 0,057 mg/mL 0,094 +£ 0,070 247,191 £ 45,678
Oleuropeina 0,1134 mg/ml 0,122 +0,117 254,453 £48,192

Valores expressos como média + desvio-padrao (p<0,05). v=V s [S/Km+[S].Vnax
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Figura 3. Grafico de Michaelis-Menten para a atividade da enzima beta-hidroxiacil-CoA
desidrogenase (OHADH) (U/mg de proteina) com substrato Aceto Acetil Coenzima A (mM) sem
incubagdo ( ¢ ) e com diferentes valores de incubagio: 0,67 mg/mL (M) ¢ 1,4 mg/mL (A) de acido
caféico e 0,057 mg/mL ( X) e 0,1134 mg/mL ( ) de oleuropeina.
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Figura 4. Grafico de Michaelis-Menten para a atividade da enzima citrato sintase (CS) (U/mg d
proteina ) com substrato Acetil Coenzima A (mM) sem incubacgdo (¢ ) e com diferentes valores de
incubagdo: 0,67 mg/mL ( A e 1,4 mg/mL ( W) de acido caféico e 0,057 mg/mL ( X) e 0,1134
mg/mL ( ) de oleuropeina.
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Figura 5. Grafico de Michaelis-Menten (Ky) para a atividade da enzima lactato desidrogenase
(LDH) (U/mg d proteina ) com substrato piruvato (mM) sem incubagio (4) e com diferentes valores de
incubagdo: 0,67 mg/mL ( Ae 1,4 mgmL ( M) de 4cido caféico e 0,057 mg/mL (X) e 0,1134
mg/mL ( )}() de oleuropeina.
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DISCUSSAO

O azeite de oliva ¢ a principal fonte de gordura da dieta na regido do Mediterraneo.
Evidencias recentes demonstraram que componentes secundarios do azeite, particularmente
os compostos fenolicos, t€m importante contribui¢do para seus efeitos benéficos (Ruano et
al.,, 2005, Fito et al., 2005a, Visioli et al, 2005). Tem sido reportado que compostos
fendlicos dietéticos possuem efeito protetor sobre os fatores de risco cardiovascular (Covas
et al., 2006b, Covas 2007, Fito & Covas, 2007).

O presente estudo demonstrou pela primeira vez, os efeitos do azeite de oliva e seus
compostos fenodlicos, oleuropeina e 4acido cafeico sobre as atividades de enzimas
reguladoras do metabolismo energético miocéardico e a cinética enzimatica das enzimas
reguladoras das vias metabolicas.

E notério o fato que o tecido cardiaco utiliza grande quantidade de oxigénio, desde que
apresenta grande numero de mitocondrias e preferencialmente oxida 4cidos graxos para
obtencdo de energia (Lopaschuk et al., 2007). Este conceito pode ser considerado um
paradoxo, uma vez que a fun¢do cardiaca depende estritamente de oxigénio para obtengdo
de ATP através do metabolismo aerobico, porém a fosforilagdo oxidativa, associada ao
transporte mitocondrial de elétrons constitui importante fonte geradora de espécies
radicalares, as quais podem induzir a lipoperoxidagdo de membranas mitocondriais,
alterando consideravelmente o metabolismo energético miocardico, diminuindo a
disponibilidade de ATP para a contragcdo muscular.

Azeite de oliva e seus fendis ndo induziram alteracdo significante no metabolismo
energético miocardio.

A redugdo na atividade da CS, enzima reguladora do fluxo de metabolitos pelo ciclo do
citrato e marcadora da integridade da membrana mitocondrial nos animais PO sugere
elevacao da via glicolitica, em relacdo ao metabolismo aerobio, ou reducao no fluxo de
metabolitos através do ciclo do 4cido citrico no tecido cardiaco de ratos PO. A glicdlise ¢
responsavel pelo suprimento de energia nas membranas do sarcolema, onde a glicose ¢
substrato para as enzimas glicoliticas associadas aos complexos moleculares sarcolemais
(Lopaschuck et al., 2007). A via glicolitica representa, portanto, baixa capacidade, porém

elevada especificidade na integracdo metabolica de miocitos cardiacos (Novelli et al.,
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2009). Por outro lado, a redugdo na atividade da CS, no grupo PO, foi insuficiente para
alterar as relagdes LDH/CS indicando balango adequado entre os metabolismos anaerobico
e aerobico no miocardio destes animais. Também nao foram evidenciadas alteragdes
significantes na relagdo OHADH/CS indicando que moléculas de acetil coenzima A,
resultantes da oxidacao de acidos graxos foram adequadamente metabolizadas no ciclo do
citrato.

Embora tenha sido observada reducdo na atividade da OHADH no grupo PAC, a
manutencdo da atividade da CS e nas relacbes OHADH/CS e LDH/CS indicaram
claramente que a redu¢dao na oxidagdo de acidos graxos ndo foi suficiente para alterar as
vias metabolicas e o suprimento de energia para o miocardio destes animais (Tabela 1). A
OHADH ¢ enzima marcadora da oxidagdo de acidos graxos ¢ a atividade da LDH esta
associada ao metabolismo anaerdbico celular (Bass et al., 1969)

Os efeitos do azeite e seus fendis na oxidag¢ao corporal de lipidios, como evidenciado
pela calorimetria indireta (Capitulo 1) ndo foram refletidos no tecido cardiaco, nas
atividades da OHADH e assim na oxidacdo de acidos graxos no miocardio. Nota-se na
Figura 1 que suplementacdo com &cido cafeico (PAC) reduziu a atividade da OHADH
miocardica. Houve, entretanto, elevagdo na oxidagdo de lipidios nestes animais. A
calorimetria indireta permite evidenciar o substrato utilizado para obtencao de energia pelo
organismo, refletindo notadamente o metabolismo muscular e hepatico (Noveli et al.,
2010). Deste modo, a elevacdo na oxidacdo de lipidios evidenciada através da calorimetria
indireta ndo se refletiu no tecido cardiaco de animais mantidos com dieta padrao.

Nos animais obesos, azeite de oliva e seus fenois induziram elevagdo na oxidagao de
lipidios, evidenciado pela calorimetria indireta (Tabela 10, Capitulo 1). Estes efeitos foram
refletidos no tecido cardiaco pela elevagao nas atividades da OHADH (Tabela 2, Figura 2),
a despeito da manuteng¢do na atividade da enzima CS nestes animais.

O efeito do azeite de oliva e seus fendis sobre a oxidagdo de acidos graxos miocardicos
poderia estar associado ao gene SIRT 1 (Hou et al., 2008). SIRT 1 ¢ dependente de
adenosina monofosfato quinase (AMPQ), conhecida moduladora do estado energético
celular, ativada pelo aumento da relagdo entre AMP/ATP, ou pela elevagdo na atividade de
quinases, como LKB1 (quinase supressora tumoral) ¢ Ca”"/proteina quinase — B-quinase

dependente de calmodulina (CaMKKJp). Estimulo da AMPQ inibe a expressdo do
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complexo enzimdtico acido graxo sintetase e a sintese de lipidios induzida pela elevada
ingestdo de carboidratos (Hou et al., 2008). Nestas condi¢des ocorre diminui¢do na
atividade da acetil coenzima-A carboxilase, reduzindo a formagao de malonil coenzima A,
precursor da sintese de acidos graxos e modulador da carnitina acil transferase. Deste
modo, ocorre diminui¢ao na sintese de acidos graxos e elevagao na sua oxidagao (Figura 6).

Tem sido demonstrado que dieta hipercalorica, rica em lipidios e sacarose induz efeitos
adversos a fun¢do cardiaca através de alteragdes no metabolismo de acidos graxos, pela
inadequada ativagdo e expressao de PPARa (peroxisome-proliferator-activated receptor o)
em conseqiiéncia da glicotoxicidade. PPARa tem a fungdo de regular a expressao de varios
genes essenciais para o metabolismo lipidico e das lipoproteinas (Yoon, 2009). A
diminui¢do na transcricio de PPARa pode ser um evento regulatorio para a redugdo da
utilizagdo de 4cidos graxos (Wilson et al., 2007). Deste modo, oleuropeina e acido caféico,
poderiam permitir a adequada ativacdo do PPARa e a utilizacdo de acidos graxos, elevando
a atividade da enzima OHADH, em condi¢des de obesidade, reduzindo o actiimulo de
triacilglicerdis no musculo cardiaco. Tem sido evidenciado que os ativadores de PPARa
podem regular a obesidade em roedores tanto através da elevacdo da oxidac¢do de acidos
graxos como diminuicdo dos niveis circulantes de triacilglicer6l responsavel pela
hipertrofia e hiperplasia de células adiposas (Yoon, 2009).

A melhora no metabolismo energético cardiaco em condicdes de obesidade pode ser um
método para prevenir e tratar a disfungdo cardiaca (Lopaschuck et al., 2007; Novelli et al.,
2010).

Deste modo, pode-se concluir que azeite de oliva e seus fenois induziram elevagao na
oxidagdo de acidos graxos otimizando energia para metabolismo cardiaco e impedindo o
acumulo de triacilglicerdis no miocéardio, em condi¢des de obesidade.

A oxidacdo de acidos graxos para obtengdo de energia requer elevada concentragdo de
oxigénio, podendo constituir fonte endogena para liberacao de radicais livres, deste modo a
elevacdo na oxidacdo da glicose miocardica que requer proporcionalmente menor
quantidade de oxigénio, pode apresentar efeitos benéficos, permitindo adequada obtencao
de energia em condi¢des de baixa tensdo de oxigénio, constituindo importante alvo da
terapia metabolica. Sendo assim, componentes da dieta capazes de modular o metabolismo

energético podem apresentar importante papel terapéutico.
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Curcelli et al, 2008 realizaram um modelo de pré-incubagao para testar a possibilidade
de ativagdo do diclofenaco sobre a enzima superoxido dismutase. Nao foram envidenciados
efeitos sobre a velocidade maxima da enzima SOD, porém observaram reducdo significante
da constante de Michaelis-Menten (Ky) indicando que o diclofenaco induziu ativagao da
SOD elevando sua afinidade pelo sitio catalitico do substrato. Desai e colaboradores (1996)
demonstraram que as alteragdes no musculo gastrocnemio observadas no envelhecimento
estavam associadas a elevagdo no Ky; de componentes do sistema transportador de elétrons
no musculo gastrocnemio. Segundo estes autores, alteragdes decorrentes do envelhecimento
no sistema transportador de elétrons mitocondrial podem contribuir para a diminui¢ao na
funcao do musculo esquelético.

No presente trabalho, além dos estudos in vivo realizados nos animais dos grupos
experimentais, foram realizados estudos in vitro visando determinar o mecanismo de a¢ao
do 4cido cafeico e da oleuropeina sobre a cinética das enzimas lactato desidrogenase, beta-
hidroxiacil-CoA desidrogenase, bem como da citrato sintase.

Os efeitos bioldgicos in vivo da administragdo de oleuropeina ¢ acido cafeico ndo
mostraram concordancia com a cinética enzimatica obtida no estudo in vitro (Figuras 3, 4 ¢
5), desde que a incubag@o com oleuropeina e 4cido caféico ndo alterou significativamente o
Km e a Vs das enzimas estudadas. Tanto o acido café¢ico como a oleuropeina nao
apresentaram efeitos sobre os valores de Ky e/ou velocidade méxima das enzimas
estudadas. Parece, portanto provavel que os compostos fendlicos estudados ndo atuaram
como inibidores, ou estimuladores das vias metabolicas estudadas.

Desde que os compostos fenolicos isolados ndo induziram efeitos significantes nas
cinéticas das enzimas estudadas, concluiu-se que os efeitos bioldgicos dos compostos
fendlicos do azeite de oliva nas enzimas miocardicas sdo evidenciados ap6s administragdo

em doses pequenas e por longo tempo de ingestao.
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Compostos Fendlicos

Figura 6. Ativacdo da oxidagdo lipidica por compostos fendlicos. LKBI1 quinase
supressora tumoral; AMPK, proteina quinase dependente de AMP; ACC, acetil coenzima A
carboxilase; FAS, sintese de acidos graxos, FA oxidation, oxida¢do de acidos graxos; FA
synthesis, sintese de acidos graxos (Hou et al., 2008).
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