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ATP - Trifosfato de adenosina

CS - Citrato sintase

CuZn-SOD - Cobre zinco-superdéxido dismutase
DPE - 3,4-dihidroxifeniletanol

ERO - Espécie reativa de oxigénio
GSH - Glutationa reduzida

GSH-Px - Glutationa peroxidase

H, O, - Peréxido de hidrogénio

HDL - Lipoproteina de elevada densidade
HP - Hidroperdéxido de lipidio

LDH - Lactato desidrogenase

LDL - Lipoproteina de baixa densidade
MDA - Malondialdeido

Mn-SOD - Manganés-superdéxido dismutase
O, - Radical superéxido
OH" - Radical hidroxil

SOD - Superdéxido dismutase
TG - Triacilglicerol

VLDL - Lipoproteina de densidade muito baixa



Capitulo 1

Modulacao do Perfil Lipidico,
Estresse Oxidativo e Metabolismo
Energético Miocardico pelo Azeite de
Oliva e seus Componentes Acido
Oléico e Polifenol



RESUMO

Intmeros estudos epidemioldgicos sugerem que o azeite de
oliva contribui significantemente para a diminuigéo da incidéncia de
doencas cardiovasculares. Evidéncias recentes indicam que os efeitos
benéficos do azeite de oliva ndo estdo relacionados somente ao seu
elevado contetudo de 4&cido oléico, mas também as propriedades
antioxidantes dos seus polifendis. Tendo em vista o aumento no
consumo de azeite de oliva em diversas populagdes e a falta de
conhecimentos sobre a influéncia do azeite e de seus componentes
sobre o tecido cardiaco, o presente trabalho teve por objetivo
determinar os efeitos do azeite de oliva e de seus componentes &acido
oléico e polifenol 3,4-dihidroxifeniletanol (DPE) sobre o estresse
oxidativo e metabolismo energético no coragdo de ratos. Para tanto,
24 ratos, Wistar, 200g, foram divididos em 4 grupos com 6 ratos cada.
Todos os animais receberam dieta basal e &gua ad libitum. O grupo C

foi considerado controle. O grupo AO recebeu azeite de oliva extra-

virgem (7,5mL/Kg/2x semana). O grupo AG foil tratado com &acido oléico
(3,45 mL/Kg/2x semana). O grupo DPE recebeu o polifenol DPE
(7,5mg/Kg/2x semana). Esses componentes foram administrados por

gavagem, durante o periodo de 30 dias. Os resultados demonstraram que
o azeite de oliva foil mais efetivo do que seus componentes isolados
em melhorar o perfil lipidico, elevando a HDL e diminuindo a LDL-
colesterol. O azeite de oliva induziu efeito antioxidante direto no
miocédrdio, desde que foi observada diminuicdo na atividade da enzima
antioxidante superdéxido dismutase e redugdo da concentracgao de
proteina carbonil. A ingestdo isolada do polifenol do azeite
(considerado potencial antioxidante), induziu elevacgao no
metabolismo aerdbico e na concentracdo de triacilglicerdis e
hidroperdéxidos de lipidio no miocdrdio, indicando atividade pré-
oxidante deste polifenol no tecido cardiaco.

Palavras chave: azeite de oliva, &cido oléico, polifendis, estresse

oxidativo, metabolismo energético.

INTRODUCAO
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Desde a Antigiiidade, o 6leo obtido do fruto da oliveira
(Olea europaea) tem sido reconhecido por suas propriedades
medicinais. Recentes estudos sobre o azeite de oliva tém sugerido
que seus componentes secundarios podem ter mais efeitos sobre a
saude do que se pensava anteriormente (Visioli et al., 1998; De La
Cruz, 2000; Casalino et al., 2002).

A composicdo do azeite de oliva tem o &cido oléico como o
principal &cido graxo monoinsaturado, compreendendo entre 55% e 85%
do contetido total de acidos graxos. Acidos graxos monoinsaturados,
por possuirem apenas uma dupla ligagdo em sua estrutura, s&o menos
susceptiveis do que &cidos graxos poliinsaturados a lipoperoxidacgéo
provocada por radicais livres (Ruiz—-Gutierrez et al., 1990).

Radicais 1livres ou espécies reativas de oxigénio (ERO)
sdo atomos ou moléculas com um ou mais elétrons ndo-pareados em sua
tltima camada, sendo continuamente produzidas em organismos aerdbios
(Droge, 2002). Na produgao excessiva de radicais livres, ou reducgéao
das defesas antioxidantes, caracteriza-se o chamado “estresse
oxidativo” (Nishyiama et al., 1998). Em proteinas, as ERO causam a
peroxidagdo protéica, incorrendo em formacdo de proteina carbonil e
alteracdes funcionais nas células (Sohal & Weindruch, 1996). Nos
lipidios, a acdo dos radicais 1livres resulta na peroxidacdo dos
lipidios insaturados das membranas celulares, podendo levar a perda
de funcgédo e lise celular (Gutteridge & Halliwell, 1990).

Dessa forma, quando incorporados nos fosfolipidios de

> S ihsich Figura 1. Acdo das
iwwjﬁﬂ“ h_h““\\ Espécies Reativas de
Fosfolipidios oy ok \ Oxigénio nos

componentes celulares.

PR . Wi o AN -

membranas celulares, os A&acidos graxos monoinsaturados provenientes
do azeite de oliva podem diminuir a susceptibilidade das membranas a
agcdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Essa observacao é de

especial importédncia para o miocdrdio, gque possui elevada taxa de
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consumo de oxigénio (Henning et al., 1996), sendo mais susceptivel
ao estresse oxidativo.

Além do seu elevado conteudo de &cido oléico, o azeite de
oliva também ¢é importante fonte de antioxidantes naturais, como os
polifendis. Os polifendis sao os responsaveis pela textura e aroma

caracteristico do azeite, conferindo a oliva elevada resisténcia a

oxidagao (Montedoro et al., 1992). O principal polifenol encontrado
no azeite de oliva é o 3,4-dihidroxifeniletanol (DPE) (Montedoro et
al., 1992). Nos ultimos anos, muitos estudos tém sido realizados

sobre a atividade bioldégica desse composto, entretanto, a maioria
das pesquisas apresenta resultados in vitro, sendo que pouco é
conhecido sobre a atividade desse componente in vivo.

Importantes propriedades antioxidantes tém sido
atribuidas ao DPE, impedindo a agdo dos radicais livres (Casalino et
al., 2002; Ercok et al., 2003), incluindo diminuicéao da
susceptibilidade de oxidacdo da lipoproteina de Dbaixa densidade
(LDL) e no desenvolvimento da aterosclerose (Visioli et al., 1995).

Por outro lado, as atividades bioldégicas do DPE, bem como
dos antioxidantes em geral, podem n&o estar somente relacionadas a
sua capacidade de combater radicais livres. Na verdade, essas
moléculas podem atuar nas células como moduladores na transdugao de
sinal (Ragione et al., 2002), podendo também interferir no
metabolismo energético. Alteragdes no metabolismo energético tém
sido relacionadas ao estresse oxidativo (Novelli et al., 2002; Diniz
et al., 2002; Faine et al., 2003).

Apesar de existirem evidéncias cientificas que
fundamentam os efeitos Dbenéficos da suplementacdo da dieta com
azeite de oliva (Aviram & Eias, 1993; De La Cruz, 2000; Roche,
2000), o potencial antioxidante de seus componentes, bem como seus
efeitos sobre o metabolismo energético, ainda nao foram
estabelecidos.

Considerando que o elevado consumo de azeite de oliva
pode estar associado a atividades antioxidantes de seus componentes
e a suas implicag¢des no metabolismo energético, o presente trabalho
teve por objetivo determinar os efeitos do azeite de oliva e de seus
componentes, acido oléico e polifenol DPE, sobre o estresse

oxidativo e metabolismo energético no misculo cardiaco de ratos.
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MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados 24 ratos machos adultos Wistar, de peso
médio 200 gramas. Os animais foram provenientes do Biotério Central
da UNESP "campus de Botucatu" e transferidos para o “Laboratdério de
Bioquimica na Experimentacdo Animal” do Departamento de Quimica e
Bioquimica, Instituto de Biociéncias, UNESP/Botucatu, onde
permaneceram durante todo o periodo experimental, a temperatura de
22%3°C, periodo claro/escuro de 12 horas.

Os animais foram mantidos em gaiolas de pléastico
individuais, recebendo dieta basal (Purina-Labina, 3074, SIF, Purina
Ltd. Campinas, SP, Brasil) e 4&agua destilada ad Ilibitum. Para
permitir a aclimatacdo dos animais, os ratos permaneceram nas
condigdes acima citadas por um periodo de 15 dias antes do inicio do
experimento. Diariamente as gaiolas foram limpas.

Os animais foram divididos em 4 grupos com 6 ratos cada.
Todos os animais receberam dieta basal e &agua ad libitum. O grupo C
foli considerado controle, sendo tratado com NaCl 0,9%. Os animais do
grupo AO receberam azeite de oliva extra-virgem (Colavita, Italia)
(7,5mL/Kg/dia), correspondendo a suplementacdo de aproximadamente 4%
da dieta. O grupo AG foi tratado com &acido oléico (Sigma, USA) (3,45
mL/Kg/dia). O grupo DPE recebeu o polifenol 3,4-dihidroxifeniletanol
(DPE) (Cayman Chemical, USA) (7,5mg/Kg/dia). Esses componentes foram
administrados por gavagem, como suplementacdao da dieta basal, duas
vezes por semana, durante o periodo de 30 dias. Todos os animais foram
pesados semanalmente.

O azeite de oliva utilizado no presente projeto foi de
procedéncia comercial (Botucatu, Sao Paulo, Brasil) e amostras deste

azeite foram utilizadas para andlise cromatogrdfica de &cidos graxos

(GC 17-A, Shimatzu, Japdo). O azeite de oliva utilizado apresentou
concentracdo de 46% de &cido oléico (Tabelal). A guantidade de &cido

oléico administrada foi calculada para corresponder a sua
concentracdo no azeite de oliva wutilizado. A concentracao do

polifenol DPE que foi administrada, corresponde a concentragcdo média
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de polifendis totais contida em azeite de oliva extra-virgem de alta

qualidade (Montedoro et al., 1992).

Determinacoes Bioquimicas

Apds 30 dias de tratamento, os animais foram sacrificados
por fratura cervical e decapitagdao. O soro foi coletado através de
decapitagdo e separado para as determinagdes das concentragdes de
proteina total (Lowry, 1951), colesterol total (Moura, 1982),
triacilglicerdis (Moura, 1982), lipoproteina de elevada densidade
(HDL) —colesterol (Lopes-Virella et al., 1977), lipoproteina de baixa
densidade (LDL)-colesterol (Friedewald et al., 1972) e lipoproteina
de densidade muito baixa (VLDL) —colesterol (Friedewald et al.,
1972) .

O coracao foi imediatamente retirado, lavado em solucéo
salina gelada (NaCl 0.9%). O ventriculo esquerdo foi separado em
duas porgdes de 200mg. As porgdes (I) foram retiradas, identificadas
e mantidas a 4°C, em cuba de isopor com gelo picado, sendo
posteriormente homogeneizadas em Potter Elvehjem, com pistilo de
teflon, com 5 mL de tampdo fosfato de sédio 0,1M, pH 7,0. Os

homogeneizados foram centrifugados a 10000 rpm por 15 minutos, em

centrifuga refrigerada a -4°C. O sobrenadante foi wutilizado para
determinag¢do da concentragcdo de proteinas totais (Lowry, 1951),
malondialdeido (MDA) (Satoh, 1978), hidroperdxido de 1lipidio (HP)
(Jiang et al., 1991), glutationa reduzida (GSH) (Sedlak & Lindsay,
1968) e atividades das enzimas, glutationa peroxidase (GSH-Px)
(Nakamura et al.,1974), catalase (Aebi, 1974), superdxido dismutase
total (SOD-total) (Pucheu, 1995) e as isoenzimas CuZn- superdxido
dismutase (CuZn-SOD) (Weisiger & Fridovich, 1973) e Mn-superdxido
dismutase (Mn-SOD) (Spitz & Oberley, 1989). A atividade da Mn-SOD foi
estimada através da diferenca entre SOD-total e CuZn-SOD. As porgdes
(IT) foram wutilizadas ©para a determinagao da concentragao de
proteina carbonil (Resnick & Packer, 1994) . As leituras
espectrofotométricas foram realizadas no espectrofotdmetro Pharmacia
Biotech (974213, Cambridge, England) e em leitor de microplaca (Bio-
tech Instruments, USA). Todos os reagentes eram de procedéncia da

Sigma (St. Louis, MO, USA).
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Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram expressos em média * desvio
padrdo. A comparacdo entre os grupos foili realizada por andlise de
varidncia (ANOVA) para experimentos inteiramente casualizados,
complementada com o teste de Tukey. O nivel de significdncia foi de

5% (Norman & Streiner, 1994).

RESULTADOS

Os tratamentos ndo induziram alteragdes no ganho de peso,
peso corporal final, peso do coragao (Tabela 2).

Administragdes de azeite de oliva (AO) e polifenol (DPE)
ndo 1induziram alteracdes nas concentracdes de colesterol total e
triacilglicerdis (TG) no soro. Animais gque receberam suplementacgao
com azeite de oliva apresentaram elevagdo na HDL-colesterol,
diminui¢do na LDL-colesterol e redugdo no 1indice aterogénico.
Animais tratados com &cido oléico apresentaram elevacdao na HDL-
colesterol (Tabela 3).

A andlise do sistema antioxidante no miocdrdio (Tabela 4)
demonstrou que as suplementacgdes com azeite de oliva e &cido oléico
induziram diminui¢do na atividade da SOD-total e em sua isoenzima
Mn-SOD. Foi observada elevagado nas atividades da CuZn-SOD nos grupos
AO, AG e DPE. Azeite de oliva e 4acido oléico nado induziram
alteracdes na relacdo HP/SOD (Tabela 5 e Figura 2). O grupo que
recebeu o polifenol DPE apresentou diminui¢do significante na
atividade da SOD-total e Mn-SOD, e elevacdo na relacdo HP/SOD em
relagcdo a todos os demais grupos (Tabela 4 e Figuras 2 e 3). Nao
foram observadas alteracodes nas atividades da GSH-Px e na
concentragdao de GSH entre os grupos. A atividade da catalase esteve
diminuida no grupo tratado com polifenol DPE. Suplementacao
dietética com DPE induziu elevagdo no hidroperédéxido de 1lipidio e
diminui¢do nas concentragdes de MDA no tecido cardiaco (Tabela 5).
Azeite de oliva induziu diminuig¢d&o nas concentracgdes de proteina
carbonil no miocérdio dos animais (Tabela 5 e Figura 3).
Concentracgdes de triacilglicerdis (Tabela 6 e Figuras 4 e 5) e
atividade da enzima citrato sintase (Tabela 6 e Figura 4) estiveram

elevadas no grupo que recebeu o polifenol. Nao foram observadas
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diferencas nas atividades da lactato desidrogenase entre os grupos

(Tabela ©0).

Acidos graxos Concentragéo (%)
C 16- palmitico 40,5
C 16:1 - palmitoléico 0,7
C 15 - estearico 1,5
C 18:1 - 0léico 46
C 182 - linoléico 10,3
C 183~ linolénico 0,7
C 201 - eicosaendico 0,3
Total saturados 42
Total insaturados 58
Total monoinsaturados 47
Total &cido oléico 46

Tabela 1. Composicdo e concentracdo de &cidos graxos no azeite de

oliva utilizado
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Departamento de Tecnologia de Alimentos — Faculdade de Ciéncias
Agronémicas, UNESP, Botucatu.

Departamento de Tecnologia de Alimentos - Faculdade de Ciéncias
Agronémicas, UNESP, Botucatu.

Tabela 2. Peso inicial, ganho de peso total, peso corporal final e peso
do coragcao nos grupos controle (C) e nos grupos suplementados com

azeite de oliva (AO), acido oléico (AG) e polifenol (DPE) durante 30

dias
Determinagées GRUPOS Concluséo
Bioquimicas Estatistica
c AO AG DPE
Peso inicial 199,5+9,92  2006+11,72 2051 +6,6 209,5 + 13,52 1,09
(9) (p>0,05)
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Ganho de peso 151,5+24,72  156,9+£18,58  156,4 + 34,52 153,2£19,92 2,44

(9) (p>0,05)
Peso corporal final ~ 348,2+27,12 357,619,020  361,6 + 36,02 362,7 £ 28,22 0,32
(9) (p>0,05)
Peso coragao 1,2+ 0,22 1,1£0,12 1,0£0.12 1,240,12 3,14
(9) (p>0,05)

Resultados sdo expressos como média * desvio padréo. Letras distintas indicam diferengas significantes entre
grupos.

Tabela 3. Concentracées de colesterol total, lipoproteina de elevada
densidade (HDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL), lipoproteina
de densidade muito baixa (VLDL), triacilglicerdéis (TG) e indice
aterogénico (colesterol total/HDL) no soro de animais controle (C),

tratados com azeite de oliva (AO), 4acido oléico (AG) e polifenol

(DPE)
GRUPOS
Determinagoes Conclusao
Bioquimicas Estatistica
C AO AG DPE
Colesterol 4,42
896194  744+1332 1058+ 20,6° 78,7 £9,02
(mg/dL) (p<0,05)
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HDL 4,31
35,0 + 5,42 536+7,00  49,62+13,8° 43,9£9,7%

(mg/dL) (p<0,05)
LDL 75
425+84>  255+44: 429489 40,0+ 6,9
(mg/dL) (p<0,01)
VLDL 2,79
8,1+24 102+178 1274412 10,3+2,.2
(mg/dL) (p>0,05)
TG 2,79
407+1212 5124872  637+204°  515+1112
(mgfdL) (p>0,05)
5,45
Colesterol/HDL 25+034> 15+ 035 23+ 056>  2,1+056®
(p<0,01)

Resultados séo expressos como média + desvio padréo. Letras distintas indicam diferengas significantes entre
grupos.

Tabela 4. Atividades das enzimas SOD-total, CuZn-SOD, Mn-SOD, GSH-Px,
catalase e concentragdes de glutationa reduzida (GSH) e proteina no
tecido cardiaco dos animais submetidos aos tratamentos controle (C),

azeite de oliva (AO), &acido oléico(AG) e polifenol (DPE) durante 30

dias
Determinagdes GRUPOS Concluséo
Bioquimicas Estatistica
c AO AG DPE
SOD-total 26,2
13,1+1,8¢ 9,1+2,1° 8,8+ 2,60 3,2+0,82
(U/mgPt) (p<0,0001)
CuZn-SOD 8,45
1,25+ 0,272 1,56+0,1° 1,7+0,07° 1,7+£0,2°
(U/mgPt) (p<0,01)
Mn-SOD 49,1
11,8+ 2.1¢ 76+1,11° 71+1,20 2,410,482
(U/mgPt) (p<0,0001)
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GSH-Px

62,0 +17,72

3,0+0,22

105,9 + 32,20

12,9+ 1,7%

0,65
51,0 + 14,82 62,1+ 15,82
(p>0,05)
1,95
3,2+ 0,6 3,6+0,72
(p>0,05)
14,7
133,7 + 36,20 39,1+ 5,82
(p<0,0001)
118+ 1,82 15,3+ 1,3 3,99
(p<0,05)

Resultados s&o expressos como média + desvio padréo. Letras diferentes indicam diferengas significantes entre

59,1+ 14,92
(U/mgtec.)
GSH
3,0%0,3
(umol/g tec.)
Catalase
84,2 +14,8°
(Ulg tec.)
Proteina 13,5+2,32
(9%)
grupos.
Tabela 5.
malondialdeido (MDA),

Concentracgdes de

hidroperdéxido de

lipidio (HP),

relagdo HP/SOD e proteina carbonil no tecido

cardiaco dos animais submetidos aos tratamentos controle (C), azeite

de oliva (AO), &acido oléico (AG)

e polifenol (DPE) durante 30 dias

Determinagoes GRUPOS Concluséo
Bioquimicas C AO AG DPE Estatistica
HP 6,15
119,4 £ 29,8 131,7£51,9  121,1+£4762 1853+ 16,6°
(nmol/g tec.) (p<0,05)
MDA 2,95
145+1,2° 11,1+£2,20 11,4143 10,4 + 142
(nmol/g tec.) (p<0,05)
46,4
HP/SOD 9,1+£32e 15,8 £ 8,12 14,8 +7 42 54,5 +9,7°
(p<0,001)
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Proteina Carbonil

(nmol/mgPt)
Resultados s&o expressos como média + desvio padréo. Letras diferentes indicam diferengas significantes entre

grupos.
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Figura2. Relacdo HP/SOD no tecido cardiaco de ratos controle (C),

12 ¢

tratados com azeite de oliva (AO), a&cido oléico (AG) e
polifenol (DPE). Valores em média + desvio padrao. Letras

distintas indicam diferengca significante entre os grupos

(p<0, 05) .
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Figura 3.Atividade da Mn-SOD e concentragdo de proteina carbonil no
tecido cardiaco de ratos controle (C), tratados com azeite de
oliva (AO), &cido oléico (AG) e polifenol (DPE). Valores em
média + desvio padré&o. Letras distintas indicam diferenca

significante entre os grupos (p<0,05).

Tabela 6. Concentracdo de triacilglicerdis e atividades das enzimas do
metabolismo energético, lactato desidrogenase (LDH) e citrato
sintase (CS) no tecido cardiaco dos animais submetidos aos
tratamentos controle (C), azeite de oliva (AO), acido oléico (AG) e

polifenol (DPE) durante 30 dias

Determinagbes GRUPOS (éoncluséo
ioquimi statistica
Bioquimicas c AO AG DPE
TG 16,66
41+0,6 4,3+0,6° 4,6+0,22 6,0+0,5°
(mg/g tec.) (p<0,0001)
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LDH 2,27
123,6 + 6,3 1329+ 6,72 129,3 £ 10,5 133,8 + 5,6

(Ulg tec.) (p>0,05)

CS 17,51
29,6 +4,22 32,3+3,9 24,8+ 8,22 449+0,9

(Ulg tec.) (p<0,0001)

|
Resultados s&o expressos como média + desvio padrédo. Letras diferentes indicam diferengas significantes entre

grupos.
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Figura 4.

TG (mg/g tecido)

Atividades da <citrato sintase (CS) e concentracdo de
triacilglicerdis (TG) no tecido cardiaco de ratos controle
(C), tratados com azeite de oliva (AO), &cido oléico (AG) e
polifenol (DPE). Valores em média + desvio padrdo. Letras

distintas indicam diferenca significante entre os grupos

(p<0,05) .
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Figura5. Concentracdo de triacilglicerdéis (TG) e hidroperédxido de
lipidio (HP) no tecido cardiaco de ratos controle (C),
tratados com azeite de oliva (AO), acido oléico (AG) e
polifenol (DPE). Valores em média + desvio padrao. Letras
distintas indicam diferengca significante entre os grupos

(p<0, 05) .

DISCUSSAO

A suplementacdo nutricional com azeite de oliva tem sido
recomendada como intervencdo terapéutica de importante papel na
medicina preventiva, com o objetivo de elevar a relagdo entre acidos
graxos monoinsaturados e saturados nas dietas, diminuindo o
colesterol sérico e, assim, indiretamente, prevenindo a
aterosclerose (Kaur & Kapoor, 2001). Entretanto, os efeitos do
azeite de oliva e de seus componentes sobre o estresse oxidativo e
metabolismo energético no musculo cardiaco ainda nao foram
estabelecidos.

No presente estudo, os tratamentos com azeite de oliva e
seus componentes, Aacido oléico e DPE, ndo induziram alteracdes no
ganho de peso e peso corporal final (Tabela 2), indicando que os
efeitos dos tratamentos nao estavam relacionados com variagdes no

peso corporal.
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Os efeitos benéficos do azeite de oliva sobre os lipidios
séricos tém sido extensivamente demonstrados (Heyden, 1994; Baldioli
et al., 1996; Visioli et al., 1998). No entanto, a determinacdo do
principal agente, presente no azeite, responsdvel por esses efeitos
ainda néo foi esclarecida.

O tratamento com azeite de oliva ndo induziu alteracgdes
sobre as concentracgdes de colesterol total e triacilglicerdis (TG)
no soro (Tabela 3). Entretanto, em vista do conhecido papel da LDL-
colesterol na aterogénese e da acdo da HDL-colesterol reduzindo o
risco para doengas cardiovasculares, o azeite de oliva foi efetivo
através da diminuicdo das concentracdes de LDL e elevacdo na HDL-
colesterol (Tabela 3).

O presente trabalho demonstrou que as suplementacdes com
dcido oléico e com DPE ndo induziram efeitos sobre as concentracdes
de colesterol total. No entanto, as concentracdes de HDL-colesterol
estiveram elevadas nesses grupos (Tabela 3), indicando que os
efeitos benéficos do azeite de oliva sobre os lipidios séricos podem
estar relacionados a uma acgdo sinérgica de seus componentes, &acido
oléico e o polifenol DPE.

O 4acido oléico, por conter wuma insaturagdao em sua
estrutura quimica, ocupa maior espac¢o dentro das particulas de LDL
do que acidos graxos saturados, podendo, portanto, contribuir para a
diminui¢do do colesterol-LDL. Os polifendis do azeite também podem
atuar na diminuicdo do colesterol através da inibicdo da enzima 3-
hidroxi 3-metilglutaril Co-A, responsavel pela sua sintese
(Benkhalti et al., 2002). Particulas de LDL s&o conhecidas por
interagirem com HDL, contribuindo para a diminuicdo do colesterol-
HDL (Schaffer, 2003). Desse modo, as concentracdes elevadas de HDL
observadas em animais que receberam azeite podem ser atribuidas a
diminui¢do da LDL-colesterol.

Raveh et al. (2001) observaram a interrelacdo entre a
oxidacdo da HDL e LDL-colesterol sobre o estresse oxidativo. A LDL-
colesterol é a principal carregadora de hidroperdxidos de lipidio no
plasma (Zadeh et al., 1996) e HDL-colesterol inibe a oxidacdao da LDL
(Raveh et al., 2001). Desse modo, a diminuicdo no indice aterogénico
e a elevagdao nas concentragdes de HDL nos animais do grupo AO,

demonstraram claramente que o azeite de oliva extra-virgem induziu
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efeitos benéficos ndo somente no perfil lipidico, mas também,
indiretamente, no estado oxidante/antioxidante sérico.

A anadlise do estresse oxidativo no miocdrdio demonstrou
que a suplementacdo com azeite de oliva induziu diminuig¢do na
atividade da SOD-total, porém ndo alterou a relacdo HP/SOD (Tabelas
4 e 5 e Figura 2). A SOD corresponde a uma familia de enzimas com
papel antioxidante, que catalisa a dismutacdo do radical superdxido
em perdéxido de hidrogénio e oxigénio. Existem duas formas de SOD:
CuZzn-S0OD, presente principalmente no citosol, e Mn-SOD, localizada
primariamente na mitocédndria (Ferreira & Matsubara, 1997). Animais
dos grupos AO, AG e DPE apresentaram alteragdes nas atividades das
enzimas SOD, CuZn-SOD e Mn-SOD. O grupo que recebeu azeite de oliva
apresentou diminuig¢do na atividade da Mn-SOD e redugdao na
concentragao de proteina carbonil (Tabelas 4 e 5 e Figura 3),
indicando efeito antioxidante direto do azeite na diminuicdo da
oxidacd&o de proteina nesses animais.

Chetty et al. (1999) observaram qgque o azeite de oliva
induzia reducdo nas concentracdes de ferro sérico. Desde gque o dano
oxidativo em proteinas tem sido principalmente caracterizado como
uma reacdo catalisada por metais, como o ferro (Fe®?’) (Resnick &
Packer, 1994), podemos sugerir que o azeite de oliva diminuiu a
oxidagdo de proteinas no miocdrdio por reduzir as concentragdes de
ferro.

Suplementacao dietética com acido oléico induziu
diminuicdo nas atividades da SOD-total, porém ndo alterou a relacéao
HP/SOD (Tabela 5 e Figura 2). Desde que nao foram observadas
alteragcdes nas concentracgdes de hidroperdéxido de 1lipidio, MDA e
proteina carbonil nesse grupo (Tabela 5 e Figura 3), pode-se sugerir
que o &cido oléico apresentou menor efeito antioxidante do que o
azeite de oliva.

Massaro et al. (2002) sugeriram que a atividade
antioxidante do 4&cido oléico estava relacionada a prevencado da
diminuicdo da concentracdo de GSH e a redugdo da producdo de ERO
intracelular. Nao foram observadas alteracdes nas concentracdes de
GSH-Px e GSH nos grupos tratados (Tabela 4).

No grupo dque recebeu o polifenol DPE, foi observada
diminui¢do significante na atividade da SOD-total e elevagcdo na

relacdo HP/SOD em relacdo aos demais grupos (Tabelas 4 e 5 e Figura
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2). Nao foram observadas alteragcdes significantes na atividade da
GSH-Px e na concentracao de GSH no miocardio dos grupos
experimentais, entretanto, a atividade da catalase esteve
significantemente diminuida no grupo tratado com o polifenol (Tabela
4). O elevado consumo da SOD e da catalase nesse grupo demonstrou a
acao seqliencial do sistema antioxidante para controlar a produgdo de
ERO (radical superdxido e perdxido de hidrogénio) formados durante o

processo de produgao de energia (Figura 6).

Figura 6. Acdo do sistema antioxidante enddégeno no combate as
espécies reativas de oxigénio. )s

quais sdo formados durante a oxidagcdo de nutrientes e produgao de
energia na cadeia de transporte de elétrons (Gutteridge & Halliwell,
1990) e que Mn-SOD tem importante papel protetor contra o estresse
oxidativo mitocondrial, as atividades diminuidas dessa isoenzima
observadas no grupo suplementado com DPE sugerem que o polifenol
isolado 1induziu alteragdes no metabolismo oxidativo e energético
cardiaco. Polzonetti et al. (2004) sugeriram que polifendis do
azeite de oliva poderiam atuar como moduladores do metabolismo.

O metabolismo cardiaco é predominantemente aerdbico. As
atividades da lactado desidrogenase (LDH), enzima que evidencia o
metabolismo anaerdbico (Bass et al., 1969), nédo foram alteradas
pelos tratamentos com azeite, &cido oléico e DPE (Tabela 6). As
atividades da citrato sintase (CS), enzima marcadora do Ciclo do
Citrato (Bass et al., 1969), estiveram elevadas no tecido cardiaco
de animais que receberam DPE (Tabela 6 e Figura 4), sugerindo que o
polifenol induziu aumento no metabolismo aerdbico cardiaco. Desde
que os acidos graxos constituem a principal fonte de energia para o
coracdo, alteracdo na oxidacdo de &cidos graxos pode ter um impacto
maior sobre a fungdo cardiaca do gque alteragdes em outras vias

oxidativas (Carvajal & Sanchez, 2003).
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No grupo tratado com DPE foi observada elevagdo na
concentracdo de TG no tecido cardiaco (Tabela 6 e Figuras 4 e 5),
indicando elevada disponibilidade de &cidos graxos para a produgao
de energia. Desse modo, a elevagdao no metabolismo aerdbico pode ter
sido conseqgiiéncia da elevagédo de acetil coenzima-A proveniente da
maior oxidacdo de acidos graxos.

Quando hé& elevacgdo de &cidos graxos livres no coracao, o
excesso de acidos graxos e de acetil coenzima-A, gque nao é utilizado
no processo de oxidacgdo, ¢é captado para a sintese de TG (Lewin &
Coleman, 2003). O acutmulo de TG no tecido cardiaco tem sido
associado a cardiomiopatias, sugerindo que o excesso de TG pode ser
téxico (Schaffer, 2003).

Desse modo, a elevagcao na concentragcdao de TG e no
metabolismo aerdbico induzida por DPE sugeriu maior produgao de
radicais livres no miocdrdio, desde que 1 a 2% do oxigénio consumido
na cadeia respiratdéria e transporte de elétrons resulta na formacéao
do radical superdéxido (0, ) (Feuers, 1998). Essa observacado pode ser
confirmada através das concentracgdes elevadas de hidroperdéxido de
lipidio (HP) no tecido cardiaco dos animais que receberam DPE
(Tabela 5 e Figura 5), sugerindo elevacdo da peroxidacgao lipidica.

A lipoperoxidacdo é um processo em cascata desencadeado
pelo ataque de radicais livres aos Aacidos graxos das membranas
bioldgicas. Esse processo envolve a retirada de um &tomo de
hidrogénio de um &cido graxo adjacente, formando dienos conjugados,
que se oxidam em hidroperdéxidos de lipidio (Parfitt et al., 1994).
Através da clivagem do hidroperdéxido ¢é formado o malondialdeido
(MDA) (Thérond et al., 2000), gque aumenta consideravelmente a
toxicidade dos radicais 1livres, sendo considerado como “segundo
mensageiro de toxicidade” (Medeiros et al., 1995). Os aldeidos
produzidos pela peroxidagdo lipidica sd&o marcadores da oxidagdo de
dcidos graxos poliinsaturados. Esses produtos podem se ligar a
apolipoproteina B-100 na superficie da LDL-colesterol,
especificamente aos grupos amino, alterando a carga eletroforética
e, assim, indicando modificacdo oxidativa da LDL (Cotelle, 2001).
Portanto, elevadas concentragdes de MDA induzem oxidacdo das
lipoproteinas séricas, constituindo fator de risco para

aterosclerose (Paolicchi et al., 1999).
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A elevagdao no HP e diminui¢do no MDA observada no grupo
DPE (Tabela 5) sugere que o polifenol pode ter atuado impedindo a
clivagem do hidroperdéxido de lipidio em MDA no miocardio e
interceptando o ©processo de peroxidagao através da redugao de
radicais alcoxil ou peroxil em hidroperdxidos (Cotelle, 2001).

Foi observado que o ©polifenol DPE ©pode atuar na
diminuicdo das concentracdes de MDA em figado de ratos intoxicados
por cadmio (Casalino et al., 2002) e em células 1ntestinais
submetidas ao estresse oxidativo (Manna et al., 1997).

Embora o DPE tenha induzido diminuic¢do nas concentracdes
de MDA, a elevacdo na relacdo HP/SOD e a diminuicdo acentuada nas
atividades da enzima antioxidante catalase, bem como a elevagdao nas
concentragdes de TG e no metabolismo aerdébico cardiaco, podem ser
indicativos de que o DPE apresentou agado prd-oxidante no miocardio
desses animais.

A propriedade antioxidante do polifenol DPE tem sido
geralmente associada a sua habilidade para formar radicais estéveis
a partir de compostos reativos, devido aos grupos hidroxil em sua
estrutura quimica (Ergcok et al., 2003). Entretanto, esses processos
oxidativos (ou auto-oxidacgao) podem ser acompanhados por produgdo de
moléculas prd-oxidantes, como espécies reativas de oxigénio (&nion
superdxido) ou radicais secundarios, que conseqlientemente podem
propagar reagdes em cadeia, constituindo um indesejavel efeito proé-
oxidante dos polifendis (Cotelle, 2001).

Estudos recentes determinaram que a atividade
antioxidante do DPE, bem como sua absorgcdo no organismo é dose-
dependente (Manna et al., 1997; Manna et al., 2000). Visioli et al.
(2000) observaram que a quantidade de DPE excretada na urina de
animais suplementados com o polifenol nado correspondia totalmente a
ingerida, sugerindo que exposigao continua aos polifendis do azeite
de oliva poderia levar a acumulo no organismo em longo prazo.
Estudos 1in vitro determinaram citotoxicidade do DPE apenas em
concentragdes excessivamente maiores do que as encontradas no
consumo habitual de azeite de oliva (Babich & Visioli, 2003).
D’Angelo et al. (2001) nao observaram efeitos adversos para
concentracdes elevadas como 2gDPE/Kg administrada em dose uUnica. Em
nosso estudo, foi determinado o efeito da ingestdo crdénica do DPE em

concentracdes menores (7,5mg DPE/Kg) duas vezes por semana. O
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potencial bioldégico dos polifendis do azeite de oliva foi observado
in vitro. Evidéncias do mesmo efeito antioxidante in vivo necessitam
esclarecimentos.

As diferencgas encontradas na atividade do azeite de oliva
sobre o estresse oxidativo e metabolismo energético, quando
comparadas a atividade de seus componentes isolados, também foram
observadas por outros pesquisadores em trabalhos com extratos de
plantas e seu principio ativo isolado (Reppeto & Llesuy, 2002),
sugerindo gque no azeite de oliva, a existéncia de outros compostos
secundarios, além dos polifendis, atua modulando sua capacidade
antioxidante.

Dessa forma, a habilidade dos polifendis em prevenir a
agcdo de radicais livres sobre a superficie das membranas bioldgicas
(Ercok et al., 2003) e a propriedade do &cido oléico de incorporar-—
se nos fosfolipidios de membrana demonstraram que o azeite de oliva
pode exercer atividade antioxidante direta. Nossos dados
demonstraram que suplementacdo dietética com azeite de oliva exerceu
o efeito protetor mais efetivo sobre os parédmetros séricos, elevando
as concentracdes de HDL e diminuindo o colesterol-LDL, e sobre o

musculo cardiaco, diminuindo o dano oxidativo em proteinas.
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Capitulo 2

Efeitos do Azeite de Oliva e de seus
Componentes sobre o Perfil Lipidico,
Metabolismo Energético e Equilibrio
Oxidante/Antioxidante no Miocardio
de Ratos Submetidos ao Estresse
Oxidativo Experimental



RESUMO

Intmeras condigdes patoldgicas estdo associadas ao estresse
oxidativo. A maioria dessas alteracgdes desenvolve-se lentamente
tornando-se manifestas quando clinicamente instaladas. A ingestdo de
azeite de oliva, rico em polifendis e &cidos graxos monoinsaturados,
tem aumentado nos ultimos anos, na maioria das populagdes. Deste
modo, o estudo do mecanismo de agdo e a determinacdo das propriedades
antioxidantes dos componentes do azeite sobre o metabolismo oxidativo
e energético miocardico, em condigdes de estresse oxidativo, sao de
grande interesse.

No presente trabalho foi determinado o efeito do azeite de oliva
e de seus componentes sobre o misculo cardiaco de animais submetidos
ao estresse oxidativo (EO) experimental. Para tanto, foram utilizados
30 ratos machos, Wistar, 200 g, divididos em 5 grupos (n=6). O grupo
C foi considerado controle. O grupo sob estresse oxidativo (EO)
recebeu butil hidroxitolueno (BHT) (0,044g/dia/rato) via
intraperitoneal, duas vezes por semana. Os animais do grupo EO-AO
foram submetidos ao estresse oxidativo e receberam azeite de oliva
extra-virgem (7,5mL/Kg/2x semana). O grupo EO-AG foi submetido ao
estresse oxidativo e foi tratado com &cido oléico (3,45 mnL/Kg/2x
semana). O grupo EO-DPE recebeu o BHT, para a 1indugcdao do estresse
oxidativo, e o polifenol DPE (7,5mg/Kg/2x semana). Esses componentes
foram administrados por gavagem, durante o periodo de 30 dias.

Animais do grupo EO apresentaram estresse oxidativo caracterizado
por diminui¢do no peso corporal e peso do coragao, elevagao da
concentragcdo de lipoperdxidos e alteracgcdo nas defesas antioxidantes do
miocdrdio. Os tratamentos com azeite de oliva, &cido oléico e DPE néao
induziram melhora no perfil lipidico dos animais submetidos ao EO
experimental. Suplementacdo com azeite de oliva induziu elevagdo nas
defesas antioxidantes superdéxido-dismutase (SOD) —total, Mn-SOD,
catalase e glutationa reduzida (GSH) no miocdrdio de ratos com
estresse oxidativo. Acido oléico elevou as defesas antioxidantes SOD-
total, CuZn-SOD, Mn-SOD e GSH. Embora nao tenham sido observadas
alteragdes nas concentracdes dos marcadores de dano oxidativo,
hidroperdéxido de lipidio, malondialdeido e proteina carbonil nos

grupos EO-AO e EO-AG, o azeite de oliva e o Aacido oléico foram

benericos, elevando a delesa antioxidante do tTec1ido cardiaco SoP
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estresse oxidativo. Administracdo do polifenol DPE induziu aumento na
concentracdo de GSH e na atividade das enzimas antioxidantes SOD-
total, CuZn-SOD e Mn—-SOD, porém elevou as concentracdes de
hidroperdxido de lipidio, triacilglicerdis e o metabolismo aerdbico no
miocadrdio de animais sob estresse oxidativo experimental.

Palavras chave: Azeite de oliva, &cido oléico, polifendis, miocardio,

estresse oxidativo experimental, metabolismo energético.

INTRODUCAO

O azeite de oliva é a principal fonte de gordura na dieta
Mediterrénea, sendo conhecido por seu elevado contetdo de 4acido
graxo monoinsaturado, o &cido oléico (Vicario et al., 1998; Serra-
Majem et al., 2003). A propriedade antioxidante do &acido oléico tem
sido atribuida principalmente a sua estrutura quimica. Desde due
possui apenas uma dupla ligacgdo, o acido oléico é menos susceptivel
ao ataque dos radicais livres e a lipoperoxidacdo do que &acidos
graxos poliinsaturados (Abuja & Albertini, 2001).

A atividade antioxidante do azeite de oliva,
particularmente do conhecido como azeite extra-virgem, também tem
sido relacionada a sua elevada concentracdo de antioxidantes
naturais, os polifendis (Wiseman et al., 1995). Desde que no
processamento para a producdo, o azeite de oliva extra-virgem néao
sofre lavagens sucessivas e ndo é submetido a periodos de intenso
aquecimento e resfriamento, este azeite retém a maioria dos
componentes do fruto original, incluindo os polifendis (Baldioli et
al., 1996; Visioli & Galli, 1998).

O principal polifenol encontrado no azeite de oliva é o
3,4-dihidroxifeniletanol (DPE) (Montedoro et al., 1992). Estudos da
atividade desse componente 1in vitro demonstraram capacidade de
inibigcdo da oxidagdo da lipoproteina de Dbaixa densidade (LDL)-
colesterol (Visioli et al., 1995), reducdo na citotoxicidade
induzida pelo etanol (Wickamasingue et al., 1996) e inducao de
apoptose (Ragione et al., 2002). Entretanto, poucos estudos tém sido

desenvolvidos sobre a acdo do DPE in vivo, nao havendo informacao

sobre os efeitos da ingestdo crénica deste polifenol como medida

terapéutica na diminuicdo do estresse oxidativo.
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A associacdo do estresse oxidativo a aterosclerose e
disfuncgdes vasculares, bem como a alteracdes estruturais no
miocardio (Ferrari et al., 1998; Yue et al., 1999; Droge, 2002;
Ceconi et al., 2003; 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
antioxidantes. Embora os paises Mediterrdneos sejam responsaveis
pela producdo de mais de 95% do azeite de oliva consumido em todo o
mundo, muitas propriedades benéficas podem ser destruidas durante o
processo de envasamento e refinamento.

Espécies reativas de oxigénio (ERO), ou radicais livres,
sdo essenciais para o fornecimento de energia, sinalizac¢do quimica,
detoxificacdo e funcgdo imune e, como conseqgiiéncia, sao continuamente
produzidas no organismo (Droge, 2002). Na maior parte das reagdes
fisioldgicas, a producgao de radicais livres é controlada.
Entretanto, a producdo excessiva desses compostos, sua exposigcao a
oxidantes externos ou diminuicao dos mecanismos de defesa
antioxidante pode resultar em dano no DNA, lipidios e proteinas,
caracterizando o chamado “estresse oxidativo” (Nishyiama et al.,
1998). Durante o estresse oxidativo, espécies reativas de oxigénio,
tais como &anion superdxido (0,), radical hidroxil (OH') e perdxido
de hidrogénio (H,0,) podem produzir danos nos tecidos, como a
peroxidagdo de lipidios das membranas celulares. Lipoperoxidagao é
uma reacdo em cascata provocada pela acdao de radicais livres. Desde
que uma vez 1iniciada, propaga-se continuamente levando a destruicgao
celular. Desta forma, a lipoperoxidagdo e conseqiiente formagdo de
hidroperdéxidos de lipidios depende da presencga de defesas
antioxidantes (Gutteridge & Halliwell, 1990).

O dano produzido pelos radicais livres nas biomoléculas
tem sido associado ao risco elevado para o desenvolvimento de
doencas crbnicas, como cancer e doengas cardiovasculares (Droge,
2002) . Evidéncias recentes tém sugerido gque ERO podem ser
importantes fatores relacionados a disfuncdo cardiaca (Ferrari et

al., 1998; Novelli et al., 2002; Faine et al, 2002; Diniz et al.,

2003) . Ruiz-Guttierrez et al. (1990) observaram elevadas
concentragdes de lipoperdxidos em pacientes com dano cardiaco.
Estudos recentes tém sugerido que o estresse oxidativo poderia

apresentar importante papel na hipertrofia do miocdrdio e no
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aparecimento da insuficiéncia cardiaca (Polidori et al., 2004; Manna
et al., 2004).

O miocdrdio contém grande quantidade de mitocdndrias e
possui elevada taxa de consumo de oxigénio (Henning et al., 1996),
indicando maior susceptibilidade do musculo cardiaco ao estresse
oxidativo e a importédncia do metabolismo energético cardiaco na
produgcdao de radicais livres.

A importéncia do metabolismo energético no muasculo
cardiaco tem sido freqglientemente estudada, entretanto, os efeitos da
ingestdao de azeite de oliva, bem como de seus componentes, Aacido
oléico e polifenol DPE, sobre o metabolismo energético cardiaco e
sua relacdo com o equilibrio oxidante/antioxidante em condigdes de

estresse oxidativo ainda ndo foram estabelecidos.

MATERIAL E METODOS
Animais

Foram wutilizados 30 ratos machos, adultos, Wistar, de
peso médio 200 gramas. Os animais foram provenientes do Biotério
Central da UNESP "campus de Botucatu" e transferidos para o
“Laboratério de Bioquimica na Experimentacdo Animal” do Departamento
de Quimica e Bioquimica, Instituto de Biociéncias, UNESP/Botucatu,
onde permaneceram durante todo o periodo experimental, a temperatura
de 22%x3°C, periodo claro/escuro de 12 horas.

Os animais foram mantidos em gaiolas de pléstico
individuais, recebendo dieta basal (Purina-Labina, 3074, SIF, Purina
Ltd. Campinas, SP, Brasil) e 4&gua destilada ad libitum. Para
permitir a aclimatacdo dos animais, o0os ratos permaneceram nas
condig¢des acima citadas por um periodo de 15 dias antes do inicio do
experimento. Diariamente as gaiolas foram limpas.

Os animais foram divididos em 5 grupos com 6 ratos cada.

Todos—OsS arImals EeCeperam dietd Pasdr & dgud ad 1ibitunm. O grupo
foi considerado controle, sendo tratado com salina (NaCl 0,9%). O
grupo submetido ao estresse oxidativo experimental (EO) recebeu
injecdo intraperitoneal de butil hidroxitolueno (BHT) (0,044g/rato),

dissolvido em etanol 10%, duas vezes por semana. Os animais do grupo
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EO-AO receberam azeite de oliva extra-virgem (Colavita, Italia)
(7,5mL/Kg/dia). O grupo EO-AG foi tratado com &cido oléico (Sigma,
USA) (3,45 mL/Kg/dia). O grupo EO-DPE recebeu o polifenol 3,4-
dihidroxifeniletanol (DPE) (Cayman Chemical, USA) (7,5mg/Kg/dia) .
Esses componentes foram administrados por gavagem, como suplementacgdo
da dieta basal, duas vezes por semana, durante o periodo de 30 dias.
Os grupos EO-AO, EO-AG e EO-DPE foram submetidos ao estresse oxidativo
experimental como no grupo EO. Todos os animais foram pesados
semanalmente.

O azeite de oliva utilizado no presente projeto foi de
procedéncia comercial (Botucatu, Sao Paulo, Brasil) e amostras deste

azeite foram utilizadas para andlise cromatogrdfica de &cidos graxos

(G€C 17-A, Shimatzu, Japao). O contetdo de &acido oléico foi 46%
(Tabela 1). A gquantidade de acido oléico administrada foi calculada

para corresponder a sua concentracdo no azeite de oliva utilizado. A
concentracdo do polifenol DPE que foi administrada corresponde a
concentracdo média de polifendis totais contida em azeite de oliva

extra-virgem de alta qualidade (Montedoro et al., 1992).

Determinacoes Bioquimicas

Apds 30 dias de tratamento, os animais foram sacrificados
por fratura cervical e decapitagéo. O soro foi coletado através de
decapitacdo e separado para as determinagdes das concentragdes de
proteina total (Lowry, 1951), colesterol total (Moura, 1982),
triacilglicerdis (Moura, 1982), lipoproteina de elevada densidade
(HDL) —colesterol (Lopes-Virella et al., 1977), lipoproteina de baixa
densidade (LDL)-colesterol (Friedewald et al., 1972) e lipoproteina
de densidade muito baixa (VLDL) —colesterol (Friedewald et al.,
1972) .

O coracado foi imediatamente retirado, lavado em solucéo

salina gelada (NaCl 0.9%). O ventriculo esquerdo foi separado em
duas porgdes de 200mg. As porgdes (I) foram retiradas, identificadas
e mantidas a 4°C, em cuba de isopor com gelo picado, sendo
posteriormente homogeneizadas em Potter Elvehjem, com pistilo de
teflon, com 5 mL de tampdo fosfato de sédio 0,1M, pH 7,0. Os

homogeneizados foram centrifugados a 10000 rpm por 15 minutos, em

centrifuga refrigerada a -4°C. O sobrenadante foi wutilizado para
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determinacdo da concentracdo de proteinas totais (Lowry, 1951),
triacilglicerdis (Moura, 1982), malondialdeido (MDA) (Satoh, 1978),
hidroperdéxido de lipidio (Jiang et al., 1991), glutationa reduzida
(GSH) (Sedlak & Lindsay, 1968) e atividades das enzimas, glutationa
peroxidase (GSH-Px) (Nakamura et al.,1974), catalase (Aebi, 1974),
superdxido dismutase (SOD-total) (Pucheu, 1995) e as isoenzimas CuZn-
superdéxido dismutase (CuZn-SOD) (Weisiger & Fridovich, 1973) e Mn-—
superdéxido dismutase (Mn-SOD) (Spitz & Oberley, 1989). As atividades
da Mn-SOD foram estimadas através da diferenca entre SOD-total e
CuzZn-SOD. As porgdes (II) foram utilizadas para a determinacdao da
concentragcao de proteina carbonil (Resnick & Packer, 1994). As
leituras espectrofotométricas foram realizadas no espectrofotdmetro
Pharmacia Biotech (974213, Cambridge, England) e em leitor de
microplaca (Bio-tech Instruments, USA). Todos o0s reagentes eram de

procedéncia da Sigma (St. Louis, MO, USA).

Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram expressos em média * desvio
padrdo. A comparacdo entre os grupos foili realizada por andlise de
varidncia (ANOVA) para experimentos inteiramente casualizados,
seguida do teste de Tukey. Dados expressos como mediana * semi-
amplitude total foram comparados através de andlise de variédncia
ndo-paramétrica e respectivo teste de comparac¢des multiplas. O nivel

de significéncia foi de 5% (Norman & Streiner, 1994).

RESULTADOS

Os efeitos adversos do estresse oxidativo nos animais que
receberam BHT (grupo EO) foil caracterizado pela diminuig¢do no ganho
de peso, peso corporal e peso do coracgao (Tabela 2), elevagao na
concentracdo de TG, VLDL e na relacdo TG/HDL no soro (Tabela 3),
elevacdo na concentracdo de HP e alteracdo nas atividades das
enzimas antioxidantes GSH-Px, SOD-total, CuZn-SOD e Mn-SOD (Tabela 4

e Figura 1).
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Os tratamentos com azeite de oliva (EO-AO), com &cido
oléico (EO-AG) e com o polifenol (EO-DPE) em animais submetidos ao
estresse oxidativo experimental ndo induziram alterag¢des no ganho de
peso, peso corporal final, peso do coragdo e relagao peso
coracgdo/peso corporal (Tabela 2).

Nao foram observadas alteracgdes significantes nas
concentracgdes de colesterol total, nas lipoproteinas HDL, LDL e
indice aterogénico entre os grupos. DPE elevou as concentracgdes de
TG e VLDL no soro de animais submetidos ao estresse oxidativo
(Tabela 3).

A suplementacdo dietética com azeite de oliva extra-
virgem em ratos submetidos ao estresse oxidativo cardiaco induziu
elevacdo nas atividades das enzimas antioxidantes SOD-total, Mn-SOD,
catalase e nas concentragdes de GSH, comparada ao grupo EO (Tabela 4
e Figuras 1 e 2). Ratos com estresse oxidativo que receberam &cido
oléico apresentaram elevacdo nas atividades da SOD-total, CuZn-SOD e
Mn—-SOD e nas concentragdes de GSH em relagdao aos grupos EO e EO-AO
(Tabela 4 e Figuras 1 e 2). Também foi observada elevagcdo nas
atividades da SOD-total e Mn-SOD nos animais do grupo EO-AG em
relagcdao ao grupo EO-AO. Administracdo de azeite de oliva e acido
oléico nao alterou as concentragdes de HP, MDA e proteina carbonil
no miocardio dos animais submetidos ao estresse oxidativo
experimental (Tabela 4) . DPE induziu elevacdo acentuada nas
atividades das enzimas SOD-total, CuZn-SOD e Mn-SOD em relacdo aos
demais grupos (Tabela 4 e Figuras 1 e 2). DPE elevou as
concentracdes de HP (Tabela 5).

Na Tabela 6 estao apresentadas as determinacdes
associadas ao metabolismo energético no miocardio. DPE elevou as
concentragdes de triacilglicerdis (Tabela 6 e Figura 3) no miocédrdio

dos animais. Azeite de oliva e &4cido oléico ndo induziram alteracdes

nas atividades das enzimas LDH e CS no tecido cardiaco.
Administracdo oral de DPE elevou a atividade da CS no tecido

cardiaco dos animais (Tabela 6 e Figura 4).
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Tabela 1. Composicdoc e concentracdo de A&cidos graxos no azeite de

oliva utilizado

Acidos graxos Concentragéo (%)
C 16 - palmitico 40,5
C 161 - palmitoléico 0,7
C 15 - estearico 15
C 18:1- 0léico 46
C 182- linoléico 10,3
C 1g:3- linolénico 0,7
C 20:1 - eicosaendico 0,3
Total saturados 42
Total insaturados 58
Total monoinsaturados 47
Total &cido oléico 46

Departamento de Tecnologia de Alimentos — Faculdade de Ciéncias
Agronémicas, UNESP, Botucatu.
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Tabela 2. Peso inicial, ganho de peso absoluto (GP), peso corporal
final (PCF), peso do coragdo e peso do coracdo/ peso total (PC/PT)
no grupo controle (C), submetido ao estresse oxidativo (EO), com EO
e dieta suplementada com azeite de oliva (EO-AO), com EO e &cido

oléico (EO-AG) e com EO e polifenol (EO-DPE)

GRUPOS Concluséo
Parametros Estatistica
C EO EO-AO EO-AG EO-DPE
Peso Inicial 0,46
199,5+9,92 19894582 201,1+5,12 1979+702 2018+7,9
(@) (P>0,05)
GP 6,7
151,5+24 70 112+2322 911+3112 892+2542 852+254a
(9) (P<0,01)
PCF 59
34824271 3115+4,68 292,2+3312  286,6 £ 19,12 288,4+24,12
(9) (P<0,05)
Peso Coracéo 6,27
1,2+0,2> 0,980,072 0,93+0,142 0,91+0,05¢ 0,92+ 0,062
(9) (P<0,05)
PC/PT 0,00
3,2+0,22 32+0,12 3,2+0,32 32+0,12 3,2+0,22
(mg/g) (P>0,05)

Resultados sdo expressos como média * desvio padrdo. Letras distintas indicam diferenca significante entre os
grupos.
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Tabela 3. Concentracées de colesterol total, lipoproteina de elevada
densidade (HDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL), lipoproteina
de densidade muito baixa (VLDL), triacilglicerdis (TG) e relacéo
TG/HDL no soro de animails submetidos ao estresse oxidativo (EO) e
tratados com EO e azeite de oliva (EO-AO), com EO e &cido oléico

(EO-AG) e com EO e polifenol (EO-DPE)

GRUPOS
Determinagoes Conclusio
Bioquimicas Estatistica
C EO EO-AO EO-AG EO-DPE
Colesterol 0,31
89,6+19,42  96,2+14,12  935+20,9¢  93,3+1552  102,0+20,12
(mg/dL) (P>0,05)
HDL 0,52
35,045,42 29,147 62 28,6+7,62 27,246,52 32,3+7,32
(mg/dL) (P>0,05)
LDL 0,73
42,518,442 53,746,442  51,9+13,52 47,8+9,6° 44,7+14,9
(mg/dL) (P>0,05)
VLDL* 14,8
7,6+3,72 15,5+11,3>  16,7+9,4bc 17,814 8bc 24 415 8¢
(mg/dL) (P<0,01)
TG* 6,7
38,2+18,52  77,7456,8°  83,7447,4bc 89,2423 9bc 1221429 4¢
(mg/dL) (P<0,01)
114
TG/HDL 1,1610,16° 2,840,9 3,241,120 3,310,6° 3,8+0,7°

(P<0,0001)

Resultados sdo expressos como média * desvio padrdo. Letras distintas indicam diferenca significante entre os
grupos.*Valor expresso como mediana * semi-amplitude total.
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Tabela 4. Atividades das enzimas superdéxido dismutase total (SOD-
total), CuZn-superdxido dismutase (CuZn-S0OD), Mn-superdéxido
dismutase (Mn-S0OD) , glutationa peroxidase (GSH-Px), catalase e
concentracgdes de glutationa reduzida (GSH) e proteina no tecido
cardiaco dos animais controles (C), submetidos ao estresse oxidativo
experimental (EO), com EO e tratados com azeite de oliva (EO-AO),

com EO e acido oléico (EO-AG) e com EO e polifenol (EO-DPE)

Determinagoes GRUPOS Conclusao
Bioquimicas Estatistica
C EO EO-AO EO-AG EO-DPE
SOD-total 74,2
13,1+1,82 28,316,2° 49,5+14,7¢  79,9+11,49  107,1£14,2¢
(U/mg prot.) (P<0,0001)
Cuzn-SOD 23,53
1,2540,32 1,7£0,1° 1,920,30¢ 2,2+0,2¢4 2,4+0,16¢
(U/mg prot.) (P<0,0001)
Mn-SOD 71,94
11,8£2,12 26,616,2° 475+14,5¢  77,6811,5¢ 104,514 4¢
(U/mg prot.) (P<0,0001)
GSH-Px 8,39
59,1£14, 9> 37,249 4a 33,5+4 42 39,0+8,52 28,619,22
(U/mg tec.) (P<0,01)
Catalase 8,13
84241482  68,9£2512  139,4+54,2> 68,6+2842  42,1+1522
(Ulg tec.) (P<0,01)
GSH 14,7
3,0£0,32 3,5+0,32 4,610,6° 6,3£1,1° 5,4 £1,4bc
(umol/g tec.) (P<0,001)
Proteina 1,66
135+225 109+062 119+122 123+172 122+11a
(9%) (P>0,05)

Resultados sdo expressos como média * desvio padrdo. Letras distintas indicam diferenca significante entre os
grupos.
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Tabela 5. Concentracdes de hidroperdxido de lipidio (HP), malondialdeido

(MDA) e proteina carbonil no tecido cardiaco dos animais controles

(C), submetidos ao estresse oxidativo experimental (EO), com EO e

tratados com azeite de oliva (EO-AO), com EO e acido oléico (EO-AG) e

com EO e polifenol (EO-DPE)

Determinagées GRUPOS Conclusao

Bioquimicas c EO EO-AO EO-AG EO-DPE Estatistica

HP 14,09
119,4+29,82 172,9+32,7>  181,4+11,1>  200,4+54,9> 312,9+54,7¢

(nmol/g tec.) (P<0,0001)

MDA 3,24
14,5+1,2e 17,343,720 15,7446 22,015,50 14,7+3,52

(nmol/g tec.) (P<0,05)

Proteina Carbonil 2,56
5,6+1,42 4,4+0,82 4,1+1,22 5,8+1,62 5,4104a

(nmol/mg prot.) (P>0,05)

Resultados sdo expressos como média * desvio padrdo. Letras distintas indicam dife
grupos.

renca significante entre os
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SOD-total (U/mg proteina)

Figura 1.
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Atividades da SOD-total e concentracgdes de hidroperdéxido de
lipidio (HP) no miocdrdio de animais controle (c),
submetidos ao estresse oxidativo (EO), submetidos ao EO e
tratados com azeite de oliva (EO-AO), submetidos ao EO e
tratados com &cido oléico (EO-AG) e submetidos ao EO e
tratados com DPE (EO-DPE) durante 30 dias. Valores em média
+ desvio padréo. Letras distintas indicam diferencga

significante entre grupos (p<0,05).
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Figura 2. Atividades da  Mn-SOD, catalase e concentragdes de
glutationa reduzida (GSH) no miocdrdio de animais controle
(C), submetidos ao estresse oxidativo (EO), submetidos ao
EO e tratados com azeite de oliva (EO-AO), submetidos ao EO
e tratados com &cido oléico (EO-AG) e submetidos ao EO e
tratados com DPE (EO-DPE) durante 30 dias. Valores em média
+ desvio padréao. Letras distintas indicam diferenca

significante entre grupos (p<0,05).
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Tabela 6. Concentracdées de triacilglicerdis (TG) e atividades das
enzimas lactato desidrogenase (LDH) e citrato sintase (CS) no tecido
cardiaco dos animais controle (C), submetidos ao estresse oxidativo
experimental (EO), com EO e tratados com azeite de oliva (EO-AO),

com EO e &cido oléico (EO-AG) e com EO e polifenol (EO-DPE)

Conclusao
Determinagdes GRUPOS .
Estatistica
Bioquimicas
c EO EO-AO EO-AG EO-DPE
TG 10,9
_ 41+06° 481070  54+04° 514040  TA1£15
(mg/g tecido) (P<0,0001)
LDH 1,03
_ 1236£6,3° 144842072 146,717,320 152142382  161,746,5°
(Ufg.tecido) (P>0,05)
cs 23,9
| 298+42% 973145 286479 218453  466+23
(U/g.tecido) (P<0,0001)

Resultados sdo expressos como média + desvio padréo. Letras distintas indicam diferenga significante
entre 0s grupos.
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Figura 3. Concentracdes de hidroperdéxido de lipidio (HP) e

triacilglicerdis (TG) no miocdrdio de animais controle (C),
submetidos ao estresse oxidativo (EO), submetidos ao EO e
tratados com azeite de oliva (EO-AO), submetidos ao EO e
tratados com &cido oléico (EO-AG) e submetidos ao EO e
tratados com DPE (EO-DPE) durante 30 dias. Valores em média
+ desvio padrao. Letras distintas indicam diferenca

significante entre grupos (p<0,05).
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Figura 4. concentracédes de hidroperéxido de lipidio (HP) e atividades
da citrato sintase (CS) no miocadrdio de animais controle
(C), submetidos ao estresse oxidativo (EO), submetidos ao
EO e tratados com azeite de oliva (EO-AO), submetidos ao EO
e tratados com &cido oléico (EO-AG) e submetidos ao EO e
tratados com DPE (EO-DPE) durante 30 dias. Valores em média
+ desvio padrao. Letras distintas indicam diferenca

significante entre grupos (p<0,05).
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DISCUSSAO

O desenvolvimento de inumeras condigdes patoldgicas,
incluindo diabetes, dano renal, enfisema pulmonar, artrite
reumatéide e doencas cardiovasculares tem sido relacionado a
producdo elevada de lipoperdéxidos e alteracdo na atividade de
enzimas antioxidantes (Ferreira & Matsubara, 1997; Abuja &
Albertini, 2001; Doi et al., 2001; Ceconi et al., 2003). Nessas
condigdes, compostos das dietas, como o azeite de oliva, bem como
seus componentes menores, que possuem atividade antioxidante,
poderiam exercer efeitos benéficos, aumentando as defesas celulares
contra o dano oxidativo.

No presente trabalho, animais do grupo EO apresentaram
diminui¢cdo do ganho de peso, peso corporal final e peso do coragao
em relagdao ao grupo controle (Tabela 2).

O estresse oxidativo miocadrdico foi caracterizado pela
diminuicdo da atividade da GSH-Px e elevacdo nas concentracdes de
hidroperdéxido de lipidio (HP) e nas atividades da SOD (Tabelas 4 e 5
e Figura 1). O BHT administrado duas vezes por semana pelo periodo
de 30 dias constituiu um agente estressor em longo prazo, permitindo
a adaptacdo do tecido cardiaco a elevacao do estado oxidante. Essa
adaptacéo do sistema antioxidante no miocardio pode estar
relacionada a acdao das espécies reativas de oxigénio como
sinalizadores celulares, interferindo em fatores de transcrigdo que
regulam os mecanismos de defesa antioxidante (Chen et al., 2003).

Tem sido demonstrado que embora o BHT possa apresentar
atividade antioxidante (Babich, 1982), quando administrado em doses
elevadas, pode exercer efeito prd-oxidante no organismo (Nakagawa,
1987; Sokolove et al., 1996). Desse modo, animais do grupo EO
apresentaram elevagcdao nas concentragcdes de HP, independente da
alteracdo na atividade da enzima antioxidante SOD, caracterizando
uma situacdo de elevacdo nos sistemas oxidantes no miocardio desses
animais. Além disso, a atividade da GSH-Px esteve diminuida,
enquanto a catalase nao se alterou (Tabela 4 e Figura 2) no
miocadrdio dos animais do grupo EO em relagdao ao grupo controle,
sugerindo diminuicéao da relacao entre 0s sistemas

antioxidante/oxidante, podendo resultar no acumulo de intermediédrios

téxicos no tecido cardiaco do grupo EO. Portanto, a administracédo de
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BHT serviu aos propdsitos do trabalho, induzindo estresse oxidativo
no miocdrdio dos animais.

Também foram observadas alteragdes no perfil 1lipidico
sérico de animais do grupo EO em relagdo aos animais controles,
através da elevacdo nas concentracdes de TG, VLDL e na relacao
TG/HDL (Tabela 3), as quais constituem fatores de risco para
alteracdes cardiovasculares (Amaganijan e Batlouni, 2000; Abuja e
Albertini, 2001). Estudos recentes tém demonstrado que o tamanho da
ILDL estd inversamente associado a concentracdo de triacilglicerdis
(Bloomgarden, 2002). Particulas de LDL ricas em triacilglicerdis tém
menor tamanho e s&o mais suscetiveis a oxidacdo (Brizzi et al.,
2003) . Essas observagdes sugerem que o EO experimental induziu maior
susceptibilidade de oxidagao da LDL, através do aumento da
concentracadao de TG.

A associacéao do estresse oxidativo com doencas
cardiovasculares tem elevado a procura de agentes antioxidantes
naturais (Ng et al., 1999). Antioxidantes s&o substé&ncias capazes de
prevenir os efeitos deletérios da oxidagdo, inibindo o inicio da
lipoperoxidacdo, seqliestrando radicais 1livres e/ou quelando ion
metdlicos (Abuja & Albertini, 2001).

O consumo de azeite de oliva tem sido elevado na maioria
das populagdes para prevencgao das doencgas cardiovasculares devido ao
seu elevado contetdo de antioxidantes naturais (polifendis) e acidos
graxos monoinsaturados (adcido oléico) (Wiseman et al., 1996; Lima et
al., 2000; Serra-Majem et al., 2003) . Intmeros estudos tém
apresentado os efeitos Dbenéficos do azeite de oliva sobre os
lipidios séricos (Aviram & Eias, 1993; Wiseman et al., 1996;
Nicolaiew et al., 1998), porém, pouco é conhecido sobre os efeitos
do azeite de oliva e de seus componentes em condigdes de estresse
oxidativo.

A suplementagdo com azeite de oliva e seus componentes
ndo alterou o ganho de peso, peso final e peso do coragao dos
animais sob estresse oxidativo (Tabela 2).

Na Tabela 3 pode-se observar que os tratamentos com
azeite de oliva e 4&cido oléico nédo alteraram o perfil 1lipidico

sérico, enquanto o DPE agravou a elevacgdo de TG e VLDL induzida pelo

estresse oxidativo experimental nesses animais.
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A andlise do sistema antioxidante no miocardio dos
animais demonstrou que as suplementacdes com azeite de oliva e &cido
oléico elevaram as atividades da SOD-total e de suas isoenzimas
CuZn-SOD e Mn-SOD (Tabela 4 e Figuras 1 e 2).

A SOD corresponde a uma familia de enzimas com papel
antioxidante, responsavel por catalisar a dismutagdo do é&anion
superdéxido em perdxido de hidrogénio. Suas principais isoformas,
CuZn-SOD e Mn-SOD, estdo localizadas no citosol e na mitocdndria,
respectivamente (Ferreira & Matsubara, 1997). Desde que a cadeia
respiratdéria mitocondrial é a principal fonte intracelular de &nions
superdxido, a atividade da Mn-SOD ¢é de grande importancia na
regulacao dos niveis de superdéxido mitocondrial (Chen et al., 2003).
Doi et al (2001) sugeriram gque atividades diminuidas de Mn-SOD no
tecido cardiaco de animais diabéticos poderiam ser um fator-chave
para o desenvolvimento de disfung¢des cardiacas. Desse modo, a
elevacdo da atividade da Mn-SOD em coracgdes de animais submetidos ao
estresse oxidativo (Tabela 4 e Figura 2) constituiu efeito benéfico
da ingestdo de azeite de oliva e de &cido oléico.

Animais que receberam azeite de oliva e animais tratados
com &cido oléico nédo apresentaram alteragdes na atividade da GSH-Px
e demonstraram elevacgdo na concentragcdo de GSH (Tabela 4 e Figura
2).

A glutationa (GSH) é conhecida como o principal
antioxidante de baixo peso molecular no citoplasma (De La Lastra et
al., 2002; Rebrin et al., 2003). Além de atuar na detoxificacao de
espécies reativas de oxigénio, a glutationa reduzida é coenzima para
a atividade da GSH-Px, enzima de papel essencial contra o estresse
oxidativo (Therond et al., 2000).

Diminuig¢do nas concentragdes de GSH tem sido observada no
envelhecimento (Rebrin et al., 2003) e na isquemia miocéardica,
associada a diminuicdo na atividade da Mn-SOD (Ceconi et al., 2003).

Desde que o estresse oxidativo pode ser evidenciado pelo

acumulo celular de hidroperdéxidos de lipidios ou por produtos

intermedidrios como o malondialdeido (MDA) , e Pp‘lm estado redo da

glutationa (GSH) (Ceconi et al., 2003), a redugdao da peroxidacao
lipidica pelo azeite de oliva tem sido atribuida ndo somente a
redugdo de lipoperdxidos, como também a elevacdo da defesa

antioxidante do sistema glutationa (De La Cruz, 2000; De La Lastra,
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2002) . Massaro et al. (2002) observaram efeito benéfico do &cido
oléico na prevencgdo da diminuicdo de GSH intracelular. Desse modo,
apesar de nao terem sido observadas alteragdes nas concentragdes de
HP, MDA e de proteina carbonil nos grupos EO-AO e EO-AG (Tabela 5),
o azeite de oliva e o &cido oléico induziram efeitos benéficos,
através da melhora do sistema antioxidante no miocardio sob estresse
oxidativo. Além da elevacdo na GSH e SOD, o azeite de oliva induziu
elevacdo na atividade da catalase (Tabela 4), uma das enzimas
responsaveis pela conversdo de perdxido de hidrogénio em &gua
(Therond et al., 2000), promovendo assim, melhor resposta
antioxidante do que a ingestao de acido oléico.

Suplementagdo com azeite de oliva tem sido relacionada a
diminui¢do da lipoperoxidagcdo em lesdes gastricas (De La Lastra,
2002) e em coelhos hiperlipémicos (De La Cruz et al., 2000).
Intmeros estudos tém atribuido esses efeitos benéficos do azeite de
oliva sobre a lipoperoxidacdo a sua elevada concentracdo de
polifendis, especialmente o 3,4-dihidroxifeniletanol (DPE) (Manna et
al., 1997; Baldioli et al., 1996; Visioli et al., 1998; Visioli &
Galli, 1998; Tuck & Hayball, 2002). Esses fitoguimicos podem atuar
através da modulacdo de enzimas antioxidantes (Ferrari & Torres,
2003) .

Nossos resultados demonstraram que a suplementacdo com
DPE elevou a atividade das enzimas antioxidantes SOD-total, CuzZn-SOD
e Mn-SOD em comparagao com oS grupos EO e EO-AO (Tabela 4 e Figuras
1 e 2). Apesar da elevagdo no sistema antioxidante, foi observada
concentracdo elevada de HP no miocdrdio de animais gque receberam DPE
(Tabela 5 e Figura 1), indicando gque o polifenol também atuou
elevando a lipoperoxidagdo no tecido cardiaco dos animais sob
estresse oxidativo.

A propriedade antioxidante do polifenol DPE tem sido
geralmente associada a sua habilidade para formar radicais estaveis
a partir de compostos reativos, devido aos grupos hidroxil em sua
estrutura quimica. Entretanto, esses processos oxidativos (ou auto-

oxidacd&o) podem ser acompanhados por producdo de moléculas pré-

oxidantes, como espécies reativas de oxigénio ou radicais
secundarios, 0SS quais sao mails reativos do que os radicais

primdrios, que conseqglientemente podem propagar reagdes em cadeia,
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constituindo wum indesejavel efeito prdé-oxidante dos polifendis
(Cotelle, 2001).

Embora DPE nao tenha alterado as concentracdes de MDA e
de proteina carbonil (Tabela 5), a elevacao nas defesas
antioxidantes e de hidroperdéxido de lipidio é indicativo de que o
polifenol DPE atuou elevando a carga oxidativa no tecido cardiaco
dos animais sob estresse oxidativo.

Essas observagcdes podem ser comprovadas através da
determinacdo do metabolismo energético cardiaco (Tabela 6). O azeite
de oliva e o &acido oléico ndo induziram alteracdes nas concentracdes
de TG e nas atividades das enzimas das vias metabdlicas.

No grupo que recebeu DPE foi observada elevagdo na
concentragdao de triacilglicerdis no tecido cardiaco (Tabela 6 e
Figura 3) e nas atividades da CS (Tabela 6 e Figura 4). Através da
f-oxidacdo na matriz mitocondrial, a cadeia de carbonos dos &cidos
graxos provenientes dos triacilglicerdis é progressivamente
degradada em moléculas de acetil coenzima-A, que s&o completamente
metabolizadas no ciclo do citrato (Carvajal & Sanchez, 2003). Quando
a concentragcdao de acetil coenzima-A excede a capacidade de
metabolizagdo pelo ciclo do citrato, ou quando a velocidade desta
via é limitada pela elevagao no ATP, moléculas de acetil coenzima-A
sdo transportadas para o citosol pela carnitina translocase (Sabbah
& Stanley, 2002; Lewin & Coleman, 2003). No citosol, elevadas
concentracdes de acetil coenzima-A ativam a acetil coenzima-A
carboxilase, favorecendo a sintese de malonil Co-A, gque controla a
entrada de &cidos graxos ativados para a matriz mitocondrial (Sabbah
& Stanley, 2002). Os &cidos graxos no citosol permanecem estocados
como triacilglicerdis, sendo passiveis de sofrer a acdo de ERO,
aumentando a susceptibilidade a oxidacao (Schaffer, 2003). Estas
observagdes poderiam explicar a elevagdo nas atividades da CS e o
aumento nas concentrag¢des de HP nos animais do grupo EO-DPE (Tabelas
5 e 6 e Figura 4).

O metabolismo oxidativo dos nutrientes e produgdao de

energia na mitocdédndria constitui a principal fonte de radicais

livsres (Cn##aridqp & Halliwell, 1990, Feuers, 1998) Q actimulo de

triacilglicerdis no tecido cardiaco tem sido relacionado a
cardiomiopatias e toxicidade (Schaffer, 2003). Dessa forma, os

resultados obtidos sugerem que o DPE apresentou efeito pré-oxidante

Capitulo 2 52



no miocardio de animais sob estresse oxidativo, através da elevacao
do metabolismo aerdbico, da concentracdo de triacilglicerdéis e da
elevagao da lipoperoxidagao cardiaca.

Embora muitos estudos tenham demonstrado a atividade
antioxidante do DPE em sistemas bioldgicos, a maioria dessas
pesquisas foi realizada in vitro, ou verificando o efeito da
administracdo de dose Unica do DPE (Babich & Visioli, 2003; Tuck &
Hayball, 2002; D’Angelo et al., 2001). Desde que a atividade
antioxidante do DPE, bem como sua absorgcdo no organismo é dose-
dependente (Manna et al., 1997; Manna et al, 2000) e que, portanto,
exposigdo continua aos polifendis do azeite de oliva pode levar a
acumulo no organismo em longo prazo (Visioli et al.,2000), estudos
que evidenciem o efeito da ingestdao crdnica desse polifenol sao de
grande importéncia. Em nosso estudo foram administradas quantidades
de DPE correspondentes as contidas no azeite de oliva rico em
polifendis. O potencial bioldgico dos polifendis do azeite de oliva
foi demonstrado in vitro. Evidéncias do mesmo efeito antioxidante in
vivo necessitam ainda esclarecimentos.

As diferencas encontradas na atividade antioxidante do
azeite de oliva, quando comparada a atividade de seus componentes
separados também foram observadas por outros pesquisadores em
pesquisas realizadas com extratos de plantas e seu principio ativo
isolado (Reppeto & Llesuy, 2002).

No presente trabalho, o azeite de oliva foi o mais
efetivo promovendo o) melhor efeito sobre o) equilibrio
oxidante/antioxidante no miocardio dos animais sob estresse
oxidativo. Diferencas no potencial antioxidante do azeite de oliva e
de seus componentes isolados podem ser atribuidas a existéncia de
compostos secunddrios no azeite, capazes de modular sua capacidade
antioxidante. E conhecido o fato que antioxidantes naturais séao
encontrados na natureza em varias combinag¢des, diferindo no tipo e
quantidade de antioxidantes. Fatos como estes permitem a atuacgao
conjunta de diferentes antioxidantes, aumentando consideravelmente a

eficdcia da resposta contra o estresse oxidativo (Fuhrman & Aviram,

2001) .
Os resultados obtidos demonstraram que o polifenol DPE
induziu elevagdo no sistema oxidante no miocdrdio de animais

submetidos ao estresse oxidativo. As suplementacgdes dietéticas com
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azeite de oliva e &4cido oléico ndo induziram melhora na dislipidemia
induzida pelo estresse oxidativo. O azeite de oliva induziu a melhor
resposta antioxidante no miocardio de animais sob estresse oxidativo

experimental.
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Capitulo 3

Consideracoes Finais



Por muitos anos, o azeite de oliva tem sido aceito pelos
pesquisadores e pelas populagdes como promotor de diversos efeitos
benéficos, sendo, portanto, recomendado tanto na prevengao como
durante o tratamento de doencas cardiovasculares.

Alteracgdes cardiovasculares, assim como a maioria das
condigdes patoldgicas, sao conhecidas por suas implicagdes no
equilibrio do sistema oxidante/antioxidante celular. No presente
estudo, foi confirmada a acdo benéfica do azeite de oliva sobre a
lipidemia, como meio de prevencdo de doengas cardiovasculares.
Entretanto, em condicgdes de alteracao do sistema
oxidante/antioxidante, o azeite de oliva ndo foi suficiente para
induzir melhora no perfil lipidico.

No tecido cardiaco, o azeite de oliva apresentou acéao
antioxidante direta em ratos normais e elevacdo do sistema
antioxidante enddégeno em ratos submetidos ao estresse oxidativo.
Estas observagdes indicam dque o azeite de oliva poderia ser
utilizado na prevencdo de doengas cardiovasculares e como medida
auxiliar no tratamento de patologias cardiacas.

O efeito antioxidante do azeite de oliva extra-virgem
pode ser atribuido em parte a sua elevada concentragao de acidos
graxos monoinsaturados. O 4&acido oléico induziu efeitos benéficos
sobre a lipidemia e o tecido cardiaco de animais normais e sob
estresse oxidativo, porém, o conjunto de efeitos mais seguro e
efetivo foi alcancado através da ingestdo do azeite de oliva. Esse
resultado sugere que os polifendis tém um importante papel nos
efeitos do azeite de oliva.

A ciéncia médica tem demonstrado grande interesse sobre
os polifendis do azeite, devido ao potencial antioxidante desses
componentes. Recentemente, o DPE, também conhecido por
hidroxitirosol, tem sido comercializado para as populagdes como
suplemento dietético, embora a maioria das pesquisas sobre este
composto compreenda apenas efeitos agudos sobre marcadores de
estresse oxidativo e colesterolemia. Neste estudo, a administracao
crébnica do DPE induziu efeitos prejudiciais ao tecido cardiaco,
evidenciados pela acdo sobre o metabolismo energético. O consumo
crdbnico de DPE agravou os efeitos prejudiciais induzidos pelo

estresse oxidativo experimental no coragdo, demonstrando ser ainda
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prematura a recomendacdo do consumo desse componente isolado para a

populacao.
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