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CuZn-SOD – Cobre zinco-superóxido dismutase 

DPE – 3,4-dihidroxifeniletanol 
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O2
- 
- Radical superóxido 

OH• - Radical hidroxil 
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 Inúmeros estudos epidemiológicos sugerem que o azeite de 

oliva contribui significantemente para a diminuição da incidência de 

doenças cardiovasculares. Evidências recentes indicam que os efeitos 

benéficos do azeite de oliva não estão relacionados somente ao seu 

elevado conteúdo de ácido oléico, mas também às propriedades 

antioxidantes dos seus polifenóis.  Tendo em vista o aumento no 

consumo de azeite de oliva em diversas populações e a falta de 

conhecimentos sobre a influência do azeite e de seus componentes 

sobre o tecido cardíaco, o presente trabalho teve por objetivo 

determinar os efeitos do azeite de oliva e de seus componentes ácido 

oléico e polifenol 3,4-dihidroxifeniletanol (DPE) sobre o estresse 

oxidativo e metabolismo energético no coração de ratos. Para tanto, 

24 ratos, Wistar, 200g, foram divididos em 4 grupos com 6 ratos cada. 

Todos os animais receberam dieta basal e água 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 foi tratado com ácido 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 período de 30 dias. Os resultados demonstraram que 

o azeite de oliva foi mais efetivo do que seus componentes isolados 

em melhorar o perfil lipídico, elevando a HDL e diminuindo a LDL-

colesterol. O azeite de oliva induziu efeito antioxidante direto no 

miocárdio, desde que foi observada diminuição na atividade da enzima 

antioxidante superóxido dismutase e redução da concentração de 

proteína carbonil. A ingestão isolada do polifenol do azeite 

(considerado potencial antioxidante), induziu elevação no 

metabolismo aeróbico e na concentração de triacilgliceróis e 

hidroperóxidos de lipídio no miocárdio, indicando atividade pró-

oxidante deste polifenol no tecido cardíaco.  

Palavras chave: azeite de oliva, ácido oléico, polifenóis, estresse 

oxidativo, metabolismo energético.  
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 Desde a Antigüidade, o óleo obtido do fruto da oliveira 

(Olea europaea) tem sido reconhecido por suas propriedades 

medicinais. Recentes estudos sobre o azeite de oliva têm sugerido 

que seus componentes secundários podem ter mais efeitos sobre a 

saúde do que se pensava anteriormente (Visioli et al., 1998; De La 

Cruz, 2000; Casalino et al., 2002). 

A composição do azeite de oliva tem o ácido oléico como o 

principal ácido graxo monoinsaturado, compreendendo entre 55% e 85% 

do conteúdo total de ácidos graxos. Ácidos graxos monoinsaturados, 

por possuírem apenas uma dupla ligação em sua estrutura, são menos 

susceptíveis do que ácidos graxos poliinsaturados à lipoperoxidação 

provocada por radicais livres (Ruiz-Gutierrez et al., 1990).   

Radicais livres ou espécies reativas de oxigênio (ERO) 

são átomos ou moléculas com um ou mais elétrons não-pareados em sua 

última camada, sendo continuamente produzidas em organismos aeróbios 

(Droge, 2002). Na produção excessiva de radicais livres, ou redução 

das defesas antioxidantes, caracteriza-se o chamado “estresse 

oxidativo” (Nishyiama et al., 1998). Em proteínas, as ERO causam a 

peroxidação protéica, incorrendo em formação de proteína carbonil e 

alterações funcionais nas células (Sohal & Weindruch, 1996). Nos 

lipídios, a ação dos radicais livres resulta na peroxidação dos 

lipídios insaturados das membranas celulares, podendo levar à perda 

de função e lise celular (Gutteridge & Halliwell, 1990). 

Dessa forma, quando incorporados nos fosfolipídios de 

membranas celulares, os ácidos graxos monoinsaturados provenientes 

do azeite de oliva podem diminuir a susceptibilidade das membranas à 

ação de espécies reativas de oxigênio (ERO).  Essa observação é de 

especial importância para o miocárdio, que possui elevada taxa de 

Radicais Livres

Fosfolipídios

Proteína

Mitocôndria

Lipoperoxidação

Proteína carbonil

Radicais Livres

Fosfolipídios

Proteína

Mitocôndria

Lipoperoxidação

Proteína carbonil

Figura 1.  Ação das 
Espécies Reativas de 
Oxigênio nos 
componentes celulares. 
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consumo de oxigênio (Henning et al., 1996), sendo mais susceptível 

ao estresse oxidativo. 

Além do seu elevado conteúdo de ácido oléico, o azeite de 

oliva também é importante fonte de antioxidantes naturais, como os 

polifenóis.  Os polifenóis são os responsáveis pela textura e aroma 

característico do azeite, conferindo à oliva elevada resistência à 

oxidação (Montedoro et al., 1992). O principal polifenol encontrado 

no azeite de oliva é o 3,4-dihidroxifeniletanol (DPE) (Montedoro et 

al., 1992). Nos últimos anos, muitos estudos têm sido realizados 

sobre a atividade biológica 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 têm sido 

atribuídas ao DPE, impedindo a ação dos radicais livres (Casalino et 

al., 2002; Erçok et al., 2003), incluindo diminuição da 

susceptibilidade de oxidação da lipoproteína de baixa densidade 

(LDL) e no desenvolvimento da aterosclerose (Visioli et al., 1995). 

Por outro lado, as atividades biológicas do DPE, bem como 

dos antioxidantes em geral, podem não estar somente relacionadas à 

sua capacidade de combater radicais livres. Na verdade, essas 

moléculas podem atuar nas células como moduladores na transdução de 

sinal (Ragione et al., 2002), podendo também interferir no 

metabolismo energético. Alterações no metabolismo energético têm 

sido relacionadas ao estresse oxidativo (Novelli et al., 2002; Diniz 

et al., 2002; Faine et al., 2003). 

 Apesar de existirem evidências científicas que 

fundamentam os efeitos benéficos da suplementação 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 não foram 

estabelecidos.  

 Considerando que o elevado consumo de azeite de oliva 

pode estar associado a atividades antioxidantes de seus componentes 

e a suas implicações no metabolismo energético, o presente trabalho 

teve por objetivo determinar os efeitos do azeite de oliva e de seus 

componentes, ácido oléico e polifenol DPE, sobre o estresse 

oxidativo e metabolismo energético no músculo cardíaco de ratos. 
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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 “Laboratório de 

Bioquímica na Experimentação Animal” do Departamento de Química e 

Bioquímica, Instituto de Biociências, UNESP/Botucatu, onde 

permaneceram durante todo o período experimental, à temperatura de 

22±3°C, período claro/escuro de 12 horas. 

Os animais foram mantidos em gaiolas de plástico 

individuais, recebendo dieta basal (Purina-Labina, 3074, SIF, Purina 

Ltd. Campinas, SP, Brasil) e água destilada ad libitum. Para 

permitir a aclimatação dos animais, os ratos permaneceram nas 

condições acima citadas por um período de 15 dias antes do início 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 água ad libitum. O grupo C 

foi 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 suplementação de aproximadamente 4% 

da dieta. O grupo AG foi tratado com ácido 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 suplementação da dieta basal, duas 

vezes por semana, durante o período de 30 dias. Todos os animais foram 

pesados semanalmente. 

O azeite de oliva utilizado no presente projeto foi de 

procedência comercial (Botucatu, São Paulo, Brasil) e amostras deste 

azeite foram utilizadas para análise cromatográfica de ácidos graxos 

(GC 17-A, Shimatzu, Japão). O azeite de oliva utilizado apresentou 

concentração de 46% de ácido oléico (Tabela1). A quantidade de ácido 

oléico administrada foi calculada para corresponder à sua 

concentração no azeite de oliva utilizado. A concentração do 

polifenol DPE que foi administrada, corresponde à concentração média 
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de polifenóis totais contida em azeite de oliva extra-virgem de alta 

qualidade (Montedoro et al., 1992). 

 

Determinações Bioquímicas 

 

Após 30 dias de tratamento, os animais foram sacrificados 

por fratura cervical e decapitação. O soro foi coletado através de 

decapitação e separado para as determinações das concentrações de 

proteína total (Lowry, 1951), colesterol total (Moura, 1982), 

triacilgliceróis (Moura, 1982), lipoproteína de elevada densidade 

(HDL)-colesterol (Lopes-Virella et al., 1977), lipoproteína de baixa 

densidade (LDL)-colesterol (Friedewald et al., 1972) e lipoproteína 

de densidade muito baixa (VLDL)-colesterol (Friedewald et al., 

1972). 

O coração foi imediatamente retirado, lavado em solução 

salina gelada (NaCl 0.9%). O ventrículo esquerdo foi separado em 

duas porções de 200mg. As porções (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 tampão fosfato de sódio 0,1M, pH 7,0. Os 

homogeneizados foram centrifugados a 10000 rpm por 15 minutos, em 

centrífuga refrigerada a -4°C. O sobrenadante foi utilizado para 

determinação da concentração de proteínas totais (Lowry, 1951), 

malondialdeído (MDA) (Satoh, 1978), hidroperóxido de lipídio (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), superóxido dismutase 

total (SOD-total)(Pucheu, 1995) e as isoenzimas CuZn- superóxido 

dismutase (CuZn-SOD)(Weisiger & Fridovich, 1973) e Mn-superóxido 

dismutase (Mn-SOD)(Spitz & Oberley, 1989). A atividade da Mn-SOD foi 

estimada através da diferença entre SOD-total e CuZn-SOD. As porções 

(II) foram utilizadas para a determinação da concentração de 

proteína carbonil (Resnick & Packer, 1994). As leituras 

espectrofotométricas foram realizadas no espectrofotômetro Pharmacia 

Biotech (974213, Cambridge, England) e em leitor de microplaca (Bio-

tech Instruments, USA). Todos os reagentes eram de procedência da 

Sigma (St. Louis, MO, USA).  
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Análise Estatística	

 Os resultados obtidos foram expressos em média ± desvio 

padrão. A comparação entre os grupos foi realizada por análise de 

variância (ANOVA) para experimentos inteiramente casualizados, 

complementada com o teste de Tukey. O nível de significância foi de 

5% (Norman & Streiner, 1994). 
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Os tratamentos não induziram alterações no ganho de peso, 

peso corporal final, peso do coração (Tabela 2). 

Administrações de azeite de oliva (AO) e polifenol (DPE) 

não induziram alterações nas concentrações de colesterol total e 

triacilgliceróis (TG) no soro. Animais que receberam suplementação 

com azeite de oliva apresentaram elevação na HDL-colesterol, 

diminuição na LDL-colesterol e redução no índice aterogênico. 

Animais tratados com ácido oléico apresentaram elevação na HDL-

colesterol (Tabela 3).  

A análise do sistema antioxidante no miocárdio (Tabela 4) 

demonstrou que as suplementações com azeite de oliva e ácido oléico 

induziram diminuição na atividade da SOD-total e em sua isoenzima 

Mn-SOD. Foi observada elevação nas atividades da CuZn-SOD nos grupos 

AO, AG e DPE.  Azeite de oliva e ácido oléico não induziram 

alterações na relação HP/SOD (Tabela 5 e Figura 2). O grupo que 

recebeu o polifenol DPE apresentou diminuição significante na 

atividade da SOD-total e Mn-SOD, e elevação na relação HP/SOD em 

relação a todos os demais grupos (Tabela 4 e Figuras 2 e 3). Não 

foram observadas alterações nas atividades da GSH-Px e na 

concentração de GSH entre os grupos. A atividade da catalase esteve 

diminuída no grupo tratado com polifenol DPE. Suplementação 

dietética com DPE induziu elevação no hidroperóxido de lipídio e 

diminuição nas concentrações de MDA no tecido cardíaco (Tabela 5). 

Azeite de oliva induziu diminuição nas concentrações de proteína 

carbonil no miocárdio dos animais (Tabela 5 e Figura 3). 

Concentrações de triacilgliceróis (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. Não foram observadas 
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diferenças nas atividades da lactato desidrogenase entre os grupos 

(Tabela 6). 
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Tabela 1.� Composição e concentração de ácidos graxos no azeite de 

oliva utilizado 
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Tabela 2.�Peso inicial, ganho de peso total, peso corporal final e peso 

do coração nos grupos controle (C) e nos grupos suplementados com 

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

dias 
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Tabela 3.� Concentrações de colesterol total, lipoproteína de elevada 

densidade (HDL), lipoproteína de baixa densidade (LDL), lipoproteína 

de densidade muito baixa (VLDL), triacilgliceróis (TG) e índice 

aterogênico (colesterol total/HDL) no soro de animais controle (C), 

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

(DPE) 
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Tabela 4. Atividades das enzimas SOD-total, CuZn-SOD, Mn-SOD, GSH-Px, 
catalase e concentrações de glutationa reduzida (GSH) e proteína no 

tecido cardíaco dos animais submetidos aos tratamentos controle (C), 

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

dias 

 

�������� 	 
	 � � � � � � 	 ��
� � � � �� � � ��

�� � �� � �� � �� �

�� � � �� �� � �
� �
� 
��
� � �

4 D , �� �����

�1 ? � 5 ���
� �#� �±�� #	�� +#� �±��#� @� 	#	�±��#�@� �#��±�" #	��

��#��

�� A " #" " " � ��

� * E � �4 D , ��

�1 ? � 5 ���
� #���±�" #���� � #��±�" #� @� � #��±�" #" �@� � #��±�" #�@�

	#���

�� A " #" � ��

F � �4 D , ��

�1 ? � 5 ���
� � #	�±��7� �� �#��±�� #� � @� �#� �±�� #�@� �#��±�" #���

�+#� �

�� A " #" " " � ��



Capítulo 1 � �

9 4 B �5 � �

��1 ? � ���7��
�+#� �±�� �#+�� ��#" �±�� �#��� �� #" �±�� �#	�� ��#� �±�� �#	��

" #���

�� 8 " #" ���

9 4 B �

�µ  �?� ����7��
�#" �±�" #��� �#" �±�" #��� �#��±�" #��� �#��±�" #���

� #+��

�� 8 " #" ���

� ������ ��

��1 ?� ����7��
	�#��±�� �#	@� � " �#+�±���#�@� � ��#��±���#�@� �+#� �±��#	��

� �#��

�� A " #" " " � ��

5 � ��!� ����

�� � ��

� �#��±��#��@� � �#+�±�� #��@� � � #	�±�� #	�� � �#��±�� #�@� �#++�

�� A " #" ���

< �� * ���� � �� �  ��� � ��� �  � ��   � % ����±���� = � �� ����  7�> ����� ���;���� ��� ��� ���� ���;���� � �� �� �� � �;���� ��� ��� ����
� �* �  � 7 
 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

Tabela 5.  Concentrações de hidroperóxido de lipídio (HP), 

malondialdeído (MDA),  relação HP/SOD e proteína carbonil no tecido 

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

de oliva (AO), ácido oléico(AG) e polifenol (DPE) durante 30 dias 
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Figura 2. Relação HP/SOD no tecido cardíaco de ratos controle (C), 

tratados com azeite de oliva (AO), ácido oléico (AG) e 

polifenol (DPE). Valores em média ± desvio padrão. Letras 

distintas indicam diferença significante entre os grupos 

(p<0,05). 
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Figura 3.Atividade da Mn-SOD e concentração de proteína carbonil no 

tecido cardíaco de ratos controle (C), tratados com azeite de 

oliva (AO), ácido oléico (AG) e polifenol (DPE). Valores em 

média ± desvio padrão. Letras distintas indicam diferença 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 6.�Concentração de triacilgliceróis e atividades das enzimas do 

metabolismo energético, lactato desidrogenase (LDH) e citrato 

sintase (CS) no tecido cardíaco dos animais submetidos aos 

tratamentos controle (C), azeite de oliva (AO), ácido oléico (AG) e 

polifenol (DPE) durante 30 dias 
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Figura 4. Atividades da citrato sintase (CS) e concentração de 

triacilgliceróis (TG) no tecido cardíaco de ratos controle 

(C), tratados com azeite de oliva (AO), ácido oléico (AG) e 

polifenol (DPE). Valores em média ± desvio padrão. Letras 

distintas indicam diferença significante entre os grupos 

(p<0,05). 
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Figura 5. Concentração de triacilgliceróis (TG) e hidroperóxido de 

lipídio (HP) no tecido cardíaco de ratos controle (C), 

tratados com azeite de oliva (AO), ácido oléico (AG) e 

polifenol (DPE). Valores em média ± desvio padrão. Letras 

distintas indicam diferença significante entre os grupos 

(p<0,05). 
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A suplementação nutricional com azeite de oliva tem sido 

recomendada como intervenção terapêutica de importante papel na 

medicina preventiva, com o objetivo de elevar a relação entre ácidos 

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 músculo cardíaco ainda não foram 

estabelecidos. 

No presente estudo, os tratamentos com azeite de oliva e 

seus componentes, ácido oléico e DPE, não induziram alterações no 

ganho de peso e peso corporal final (Tabela 2), indicando que os 

efeitos dos tratamentos não estavam relacionados com variações no 

peso corporal.  
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Os efeitos benéficos do azeite de oliva sobre os lipídios 

séricos têm sido extensivamente demonstrados (Heyden, 1994; Baldioli 

et al., 1996; Visioli et al., 1998). No entanto, a determinação do 

principal agente, presente no azeite, responsável por esses efeitos 

ainda não foi esclarecida. 

O tratamento com azeite de oliva não induziu alterações 

sobre as concentrações de colesterol total e triacilgliceróis (TG) 

no soro (Tabela 3). Entretanto, em vista do conhecido papel da LDL-

colesterol na aterogênese e da ação da HDL-colesterol reduzindo o 

risco para doenças cardiovasculares, o azeite de oliva foi efetivo 

através da diminuição das concentrações de LDL e elevação na HDL-

colesterol (Tabela 3). 

O presente trabalho demonstrou que as suplementações com 

ácido oléico e com DPE não induziram efeitos sobre as concentrações 

de colesterol total. No entanto, as concentrações de HDL-colesterol 

estiveram elevadas nesses grupos (Tabela 3), indicando que os 

efeitos benéficos do azeite de oliva sobre os lipídios séricos podem 

estar relacionados a uma ação sinérgica de seus componentes, ácido 

oléico e o polifenol DPE. 

O ácido oléico, por conter uma insaturação em sua 

estrutura química, ocupa maior espaço dentro das partículas de LDL 

do que ácidos graxos saturados, podendo, portanto, contribuir para a 

diminuição do colesterol-LDL. Os polifenóis do azeite também podem 

atuar na diminuição do colesterol através da inibição da enzima 3-

hidroxi 3-metilglutaril Co-A, responsável pela sua síntese 

(Benkhalti et al., 2002). Partículas de LDL são conhecidas por 

interagirem com HDL, contribuindo para a diminuição do colesterol-

HDL (Schaffer, 2003). Desse modo, as concentrações elevadas de HDL 

observadas em animais que receberam azeite podem ser atribuídas à 

diminuição da LDL-colesterol. 

Raveh et al. (2001) observaram a interrelação entre a 

oxidação da HDL e LDL-colesterol sobre o estresse oxidativo. A LDL-

colesterol é a principal carregadora de hidroperóxidos de lipídio no 

plasma (Zadeh et al., 1996) e HDL-colesterol inibe a oxidação da LDL 

(Raveh et al., 2001). Desse modo, a diminuição no índice aterogênico 

e a elevação nas concentrações de HDL nos animais do grupo AO, 

demonstraram claramente que o azeite de oliva extra-virgem induziu 
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efeitos benéficos não somente no perfil lipídico, mas também, 

indiretamente, no estado oxidante/antioxidante sérico. 

A análise do estresse oxidativo no miocárdio demonstrou 

que a suplementação com azeite de oliva induziu diminuição na 

atividade da SOD-total, porém não alterou a relação HP/SOD (Tabelas 

4 e 5 e Figura 2). A SOD corresponde a uma família de enzimas com 

papel antioxidante, que catalisa a dismutação do radical superóxido 

em peróxido de hidrogênio e oxigênio. Existem duas formas de SOD: 

CuZn-SOD, presente principalmente no citosol, e Mn-SOD, localizada 

primariamente na mitocôndria (Ferreira & Matsubara, 1997). Animais 

dos grupos AO, AG e DPE apresentaram alterações nas atividades das 

enzimas SOD, CuZn-SOD e Mn-SOD. O grupo que recebeu azeite de oliva 

apresentou diminuição na atividade da Mn-SOD e redução na 

concentração de proteína carbonil (Tabelas 4 e 5 e Figura 3), 

indicando efeito antioxidante direto do azeite na diminuição da 

oxidação de proteína nesses animais.  

Chetty et al. (1999) observaram que o azeite de oliva 

induzia redução nas concentrações de ferro sérico. Desde que o dano 

oxidativo em proteínas tem sido principalmente caracterizado como 

uma reação catalisada por metais, como o ferro (Fe2+) (Resnick & 

Packer, 1994), podemos sugerir que o azeite de oliva diminuiu a 

oxidação de proteínas no miocárdio por reduzir as concentrações de 

ferro.  

Suplementação dietética com ácido oléico induziu 

diminuição nas atividades da SOD-total, porém não alterou a relação 

HP/SOD (Tabela 5 e Figura 2). Desde que não foram observadas 

alterações nas concentrações de hidroperóxido de lipídio, MDA e 

proteína carbonil nesse grupo (Tabela 5 e Figura 3), pode-se sugerir 

que o ácido oléico apresentou menor efeito antioxidante do que o 

azeite de oliva.  

Massaro et al. (2002) sugeriram que a atividade 

antioxidante do ácido oléico estava relacionada à prevenção da 

diminuição da concentração de GSH e à redução da produção de ERO 

intracelular. Não foram observadas alterações nas concentrações de 

GSH-Px e GSH nos grupos tratados (Tabela 4). 

No grupo que recebeu o polifenol DPE, foi observada 

diminuição significante na atividade da SOD-total e elevação na 

relação HP/SOD em relação aos demais grupos (Tabelas 4 e 5 e Figura 
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2). Não foram observadas alterações significantes na atividade da 

GSH-Px e na concentração de GSH no miocárdio dos grupos 

experimentais, entretanto, a atividade da catalase esteve 

significantemente diminuída no grupo tratado com o polifenol (Tabela 

4). O elevado consumo da SOD e da catalase nesse grupo demonstrou a 

ação seqüencial do sistema antioxidante para controlar a produção de 

ERO (radical superóxido e peróxido de hidrogênio) formados durante o 

processo de produção de energia (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Desde que a mitocôndria é a principal fonte de ERO, os 

quais são formados durante a oxidação de nutrientes e produção 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 diminuídas dessa isoenzima 

observadas no grupo suplementado com DPE sugerem que o polifenol 

isolado induziu alterações no metabolismo oxidativo e energético 

cardíaco. Polzonetti et al. (2004) sugeriram que polifenóis do 

azeite de oliva poderiam atuar como moduladores do metabolismo. 

O metabolismo cardíaco é predominantemente aeróbico. As 

atividades da lactado desidrogenase (LDH), enzima que evidencia o 

metabolismo anaeróbico (Bass et al., 1969), não foram alteradas 

pelos tratamentos com azeite, ácido 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 cardíaco 

de animais que receberam DPE (Tabela 6 e Figura 4), sugerindo que o 

polifenol induziu aumento no metabolismo aeróbico cardíaco. Desde 

que os ácidos graxos constituem a principal fonte de energia para o 

coração, alteração na oxidação de ácidos graxos pode ter um impacto 

maior sobre a função cardíaca do que alterações em outras vias 

oxidativas (Carvajal & Sanchez, 2003). 

Figura 6. Ação do sistema antioxidante endógeno no combate às 
espécies reativas de oxigênio. 
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No grupo tratado com DPE foi observada elevação na 

concentração de TG no tecido cardíaco (Tabela 6 e Figuras 4 e 5), 

indicando elevada disponibilidade de ácidos graxos para a produção 

de energia. Desse modo, a elevação no metabolismo aeróbico pode ter 

sido conseqüência da elevação de acetil coenzima-A proveniente da 

maior oxidação de ácidos graxos. 

Quando há elevação de ácidos graxos livres no coração, o 

excesso de ácidos graxos e de acetil coenzima-A, que não é utilizado 

no processo de oxidação, é captado para a síntese de TG (Lewin & 

Coleman, 2003). O acúmulo de TG no tecido cardíaco tem sido 

associado a cardiomiopatias, sugerindo que o excesso de TG pode ser 

tóxico (Schaffer, 2003). 

Desse modo, a elevação na concentração de TG e no 

metabolismo aeróbico induzida por DPE sugeriu maior produção de 

radicais livres no miocárdio, desde que 1 a 2% do oxigênio consumido 

na cadeia respiratória e transporte de elétrons resulta na formação 

do radical superóxido (O2
-) (Feuers, 1998). Essa observação pode ser 

confirmada através das concentrações elevadas de hidroperóxido de 

lipídio (HP) no tecido cardíaco dos animais que receberam DPE 

(Tabela 5 e Figura 5), sugerindo elevação da peroxidação lipídica. 

A lipoperoxidação é um processo em cascata desencadeado 

pelo ataque de radicais livres aos ácidos graxos das membranas 

biológicas. Esse processo envolve a retirada de um átomo de 

hidrogênio de um ácido graxo adjacente, formando dienos conjugados, 

que se oxidam em hidroperóxidos de lipídio (Parfitt et al., 1994). 

Através da clivagem do hidroperóxido é formado o malondialdeído 

(MDA) (Thérond et al., 2000), que aumenta consideravelmente a 

toxicidade dos radicais livres, sendo considerado como “segundo 

mensageiro de toxicidade” (Medeiros et al., 1995). Os aldeídos 

produzidos pela peroxidação lipídica são marcadores da oxidação de 

ácidos graxos poliinsaturados. Esses produtos podem se ligar a 

apolipoproteína B-100 na superfície da LDL-colesterol, 

especificamente aos grupos amino, alterando a carga eletroforética 

e, assim, indicando modificação oxidativa da LDL (Cotelle, 2001). 

Portanto, elevadas concentrações de MDA induzem oxidação das 

lipoproteínas séricas, constituindo fator de risco para 

aterosclerose (Paolicchi et al., 1999). 
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A elevação no HP e diminuição no MDA observada no grupo 

DPE (Tabela 5) sugere que o polifenol pode ter atuado impedindo a 

clivagem do hidroperóxido de lipídio em MDA no miocárdio e 

interceptando o processo de peroxidação através da redução de 

radicais alcoxil ou peroxil em hidroperóxidos (Cotelle, 2001).  

Foi observado que o polifenol DPE pode atuar na 

diminuição das concentrações de MDA em fígado de ratos intoxicados 

por cádmio (Casalino et al., 2002) e em células intestinais 

submetidas ao estresse oxidativo (Manna et al., 1997). 

Embora o DPE tenha induzido diminuição nas concentrações 

de MDA, a elevação na relação HP/SOD e a diminuição acentuada nas 

atividades da enzima antioxidante catalase, bem como a elevação nas 

concentrações de TG e no metabolismo aeróbico cardíaco, podem ser 

indicativos de que o DPE apresentou ação pró-oxidante no miocárdio 

desses animais. 

A propriedade antioxidante do polifenol DPE tem sido 

geralmente associada a sua habilidade para formar radicais estáveis 

a partir de compostos reativos, devido aos grupos hidroxil em sua 

estrutura química (Erçok et al., 2003). Entretanto, esses processos 

oxidativos (ou auto-oxidação) podem ser acompanhados por produção de 

moléculas pró-oxidantes, como espécies reativas de oxigênio (ânion 

superóxido) ou radicais secundários, que conseqüentemente podem 

propagar reações em cadeia, constituindo um indesejável efeito pró-

oxidante dos polifenóis (Cotelle, 2001). 

Estudos recentes determinaram que a atividade 

antioxidante do DPE, bem como sua absorção 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 não correspondia totalmente à 

ingerida, sugerindo que exposição contínua aos polifenóis do azeite 

de oliva poderia levar a acúmulo no organismo em longo prazo. 

Estudos in vitro determinaram citotoxicidade do DPE apenas em 

concentrações excessivamente maiores do que as encontradas no 

consumo habitual de azeite de oliva (Babich & Visioli, 2003). 

D’Angelo et al. (2001) não observaram efeitos adversos para 

concentrações elevadas como 2gDPE/Kg administrada em dose única. Em 

nosso estudo, foi determinado o efeito da ingestão crônica do DPE em 

concentrações menores (7,5mg DPE/Kg) duas vezes por semana. O 
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potencial biológico dos polifenóis do azeite de oliva foi observado 

in vitro. Evidências do mesmo efeito antioxidante in vivo necessitam 

esclarecimentos.  

As diferenças encontradas na atividade do azeite de oliva 

sobre o estresse oxidativo e metabolismo energético, quando 

comparadas à atividade de seus componentes isolados, também foram 

observadas por outros pesquisadores em trabalhos com extratos de 

plantas e seu princípio ativo isolado (Reppeto & Llesuy, 2002), 

sugerindo que no azeite de oliva, a existência de outros compostos 

secundários, além dos polifenóis, atua modulando sua capacidade 

antioxidante. 

Dessa forma, a habilidade dos polifenóis em prevenir a 

ação de radicais livres sobre a superfície das membranas biológicas 

(Erçok et al., 2003) e a propriedade do ácido oléico de incorporar-

se nos fosfolipídios de membrana demonstraram que o azeite de oliva 

pode exercer atividade antioxidante direta. Nossos dados 

demonstraram que suplementação dietética com azeite de oliva exerceu 

o efeito protetor mais efetivo sobre os parâmetros séricos, elevando 

as concentrações de HDL e diminuindo o colesterol-LDL, e sobre o 

músculo cardíaco, diminuindo o dano oxidativo em proteínas. 
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 Inúmeras condições patológicas estão associadas ao estresse 

oxidativo. A maioria dessas alterações desenvolve-se lentamente 

tornando-se manifestas quando clinicamente instaladas. A ingestão de 

azeite de oliva, rico em polifenóis e ácidos graxos monoinsaturados, 

tem aumentado nos últimos anos, na maioria das populações. Deste 

modo, o estudo do mecanismo de ação e a determinação das propriedades 

antioxidantes dos componentes do azeite sobre o metabolismo oxidativo 

e energético miocárdico, em condições de estresse oxidativo, são de 

grande interesse. 

No presente trabalho foi determinado o efeito do azeite de oliva 

e de seus componentes sobre o músculo cardíaco 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 ácido oléico (3,45 mL/Kg/2x 

semana). O grupo EO-DPE recebeu o BHT, para a indução do estresse 

oxidativo, e o polifenol DPE (7,5mg/Kg/2x semana). Esses componentes 

foram administrados por gavagem, durante o período de 30 dias.  

Animais do grupo EO apresentaram estresse oxidativo caracterizado 

por diminuição no peso corporal e peso do coração, elevação da 

concentração de lipoperóxidos e alteração nas defesas antioxidantes do 

miocárdio. Os tratamentos com azeite de oliva, ácido oléico e DPE não 

induziram melhora no perfil lipídico dos animais submetidos ao EO 

experimental. Suplementação com azeite de oliva induziu elevação nas 

defesas antioxidantes superóxido-dismutase (SOD)-total, Mn-SOD, 

catalase e glutationa reduzida (GSH) no miocárdio de ratos com 

estresse oxidativo. Ácido oléico elevou as defesas antioxidantes SOD-

total, CuZn-SOD, Mn-SOD e GSH. Embora não tenham sido observadas 

alterações nas concentrações dos marcadores de dano oxidativo, 

hidroperóxido de lipídio, malondialdeído e proteína carbonil nos 

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

benéficos, elevando a defesa antioxidante do tecido cardíaco sob 
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estresse oxidativo. Administração do polifenol DPE induziu aumento na 

concentração de GSH e na atividade das enzimas antioxidantes SOD-

total, CuZn-SOD e Mn-SOD, porém elevou as concentrações de 

hidroperóxido de lipídio, triacilgliceróis e o metabolismo aeróbico no 

miocárdio de animais sob estresse oxidativo experimental. 

Palavras chave: Azeite de oliva, ácido oléico, polifenóis, miocárdio, 

estresse oxidativo experimental, metabolismo energético. 
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 O azeite de oliva é a principal fonte de gordura na dieta 

Mediterrânea, sendo conhecido por seu elevado conteúdo de ácido 

graxo monoinsaturado, o ácido oléico (Vicario et al., 1998; Serra-

Majem et al., 2003). A propriedade antioxidante do ácido oléico tem 

sido atribuída principalmente à sua estrutura química. Desde que 

possui apenas uma dupla ligação, o ácido oléico é menos susceptível 

ao ataque dos radicais livres e à lipoperoxidação do que ácidos 

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 concentração de antioxidantes 

naturais, os polifenóis (Wiseman et al., 1995). Desde que no 

processamento para a produção, o azeite de oliva extra-virgem não 

sofre lavagens sucessivas e não é submetido a períodos de intenso 

aquecimento e resfriamento, este azeite retém a maioria dos 

componentes do fruto original, incluindo os polifenóis (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 in vitro demonstraram capacidade de 

inibição da oxidação da lipoproteína de baixa densidade (LDL)-

colesterol (Visioli et al., 1995), redução na citotoxicidade 

induzida pelo etanol (Wickamasingue et al., 1996) e indução de 

apoptose (Ragione et al., 2002). Entretanto, poucos estudos têm sido 

desenvolvidos sobre a ação do DPE in vivo, não havendo informação 

sobre os efeitos da ingestão crônica deste polifenol como medida 

terapêutica na diminuição do estresse oxidativo. 
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A associação do estresse oxidativo à aterosclerose e 

disfunções vasculares, bem como a alterações estruturais no 

miocárdio (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 países Mediterrâneos sejam responsáveis 

pela produção de mais de 95% do azeite de oliva consumido em todo o 

mundo, muitas propriedades benéficas podem ser destruídas durante o 

processo de envasamento e refinamento. 

Espécies reativas de oxigênio (ERO), ou radicais livres, 

são essenciais para o fornecimento de energia, sinalização química, 

detoxificação e função imune e, como conseqüência, são continuamente 

produzidas no organismo (Droge, 2002). Na maior parte das reações 

fisiológicas, a produção de radicais livres é controlada. 

Entretanto, a produção excessiva desses compostos, sua exposição a 

oxidantes externos ou diminuição dos mecanismos de defesa 

antioxidante pode resultar em dano no DNA, lipídios e proteínas, 

caracterizando o chamado “estresse oxidativo” (Nishyiama et al., 

1998). Durante o estresse oxidativo, espécies reativas de oxigênio, 

tais como ânion superóxido (O2
-), radical hidroxil (OH.) e peróxido 

de hidrogênio (H2O2) podem produzir danos nos tecidos, como a 

peroxidação de lipídios das membranas celulares. Lipoperoxidação é 

uma reação em cascata provocada pela ação de radicais livres. Desde 

que uma vez iniciada, propaga-se continuamente levando a destruição 

celular. Desta forma, a lipoperoxidação e conseqüente formação de 

hidroperóxidos de lipídios depende da presença de defesas 

antioxidantes (Gutteridge & Halliwell, 1990). 

O dano produzido pelos radicais livres nas biomoléculas 

tem sido associado ao risco elevado para o desenvolvimento de 

doenças crônicas, como câncer e doenças cardiovasculares (Droge, 

2002). Evidências recentes têm sugerido que ERO podem ser 

importantes fatores relacionados à disfunção cardíaca (Ferrari et 

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

2003). Ruiz-Guttierrez et al. (1990) observaram elevadas 

concentrações de lipoperóxidos em pacientes com dano cardíaco. 

Estudos recentes têm sugerido que o estresse oxidativo poderia 

apresentar importante papel na hipertrofia do miocárdio e no 
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aparecimento da insuficiência cardíaca (Polidori et al., 2004; Manna 

et al., 2004).  

O miocárdio contém grande quantidade de mitocôndrias e 

possui elevada taxa de consumo de oxigênio (Henning et al., 1996), 

indicando maior susceptibilidade do músculo cardíaco ao estresse 

oxidativo e a importância do metabolismo energético cardíaco na 

produção de radicais livres. 

A importância do metabolismo energético no músculo 

cardíaco tem sido freqüentemente estudada, entretanto, os efeitos da 

ingestão de azeite de oliva, bem como de seus componentes, ácido 

oléico e polifenol DPE, sobre o metabolismo energético cardíaco e 

sua relação com o equilíbrio oxidante/antioxidante em condições de 

estresse oxidativo ainda não foram estabelecidos. 
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Animais  

  

Foram utilizados 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 

“Laboratório de Bioquímica na Experimentação Animal” do Departamento 

de Química e Bioquímica, Instituto de Biociências, UNESP/Botucatu, 

onde permaneceram durante todo o período experimental, à temperatura 

de 22±3°C, período claro/escuro de 12 horas. 

Os animais foram mantidos em gaiolas de plástico 

individuais, recebendo dieta basal (Purina-Labina, 3074, SIF, Purina 

Ltd. Campinas, SP, Brasil) e água destilada ad libitum. Para 

permitir a aclimatação dos animais, os ratos permaneceram nas 

condições acima citadas por um período de 15 dias antes do início do 

experimento. Diariamente as gaiolas foram limpas. 

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

Todos os animais receberam dieta basal e água ad libitum. O grupo C 

foi considerado controle, sendo tratado com salina (NaCl 0,9%). O 

grupo submetido ao estresse oxidativo experimental (EO) recebeu 

injeção 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 ácido 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 suplementação 

da dieta basal, duas vezes por semana, durante o período 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 

procedência comercial (Botucatu, São Paulo, Brasil) e amostras deste 

azeite foram utilizadas para análise cromatográfica de ácidos graxos 

(GC 17-A, Shimatzu, Japão). O conteúdo de ácido oléico foi 46% 

(Tabela 1).  A quantidade de ácido oléico administrada foi calculada 

para corresponder à sua concentração no azeite de oliva utilizado. A 

concentração do polifenol DPE que foi administrada corresponde à 

concentração média de polifenóis totais contida em azeite de oliva 

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

 

Determinações Bioquímicas 

 

Após 30 dias de tratamento, os animais foram sacrificados 

por fratura cervical e decapitação. O soro foi coletado através de 

decapitação e separado para as determinações das concentrações de 

proteína total (Lowry, 1951), colesterol total (Moura, 1982), 

triacilgliceróis (Moura, 1982), lipoproteína de elevada densidade 

(HDL)-colesterol (Lopes-Virella et al., 1977), lipoproteína de baixa 

densidade (LDL)-colesterol (Friedewald et al., 1972) e lipoproteína 

de densidade muito baixa (VLDL)-colesterol (Friedewald et al., 

1972). 

O coração foi imediatamente retirado, lavado em solução 

salina gelada (NaCl 0.9%). O ventrículo esquerdo foi separado em 

duas porções de 200mg. As porções (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 tampão fosfato de sódio 0,1M, pH 7,0. Os 

homogeneizados foram centrifugados a 10000 rpm por 15 minutos, em 

centrífuga refrigerada a -4°C. O sobrenadante foi utilizado para 
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determinação da concentração de proteínas totais (Lowry, 1951), 

triacilgliceróis (Moura, 1982), malondialdeído (MDA) (Satoh, 1978), 

hidroperóxido de lipídio (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), 

superóxido dismutase (SOD-total)(Pucheu, 1995) e as isoenzimas CuZn-

superóxido dismutase (CuZn-SOD)(Weisiger & Fridovich, 1973) e Mn-

superóxido dismutase (Mn-SOD) (Spitz & Oberley, 1989). As atividades 

da Mn-SOD foram estimadas através da diferença entre SOD-total e 

CuZn-SOD. As porções (II) foram utilizadas para a determinação da 

concentração de proteína carbonil (Resnick & Packer, 1994). As 

leituras espectrofotométricas foram realizadas no espectrofotômetro 

Pharmacia Biotech (974213, Cambridge, England) e em leitor de 

microplaca (Bio-tech Instruments, USA). Todos os reagentes eram de 

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

 

Análise Estatística  
 

 Os resultados obtidos foram expressos em média ± desvio 

padrão. A comparação entre os grupos foi realizada por análise de 

variância (ANOVA) para experimentos inteiramente casualizados, 

seguida do teste de Tukey. Dados expressos como mediana ± semi-

amplitude total foram comparados através de análise de variância 

não-paramétrica e respectivo teste de comparações múltiplas. O nível 

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

 

 

 

$�%&�) *�%	

 

Os efeitos adversos do estresse oxidativo nos animais que 

receberam BHT (grupo EO) foi caracterizado pela diminuição no ganho 

de peso, peso corporal e peso do coração (Tabela 2), elevação na 

concentração de TG, VLDL e na relação TG/HDL no soro (Tabela 3), 

elevação na concentração de HP e alteração 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 ácido 

oléico (EO-AG) e com o polifenol (EO-DPE) em animais submetidos ao 

estresse oxidativo experimental não induziram alterações no ganho de 

peso, peso corporal final, peso do coração e relação peso 

coração/peso corporal (Tabela 2).  

Não foram observadas alterações significantes nas 

concentrações de colesterol total, nas lipoproteínas HDL, LDL e 

índice aterogênico entre os grupos. DPE elevou as concentrações de 

TG e VLDL no soro de animais submetidos ao estresse oxidativo 

(Tabela 3). 

  A suplementação dietética com azeite de oliva extra-

virgem em ratos submetidos ao estresse oxidativo cardíaco induziu 

elevação nas atividades das enzimas antioxidantes SOD-total, Mn-SOD, 

catalase e nas concentrações de GSH, comparada ao grupo EO (Tabela 4 

e Figuras  1 e 2). Ratos com estresse oxidativo que receberam ácido 

oléico apresentaram elevação nas atividades da SOD-total, CuZn-SOD e 

Mn-SOD e nas concentrações de GSH em relação aos grupos EO e EO-AO  

(Tabela 4 e Figuras 1 e 2). Também foi observada elevação nas 

atividades da SOD-total e Mn-SOD nos animais do grupo EO-AG em 

relação ao grupo EO-AO.  Administração de azeite de oliva e ácido 

oléico não alterou as concentrações de HP, MDA e proteína carbonil 

no miocárdio dos animais submetidos ao estresse oxidativo 

experimental (Tabela 4). DPE induziu elevação acentuada nas 

atividades das enzimas SOD-total, CuZn-SOD e Mn-SOD em relação aos 

demais grupos (Tabela 4 e Figuras 1 e 2). DPE elevou as 

concentrações de HP (Tabela 5). 

  Na Tabela 6 estão apresentadas as determinações 

associadas ao metabolismo energético no miocárdio. DPE elevou as 

concentrações de triacilgliceróis (Tabela 6 e Figura 3) no miocárdio 

dos animais. Azeite de oliva e ácido oléico não induziram alterações 

nas atividades das enzimas LDH e CS no tecido cardíaco. 

Administração oral de DPE elevou a atividade da CS no tecido 

cardíaco dos animais (Tabela 6 e Figura 4). 
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Tabela 1. Composição e concentração de ácidos graxos no azeite de 

oliva utilizado 
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Tabela 2. Peso inicial, ganho de peso absoluto (GP), peso corporal 

final (PCF), peso do coração e peso do coração/ 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 ácido 

oléico (EO-AG) e com EO e polifenol (EO-DPE) 
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Tabela 3. Concentrações de colesterol total, lipoproteína de elevada 

densidade (HDL), lipoproteína de baixa densidade (LDL), lipoproteína 

de densidade muito baixa (VLDL), triacilgliceróis (TG) e relação 

TG/HDL no soro de animais submetidos ao estresse oxidativo (EO) e 

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

(EO-AG) e com EO e polifenol (EO-DPE) 
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Tabela 4. Atividades das enzimas superóxido dismutase total (SOD-

total), CuZn-superóxido dismutase (CuZn-SOD), Mn-superóxido 

dismutase (Mn-SOD), glutationa peroxidase (GSH-Px), catalase e 

concentrações de glutationa reduzida (GSH) e proteína no tecido 

cardíaco dos animais controles (C), submetidos ao estresse oxidativo 

experimental (EO), com EO e tratados com azeite de oliva (EO-AO), 

com EO e ácido oléico (EO-AG) e com EO e polifenol (EO-DPE) 
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Tabela 5. Concentrações de hidroperóxido de lipídio (HP), malondialdeído 

(MDA) e proteína carbonil no tecido cardíaco dos animais controles 

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

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

com EO e polifenol (EO-DPE) 
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Figura 1. Atividades da SOD-total e concentrações de hidroperóxido de 

lipídio (HP) no miocárdio 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 ácido oléico (EO-AG) e submetidos ao EO e 

tratados com DPE (EO-DPE) durante 30 dias. Valores em média 

± desvio padrão. Letras distintas indicam diferença 

significante entre grupos (p<0,05). 
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Figura 2. Atividades da Mn-SOD, catalase e concentrações de 

glutationa reduzida (GSH) no miocárdio 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 ácido oléico (EO-AG) e submetidos ao EO e 

tratados com DPE (EO-DPE) durante 30 dias. Valores em média 

± desvio padrão. Letras distintas indicam diferença 

significante entre grupos (p<0,05). 
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Tabela 6. Concentrações de triacilgliceróis (TG) e atividades das 

enzimas lactato desidrogenase (LDH) e citrato sintase (CS) no tecido 

cardíaco dos animais controle (C), submetidos ao estresse oxidativo 

experimental (EO), com EO e tratados com azeite de oliva (EO-AO), 

com EO e ácido oléico (EO-AG) e com EO e polifenol (EO-DPE) 
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Figura 3. Concentrações de hidroperóxido de lipídio (HP) e 

triacilgliceróis (TG) no miocárdio 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 ácido oléico (EO-AG) e submetidos ao EO e 

tratados com DPE (EO-DPE) durante 30 dias. Valores em média 

± desvio padrão. Letras distintas indicam diferença 

significante entre grupos (p<0,05). 
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Figura 4. Concentrações de hidroperóxido de lipídio (HP) e atividades 

da citrato sintase (CS) no miocárdio 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 ácido oléico (EO-AG) e submetidos ao EO e 

tratados com DPE (EO-DPE) durante 30 dias. Valores em média 

± desvio padrão. Letras distintas indicam diferença 

significante entre grupos (p<0,05). 
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O desenvolvimento de inúmeras condições patológicas, 

incluindo diabetes, dano renal, enfisema pulmonar, artrite 

reumatóide e doenças cardiovasculares tem sido relacionado à 

produção elevada de lipoperóxidos e alteração na atividade de 

enzimas antioxidantes (Ferreira & Matsubara, 1997; Abuja & 

Albertini, 2001; Doi et al., 2001; Ceconi et al., 2003). Nessas 

condições, 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 

diminuição do ganho de peso, peso corporal final e peso do coração 

em relação ao grupo controle (Tabela 2).  

O estresse oxidativo miocárdico foi caracterizado pela 

diminuição da atividade da GSH-Px e elevação nas concentrações de 

hidroperóxido de lipídio (HP) e nas atividades da SOD (Tabelas 4 e 5 

e Figura 1). O BHT administrado duas vezes por semana pelo período 

de 30 dias constituiu um agente estressor em longo prazo, permitindo 

a adaptação do tecido cardíaco à elevação do estado oxidante. Essa 

adaptação do sistema antioxidante no miocárdio pode estar 

relacionada à ação das espécies reativas de oxigênio como 

sinalizadores celulares, interferindo em fatores de transcrição 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 pró-oxidante no organismo (Nakagawa, 

1987; Sokolove et al., 1996). Desse modo, animais do grupo EO 

apresentaram elevação nas concentrações de HP, independente da 

alteração na atividade da enzima antioxidante SOD, caracterizando 

uma situação de elevação nos sistemas oxidantes no miocárdio desses 

animais. Além disso, a atividade da GSH-Px esteve diminuída, 

enquanto a catalase não se alterou (Tabela 4 e Figura 2) no 

miocárdio dos animais do grupo EO em relação ao grupo controle, 

sugerindo diminuição da relação entre os sistemas 

antioxidante/oxidante, podendo resultar no acúmulo de intermediários 

tóxicos no tecido cardíaco do grupo EO. Portanto, a administração de 
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BHT serviu aos propósitos do trabalho, induzindo estresse oxidativo 

no miocárdio dos animais. 

Também foram observadas alterações no perfil lipídico 

sérico de animais do grupo EO em relação aos animais controles, 

através da elevação nas concentrações de TG, VLDL e na relação 

TG/HDL (Tabela 3), as quais constituem fatores de risco para 

alterações cardiovasculares (Amaganijan e Batlouni, 2000; Abuja e 

Albertini, 2001). Estudos recentes têm demonstrado que o tamanho da 

LDL está inversamente associado à concentração de triacilgliceróis 

(Bloomgarden, 2002). Partículas de LDL ricas em triacilgliceróis têm 

menor tamanho e são mais suscetíveis à oxidação (Brizzi et al., 

2003). Essas observações sugerem que o EO experimental induziu maior 

susceptibilidade de oxidação da LDL, através do aumento da 

concentração de TG.  

A associação do estresse oxidativo com doenças 

cardiovasculares tem elevado a procura de agentes antioxidantes 

naturais (Ng et al., 1999). Antioxidantes são substâncias capazes de 

prevenir os efeitos deletérios da oxidação, inibindo o início da 

lipoperoxidação, seqüestrando radicais livres e/ou quelando íon 

metálicos (Abuja & Albertini, 2001).  

O consumo de azeite de oliva tem sido elevado na maioria 

das populações para prevenção das doenças cardiovasculares devido ao 

seu elevado conteúdo de antioxidantes naturais (polifenóis) e ácidos 

graxos monoinsaturados (ácido oléico) (Wiseman et al., 1996; Lima et 

al., 2000; Serra-Majem et al., 2003). Inúmeros estudos têm 

apresentado os efeitos benéficos do azeite de oliva sobre os 

lipídios 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 condições de estresse 

oxidativo. 

A suplementação com azeite de oliva e seus componentes 

não alterou o ganho de peso, peso final e peso do coração dos 

animais sob estresse oxidativo (Tabela 2).  

Na Tabela 3 pode-se observar que os tratamentos com 

azeite de oliva e ácido oléico não alteraram o perfil lipídico 

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

estresse oxidativo experimental nesses animais.  
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A análise do sistema antioxidante no miocárdio dos 

animais demonstrou que as suplementações com azeite de oliva e ácido 

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 família de enzimas com papel 

antioxidante, responsável por catalisar a dismutação do ânion 

superóxido em peróxido de hidrogênio. Suas principais isoformas, 

CuZn-SOD e Mn-SOD, estão localizadas no citosol e na mitocôndria, 

respectivamente (Ferreira & Matsubara, 1997). Desde que a cadeia 

respiratória mitocondrial é a principal fonte intracelular de ânions 

superóxido, a atividade da Mn-SOD é de grande importância na 

regulação dos níveis de superóxido mitocondrial (Chen et al., 2003). 

Doi et al (2001) sugeriram que atividades diminuídas de Mn-SOD no 

tecido cardíaco de animais diabéticos poderiam ser um fator-chave 

para o desenvolvimento de disfunções cardíacas. Desse modo, a 

elevação da atividade da Mn-SOD em corações de animais submetidos ao 

estresse oxidativo (Tabela 4 e Figura 2) constituiu efeito benéfico 

da ingestão de azeite de oliva e de ácido oléico. 

Animais que receberam azeite de oliva e animais tratados 

com ácido oléico não apresentaram alterações na atividade da GSH-Px 

e demonstraram elevação na concentração 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 detoxificação de 

espécies reativas de oxigênio, a glutationa reduzida é coenzima para 

a atividade da GSH-Px, enzima de papel essencial contra o estresse 

oxidativo (Therond et al., 2000). 

Diminuição nas concentrações de GSH tem sido observada no 

envelhecimento (Rebrin et al., 2003) e na isquemia miocárdica, 

associada à diminuição na atividade da Mn-SOD (Ceconi et al., 2003).  

Desde que o estresse oxidativo pode ser evidenciado pelo 

acúmulo celular de hidroperóxidos de lipídios ou por produtos 

intermediários como o malondialdeído (MDA), e pelo estado redox da 

glutationa (GSH) (Ceconi et al., 2003), a redução da peroxidação 

lipídica pelo azeite de oliva tem sido atribuída não somente à 

redução de lipoperóxidos, como também à elevação 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 ácido 

oléico na prevenção da diminuição de GSH intracelular. Desse modo, 

apesar de não terem sido observadas alterações nas concentrações de 

HP, MDA e de proteína carbonil nos grupos EO-AO e EO-AG (Tabela 5), 

o azeite de oliva e o ácido oléico induziram efeitos benéficos, 

através da melhora do sistema antioxidante no miocárdio sob estresse 

oxidativo. Além da elevação na GSH e SOD, o azeite de oliva induziu 

elevação na atividade da catalase (Tabela 4), uma das enzimas 

responsáveis pela conversão de peróxido de hidrogênio em água 

(Therond et al., 2000), promovendo assim, melhor resposta 

antioxidante do que a ingestão de ácido oléico. 

Suplementação com azeite de oliva tem sido relacionada à 

diminuição da lipoperoxidação em lesões gástricas (De La Lastra, 

2002) e em coelhos hiperlipêmicos (De La Cruz et al., 2000). 

Inúmeros estudos têm atribuído esses efeitos benéficos do azeite de 

oliva sobre a lipoperoxidação à sua elevada concentração de 

polifenóis, 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 fitoquímicos podem atuar 

através da modulação de enzimas antioxidantes (Ferrari & Torres, 

2003). 

Nossos resultados demonstraram que a suplementação com 

DPE elevou a atividade das enzimas antioxidantes SOD-total, CuZn-SOD 

e Mn-SOD em comparação com os grupos EO e EO-AO (Tabela 4 e Figuras 

1 e 2). Apesar da elevação no sistema antioxidante, foi observada 

concentração elevada de HP no miocárdio de animais que receberam DPE 

(Tabela 5 e Figura 1), indicando que o polifenol também atuou 

elevando a lipoperoxidação no tecido cardíaco dos animais sob 

estresse oxidativo.  

A propriedade antioxidante do polifenol DPE tem sido 

geralmente associada a sua habilidade para formar radicais estáveis 

a partir de compostos reativos, devido aos grupos hidroxil em sua 

estrutura química. Entretanto, esses processos oxidativos (ou auto-

oxidação) podem ser acompanhados por produção de moléculas pró-

oxidantes, como espécies reativas de oxigênio ou radicais 

secundários, os quais são mais reativos do que os radicais 

primários, que conseqüentemente podem propagar reações em cadeia, 
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constituindo um indesejável efeito pró-oxidante dos polifenóis 

(Cotelle, 2001). 

Embora DPE não tenha alterado as concentrações de MDA e 

de proteína carbonil (Tabela 5), a elevação nas defesas 

antioxidantes e de hidroperóxido de lipídio é indicativo de que o 

polifenol DPE atuou elevando a carga oxidativa no tecido cardíaco 

dos animais sob estresse oxidativo. 

Essas observações podem ser comprovadas através da 

determinação do metabolismo energético cardíaco (Tabela 6). O azeite 

de oliva e o ácido oléico não induziram alterações nas concentrações 

de TG e nas atividades das enzimas das vias metabólicas.  

No grupo que recebeu DPE foi observada elevação na 

concentração de triacilgliceróis no tecido cardíaco (Tabela 6 e 

Figura 3) e nas atividades da CS (Tabela 6 e Figura 4). Através da 

β-oxidação na matriz mitocondrial, a cadeia de carbonos dos ácidos 

graxos provenientes dos triacilgliceróis é progressivamente 

degradada em moléculas de acetil coenzima-A, que são completamente 

metabolizadas no ciclo do citrato (Carvajal & Sanchez, 2003). Quando 

a concentração de acetil coenzima-A excede a capacidade de 

metabolização pelo ciclo do citrato, ou quando a velocidade desta 

via é limitada pela elevação no ATP, moléculas de acetil coenzima-A 

são transportadas para o citosol pela carnitina translocase (Sabbah 

& Stanley, 2002; Lewin & Coleman, 2003). No citosol, elevadas 

concentrações de acetil coenzima-A ativam a acetil coenzima-A 

carboxilase, favorecendo a síntese de malonil Co-A, que controla a 

entrada de ácidos graxos ativados para a matriz mitocondrial (Sabbah 

& Stanley, 2002). Os ácidos graxos no citosol permanecem estocados 

como triacilgliceróis, sendo passíveis de sofrer a ação de ERO, 

aumentando a susceptibilidade à oxidação (Schaffer, 2003). Estas 

observações poderiam explicar a elevação nas atividades da CS e o 

aumento nas concentrações de HP nos animais do grupo EO-DPE (Tabelas 

5 e 6 e Figura 4). 

O metabolismo oxidativo dos nutrientes e produção de 

energia na mitocôndria constitui a principal fonte de radicais 

livres (Gutteridge & Halliwell, 1990; Feuers, 1998). O acúmulo de 

triacilgliceróis no tecido cardíaco tem sido relacionado a 

cardiomiopatias e toxicidade (Schaffer, 2003). Dessa forma, os 

resultados obtidos sugerem que o DPE apresentou efeito pró-oxidante 
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no miocárdio de animais sob estresse oxidativo, através da elevação 

do metabolismo aeróbico, da concentração de triacilgliceróis e da 

elevação da lipoperoxidação cardíaca. 

Embora muitos estudos tenham demonstrado a atividade 

antioxidante do DPE em sistemas biológicos, a maioria dessas 

pesquisas foi realizada in vitro, ou verificando o efeito da 

administração de dose única do DPE (Babich & Visioli, 2003; Tuck & 

Hayball, 2002; D’Angelo et al., 2001). Desde que a atividade 

antioxidante do DPE, bem como sua absorção no organismo é dose-

dependente (Manna et al., 1997; Manna et al, 2000) e que, portanto, 

exposição contínua aos polifenóis do azeite de oliva pode levar a 

acúmulo no organismo em longo prazo (Visioli et al.,2000), estudos 

que evidenciem o efeito da ingestão crônica desse polifenol são de 

grande importância. Em nosso estudo foram administradas quantidades 

de DPE correspondentes às contidas no azeite de oliva rico em 

polifenóis. O potencial biológico dos polifenóis do azeite de oliva 

foi demonstrado in vitro. Evidências do mesmo efeito antioxidante in 

vivo necessitam ainda esclarecimentos.  

As diferenças encontradas na atividade antioxidante do 

azeite de oliva, quando comparada à atividade de seus componentes 

separados também foram observadas por outros pesquisadores em 

pesquisas realizadas com extratos de plantas e seu princípio ativo 

isolado (Reppeto & Llesuy, 2002).  

No presente trabalho, o azeite de oliva foi o mais 

efetivo promovendo o melhor efeito sobre o equilíbrio 

oxidante/antioxidante no miocárdio dos animais sob estresse 

oxidativo. Diferenças no potencial antioxidante do azeite de oliva e 

de seus componentes isolados podem ser atribuídas à existência de 

compostos secundários no azeite, capazes de modular sua capacidade 

antioxidante. É conhecido o fato que antioxidantes naturais são 

encontrados na natureza em várias combinações, diferindo no tipo e 

quantidade de antioxidantes. Fatos como estes permitem a atuação 

conjunta de diferentes antioxidantes, aumentando consideravelmente a 

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

2001).  

Os resultados obtidos demonstraram que o polifenol DPE 

induziu elevação no sistema oxidante no miocárdio de animais 

submetidos ao estresse oxidativo. As suplementações dietéticas com 
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azeite de oliva e ácido oléico não induziram melhora na dislipidemia 

induzida pelo estresse oxidativo. O azeite de oliva induziu a melhor 

resposta antioxidante no miocárdio de animais sob estresse oxidativo 

experimental. 
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 Por muitos anos, o azeite de oliva tem sido aceito pelos 

pesquisadores e pelas populações como promotor de diversos efeitos 

benéficos, sendo, portanto, recomendado tanto na prevenção como 

durante o tratamento de doenças cardiovasculares. 

 Alterações cardiovasculares, assim como a maioria das 

condições patológicas, são conhecidas por suas implicações no 

equilíbrio do sistema oxidante/antioxidante celular. No presente 

estudo, foi confirmada a ação benéfica do azeite de oliva sobre a 

lipidemia, como meio de prevenção de doenças cardiovasculares. 

Entretanto, em condições de alteração do sistema 

oxidante/antioxidante, o azeite de oliva não foi suficiente para 

induzir melhora no perfil lipídico. 

 No tecido cardíaco, o azeite de oliva apresentou ação 

antioxidante direta em ratos normais e elevação do sistema 

antioxidante endógeno em ratos submetidos ao estresse oxidativo. 

Estas observações indicam que o azeite de oliva poderia ser 

utilizado na prevenção de doenças cardiovasculares e como medida 

auxiliar no tratamento de patologias cardíacas. 

 O efeito antioxidante do azeite de oliva extra-virgem 

pode ser atribuído em parte à sua elevada concentração de ácidos 

graxos monoinsaturados. O ácido oléico induziu efeitos benéficos 

sobre a lipidemia e o tecido cardíaco de animais normais e sob 

estresse oxidativo, porém, o conjunto de efeitos mais seguro e 

efetivo foi alcançado através da ingestão do azeite de oliva. Esse 

resultado sugere que os polifenóis têm um importante papel nos 

efeitos do azeite de oliva. 

 A ciência médica tem demonstrado grande interesse sobre 

os polifenóis do azeite, devido ao potencial antioxidante desses 

componentes. Recentemente, o DPE, também conhecido por 

hidroxitirosol, tem sido comercializado para as populações 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 administração 

crônica do DPE induziu efeitos prejudiciais ao tecido cardíaco, 

evidenciados pela ação sobre o metabolismo energético. O consumo 

crônico de DPE agravou os efeitos prejudiciais induzidos pelo 

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

população. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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