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CAPITULO 1

ACAO DA SAPONINA SOBRE PARAMETROS
NUTRICIONAIS E MORFOMETRICOS EM RATOS
ALIMENTADOS COM DIETAS RICAS EM LIPIDIOS,

COLESTEROL E SACARQOSE



RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo determnar os efeitos
da adninistracdo de saponina em ratos alinentados com dietas de
diferentes proporgcbes de lipidios, colesterol e sacarose sobre
paréanetros norfométricos e nutricionais. Para tanto, 36 ratos,
Wstar, 240g, foram divididos em 6 grupos com 6 ratos cada. O
grupo P foi considerado controle recebendo dieta padrdo. O grupo L
recebeu dieta padrdo acrescida de Oleo de soja, colesterol e &cido
colico. O grupo S recebeu dieta padrdo enriquecida com sacarose e
6leo de soja. O grupo FP recebeu dieta padrdo e saponina (4g/L)
na agua de beber. Animais do grupo FL receberam a nesna dieta do
grupo L e saponina (4g/L) na agua. O grupo FS recebeu a nesna
dieta do grupo S e saponina (4g/L) na é&gua. O experimento teve
duracéo de 35 dias. O resultados denonstraram que as dietas ndo
elevaram o peso corporal, porém induziram alteracdes nos
parametros nutricionais cono eficiéncia alimentar e ingestdo de
| iquidos. A adnministracdo de saponina induziu elevacdo no ganho de
peso por aunentar a eficiéncia alinentar.

Pal avr as chave: saponi na, |'i pidios, col esterol, sacar ose,

paranetros nutricionais e norfonétricos.

Capitulo I 2



| NTRCDUCAO

A obesidade constitui unma alteracdo netabdlica de grande
preval énci a nas popul acdes at uai s. Quando associ ada com
resisténcia a insulina, diabetes, hiperlipidenmia ou hipertenséo
pode | evar ao aunent o subst anci al na nor bi - mort al i dade
(Leonhardt et al., 1999). Dyversos fatores s&o responsaveis pela
epidema da obesidade incluindo, estilo de vida sedentério,
dietas ricas em lipidios, e o consuno de “fast-food” (G undy,
1998). Enbora inumeros estudos tenham sido desenvolvidos sobre o
tema, ainda ndo foi identificada una maneira eficaz para reduzir
esta tendénci a.

Habi t os al i ment ares sdo apont ados cono fatores que
contribuem para o desenvolvinento da obesidade. Ao longo de
poucas décadas, tem sido observada elevagdo na ingestdo caldrica
(Putman & Allshouse, 1999), com anpla variacdo na proporcdo dos
nutrientes consuni dos. Estudos epidemol 6gicos tém denonstrado
que a ingestdo de dietas ricas em lipidios e colesterol estéa
associ ada com el evacdo na obesi dade (Seidell, 1998).

A ingestdo de dietas com elevada concentracdo de lipidios e
colesterol pode predispor a obesidade, desde que o elevado
consuno de lipidios estimila o apetite e induz hiperfagia
(Friednan, 1998) . O excessivo ganho de peso resultante é
conseqiéncia do aunento na ingestdo energética (Prentice, 1998).
A ém disso, algumas espécies aninmais oxidam acidos graxos de
forma nais lenta e possuem elevada capacidade de estocar
lipidios (MGrry, 1998).

As reconendacbes dietéticas atuais indicam que o consuno de

col esterol acimta de 300my/dia tem influéncia negativa nos
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lipidios séricos, podendo levar a distarbios nos netabolisnos de
lipidios e carboidratos. Estas reconmendagdes baseiamse na
suposicdo de que todas as pessoas apresentam fl utuacdes
pl asnéti cas nas concentracbdes de colesterol apés sua ingestdo, e
que elevacdo no colesterol total induz diretamente aumento no
ri sco de desenvol vi nent o de at er oscl er ose e doencas
cardi ovascul ares (Herron et al., 2004).

A r econendacao atual , cono nedi da preventiva de
conseqliéncias adversas, tem sido a dimnuicdo no conteudo de
lipidios, colesterol e calorias das dietas, porém na maioria das
vezes, a nmdanca alimentar resulta no elevado consunmo de
car boi dr at os.

Em 1993, Park & Yetley estinaram que o consuno ind vidual
nédio de frutose em adolescentes e adultos era de 40g/dia,
variando entre 29-54g/dia. Treze das 40g de frutose foram
estimadas conmo sendo de fontes naturais, cono frutas e |egures,
e 27g cono vindas de outras fontes de frutose.

A ingestdo de sacarose e, consequentenente, frutose tem
cresci do, princi pal nent e pel o aunent o no consuno de
refrigerantes, cereai s matinai s, condi nent os e sobr emesas
adocadas comsacarose e xarope de mlho (Hliot et al., 2002).

No  passado, a frutose era considerada benéfica no
gerenciamento dietético do diabetes nellitus e na resisténcia a
insulina, uma vez que a ingestdo desse carboidrato resulta em
nenor circulacdo poés-prandial de glicose e insulina (Qisnann &
Bowman, 1993). A luz dos conhecinmentos atuais, obser vacdes
contraditorias foram conprovadas. Em ternos de “feedback” para o

sistema nervoso central (SNOQ, o consuno de frutose resulta em
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dinmnuicdo na producdo e, assim nenor sinalizacdo da insulina e
leptina no SNC A insulina e a leptina estdo envolvidas na
r egul agao, a | ongo pr azo, da horreost asi a energéti ca e
adi posi dade corporal (Havel, 2002).

Brand-MIller et al. (2002) sugeriram que as reconendacdes
dietéticas de elevagdo no consuno de alinentos ricos em
carboidratos sdo ineficientes para o controle do peso. Segundo
esses autores, dietas contendo alinentos ricos em carboidratos,
que pronovem elevada resposta glicémca, alteram o apetite e a
utilizacdo da energia pronmovendo o ganho de peso.

Blevada ingestdo de carboidratos estd geralnente associada
com aunento no efeito glicémco da dieta. Tanto a quantidade
comb a qualidade dos carboidratos influenciam a glicema pobs-
prandial, e a interagdo entre os dois pode ser sinérgica (Brand-
Mller et al., 2002).

Na tentativa de reduzir os efeitos da ingestdo de dietas
desbal anceadas, tem sido observado aunento no consuno de
al i ment os f unci onai s. Al i ment os f unci onai s séo defi ni dos,
segundo o International Food Information  Council Foundat i on
(1998), cono aquel es que proporcionam beneficios a saude al ém da
nutricdo basica. Segundo a Anericam Detetic Association (2004)
os alinmentos ndo devem ser analisados apenas em ternos de nacro
e mcronutrientes. A analise das substancias fisiologicanente
ativas e a avaliagdo do papel dessas substéncias na pronogcdo da
salde tornamse necessari as.

& flavondies pertencem a um grupo de conpostos naturais
com grande variedade de estruturas fendlicas, sendo encontrados

em frutas, gréos, sementes, chas e vinhos (Mddleton, 1998). Uma
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“substancia fendlica ou polifendlica” é aquela que possui um ou
mais ndcleos aronéticos contendo substituintes hidroxilados efou
seus derivados funcionais (ésteres, éteres, glicosideos) (S nbes
et al., 2004). Mis de 4000 variedades de flavonéides tem sido
identificadas (de G oot & Rauen, 1998).

O esquel eto basico dos flavondides, conposto por dois anéis
aromaticos ligados por una ponte de trés &tonos de carbono,
resulta de rotas biossintéticas separadas: a do acido chiquimco
e a do acetato, via acido mlobnico. A prineira origina
fenilalanina, o precursor do acido cinamco que, por sua Vvez,
origina o0 acido cumrico, r esponsavel por um dos anéis
aromaticos (anel B) e a ponte de 3 carbonos. A segunda, resulta
no outro anel aromdtico (anel A do esqueleto basico dos

flavondi des (Sindes et al., 2004).

A

Figura 1. Estrutura geral de um fl avonoi de.

Pesqui sas com flavonsi des receberam impul so adicional com a
descoberta do “Paradoxo Francés”, isto é o0 baixo nivel de
nortal i dade cardi ovascul ar obser vado nas popul acbes do
Mediterrdneo em associagcdo ao consumo de vinho tinto e a elevada

i ngest 8o de gordura saturada (N jveldt et al., 2001).
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G flavon6ides sdo divididos em véarias classes, baseado na
estrutura nol ecul ar.

Saponinas sdo flavondides, fornmados por glicosideos de
est er Gi des, pr esent es em grande di ver si dade de pl ant as.
Qiginalnente o terno saponina (sapon = sabdo) foi atribuido a
um grupo de substéncias que se dissolviam em agua dinnuindo a
tensdo superficial. SAo substancias de elevada massa nol ecul ar
e, de nodo geral, ocorrem em nisturas conplexas devido a
presenca concontante de estruturas com ndnero variado de
carboidratos, ou ainda devido a presenca de diversas agliconas
(Sinbes et al., 2004).

Ao longo do tenpo, esse grupo de substancias tem
apresentado grande interesse farmacéutico, seja cono adjuvante
em fornul acbes, conponentes ativos em drogas vegetais, ou ainda,
cono natéria-prina para a sintese de ester6ides (Sndes et al.,
2004). Dwversas acbes sdo atribuidas a saponina cono atividade
antioxidante (Huong et al., 1998), emilsificante (Cheeke, 1999),
hi pocol esterol émca (Thonmpson, 1993) e hipoglicénica (Shimzu et
al., 1997).

Enbora muito tenha sido estudado sobre os efeitos adversos
associados ao consuno de dietas hipercalo6ricas, os efeitos da
ingestdo de dietas isocal6ricas contendo diferentes proporc¢des
de l'ipidios, col est erol e sacar ose ai nda nao foram
est abel eci dos. Desta forna, 0O presente trabalho teve por
objetivo determnar os efeitos da admnistacdo de saponina,
sobre par anet r os nutricionais e nor f onét ri cos, em rat os

alimentados comdietas ricas emlipidios, colesterol e sacarose.
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MATERI AL E METODCS

1. ANl VAl S

Foram wutilizados 36 ratos nachos adultos Wstar, de peso
medio 240 gramas. G animais eram provenientes do Biotério
Central da UNESP "canpus de Botucatu® e foram transferidos para
0 “lLaboratério de Bioquimca na Experinentacdo Aninal” do
Departanmento de Qimca e Bioquimca, |Instituto de Biociéncias,
UNESP/ Bot ucat u, onde per raneceram  durante t odo o] per i odo
experinmental, a tenperatura de 23 + 2°C periodo claro/escuro de
12 hor as.

63 ani mai s foram nantidos em gaiolas de pl astico
individuais, recebendo dieta e &gua destilada ad libitum Para
permtir a aclimatacdo dos aninais, 0s ratos pernaneceram nas
condicbes acima citadas por um periodo de 15 dias antes do
inicio do experinento. Darianente as gaiolas foramlinpas.

2. GRUPCS EXPERI MENTAI S

G aninmais foram divididos em 6 grupos (P, L, S FP, FL e
FS) com 6 ratos cada. O grupo P foi considerado controle (n=6),
recebendo dieta padrdo, Purina — Labina (Canpinas, SP, Brasil). G
animais do grupo L (n=6) receberam dieta padrdo acrescida de 0leo
de soja, colesterol e acido célico (Duarte et al., 1998). O grupo
S (n=6) recebeu dieta padrdo enriquecida com sacarose e Oleo de
soja (Chicco et al., 1991). O grupo FP (n=6) recebeu dieta padréo
e saponina (4g/L) na agua de beber. Animais do grupo FL (n=6)
receberam dieta padrdo acrescida de Oleo de soja, «colesterol e
acido colico e saponina (4g/L) na agua. O grupo FS (n=6) recebeu
dieta padrdo enriquecida com sacarose, Oleo de soja e saponina

(4g/L) na agua.
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As diferentes racdes foram preparadas a partir do farelo da
racdo basal em concentracgdes que pernitiram garantir o suprinmento
adequado de vitaminas, sais mnerais, acidos graxos e am nodcidos
essenciais (Bieri et al., 1977).

3. D ETAS

No preparo da racdo contendo elevada concentragdo de
lipidios, colesterol e &cido cdlico, foram adicionadas ao farelo
da ragdo basal, 120g de Oleo de soja, 10g de colesterol
cristalino e 1g de acido célico para cada 1 Kg de racdo (Duarte
et al., 1998). A racdo enriquecida com sacarose foi preparada a
partir do farelo da racdo basal, sendo adicionadas 600g de
sacarose e 60g de 6leo de soja para cada 1Kg de racdo (Chicco et
al., 1991). Todas as msturas foram honogenei zadas com 2300mnL
de agua quente (inferior a 60 °Q. A seguir, as racgbes foram
colocadas em naquina especifica para formagdo de "pellets".
Estes foram secos em estufa com ar circulante por um periodo de
24h, em tenperatura inferior a 70°C Apds secagem as racdes
foram deixadas a tenperatura anbiente para esfriar durante 24h,
e conservadas em camara fria a 6°C A validade das racdes

preparadas era de 3 meses.

4. PARAMETROS NUTRI O ONAI S E MORFOVETRI OOS

O consuno alimentar e a ingestdo de |liquidos foram
det er m nados di ari anent e, no nesno hordrio  (9:00-10: 00hs).
Dariamente foi ofertada 50g de racdo e 75nL de |liquido por

aninmal. O consuno alimentar diario foi obtido pela subtracdo da

dieta ofertada e o peso da dieta restante, apdés o consuno “ad

l[ibitunf em 24 horas. A ingestdo de liquidos foi obtida pela
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subtracdo da agua ou solucdo ofertada e quantidade restante,
apds o consurmo “ad |ibitunf em 24 horas.

G animais foram pesados antes do inicio do experimento e
semanal nente durante todo o periodo de tratanento.

Tendo comp base o consuno alinentar diario nédio, a energia
da racdo, as porcentagens de proteinas, lipidios e carboidratos
e 0 ganho de peso, foram calculados os paranetros nutricionais
(Faine et al., 2002; Dniz et al., 2005 Burneiko et al., 2006;
Ebaid et al., 2006):

Energia Ingerida (E; Kcal/dia) = consuno diario nédio de

racdo X energi a netabol i zavel de ragdo emKcal /g

Eficiéncia Ainentar (EA % = [Gnho de peso (g)/energia

i ngerida no periodo total (Kcal)] X 100.

Gonsuno de proteinas (CP, g/dia) = consuno diario nédio

de racao X porcentagemde proteinas da racao.

Gonsuno de lipidios (Q.; g/dia) = consuno diario nédio de

racdo X porcentagemde |ipidios da racéo.

Ingestdo de carboidratos (IC g/dia) = consuno diario
nédi o de ragdo X porcentagem de carboi dratos da racéo.

Ap6s 35 dias de tratanento, o0s aninais foram anestesi ados
para determinacdo do conprinento corporal (cabeca ao anus,
exceto a cauda).

Como paranmetros norfométricos foram utilizados o indice de
massa corporal (IMJ) (Dniz e al., 2006) e o indice de Lee
(Bernardis, 1970). O IMC foi calculado dividindo-se o peso dos
animais (g) pelo seu conprinento ao quadrado (cm). O indice de
Lee foi obtido através da raiz cubica do peso corporal (g)

di vidida pel o conprinmento (cn) dos ratos.
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5. ANAL| SE ESTATI STI CA

Gs resultados obtidos foram expressos conmp nédia + desvio
padrdo. A conparagcdo entre o0s grupos foi realizada pela
técnica de andlise de variancia (ANOVA) para o0 esquena de trés
fatores (colesterol, sacarose e saponina) com dois niveis
(auséncia e presenca) no experinento conpletanente casualizado
(Zar, 1994). O nivel de significancia foi de 5% para a
di scussdo dos resultados (Norrman & Streiner, 1994).
As letras utilizadas nas tabelas e figuras sédo referentes
as segui ntes conpar acoes:
(a)Indica diferenca significante entre os grupos: P x S
FP x FS.

(b) Indica diferenca significante entre os grupos: P x L;
FP x FL.

(c)Indica diferenca significante entre os grupos: P x FP,

Lx FL; Sx FS

RESUL TADCS

Pode-se observar, nas Tabelas 1 e 2 e Figura 2, que as
dietas wutilizadas eram isocaldricas. Um vez que o colesterol
ndo fornece calorias adicionais, utilizou-se 6leo de soja nas
dietas experinentais, para obtencdo de valores energéticos
simlares. As concentragcdes de fibra neutra, um dade, sais
mnerais e vitamnas foram suficientes para a manutencdo nornal
das atividades organicas dos aninmais. As dietas apresentaram
diferente distribuicdo energética entre o0s nmacronutrientes sem

entretanto, haver nodificacdo no conteldo cal 6rico total.
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NBo houve diferenca significante no peso inicial, peso
corporal final, indice de nassa corporal (IM) e indice de Lee
entre os grupos. O ganho de peso foi senelhante entre o0s aninmais
gue n&o consumram saponi na, bem conmo entre os grupos FP e FS. O
grupo FL apresentou elevacdo no ganho de peso, quando conparado
aos aninmais do grupo FP. Foi observado aurmento no ganho de peso
quando conparados 0s grupos que receberam saponina com seus
respectivos control es (Tabel a 3).

No foi observada diferenca estatistica na ingestéao
alinmentar (IA e na energia ingerida (El) entre a mior parte
dos grupos estudados. O grupo FL elevou a IA e a H em relacgéo
ao grupo L. O grupos FS e FL apresentaram aunmento na H em
relacdo ao grupo FP. Houve elevacdo da E nos ratos do grupo L
emrel acdo aos do grupo P (Tabel a 4)

Ndo houve nodificagdo na eficiéncia alinmentar (EA) na
ausénci a de saponi na. Ani nai s que r eceberam saponi na
apresentaram elevacdo na EA e no ganho de peso em relacdo aos
seus control es, semsaponi na (Tabela 4 e Figura 3).

> grupos P e L, FP e FL ndo apresentaram alteracdo
significante na ingestdo de liquidos (IL). Nos grupos que
receberam saponina foi observada elevacdo na IL em relagdo aos
seus controles, sem saponina. Gs grupos S e FS reduziram a IL em
relacdo aos animais dos grupos P e FP, respectivamente (Tabela
4).

NBo foi observada diferenca significante no consuno de
proteinas (CP) entre 0s grupos que receberam saponina e 0S Seus

controles sem saponina. O grupos L e S apresentaram di mnui cdo
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no CP em relacdo aos ratos do grupo P. Animais do grupo FL e FS
reduziramo CP emrel acdo aos animai s do grupo FP (Tabel a 5).

NBo houve alteragdo no consuno de lipidios (Q.) quando
conparados o0s grupos FP e FS com seus controles P e S
respecti vanent e. Houve elevacdo no consuno de lipidios nos
grupos L e S em relacdo ao grupo P, e nos grupos FL e FS em
relagdo ao grupo FP. Ratos do grupo FL apresentaram aunento no
QL emrelacdo ao grupo L (Tabela 5).

A ingestdo de carboidratos (1Q ndo variou de naneira
significante entre os grupos P e L, bem cono entre FP e FL. A
anal i se, entre 0sS grupos que receberam saponina com seus
controles, ndo indicou diferenca significante na IC G grupos S
e FS apresentaram elevacdo na IC em relagcdo aos animais P e FP,
respecti vamente (Tabela 5). Na Figura 4, pode-se observar que os
animais dos grupos S e FS aunentaram a IC e dimnuiram a

i ngest &o de |1 qui dos.
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Tabela 1. Composicdo centesimal das dietas padrdo (P), rica em dleo de soja, colesterol e &cido cdlico

(L) e com elevada concentracao de sacarose (S)

Componentes C L S
Proteina bruta

(9/100g de ragéo) 23,54 19,77 14,00
Lipidio

(9/100g de ragéo) 187 957 327
Carboidrato

(9/100g de ragéo) 4388 4091 59,85
Fibra neutra

(9/100g de ragéo) 13,85 13,26 9,39
Outros* 16,86 16,49 14,29

Determinacdes realizadas no Laboratério de Tecnologia de Produtos Agropecudrios da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas
(FCA) da UNESP/Botucatu. (*) Outros: Umidade, sais minerais e vitaminas. Sais minerais (mg/Kg de ragdo): manganés 50 mg;
iodo 2mg; ferro 65mg; zinco 35 mg, cobre 26 mg. Vitaminas: (A) retinol 20.000 Ul; (&) 6.600 UI; (E) 30 UI; (K) 6mg; (B12) 10 mg;
(B2) 8 mg; pantotenato de calcio 24 mg; niacina 95 mg; tiamina 4 mg; colina 2.000 mg; piridoxina 6 mg; biotina 0,1 mg; é&cido
folico 0,5 mg. Composicdo bésica do produto: milho, farelo de trigo, farelo de soja, farinha de carne, farelo de arroz cru,

carbonato de célcio, fosfato bicalcico, sal. Valores obtidos com base na composicéo da racdo Purina-Labina.
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Figura 2. Porcentagem caldrica proveniente de cada macronutriente das dietas padrdo (P), rica em 6leo

de soja, colesterol e &cido cdlico (L) e rica em sacarose (S).
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Tabela 2 Porcentagem calorica proveniente de cada componente das dietas padréo (P), rica em 6leo de
soja, colesterol e &cido cdlico (L) e com elevada concentragdo de sacarose (S)

Componentes P L S
(% caldrica)

Proteina

(% caldrica) 32,86 24,04 16,83
Lipidios

(% caldrica) 5,87 26,19 9,10
Carboidratos

(% caldrica) 61,26 49,74 74,06
Energia

(Kcallg) 2,36 328 323
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Tabela 3 Peso inicial, ganho de peso, peso final, indice de massa corporal (IMC) e indice de Lee dos
animais alimentados com dieta padrdo (P), com dieta rica em dleo de soja, colesterol e &cido cdlico (L),
dieta rica em sacarose (S), dieta padréo, recebendo saponina na &gua de beber (FP), dieta rica em Oleo
de soja, colesterol e acido colico, recebendo saponina (FL) e dieta rica em sacarose, recebendo saponina

na agua de beber (FS)

GRUPOS SEM SAPONINA GRUPOS COM SAPONINA

P L S FP FL FS
Peso inicial
@ 239,0£148 24224131 24294285 21794255  2213+174  2235+24,0
Ganho de peso
@ 136,4+22,7  1605+188  1482+205  1702+27,6° 207,1+32,3c  202,4+435
Peso final
@ 37551241  402,7+275 39124415  3882+230  4284+478 42594557
IMC
(glcm?) 0,69+002 067003 070004 0,700,006  0,71£0,006  0,71+0,007

indice de Lee 0,30+0,005 0,30+0,006 0230+0,008  0231+0,01 0,30+0,008  0,30+0,01

——————————— — ————————————
Valores expressos como médiatdesvio-padrdo. (b) indica diferenca significante entre os grupos: P x L; FP x FL. (c) indica
diferenca significante entre os grupos: P x FP; L x FL; S x FS.
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Tabela 4. Ingestdo alimentar (IA), energia ingerida (El), eficiéncia alimentar (EA) e ingestdo de liquidos
(L) dos animais alimentados com dieta padrdo (P), com dieta rica em 6leo de soja, colesterol e &cido
cllico (L), dieta rica em sacarose (S), dieta padrao, recebendo saponina na &gua de beber (FP), dieta rica
em Oleo de soja, colesterol e acido cdlico, recebendo saponina (FL) e dieta rica em sacarose, recebendo
saponina na agua de beber (FS)

GRUPOS SEM SAPONINA GRUPOS COM SAPONINA

P L S FP FL FS
A
(g/dia) 2418+175  2383+145 2388+0,87 2550143 2669434 2548287
El
(Kcalldia) 69,174502  7819+476 77154283 73204410 8757+11,19% 82,30+9,27
EA
(%) 5764041  585:045 547+050 6824094  694+054°  7,16+088°
IL
(mlidia) 36,08+471 32614213 2808296 47,124360° 44204275 3306184

Valores expressos como médiatdesvio-padrdo. (a) indica diferenca significante entre os grupos: Px S; FP x FS. (b) indica
diferenca significante entre os grupos: P x L; FP x FL. (c) indica diferenca significante entre os grupos: P x FP; L x FL; S x FS.
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Figura 3. Ganho de peso e eficiéncia alimentar (EA) nos animais alimentados com dieta padrdo (P), com
dieta rica em dleo de soja, colesterol e acido cdlico (L), dieta rica em sacarose (S), dieta padréo,
recebendo saponina na agua de beber (FP), dieta rica em dleo de soja, colesterol e acido colico,
recebendo saponina (FL) e dieta rica em sacarose, recebendo saponina na agua de beber (FS). (b) indica
diferenca significante entre os grupos: P x L; FP x FL. (c) indica diferenca significante entre os grupos: P x

FP; LxFL; SxFS.

Capitulo I 1€



Tabela 5. Consumo de proteinas (CP), consumo de lipidios (CL) e ingestdo de carboidratos (IC) dos
animais alimentados com dieta padrdo (P), com dieta rica em dleo de soja, colesterol e acido cdlico (L),
dieta rica em sacarose (S), dieta padréo, recebendo saponina na &gua de beber (FP), dieta rica em Oleo
de soja, colesterol e acido colico, recebendo saponina (FL) e dieta rica em sacarose, recebendo saponina

na agua de beber (FS)
GRUPQOS SEM SAPONINA GRUPQOS COM SAPONINA

P L S FP FL FS
cp
(g/dia) 5,60+0,41 4,71+0,28" 324+0,112 6,02+0,33 5,27+0,67° 3,460,392
CL
(o/dia) 0,45+0,03 2,28+0,13" 0,78+0,022 0,47+0,02 2,55+0,32"¢ 0,83+0,092
IC
(g/dia) 10,61+0,77 9,75+0,59 14,29+0,52 11,23+0,63 10,92+1,39 15,25+1,712

Valores expressos como médiatdesvio-padrdo. (a) indica diferenca significante entre os grupos: Px S; FP x FS. (b) indica
diferenca significante entre os grupos: P x L; FP x FL. (c) indica diferenga significante entre os grupos: P x FP; L x FL; S x FS.
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Figura 4. Ingestdo de carboidratos e ingestdo de liquidos nos animais alimentados com dieta padrdo (P),
com dieta rica em dleo de soja, colesterol e acido colico (L), dieta rica em sacarose (S), dieta padrdo,
recebendo saponina na agua de beber (FP), dieta rica em Oleo de soja, colesterol e acido colico,
recebendo saponina (FL) e dieta rica em sacarose, recebendo saponina na agua de beber (FS). (a) indica
diferenca significante entre os grupos: P x S; FP x FS. (c) indica diferenca significante entre os grupos: P

XxFP; LxFL; SxFS.
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DI SCUSSAO

O conheci nento dos ef ei t os bi ol gi cos dos conponent es
alinentares tem nodificado a inportadncia dada a alinentagcdo na
manut engcdo da saude.

Atual mrente, a ingestdo de dietas inadequadas, ricas em
col esterol e carboidratos, tem aunentado na rmaioria das
popul acbes (Schauwen et al., 2000), podendo estar associada ao

aparecimento de obesidade e indneras repercussdes sisténicas

cono dislipidemas (MNanara, 2000; Matos et al ., 2005) e
alteracbes cardiovasculares (MNovelli et al., 2002; Dniz et al.,
2002; Faine et al ., 2002) . Tem sido denonstrado que o

desequilibrio alinentar constitui uma das principais causas do
desenvolvimento e perpetuacdo de diversas doengas  cronico-
degenerativas (Neves, 1997, Balkan et al., 2004) . | ndrrer os
estudos conmprovam a inportancia do <controle da ingestdo de
determnados nutrientes cono, colesterol, lipidios saturados e
carboidrato refinado, em relacdo a ingestdo total de «calorias,
na prevencdo de patologias (Danforth, 1985, Hatt, 1987; Prewtt
et al ., 1991; Storleien et al ., 2000; Achesson, 2004) .
Entretanto, a despeito do grande nunero de estudos sobre o teng,
os efeitos da variacdo dos conponentes das dietas, sobre
par anet r os nutricionai s e nor f onétri cos ai nda nao est do
cl aranment e defi ni dos.

Estudos recentes tém indicado que rmudancas nos habitos
alimentares podem representar nedidas iniciais na prevengcdo e
tratamento de vérias patologias (Costa et al., 2000; Kaur &
Kapoor, 2001; Battino et al., 2002). A atribuicdo de efeitos

benéficos a ingestdo de conponentes naturais, e substancias com
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propriedades antioxidantes, conmo os flavonodides, tem levado ao
aunento da ingestdo destes conpostos, na naioria das popul acles.
Enbor a, as reais consequéncias do elevado consuno  destes
conpost os, ainda ndo estejam ef eti vanent e est abel eci das.

Nest e est udo, foram evi denci ados 0S efeitos da
adninistracdo de saponina sobre parédmetros norfométricos e
nutricionais de ratos mantidos com dietas contendo diferentes
proporcdes de lipidios, <colesterol e sacarose. Desde que as
dietas utilizadas foram isocaléricas (Tabelas 1 e 2 e Figura 2)
(Matsuo et al., 1995), é evidente, que os efeitos da ingestéo
das diferentes dietas foram decorrentes da nodificagdo nos seus
conponentes, € que as consequéncias da ingestdo de |ipidios,
colesterol e sacarose foram estudadas, sem a interferéncia da
guant i dade cal 6rica das di et as.

O consumo de proteinas (CP) foi dimnuido nos aninais que
ingeriram as dietas ricas em colesterol ou sacarose em relacdo a
dieta padrdo (Tabela 5). Segundo Reeves (1997) ratos adultos
necessitam de 14% de proteina para a nanutengcdo do peso e
desenvolvinmento nornais. A Tabela 1 nostra que todas as dietas
apresentavam nais de 14% de proteina, ndo sendo, portanto,
hipoproteicas. O consuno de lipidios (CL) e a ingestdao de
carboidratos (10 conprovam que as dietas ofertadas foram
eficientes para variar a ingestdao destes nutrientes. Aninais
alimentados com dieta rica em O6leo de soja e colesterol
apresentaram elevado consumo de lipidios. Ratos alimentados com
dieta rica em sacarose apresentaram aunento na ingestdo de
carboidratos. Cono esperado, a admnistracdo de saponina nao

alterou o P, L e IC (Tabela 5).
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Apbés 5 senmanas de tratanento o ganho de peso, 0 peso
corporal final, o indice de nassa corporal (IM) e o indice de
Lee foram senmelhantes nos aninais que ndo receberam saponi na
(Tabela 3). Desde que elevagdo no IMC (Dniz et al., 2006) e no
indice de Lee (Bernardis, 1970) ¢é utilizada para caracterizar
obesidade em ratos, esta claro que as dietas utilizadas nao
i nduzi ram obesi dade. Resultados concordantes foram obtidos por
Midallal et al. (1995 e Soria et al. (2001), que nao observaram
alteracbes significantes no peso corporal final, de ratos
al i ment ados comdi etas ricas em car boi dr at os.

Enbora possa haver concordancia entre alguns autores quanto
a nanutencdo do peso corporal, apdés ingestdo de diferentes tipos
de dietas, o0 necanisno através do qual os conponentes da dieta
atuam no peso corporal tem denonstrado inUneras controvérsias. A
conversdo de glicose em lipidio, através da |ipogénese, so
ocorre ap6s a reposicdo dos estoques teciduais de glicogénio.
Este processo consone quantidade  consi deravel de energia,
dificutando dessa forna o ganho de peso (Fatt, 1992). Lamrert
et al. (2000) afirmaram que dietas com conteldos de sacarose de
15 a 30% induziam elevacdo na elimnacdo de energia através das
fezes, o que contribuiria para a manutencdo do peso corporal .

Archer et al. (2003), observaram reducdo no peso de
individuos alinentados com dieta contendo elevada concentracgéo
de carboidratos. Segundo estes autores, ndo houve alteragdo no
consuno de energia durante o periodo experinental. Entretanto,
foi observada inportante variabilidade individual nas nudancas
do peso corporal , em resposta a el evada i ngest ao de

car boi dr at os. Individuos que iniciaram o estudo com peso
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corporal mais elevado foram os que apresentaram a naior reducdo
no peso final.

A resposta ao consuno elevado de sacarose pode tanbém
depender da espécie aninmal estudada. Enquanto ratos Gsborne-
Mendel respondem com acumulo de lipidios e ganho de peso, outras
espécies (cono a SHB/Pl) apresentam perda de peso (Schenmel et
al ., 1982).

A acdo da sacarose dietética na nanutencdo, reducdo, ou
ganho de peso corporal, tanbém é dependente da forna na qual ela
€ admnistrada. Sacarose pode elevar a ingestdo e aumentar o
ganho de peso, quando adninistrada separadamente da racdo, cono
una solucdo aquosa (Lawton & Blundell, 1992). Neste caso, o0
animal pode nodular a ingestdo de sacarose em relagdo ao consuno
de outras fontes energéticas. Em contraste com una dieta rica em
sacarose, na qual a Unica forma do animal reduzir o consuno de
sacarose €é dimnuindo a ingestdo de racdo (Goodson et al.,
2001) .

Em relacdo aos lipidios, diversos autores ndo denonstraram
elevacdo no ganho de peso em ratos alinmentados com dietas ricas
em lipidios (Prewitt et al., 1991; Km et al., 2000; Ilossa et
al., 2003). Ratos que ingeriram elevadas quantidades de i pidios
preveniram a obesidade através do aunento no gasto energético
corporal e pela oxidagdo lipidica (lossa et al., 2000). Estas
adaptacbes estdo relacionadas com nodificagdes na atividade
netabdlica de oOrgdos e tecidos, especialmente figado e miscul os
(Qeary et al., 1985). Entretanto, estudos denonstram que a
adaptacdo netabdlica a nudancas na ingestdo de lipidios € lenta,

e se existir predisposicdo genética para o0 acumulo de tecido
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adiposo, a elevacdo no conteudo lipidico da dieta pode aunentar
a probabilidade do desenvolvinmento da obesidade (Abbot et al.,
1988; HIIl et al., 1991; Thomas et al., 1992; Astrup et al.,
1994) .

Bl undel | & Mdiarmd (1997) observaram que individuos
alinentados com dieta rica em lipidios (45% das calorias)

apresentaram aunento no IMC em relagdo ao grupo que ingeriu

dieta de baixa concentracdo de |lipidios (nenos de 35% das
cal ori as). Entretant o, gr ande naner o de i ndi vi duos que
consumram elevada quantidade de lipidios ndo apresentaram

alteracdo no IMZ No presente trabalho, ndo foram observadas
alteracbes no IMZ bem conmo no indice de Lee. Feoli et al.
(2003) n&o observaram variacdo no ganho de peso e peso corporal
final, quando estudaram os efeitos da adicdo de 1% de col esterol
a racado de ratos.

A elevacdo na energia ingerida pelos animais que receberam
dieta rica em lipidios e colesterol (grupos L e FL), conparados
aos grupos com dieta padrdo (grupos P e FP) e a manutengdo no
peso  cor poral (Tabela 3 e Fgura 3), foram associadas a
caracteristica ndo-energética do col esterol . Desde que a
estrutura em anel do colesterol ndo pode ser netabolizada a QO
e HQ ndo ocorre liberacdo de energia quando este nutriente €
degradado (Chanpe et al., 2006).

A andlise do peso «corporal dos animais que receberam
saponina perntiu observar, que a elevacdo no ganho de peso nos
aninais do grupo FL em relacdo aos aninais do grupo FP foi
associada a elevada ingestdo energética destes animais (Tabelas

3 e 4. Kmet al. (2005 denonstraram que a saponina reduziu a
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concentracdo de leptina em ratos alimentados com dietas de
elevado contetado lipidico. A leptina constitui inportante fator
na regulacdo da ingestdo alimentar e estimulagdo do gasto
energético (Maffei et al., 1995), sendo considerada o sinal da
saci edade. Administracdo de leptina em ratos geneticanente
obesos reduz a ingestdo alimentar e consequentemente o ganho de
peso (Houseknecht et al., 1998). A deficiéncia congénita de
leptina em hurmanos esta associada com inicio precoce da
obesidade. Desta forna, o aunento no ganho de peso e na ingestao
alinentar dos aninmais mantidos com dieta rica em lipidios e
colesterol e que receberam saponina, poderia estar associado a
alteracdo na resposta netabdlica a | eptina.

I ndependente da nanutengdo do consuno alinentar e da
energia ingerida, aninais que receberam saponina apresentaram
elevacdo no ganho de peso, quando comparados aos controles, sem
saponi na (Tabela 3 e Figura 3).

Segundo Har bone (1986), 0s f1 avonoi des represent am
importantes constituintes nado-energéticos da dieta Este fato
indicou claranente, que a elevacdo no peso corporal esteve
associada a elevacdo na eficiéncia alinentar induzida pela
saponina (Tabela 4). E evidente que a saponina proporcionou
mel hor aprovei t anent o dos conponentes cal 6ri cos das di et as.

Varios processos podem estar associados ao necanisno da
acdo da saponina sobre o0s conponentes dietéticos. A saponina
afeta o0 sistema enzinmdtico e o0s mecanisnos de transporte
| ocali zados nas nenbranas celulares da mucosa intestinal (Qnning

et al., 1996). Enbora reduzindo o transporte ativo de galactose
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em ratos, a saponina aumenta a captacdo de nutrientes pelo
transporte passivo (Johnson et al., 1986).

Na digestdo e absorcdo dos lipidios, estdo envolvidas a
emllsificagho e a fornagdo de mcelas. A saponina apresenta
atividade surfactante e detergente, podendo influenciar a
enul sificacdo de substéncias solUveis em lipidios no intestino,
inclundo a fornmagcdo de mnicelas contendo acidos biliares, &cidos
gr axos, diacilglicerdis e vi t am nas |'i possol Gvei s (Cheeke,
1999). Segundo Qakenfull & S dhu (1989) a saponina estabiliza a
i nterface 6l eo/ agua das m cel as.

A ingestdo de grdos, cono trigo e aveia que contém R
glucanas, ou gonas Vviscosas pouco sollUveis em &gua reduz a
absorcdo de conpostos pela nucosa intestinal, devido a elevada
vi scosi dade. Tem sido denonstrado que a saponina pode aurentar a
sol ubi lidade destes conpostos, através da acdo surfactante,
levando ao nelhor aproveitamento destes gréaos (Cheeke, 1999).
Francis et al. (2002) observaram que peixes tratados com
saponi na apresentaram elevacdo na eficiéncia alimentar e aunento
no crescinento corporal. Segundo estes autores, os efeitos da
saponi na estavam  associ ados ao aunent o da absor ¢céao de
nutrientes, através das nmenbr anas intestinais, cuj a
perneabi lidade era elevada pela saponina. Neste mesno estudo,
f oi verificado que a saponina tanbém atua reduzindo o
cat abol i sno, indicando que na presenca de saponina, ocorre
aurrent o no cont eldo energéti co di sponivel para estoque.

Deste nodo, por aunentar a enulsificacdo e a digestdo de
lipidios, a saponina nelhora o aproveitamento dos conponentes

dietéticos, elevando a eficiéncia alinentar.
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A propriedade emul sificante da saponi na pode estar
associada ao aunento na ingestdo de liquidos pelos aninais que
receberam o flavondi de. Independente da dieta, a adnministracéo
de saponina elevou consideravelmente a ingestdo de liquidos (IL)
(Tabela 4). Slva et al. (2005) atribuiram a saponina inportante
efeito diurético. Desta forna, a saponina pode aurentar o fluxo
urinario, comel evacdo conpensatoéria na |L.

Estudos recentes denonstram que a saponina exerce atividade
antiinflamatéoria (Sur et al., 2001, Km et al., 2006). Segundo
estes autores, a saponina reduz o edema causado por drogas
indutoras de inflamacoes. Estes fatos constituem evidéncias
favoraveis a observacdo que o ganho de peso nos grupos com
saponina foi decorrente do aunento na eficiéncia alinentar,
enbora tenha havi do el evacéo na IL, nestes ani nais.

E notério o fato que elevada ingestdo de carboidratos induz
aunento na sintese hepatica de &cidos graxos (MNovelli, 2005).
Tanbém ¢é conhecido o fato que a netabolizacdo da glicose a
acetil coenzima-A e a sintese de acidos graxos a partir de
acetil coenzima-A libera quantidade consideravel de agua. Estes
fatos podem estar associados a redugcdo na ingestdo de |iquidos
pelos aninais, que consumiram dieta rica em sacarose (Tabela 4 e
Figura 4). Desta forma, animais que receberam dieta rica em
sacarose utilizaram o excesso de glicose, proveniente da racao,
para a formacdo de lipidios, liberando suficiente quantidade de
agua.

(63 resul t ados dest e est udo permtiram concluir que

alteracbes nos conponentes das dietas induziram nodificacbes no

consuno de nacronutrientes, afetaram o0 <consuno alinentar e a
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ingestdo de liquidos sem entretanto afetar o peso corporal. A
adninistracdo de saponina induziu elevacdo no peso corporal,
aunentando a eficiéncia alinentar, permtindo assim nel hor

aprovei tanent o dos conponentes da di et a.
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CAPITULO 2

PERFIL LIPIDICO E ESTRESSE OXIDATIVO: ACAO DA
SAPONINA EM ANIMAIS ALIMENTADOS COM

DIETAS RICAS EM LIPIDIOS, COLESTEROL E
SACARQOSE



RESUMO

I nineras condi ¢cdes patol 6gi cas estdo associadas ao estresse
oxidativo (EQ e dislipidemas. Essas alteracdes desenvolvemse
| ent arrent e t or nando- se nani f est as guando clini carment e
instal adas. Deste nodo, o0s estudos da agdo da saponina sobre a
dislipidemia e o EO séricos, em ratos alinmentados com dieta
padrdo e rica em lipidio, colesterol e sacarose, sdo de grande
interesse. Para tanto, 36 ratos, Wstar, 240g, foram divididos
em 6 grupos (n=6). O grupo P, controle, recebeu dieta padrdo. O
grupo L recebeu dieta acrescida de 6leo de soja, colesterol e
acido colico. O grupo S recebeu dieta enriquecida com sacarose e
6leo de soja. O grupo FP recebeu dieta padrdao e saponina (4g/L)
na é&gua de beber. Qupo FL recebeu a nesma dieta do grupo L e
saponina (4g/L) na é&gua. O grupo FS recebeu a dieta do grupo S e
saponi na (4g/L) na &gua. O experimento teve duracdo de 35 dias.
G resultados denonstraram que as dietas utilizadas induziram
diferentes tipos de dislipidemas e EQ O consunbo de saponina
foi eficaz na nornalizacdo da lipidenia e na reducdo do EQ
através de suas propriedades anti oxi dant es.

Pal avras chaves: D etas inadequadas, flavonéides, estresse

oxi dati vo, dislipi dem as.
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| NTRCDUCAO

As doencas cardiovasculares (DO representam a principal
causa de nortalidade prematura e de invalidez pernanente.
(Ameri cam ol | ege of Car di ol ogy, 2003) . A al teracgéo
cardiovascular tem sido reconhecida cono a ponta de um iceberg,
no qual a parte submersa representa o conjunto de anornalidades
nmetabol i cas precedentes (Anericam College of Cardiology, 2003).
Este fato estaria relacionado & ocorréncia de danos cardiacos em
i ndi vi duos apar ent errent e saudavei s, o] que aunent a
subst anci al nent e 0 ri sco de event 0s car di ovascul ar es
subsequentes. Existe, portanto, grande interesse no controle das
al t er acOes met abdl i cas que podem  ocorrer em i ndi vi duos
assi ntonéti cos.

Habi t os al i ment ares i nadequados constituem inportantes
fatores associ ados ao apar eci nent o de di sl i pi dem as e,
consequent enent e, DOC A recomendacdo frequente, cono nedida
preventiva de consequéncias adversas, tem sido a dinnuicdo no
conteudo de lipidios e calorias das dietas, porém na naioria das
vezes, a nudanca alinmentar resulta no elevado consuno de
carboidratos. Acrescentamse ainda ingestdo de dietas ricas em
colesterol, que contribui consideravelmente para o0 aparecinento
de dislipidemas e aterosclerose (Costa et al., 2000).

D etas supl enent adas com frutose e sacarose induzem
alteracbes netabdlicas em aninais, senelhantes as observadas em
i ndi viduos  diabéti cos, incluindo anornalidades vasculares na
retina e esclerose glonerular renal (Poulson, 1986). H evada
ingestdo de frutose induziu hipertrigliceridema, hipertensdo e

elevada resisténcia a insulina em ratos (Bezerra et al., 2001).
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A hipertrigliceridema esta freqglentenente associada ao aumento
na resisténcia a insulina (Sebokova et al., 1996) e repetidos
episédios de hiperglicema poOs-prandial, decorrente da elevagao
na resisténcia a insulina, podem induzir alteragdes vasculares
resul tando di sfuncéo pancreatica (Svensson et al., 1996).

Detas ricas em gorduras saturadas e colesterol sao
consideradas aterogénicas por elevarem os niveis plasmaticos de
col est erol e triacilglicerdis, el evando, portant o, fatores de
risco na etiologia da doenca isquénica cardiovascular (Neves,
1997).

Schwab et al. (2000) verificaram que a adicdo de col esterol
em dietas com o6leo de m | ho resul tou em aurento na
susceptibilidade a oxidagcdo da |I|ipoproteina de baixa densidade
(LDL- col esterol).

Tanbém tem sido denonstrado que ingestdo de dietas ricas em
colesterol é responsavel pela elevacdo na concentracdo sérica do
colesterol e da LDL em hunanos (Gaw et al., 2001). Duarte et al.
(1998), observaram aurmento de 57% no colesterol sérico de ratos
alinentados com dietas ricas em colesterol e contendo acido
coli co.

Ratos tratados com dietas ricas em colesterol apresentaram
elevacdo na concentracdo de triacilglicerol (TG (Balkan et al.,
2004). Varios trabalhos tém denonstrado o papel aterogénico dos
triacilglicerdis (Bl oongarden 2002; Brizzi et al., 2003).

E notéria a associacdo entre elevacdo na col esterol em a,
aterosclerose e a doenca arterial coronariana (Naderali et al.,

2004). A dislipidema induz anornmalidades na funcdo arterial e

acumulo de LDL-colesterol no endotélio vascular (Naderali &
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WIllianms, 2001). Fatores de risco para a doenca cardiovascul ar
i ncl uem el evagdes nas concent r agdes de triacilglicerol,
colesterol, acidos graxos livres, LDL-colesterol e dinmnuicdo na
lipoproteina de elevada densidade (HDL-colesterol) (Abuja &

A bertini, 2001).

Dslipidemas e estresse oxidativo constituem evidéncias da
naior predisposicdo a formacdo de LDL-oxidada e aparecinento de
at er oscl er ose.

Estresse oxidativo denota a diferenca entre a produgdo de
espécies oxidantes e seus respectivos necanisnos de defesa.
xidantes podem ser gerados através de radiacdo iobnica, reacdes
quimcas, reacbes enzinéticas, através de catalisacdo de oxido-
reducdo envolvendo fons de netais de transicdo, ou |igacbes de
ions a enzimas (Novel i, 2005).

Durante o0 estresse oxidativo, radicais livres tais com o
radical superdxido (Q,), radical hidroxil (CH) e o perdxido de
hidrogénio (H,Q) podem produzir danos, cono a peroxidacdo de
lipidios insaturados das nenbranas celulares. A |ipoperoxidacédo
€ uma reagcdo em cadeia, desde que se propaga continuarente,
levando a fornmacdo de Ilipoperoxidos e a destruicdo celular. Para
evitar esta situacdo o neio biold6gico dispfe de varios sistenmas
antioxidantes. MNa dimnuicdo destes sistemas, ou no excesso da
producdo de radicais livres, ou na conjugacdo das duas
situacdes, o neio celular fica sujeito ao estresse oxidativo que
conduzira o dano oxidativo de nacronol éculas celulares (Ferreira
& Matsubara, 1997; N shiyama et al., 1998; Biesal ki, 2000).

NBo ha davidas que a alinentacdo exerce papel fundanental

na nanutencdo da salde, e que dietas ricas em sacarose e
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col est erol podem contribuir consi der avel nent e para 0
aparecinento de dislipidemas, resisténcia a insulina e estresse
oxi dat i vo.

Prevenir e tratar doencas cardiovasculares em geral, por
neio da terapia dietética sao nedidas claranente denonstradas na
literatura (Costa et al., 2000).

Nos udltinos anos, O interesse sobre a nutricdo tem
estimilado o estudo do papel da dieta na prevencdo de patol ogias
degenerativas e nanutencdo da saude. Gs alinentos tém assumido o
status de "alimentos funcionais", 0S quais podem pronover
efeitos fisioldgicos benéficos prevenindo o0 aparecinento de
doengas crOni co-degenerati vas (Kaur & Kapoor, 2001).

G polifen6is sdo conpostos que incluem flavondides e
aci dos fendlicos entre outros metabdlitos (Manach et al., 1997).

Fl avonoi des sdo conpost o0s que apresentam propri edades
ant i oxi dant es. Qcorrem  naturalnente  em frutas, vegetais e
bebi das conmo chas, vinho e sucos e sdo parte integrante da dieta

humana. Este grupo de polifendis exibe grande variedade de

ef ei t os bi ol 6gi cos cono ant i m cr obi ano, anti al érgi co ou
vasodi | at ador . Est udos epi dem ol 6gi cos tém denonst r ado
correlacdo inversa entre o consuno de dietas ricas em

flavondides e a nortalidade por doencas degenerativas (Johns et
al ., 1999).

Saponinas sdo flavondides estruturalnmente formados  por
glicosideos triterpendi des, ou esterdides.

Shimzu et al. (1997), observaram que a saponina inibiu a

el evacdo do nivel sérico de glicose.
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Segundo Thonpson (1993) a saponina pode apresentar efeitos
hi pocol est er ol éni cos em ani nai s, e em humanos.

Hiong et al. (1998), observaram efeito antioxidante da
saponi na, emcérebro e figado de ratos.

A observacdo que dietas inadequadas, ricas em |ipidios,
colesterol e sacarose, tém sido consumidas pela naioria das
popul acbes, indica a necessidade de estudos dos efeitos destas
dietas no estresse oxidativo e na dislipidema Deste nodo, o
objetivo do presente trabalho foi evidenciar a influéncia do
consumd de dietas ricas em lipidios, colesterol e sacrose, bem
cono da admnstracdo de saponina, no perfil lipidico e nos

nar cadores do estresse oxidativo séricos emr at os.

MATERI AL E METODCS

1. ANl MAI S

Foram utilizados 36 ratos nachos adultos Wstar, de peso
médio 240 gramas. O animais eram provenientes do Biotério
Central da UNESP "canpus de Botucatu® e foram transferidos para
0 “laboratério de Bioquinica na Experinentacdo Aninal” do
Departanento de Quimica e Bioquinica, Instituto de Biociéncias,
UNESP/ Bot ucat u, onde per maneceram  durante t odo o] per i odo
experimental, & tenperatura de 23 + 2°C periodo claro/escuro de
12 hor as.

(63 ani mai s foram nantidos em gaiolas de pl asti co
individuais, recebendo dieta e agua destilada ad libitum sendo
divididos em 6 grupos (P, L, S, FP, FL e FS) com 6 ratos cada. (@]
grupo P foi considerado controle (n=6), recebendo dieta padrao,

Purina — Labina (Canpinas, SP, Brasil). G animais do grupo L
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(n=6) receberam dieta padrdo acrescida de 6leo de soja, colesterol
e &cido colico (Duarte et al., 1998). O grupo S (n=6) recebeu
dieta padrdo enriquecida com sacarose e 6leo de soja (Chico et
al., 1991). O grupo FP (n=6) recebeu dieta padrdo e saponina
(4g/L) na éagua de beber. Animais do grupo FL (n=6) receberam
dieta padrdo acrescida de 6leo de soja, colesterol e &cido cdlico
e saponina (4g/L) na agua. O grupo FS (n=6) recebeu dieta padrao
enri queci da com sacarose, 0l eo de soja e saponi ha (4g/L) na agua.

As diferentes racGes foram preparadas a partir do farelo da
racdo basal, comp descrito por Rodrigues (2007, Capitulo 1,
pagi na 10).

As concentracdes de glicose (Boehringer Minnhein, Hi Lilly
do Brasil, SP, Brasil) e corpos cetdnicos (Qptinum Medi Sense,
Abbott Laboratories, Bedford, M\, USA) foram deternmnadas apos
jejum de 12-14h, no sangue total, coletado através da veia caudal

ap6s 35 dias dos tratarment os.

2. OBTENGAO DE AMOSTRAS

Apos 35 dias de tratamento, os aninais foram anestesiados e
sacrificados por decapitacdo. O sangue foi coletado em tubos de
ensai o, com auxilio de funil. O soro foi separado  por
centrifugacdo a 4.500 rpm As concentracbes de proteinas totais,
albumna, triacilglicerol, ~colesterol total e |lipoproteina de
densi dade elevada (HDL-colesterol) foram determnadas no soro
pel o nét odo enzi mati co (CELM  di agndsti co, Gonpanhi a de

Equi panent os de Laborat 6ri o Mbderno, Sdo Paul o, Brasil).
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As concentracbes de lipoproteina de densidade muito baixa
(WMLDL-col esterol) foram determnadas através do calculo de
Friedewald et al (1972). A lipoproteina de densidade baixa (LDL-
col esterol) f oi i sol ada através da pr eci pi t agéo (CELM
diagnostico, Gonpanhia de FEquipanentos de Laboratério Moderno,
S840 Paulo, Brasil) e suspensdo do precipitado em hidroxido de
sodio (Scoccia et al., 2001). A lipoproteina LDL-colesterol foi

determnada através da quantificacdo do colesterol e a LD.-

oxidada pela quantificacdo do  hidroperéxido de lipidio na
mstura ressuspensa (Jiang et al., 1991). A apolipopreteina B
(apo B) f oi guanti fi cada na mstura r essuspensa (CELM

diagnéstico, Conpanhia de Equipamentos de Laboratério Mderno,
S4o Paul o, Brasil).

O hidroperoxido de lipidio (H?) foi determnado através da
oxidagdo do Fe* (sulfato ferroso anoniacal). O Fe* fornmado reage
com alaranjado de xilenol formando composto colorido (Jiang et
al., 1991). As substéancias antioxidantes totais (SAT) foram
calculadas através da porcentagem de inibicdo na formacdo de HP
(Mehnetcik et al., 1997).

As leituras espectrof otonétri cas foram realizadas no
espectrofoténetro Pharmacia Biotech com tenperatura control ada
(UV visible Utrospec 5000, software  Swift I, 974213,
Canbri dge, Engl and, K) . As ati vi dades enzi mati cas foram
analisadas a 25 °C usando leitor de mcroplaca (pQuant-MX 200,
software Kcjunior, B o-Tec Instrunents, Wnooski, Vernont, USA).
Todos o0s reagentes eram de procedéncia Sgma (. Louis, M)
UsA) .

3. ANALI SE ESTATI STI CA
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G resultados obtidos foram expressos em nédia +* desvio
padrdo. A conparacdo entre os grupos foi realizada pela técnica
de analise de variancia (ANOVA) para o esquema de trés fatores
(colesterol, sacarose e saponina) com dois niveis (auséncia e
presenca) no experimento conpletanmente casualizado (Zar, 1994).
O nivel de significancia foi de 5% para a discussdo dos
resul tados (Norman & Streiner, 1994).

As letras utilizadas nas tabelas e figuras sao referentes

as segui ntes conpar agdes:

(a) Indica diferenca significante entre os grupos: P x S
FP x FS.

(b) Indica diferenca significante entre os grupos: P x L;
FP x FL.

(c) Indica diferenca significante entre os grupos: P X

FP, L x FL, Sx FS

RESULTADCS

Apbés 35 dias de periodo experimental ndo foram observadas
alteracbes significantes nas concentracdes sanguineas de glicose
entre os grupos P e L, bem como entre os grupos FP, FL e FS. O
grupo FS elevou a glicemia de jejum em relacdo ao seu controle,
S Alinmais do grupo S nostraram reducdo na glicenmia quando
conparados ao grupo P (Tabela 1).

N&o foram obser vadas al t eracfes significantes nas
concentracbes sanguineas de corpos cetbnicos (OGO entre o0s
animais dos grupos P e L, FP e FL, bem cono entre os grupos FL e
L. Ndo houve diferenca significante na cetonema entre 0S grupos

P e FP, S e FS Houve elevagdo no OC nos grupos S e FS em
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relacdo aos animais dos grupos P e FP, respectivamente. O grupo
FP apresentou dinmnuicdo na cetonema quando conparado aos
aninais do grupo P (Tabela 1). Nas Figuras 1 e 2 pode-se
observar que, com o aunento na ingestdo de carboidratos houve
elevacdo nas concentracbes sanguineas de triacilglicerol (TG e
aC

NBo houve diferengcas significantes nas concentracfes de
colesterol total (CT) entre os grupos FP e FL, bem como entre S
e FS. Animais dos grupos L e S apresentaram elevacdo no CI em
relacdo ao grupo P. Houve hipercolesterolema nos aninmais do
grupo FP em relacdo ao seu controle, P. Ratos do grupo FL
reduzi rama col esterolema emrel agcdo ao grupo L (Tabela 1).

NBo foi observada diferenca estatistica nas concentragdes
de HDL-col esterol entre os grupos estudados (Tabela 1).

Neo houve nodificacdo significante nas concentragbes de
LDL-col esterol entre os grupos P e S FP e FS bem cono entre P
e FP, S e FS. Foi observada elevacdo na LDL entre os animais dos
grupos F e FL em relacdo aos grupos P e FP, respectivanente
(Tabel a 1).

Aninais do grupo S apresentaram el evacdo na VLDL e no TG em
relagdo ao grupo P. Animais do grupo FS aunentaram a VLDL e o TG
em relacdo ao grupo FP e ao seu controle, S. O grupo FP reduziu
as concentracdes de VLDL e TG emrel acdo ao grupo P (Tabela 1).

Quando analisada a relagdo colesterol total/HL (CI/HL),
ndo foram observadas diferencas significantes entre os grupos P
e S FP e FL, FP e FS, bem cono entre o0s grupos que receberam
saponina com seus controles, sem saponina. Animais do grupo L

elevaram a CI/HOL em relacdo ao grupo P (Figura 3). Na Figura 3
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pode-se observar que o0 grupo FP elevou as concentracfes de CT,
nmas ndo nodificou a relagcdo CI/ HOL quando conparado ao grupo P

O grupo FP apresentou elevagcdo na relagcdo HOL/LDL quando
conparado ao grupo P. Animais do grupo L reduziram a HOL/LDL em
relacdo ao grupo controle. O grupos FL e FS apresentaram
dimnuicdo na relacdo HOL/LDL quando conparados aos ratos do
grupo FP (Figura 4).

Aninmais do grupo FP apresentaram elevacdo na relacdo HIL/ TG
quando conparados ao grupo P. Ratos que receberam dieta rica em
sacarose (grupos S e FS) apresentaram reducdo na razdo HOL/ TG em
rel agdo aos seus respectivos controles, Pe FP (Figura 5).

A Tabela 2 apresenta as concentracbes séricas de proteina,
albumna e de nmarcadores do estresse oxidativo. N&o  houve
diferenca significante nas concentracbes de proteina total (PT)
entre os grupos P e S bem cono entre os aninmais que receberam
saponina, quando conparados entre si. O grupo L apresentou
elevacdo na PT em relacdo ao grupo P. Aninais do grupo FL
apresentaram reducdo na PT em relacdo ao seu controle, L. MNa
Figura 6, pode-se observar que a reducdo no consuno de proteinas
ndo dimnuiu as concentracdes séricas de PT. Nio foi observada
correlacdo significante (r?2 = 0,008 e p>0,05) entre o consuno de
proteinas e as concentracdes séricas de proteina total (Figura
7).

As concentracbes de albunmina foram senelhantes entre os
grupos estudados (Tabel a 2).

O grupo FS elevou a SAT em relacdo ao grupo FP. Entretanto,
ratos do grupo FP apresentaram reducdo na SAT em relacdo aos

animai s do grupo P (Tabela 2).
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NBo houve diferenca significante nas concentragdes de LDL-
oxidada (LDL-ox) e de apolipoproteina B (Apo B) entre os grupos
PeS PeFP, S e FS Nio foi observada diferenca significante
na LDL-ox entre o grupo FS quando conparado aos animais do grupo
FP. O grupo L apresentou elevacdo na LDL-ox e na ApoB em rel acéo
ao grupo P. Ratos do grupo FL elevaram a LDL-ox em relacdo ao
grupo FP e, apresentaram redugdo na LDL-ox em relagcdo aos
aninais do grupo L. Foi observada elevacdo na Apo B, quando o
grupo FL foi conparado aos aninais do grupo FP (Tabel a 2). Na
figura 8, pode-se observar que houve correlacdo positiva e
significante (r?2 = 0,71, p<0,0001) entre as concentracdes de LDOL-

col esterol e de LDL-oxi dada.
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Tabela 1 Concentragdes de glicose e corpos cetdnicos (CC) no sangue totd e de colesterol total
(CT), lipoproteina de densidade devada (HDL-cal), lipoproteina de densidade baixa (LDL-cal),
lipoproteina de densdade muito baixa (VLDL-col) e triacilglicerol (TG) no soro dos animais

adimentados com dieta padréo (P), com dieta rica em 6leo de soja, colesteral e acido cdlico (L),

dieta rica em sacarose (S), dieta padrdo, recebendo saponina na égua de beber (FP), dieta rica

em dleo de soja, colesteral e &cido cdlico, recebendo saponina (FL) e dieta rica em sacarose,

recebendo saponina na agua de beber (FS)

GRUPOS SEM SAPONINA

GRUPOS COM SAPONINA

FS

Glicose
(mg/dL)

cC
(mgfdL)

CT
(mgfdL)

HDL-col
(mgfdL)

LDL-col
(mgfdL)

VLDL-col

(mgfdL)

TG
(mgfdL)

75,66+7,36

0,58+0,14

72,89+9,50

46,71+7,96

7224341

20,13+1,55

100,69+7,76

133,25+13,58 110,02+14.86

139,90+12,09*

71,66+1,96

1,18+0472

88,76+7,13

42,81+3,86

5,94+2,09

31,64+3,27¢

158,21+16,36%

. _____________________________ ____ ___________________________________________________________________________ _ __J]
Valores expressos como médiatdesvio-padrdo. (a) indica diferenca significante entre os grupos: Px S; FP x FS. (b) indica
diferenca significante entre os grupos: P x L; FP x FL. (c) indica diferenca significante entre os grupos: P x FP; L X FL; S x FS.
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Figura 1. Ingestio de carboidratos e concentragbes séricas de triacilglicerol (TG) nos animais
alimentados com dieta padrdo (P), com dieta rica em dleo de soja, colesterol e &cido cdlico (L), dieta rica
em sacaros e (S), dieta padrdo, recebendo saponina na agua de beber (FP), dieta rica em dleo de soja,
colesterol e &cido colico, recebendo saponina (FL) e dieta rica em sacarose, recebendo saponina na agua
de beber (FS). (a) indica diferenca significante entre os grupos: P x S; FP x FS. (c) indica diferenca

significante entre os grupos: P x FP; Lx FL; Sx FS.
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Figura 2. Ingestdo de carboidratos e concentragBes sanguineas de corpos cetbnicos (CC) nos animais
alimentados com dieta padrdo (P), com dieta rica em 6leo de soja, colesterol e &cido cdlico (L), dieta rica
em sacarose (S), dieta padrao, recebendo saponina na agua de beber (FP), dieta rica em dleo de soja,
colesterol e acido cdlico, recebendo saponina (FL) e dieta rica em sacarose, recebendo saponina na agua

de beber (FS). (a) indica diferenca significante entre os grupos: P x S; FP x FS.
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Figura 3. ConcentragBes séricas de colesterol total (CT) e relagdo colesterol total/HDL (CT/HDL) nos
animais alimentados com dieta padrdo (P), com dieta rica em dleo de soja, colesterol e &cido colico (L),
dieta rica em sacarose (S), dieta padréo, recebendo saponina na &gua de beber (FP), dieta rica em Oleo
de soja, colesterol e &cido colico, recebendo saponina (FL) e dieta rica em sacarose, recebendo saponina
na agua de beber (FS). (a) indica diferenca significante entre os grupos: P x S; FP x FS. (b) indica

diferenca significante entre os grupos: P x L; FP x FL. (c) indica diferenca significante entre os grupos: P x

FP; LxFL; SxFS.
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Figura 4. Relacdo HDLLDL nos animais alimentados com dieta padrdo (P), com dieta rica em dleo de
soja, colesterol e &cido cdlico (L), dieta rica em sacarose (S), dieta padrdo, recebendo saponina na agua
de beber (FP), dieta rica em 6leo de soja, colesterol e acido cdlico, recebendo saponina (FL) e dieta rica
em sacarose, recebendo saponina na agua de beber (FS). (a) indica diferenca significante entre os
grupos: P x S; FP x FS. (b) indica diferenca significante entre os grupos: P x L; FP x FL. (c) indica

diferenca significante entre os grupos: P x FP; L x FL; Sx FS.
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Figura 5. Relacgdo HDUTG nos animais alimentados com dieta padrdo (P), com dieta rica em dleo de
soja, colesterol e &cido cdlico (L), dieta rica em sacarose (S), dieta padrdo, recebendo saponina na agua
de beber (FP), dieta rica em 06leo de soja, colesterol e &cido cdlico, recebendo saponina (FL) e dieta rica
em sacarose, recebendo saponina na Agua de beber (FS). (a) indica diferenca significante entre os

grupos: P x S; FP x FS. (c) indica diferenca significante entre os grupos: P x FP; Lx FL; S FS.
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Tabela 2. Proteina total (PT), albumina, hidroperdxido de lipidio (HP), substancias antioxidantes totais

(SAT), LDL-oxidada e apolipoproteina B (Apo B) no soro dos animais alimentados com dieta padrdo (P),

com dieta rica em 0leo de soja, colesterol e acido colico (L), dieta rica em sacarose (S), dieta padréo,

recebendo saponina na agua de beber (FP), dieta rica em dleo de soja, colesterol e acido cdlico,

recebendo saponina (FL) e dieta rica em sacarose, recebendo saponina na gua de beber (FS)

GRUPOS SEM SAPONINA GRUPOS COM SAPONINA

P L S FP FL FS
PT
(gdL) 6,08+0,31 7,36+1,52° 5,97+0,24 6,09+0,49 6,46+0,48 6,0340,37
Albumina
(gdL) 5,3140,29 5,3840,83 5,8610,94 5,6740,40 5,4340,46 5,2740,29
HP
(nmol/mL) 6,3240,26 6,3740,23 6,38+0,38 6,5240,17 6,4610,14 6,30+0,17
SAT
(%) 61,61+3,61 60,10+2,22 60,09+3,73 57,61+3 46¢ 59,25+1,32 60,75+1,7C
LDL-0x
(mmollL) 13,10+4,45  6554+20,10° 20,21+4.32 10,79+4,69 29,69+8,32¢ 17,28+2,00
ApoB
(g/dL) 0,4610,25 3,4+05% 0,53+0,17 0,32+0,15 1,16+0,250¢ 0,46+0,18

Valores expressos como médiatdesvio-padrdo. (a) indica diferenca significante entre os grupos: P x S; FP x FS. (b) indica
diferenca significante entre os grupos: P x L; FP x FL. (c) indica diferenca significante entre os grupos: P x FP; L x FL; S x FS.
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Figura 6. Consumo de proteinas e concentracBes séricas de proteinas totais nos animais alimentados
com dieta padréo (P), com dieta rica em 6leo de soja, colesterol e &cido colico (L), dieta rica em sacarose
(S), dieta padrdo, recebendo saponina na agua de beber (FP), dieta rica em 6leo de soja, colesterol e
acido cdlico, recebendo saponina (FL) e dieta rica em sacarose, recebendo saponina na agua de beber
(FS). (a) indica diferenca significante entre os grupos: P x S; FP x FS. (b) indica diferenca significante

entre os grupos: P x L; FP x FL. (c) indica diferenca significante entre os grupos: P x FP; Lx FL; Sx FS.
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Figura 7. Relagdo linear entre a ingestdo de proteinas e as concentragBes séricas de proteina total nos
animais alimentados com dieta padrdo (P), com dieta rica em dleo de soja, colesterol e &cido cdlico (L),
dieta rica em sacarose (S), dieta padréo, recebendo saponina na agua de beber (FP), dieta rica em dleo
de soja, colesterol e &cido colico, recebendo saponina (FL) e dieta rica em sacarose, recebendo saponina

na agua de beber (FS).
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Figura 8. Relacdo linear entre as concentragbes séricas de lipoproteina de baixa densidade (LDL-

colesterol) e LDL-oxidada nos animais alimentados com dieta padrdo (P), com dieta rica em dleo de soja,

colesterol e &cido cdlico (L), dieta rica em sacarose (S), dieta padrdo, recebendo saponina na agua de

beber (FP), dieta rica em 6leo de soja, colesterol e &cido colico, recebendo saponina (FL) e dieta rica em

sacarose, recebendo saponina na agua de beber (FS).
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DI SCUSSAO

Como prevengcdo prinaria para o tratanento das doengas
cardiovasculares (DO tem sido enfatizada a nudanca no estilo de
vida, a qual inclui adocdo de habitos alinentares saudaveis, e
pratica de exercicios fisicos. Neste  contexto, tem sido
observada a busca por alinentos, que contém substéancias capazes
de reduzir os fatores de risco para as DC Entretanto, 0s reais
efeitos do consuno destas substanci as, associado a dietas
i nadequadas ai nda nao foram est abel eci dos.

Fatores dietéticos, com o0 consuno de dietas ricas em
lipidios ou carboidratos sinples, podem reduzir a secrecao
insulina. Enbora curta exposicdo (<6 h), in vitro, a grandes
guantidades de acidos graxos potencialize a secregcdo de
insulina, |ongas exposigdes (24-48 h) podem inibir a secregcdo de
insulina em células de ratos (zZhou & @Gill, 1994). No presente
trabalho, ap6s 35 dias de tratamento, ndo foram observadas
alteracbes nas concentracdes de glicose e corpos cetdnicos em
aninais que receberam dieta  hiperlipidica, na auséncia ou
presenca de saponina (Tabela 1). A guns  pesqui sadores  nao
observaram alteracfes na glicema em ratos alinmentados com dieta
rica em lipidios, apesar da inducdo de resisténcia a insulina
(Kraegen et al., 1991, Storlien et al., 1991; (akes et al.,
1997).

O papel causal da hipercolesterolemia na génese da
at eroscl erose e suas sequel as cl ini cas esta bem est abel eci do.

Habitos alinentares inadequados, conbo a ingestdo de grandes

quantidades de colesterol, lipidios e sacarose sao inportantes
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fatores de risco para o0 desenvolvinento de anornalidades no
nmet abol i sno do col esterol e das |i poprot ei nas.

Como esperado, a dieta rica em lipidios e colesterol elevou
significanterente a colesterolema e as concentracbes de LOL
(Tabela 1). Foi observado aunento na relacdo CIT/HDL, reducdo na
HOL/LDL, nmas nao houve nodificacdo na relacdo HOL/TG (Figuras 3,
4, 5). Resultados senelhantes foram obtidos por Feoli et al.
(2003) e Balkan et al. (2004). Gdnsberg et al. (1994) observaram
gque as concentracdes séricas de colesterol aunentavam em
1,47ng/dL para cada 100ng de colesterol adicionado a dieta, em
humanos. Entretanto, segundo Ncolosi et al. (2003) a ingestéao
de colesterol pode ser nenos aterogénica que o0 consuno de
lipidios saturados, dependendo das concentracbes séricas de LDL,
VDL, IDL. O lipidios dietéticos podem afetar a absorcdo e a
sintese hepatica de colesterol, a sintese de acidos biliares,
bem como o ninmero e a atividade dos receptores da LDL (Garg &
Bl ake, 1997; Ros, 2000; Bisschop et al., 2004).

Ateracdo na resposta a insulina é a principal anornalidade
netabolica no diabetes nellitus tipo 2. Experinental nente, &
possi vel i nduzir um estado netabdlico simlar através da
nani pul acdo dietética. D ver sos est udos com aninais tém
denonstrado que dietas ricas em sacarose induzem dislipidemas e
resisténcia a insulina no figado, e em tecidos periféricos,
incluindo o misculo esquelético (Pagliassotti et al., 1994;
Bernal et al., 1995, Mntes et al., 2000; Soria et al., 2001,
Chicco et al., 2003). Estes disturbios sdo caracterizados por

hi perinsulinema precoce, com nornoglicema em curto prazo (3-5

senanas), nornmoi nsulinemia e noderada hiperglicema quando o
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consumdo da dieta rica em sacarose é estendido por 15-40 senmanas
(Qtman et al., 1987; Chicco et al., 2003). No presente
trabalho, apés 35 dias de ingestdo de dieta rica em sacarose,
foi observada redugcdo na glicema de jejum Entretanto, houve
aunento significante nas concentracées de OC (Tabela 1 e Figuras
1 e 2). Daly et al. (1998), ao estudarem o efeito agudo de uma
sobrecarga de sacarose, observaram variacOes ciclicas de picos e
quedas nas concentracbes de glicose e insulina. A reducdo na
glicema nos aninais do grupo S (Tabela 1) pode ser devida a
este tipo de conportanent o.

Soria et al . (2001) obser varam nor nogl i cem a e
hiperinsulinema, em ratos, apés trés sermanas de ingestdao de
dietas ricas em sacarose. Segundo estes autores, houve aunento
noderado na lipolise e reducdo na acdo antilipolitica da
insulina nos adipécitos. Deste nodo, a resisténcia a insulina
ndo esteve associada com elevacdo na adiposidade. Nao houve
alteracbes no tanmanho, bem cono, aunento na nmassa adiposa dos
animais. Estes dados corroboram com os achados do nosso estudo.
Animais alinentados com dieta rica em sacarose ndo se tornaram
obesos (Rodri gues, Capitul o 1, pagi na 19), cont udo, a
nodi fi cacéo dietética i nduzi u al t er agcbes net abdl i cas
rel aci onadas a resisténcia a insulina.

Interessante efeito da elevada ingestdo de sacarose, ha
presenca ou auséncia da saponina, foi o0 aunento na concentracéo
de CC.

Corpos cetbnicos sdo inportantes fontes de energia para os
tecidos periféricos porque sdo sollveis em solucdo aquosa, e,

assim ndo necessitam ser incorporados em |ipoproteinas ou
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transportados pela albumna conmo os outros lipidios. G QC séo
produzidos no figado durante periodos em que a quantidade de
acetil (oA presente excede a capacidade oxidativa do figado.
Quando a velocidade de fornacdo de OC é maior que a sua taxa de
utilizacéo, seus niveis el evam se no sangue (cetonem a),
dimnuindo assim o pH sanguineo, caracterizando, desta forma, a
cet oaci dose (Chanpe et al., 2006).

Corpos cetbnicos sdao o0s principais substratos energéticos
em condi¢cBes de jejum prolongado e no diabetes nellitus néo
controlado, quando os internediarios netabdlicos do ciclo do
citrato sdo direcionados para a neoglicogénese hepatica, para
nanut encdo da glicema (Berg et al., 2004).

E evidente que animais do grupo S ndo foram expostos a
periodos de jejum diferentes dos outros grupos. Deste nodo, a
cetonenia observada nestes aninmais sugere que a dieta estaria
elevando a glicema  pos-prandial sem ent ret ant o, i nduzi r
hiperglicema de jejum E notéria a associacdo entre cetonem a,
hipertrigliceridemia e diabetes (Berg et al., 2004). Animais do
grupo S apresentaramcetonema e hipertrigliceridenia.

D versos estudos conprovam que o0 consuno de deitas ricas em

sacarose altera o netabolismo do triacilglicerol ocasionando a

hipertrigliceridema (Quman et al., 1987, Bernal et al., 1995
Lonbardo et al., 1996). No entanto, poucos estudos avaliaram a
acdo da sacarose na colesterol ema. Mer at et al. (2004)

denonstraram que a ingestdo de dieta rica em frutose induziu
inportante hipercolesterolema e foi nais aterogénica que a
ingestdo de dieta tipicamente ocidental, com 42% das calorias

provenientes de lipidios, em ratos deficientes no receptor de
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LDL (LDL R’?). A dieta rica em frutose ainda teria efeitos
aterogéni cos independente da hipercolesterolema. Em ratos, o0

elevado consunmo de frutose induz elevacdo na pressdo arterial e

aderéncia de leuc6citos na parede arterial (Hnang et al., 1987;
Dai et al., 1994). Em nosso estudo, verificou-se que o0 grupo S
apr esent ou aunent o na col esterol em a sem alterar as

concentracbes de LDL, bem como as relacdes CI/HOL e HOL/LDL
(Tabela 1 e Figuras 3 e 4). Ent ret ant o, f oi observada
significante reducdo na relacdo HOL/TG (Figura 5). Desta forma,
podenos afirmar que a hipercolesterolenia foi associada ao
aunent o nas concentracfes de VLDL e triacilglicerol (Tabela 1).

Tem sido denonstrado que a concentracdo de TG é um fator de
risco independente, pernmanecendo, entretanto, intensa discusséo
se sua acdo se faz de nodo direto ou indireto (Bertolam &
Marti nez, 1999) . Estudos denonstraram que a incidéncia de
aterosclerose correlaciona-se nelhor com as concentragcbes de
triacilglicerol do que com as concentracbes de col esterol
(Gotto, 1998; Sprecher, 1998). No presente estudo, aninmais que
receberam dieta rica em sacarose apresentaram aunento nas
concentragdes de TG e VLDL (Tabela 1).

A elevagdo nas concentracfes de triacilglicerol tem sido
atribuida ao conteldo de frutose presente na sacarose. A frutose
pronove a sintese hepatica de triacilglicerol e sua liberacdo no
plasma na forna de M.DOL Dferentes necanisnmos tém sido
propostos para explicar o inpacto da sobrecarga de frutose no
netabolisno dos triacilglicerd6is, cono elevacdo na sintese “de
novo” de &cidos graxos (AQ, aumento na disponibilidade dos AG

ndo esterificados liberados do tecido adiposo, e/ou alteracdo no
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direcionanento netabdlico da oxidacdo para a esterificacdo de
acidos graxos (Kok et al.,1996). Qutros autores sugerem a
reducdo na hidrélise das lipoproteinas ricas em triacilglicerol
cono um inportante fator na relacdo entre ingestdo de frutose e
hi pertrigliceridema (Frayn & K ngnan, 1995).

Tem sido denonstrado que a dieta rica em sacarose, além de
induzir maior producdo de W.DL-colesterol no figado, aumenta a
expressdo das apoliproteinas A e E e reduz a atividade da enzima
triacilglicerol lipase hepatica (Radosavljevic et al., 1992).

A ingestdo de saponina, nos grupos FP e FL, ndo alterou as
concentracfes de glicose e OC em relacdo aos animais dos grupos
P e L, respectivanente. Entretanto, 0 consunmo de saponina na
presenca de sacarose elevou a glicenia aos niveis normais e nao
alterou a concentracdo de QC (Tabela 1). Petiti et al. (1995)
ndo verificaram efeito hipoglicémco em ratos tratados com
saponina. Em estudo prévio, tanbém ndo observanos alteracdes
significantes no teste oral de tolerdncia a glicose (TOITG em
ratos que receberam saponi na (Rodrigues et al., 2005).

D versos estudos tém denonstrado que a saponina reduz as
concentracbes séricas de colesterol em mitas espécies aninais,
incluindo o homem (Southon et al., 1988; Harwood et al., 1993;
Potter et al., 1993; Mtsuura, 2001; Rodrigues et al., 2005;
Ebaid et al., 2006). Este efeito é exercido através da fornacéo
de conplexos insollveis entre a saponina, colesterol ou sais
biliares. A porcdo hidrofébica da saponina associa-se com o
ndcleo hidrofébico do esterol (Qakenfull & S dhu, 1989). Existe,
entretanto, controvérsias sobre a atividade anticol esterol émca

da saponina. Saponinas provenientes da alfafa ndo denonstraram
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ser as principais responsaveis pelo efeito hipocol esterol émco
deste alinento (Calvert & Blight, 1981, Story et al., 1984

Sugano et al., 1990). Francis et al. (2001) observaram que a
concentracdo de colesterol em tilapias, que ingeriram saponina,

era tado elevada quanto a do grupo controle. Segundo Jenkins &
Atwal  (1994) a reducdo nas concentracbes séricas de colesterol,

induzida pela saponina, s6 ocorre quando o0s aninais sao
alinentados com dietas hi per col est er ol ém cas. Desde que a
ligagdo com o colesterol ocorre no intestino, fatores cono a
quantidade de saponina e colesterol, e a presenca de outras
substancias podem ser as causas das controvérsias observadas
entre os estudos (Francis et al., 2002). Cono observado na
Tabela 1, a saponina sO reduziu as concentracfes de colestero

guando associada & dieta rica emcol esterol e |ipidios.

Apesar do grupo que recebeu saponina (grupo FP) ter elevado
a concentracdo de «colesterol, ndo foram observadas alteracdes
nas concentracdes de LDOL nestes aninais (Tabela 1). Na Figura 3,
pode-se observar que a relacdo CI/HOL ndo diferiu entre os
grupos P e FP. Segundo Castelli et al. (1983) a consideracao
conjunta do colesterol total em relacdo ao HO, possui
i mportante val or prognéstico de alteragdes cardi ovascul ares.

Tendo em vista a associacdo entre hipertrigliceridema e as
doencas cardiovasculares, o0 consuno de saponina exerceu efeitos
benéficos, reduzindo as concentracdes de TG e W.OL (Tabela 1).
Resul tados concordantes foram obtidos por Rodrigues et al.
(2005) e Ebaid et al. (2006). Este efeito hipolipidénmco pode

ser expl i cado pel a el evacéo na ativi dade da enzi ma
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triacilglicerol lipase hepatica, a qual € responsavel pel a
hidrdél i se das nol éculas de TG (Silva et al., 2001).

Segundo Blackburn et al. (2003) a  hipertrigliceridema
constitui o fator nmais inportante para caracterizar a sindrone
netabol ica, sendo responsivel pelo estresse oxidativo (EQ nos
tecidos e assim pelas repercussdes sistémcas desta sindrone.
Uha vez que, elevada concentracdo de acidos graxos |livres
aunenta a captacdo de acidos graxos pelos tecidos, podendo |evar
ao acumulo intracelular de TG Nos tecidos, os TG séao
armazenados em goticulas de gorduras, sendo passiveis de
sofrerem |ipoperoxidacdo induzindo I|esdes celulares (Schaffer,
2003). Saponina elevou as relagbes HOL/LDL e HOL/TG (Figuras 4 e
5). Considerando a inportancia da HDL no transporte reverso do
colesterol e da trigliceridema na indugdo do EQ saponina
exerceu efeitos benéficos na dislipidema e no EO através do
aunent o nestas rel agdes.

Enbora a associacdo saponi na-sacarose tenha potencializado
o efeito deletério da sacarose na trigliceridema (Tabela 1),
ndo foram observadas alteracbes nas relagdes HOL/LDL e HL/TG
(Figura 4 e 5).

Deta rica em lipidios e colesterol n&do induziu aumento nas
concentracbes de hidroperéxido de lipidio (HP). Entretanto, foi
observada elevagdo significante nas concentracbes de LDL-oxidada
(LDL-ox) e apo B (Tabela 2 e Figura 8). Segundo a hipétese da
“nmodi fi cagdo  oxidativa’, a ateroscl erose é iniciada pela
oxidacdo da LDL (Wtztum & Steinberg, 1991). D versos estudos
tém denonstrado a atividade aterogénica da LDL.-ox (Tsimkas &

Wt zt um 2000; Leitinger & Berliner, 2000), cono disfuncéo
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endotelial e toxicidade (Negre-Salvayre et al., 1993), adesdo de
leucécitos no endotélio (Navab et al., 1991), mgracdo e
retencdo dos leuc6citos no espago subendotelial (Qin et al.,
1987 e MNavab et al., 1991). Desta forma, ndo ha davidas que a
oxidacdo da LDL é uma caracteristica do desenvolvinento da |eséo
aterosclerdtica. Tem sido sugerido que a concentracdo da apo B
pode ser inportante prognéstico para aterosclerose (Sniderman et
al., 1980; Lamarche et al., 1996). Na oxidacdo da LDL ocorre
nodificacdo na apo B de tal nmodo, que as particulas de LDL séo
reconheci das pel os nacroéfagos, com fornacdo de células espunosas
no endotélio (Chen et al., 2003). Lemex et al. (2000)
denonst raram que a hi peri nsul i nem a, LDL- ox e a
hi perapol i poproteina B eram os principais preditores da doenca
cardi ovascul ar. Segundo Rebuf f e- Scri ve et al. (1987), na
resisténcia a insulina ocorre grande exposicdo do figado aos
acidos graxos livres através da circulacdo portal. Esta elevacao
na disponibilidade de lipidios reduz a degradacdo de apo B,
| evando ao aunento na sintese e secrecdo de VLLOL.

Apesar dos animais do grupo S ndo terem apresentado
nodi ficacbes significantes nos nmarcadores do EQ a associacdo
saponi na- sacar ose el evou as concent r agoes de subst anci as
antioxidantes totais (SAT) em relagcdo ao grupo FS (Tabela 2).
Desde que ndao houve aunento no HP, bem como na LDL-ox, a
saponi na nao foi utilizada como anti oxi dante.

Animais que ingeriram saponina em relacdo aos controles,
sem saponina, apresentaram redugdo nas concentracdes de SAT
(Tabela 2). Enbora ndo tenha havido alteragdes no HP a saponiha

foi wutilizada para elevar as relacbes HOL/LDL e HOL/TG (Figura 4
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e 5. A reducdo nas SAT foi decorrente da sua utilizacdo pra
proteger a LOL e o TG de processos oxidativos. Na associ acdo
saponi na- col est er ol pode-se observar o0 efeito antioxidante da
saponina na reducdo da LDOL-ox e da apo B (Tabela 2 e Figura
8).

Enbora as dietas tenham induzido dimnuicdo no consuno de
proteinas (Rodrigues, GCapitulo 1, pagina 22) ndo foi observada
correlacdo significante ( r?= 0,008, p>0,05) entre o consuno de
proteinas e as concentracbes séricas de proteinas totais
(Figuras 6 e 7). Deste nodo, os efeitos apresentados ndo foram
decorrentes de desnutricdo protéica.

Em conclusdo, as dietas utilizadas induziram diferentes
ti pos de di sl'i pi dem as e desequi l ibrio no est ado
oxi dant e/ ant i oxi dant e. O consuno de saponina foi eficaz na
nornmal i zacdo da lipidema e na redugdo do EQ através de suas

propri edades anti oxi dant es.
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CAPITULO 3

MODULACAO DO METABOLISMO ENERGETICO E
ESTRESSE OXIDATIVO MIOCARDICO, PELA
SAPONINA, EM ANIMAIS ALIMENTADQOS COM
DIETAS RICAS EM LIPIDIOS, COLESTEROLE
SACARQOSE



RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi det er m nar as
alteracbes no netabolisno energético e no estresse oxidativo do
tecido cardiaco em ratos alinmentados com dietas ricas em
lipidios, colesterol e sacarose, bem cono avaliar os efeitos da
supl enentacdo  nutri ci onal com saponi na. Foram utilizados 36
ratos, Wstar, 240g, divididos em 6 grupos (n=6). O grupo P,
controle, recebeu dieta padrdo. O grupo L recebeu dieta acrescida
de 6leo de soja, colesterol e &cido colico. O grupo S recebeu
dieta enriquecida com sacarose e 06leo de soja. O grupo FP recebeu
dieta padrdo e saponina (4g/L) na éagua de beber. Qupo FL recebeu
a nesnma dieta do grupo L e saponina (4g/L) na é&gua. O grupo FS
recebeu a dieta do grupo S e saponina (4g/L) na agua. O
experinento teve duragdo de 35 dias. G resultados obtidos
denonstraram que as dietas induziram desequilibrio no estado
oxi dant e/ ant i oxi dant e, reduzindo as defesas antioxidantes do
mocardio. Entretanto, apenas a elevada ingestdo de sacarose foi
capaz de pronover alteracdes no rmetabolisnmd energético cardiaco.
A saponina nelhorou o netabolisnmo energético, e provou suas
atividades antioxidantes, denonstrando sua acdo na prevencdo de
al teracfes cardi acas.

Pal avras  chaves: M ocar di o, netabol i smo  energéti co, estresse

oxi dativo, saponi na, |i poperoxi dagdo.
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| NTRCDUCAO

As doengcas cardiovasculares s&o frequentenmente associ adas
com déficit energético e, em mitos casos sao acompanhadas por
desordens lipidicas e obesidade (Mrin-Garcia & ldenthal,
2002; Christoffersen et al., 2003). Entretanto, a natureza desse
déficit permanece obscura. Desde que, no mnmocardio, a maior
parte da energia €& produzida pela mtocondria, nudancas
estruturais e funcionais causadas por desordens netabdlicas
podem conproneter o estado energético do 6rgao. De fato,
alteracbes na conposicdo das nenbranas celulares e mnitocondriais
podem afetar ndo sonente, as propriedades elétricas do tecido
cardiaco, com tanbém a producdo de energia (Pepe & MLennan,
2002) .

O mecanisno da disfungdo cardiaca na ingestdo de dietas
i nadequadas ainda ndo foi conpletanente estabelecido. A naior
utilizacdo de oxigénio pelo misculo cardiaco relaciona-se a
nai or quantidade de ATP produzida pela oxidacdo de &cidos graxos
em relacdo a carboidratos, bem como o fato que 4&cidos graxos
(H;- (CH),- OOH), apresentam baixa concentracdo de oxigénio
por nolécula, em conparacdo com carboidratos (CH,Q). Deste
modo, o misculo cardiaco necessita de cerca de 12% nais
oxi génio, quando utiliza &cido graxo, e ndo glicose cono fonte
de energia, para produzir a mesna quantidade de ATP (Neely &
Morgan, 1974). Estas observagBes indicam maior susceptibilidade
do misculo cardiaco ao estresse oxidativo (EQ e a inportancia
do netabol i smo energético na producdo de radicais livres (R).

Ingestdo de dietas inadequadas que induzem dislipidem as

constitui inportante fator para o0 aparecimento de alteracdes
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cardi ovascul ar es, podendo i nduzir estresse oxXi dat i vo e
al teracdes no netabol i sno energético do tecido cardiaco.

Em sistemas aerdhicos, €é essencial o equilibrio entre
agentes oxidantes e o0 sistema de defesa antioxidante. (63
principais conponentes do sistema de defesa antioxidante no
organisno sdao as enzimas antioxidantes (catal ase, super Oxi do
disnutase e glutationa peroxidase) e a glutationa, as quais
estdo envolvidas na reducdo das espécies reativas de oxigénio e
per 6xi dos pr oduzi dos em organi snos  Vivos assim cono na
detoxificacdo de ~certos conpostos de origem exdgena, tendo
entdo, acdo prindria na nanutencdo da honeostase. A ém das
enzimas antioxidantes, os antioxidantes dietéticos favorecem o
equilibrio entre a producdo e elinmnagdo dos R. (Alia et al.,
2003). Entre os principais antioxidantes dietéticos estdo as
vitamnas C o tocoferol, e os flavondi des.

Devido ao potencial antioxidante da saponina, sSeu consunmo
poderia inibir as alteracbes cardiacas causadas pelo consuno de
dietas ricas em lipidios, colesterol e sacarose. Deste nodo, ©
objetivo do presente estudo foi avaliar a acdo da saponina na
nodul acdo do netabolisno energético e do estresse oxidativo
mocardico em ratos alinentados com dietas ricas em |lipidios,

col esterol e sacarose.

MATERI Al S E METODCS

1. ANl MAI S
Foram utilizados 36 ratos nachos adultos Wstar, de peso
nmtdio 240 gramas. Gs aninmais eram provenientes do Biotério

Central da UNESP "canpus de Botucatu" e foram transferidos para
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0 “laboratério de Bioquimca na Experinentacdo Aninal” do
Departanento de Qimca e Bioguimca, Instituto de Biociéncias,
UNESP/ Bot ucat u, onde per maneceram  durante t odo 0 per i odo
experinental, a tenmperatura de 23 + 2°C periodo claro/escuro de
12 hor as.

(63 ani nai s foram nmantidos em gaiolas de plastico
individuais, recebendo dieta e &gua destilada ad Ilibitum sendo
divididos em 6 grupos (P, L S FP, FL e FS com 6 ratos cada. O
grupo P foi considerado controle (n=6), recebendo dieta padrao,
Purina — Labina (Canpinas, SP, Brasil). G animais do grupo L
(n=6) receberam dieta padrdo acrescida de Oleo de soja, colesterol
e &cido colico (Duarte et al., 1998). O grupo S (n=6) recebeu
dieta padrdo enriquecida com sacarose e O6leo de soja (Chicco et
al., 1991). O grupo FP (n=6) recebeu dieta padrdo e saponihna
(4g/L) na éagua de beber. Animais do grupo FL (n=6) receberam a
mesna dieta do grupo L e saponina (4g/L) na agua. O grupo FS (n=6)
recebeu a dieta do grupo S e saponi na (4g/L) na agua.

As diferentes racbes foram preparadas a partir do farelo da
racdo basal, conmo descrito por Rodrigues (2007, GCapitulo 1,

pagi na 10).

2. DETERM NAQCES Bl OQUI M CAS

I medi atanente ap6s o sacrificio, o coracdo foi renovido,
dissecado e pesado. O wventriculo esquerdo (VE) foi ent o
separado, pesado e as anostras foram lavadas em solucdo salina
gelada (Nad 0,9%, pesadas e arnmazenadas em freezer a -86°C

Amostras de 200ng do VE foram homogenei zadas em Potter H vehjem
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com pistilo de teflon, com5 nL de tanpdo fosfato de sédio O, 1M
pH 7.0. G honogenei zados foram centrifugados a 10.000 rpm por 15
mnutos, em centrifuga refrigerada a -4°C G sobrenadantes foram
utilizados para andlise do estresse oxidativo e metabloisno
ener géti co.

3. ANAL| SE DO ESTRESSE OXI DATI VO

A andlise do estresse oxidativo foi realizada através das
ati vi dades das enzi nas super Oxi do di smut ase, cat al ase,
glutationa peroxidase e glutationa redutase, e do poder redutor
(glutationa total, glutationa reduzida e oxidada) bem como das
concentracbes de hidroperéxido de lipidio (HP) e substancias
antioxi dantes totais (SAT) no miscul o cardiaco.

O hidroper6xido de lipidio foi determnado através da
oxidacdo do Fe** (sulfato ferroso anoniacal). O Fe* formado reage
com alaranjado de xilenol formando conposto colorido (Jiang et
al., 1991). As substancias antioxidantes totais foram calcul adas
através da porcentagem de inibicdo da fornmacdo de HP (Mehrretcik
et al., 1997).

As atividades da catalase (CAT, EC1.11.1.6.) foram
determnadas em tanpdo fosfato pH 7,0, utilizando-se 0,5nL de
anostra e per Oxi do de hi dr ogéni o (30%. As leituras
espectrofotonétricas foramreal i zadas a 240nm ( Aebi , 1974).

Catalase

2H,0, _!FEO+02

As atividades da superéxido dismitase (SO, EC11511)
foram determnadas através da alteracdo na redugdo do nitrobl ue-

tetrazdlico (NBT) pel os radicai s super 6xi do, ger ados pel a
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mstura NADH e fenazina netassulfatos em pH fisiol 6gicos (O ouch
et al., 1981).
SOD

20, e, O,

n

2H" O

A ati vi dade da glutationa per oxi dase (GsH Px,
EC1.11.1.9.) foi deternminada através da oxidagdo em presenca
de perdxido (Nekanura et al.,1974). A nistura de reacdo foi
f or mada por tanpao fosfato de sodi o pH 7,0, NADPH NaN,,
EDTA e glutationa reduzida.

GSH-Px
H,O, +2GSH e GSSG + 2 HO

A concentracdo de glutationa total foi deternminada através
de método cinético, monitorando a reducdo do DINB pela
glutationa reduzida (GSH na presenca de NADPH formando 2-
nitro-5-4cido tiobenzdico. A leitura espectrofotonétrica foi
realizada a 412 nm (Tietze, 1969). A concentracdo de glutationa
reduzida (grupos SHnNnao protéicos) foi determnada em tanpéao
tris-Hd pH 8,9 e DINB, apdés prévia precipitacdo com TCA 50%
Cono padrdo foi wutilizada GSH 1nmM (Sedlak & Lindsay, 1968). A
concentracdo de glutationa oxidada (GSSG foi estimada através
da diferenca entre GSH total e GSH reduzida, segundo a propor¢ao
estequiométrica (2G5H GSSG (Ckanoto et al., 2001).

A atividade da glutationa redutase (GSHRI, EC1.6.4.2.)
foi determnada através da oxidacdo do NADPH a 340 nm (Mller &

Bl akel y, 1992).
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GSH-Rd

NADPH + 1 GSSG e\ DP + 2 GSH

4. ANALI SE DO METABQOLI SMD ENERGETI GO NO MISCULO CARDI ACO

A atividade da citrato sintase (CS EC4.1.3.7.) foi
determnada a 412nm em tanpdo tris-Hd 50mv pH 8,0, contendo
acetil @A DIBN e oxal oacetato (Bass et al., 1969). A
atividade da enzima foi determnada através da transferéncia do

grupo sulfidrila da coenzima A ao DIBN

(03]

Acetil-coenzima A + Oxal oacet at o Atrato

A

DINB

DINB- SH

A b- hi dr oxi aci | Coenzi na A desi dr ogenase (CHADH,
EC111.35.) foi determinada em neio contendo acetoacetil
coenzima A e NADH (Bass et al., 1969). A oxidacdo do NADH foi
determinada em 3 mnutos, sendo realizadas leituras a 340nm em

interval os de 1 mnuto.
b- OH aci | CoA-DH

Acet oaceti | - Coenzi na A<=l H droxi aci | -Coenzi ma A

fn

NADHHH NAD*
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A atividade da lactato desidrogenase (LDH E C1.1. 1.27.)
foi determnada no coracdo pela velocidade de oxidacdo do NADH

nedi da a 340 nm tendo cono substrato o piruvato (Mura, 1982).

LDH

Piruvat0 g Lactato

AY

NADH+H  NAD

5. ANAL| SE ESTATI STI CA

s resultados obtidos foram expressos cono média + desvio
padrdo. A conparacdo entre os grupos foi realizada pela técnica
de andlise de variancia (ANO/A) para o esquema de trés fatores
(colesterol, sacarose e saponina) com dois niveis (auséncia e
presenca) no experimento conpletamente casualizado (Zar, 1994).
O nivel de significancia foi de 5% para a discussdo dos
resul tados (Nornan & Streiner, 1994).

As letras utilizadas nas tabelas e figuras sao referentes

as segui ntes conpar agdes:

(a) Indica diferenca significante entre os grupos: P x S

FP x FS.

(b) Indica diferenca significante entre os grupos: P x L;
FP x FL.

(c) Indica diferenca significante entre os grupos: P X

FP, L x FL, Sx FS
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RESUL TADCS

NBo houve diferenca significante no peso do coragdo e nas
concent r agoes car di acas de pr ot ei nas totais nos gr upos
estudados. As Figuras 1 e 2 nostram que a dinmnuicdo no consuno
de proteinas ndo afetou a concentracdo de proteina no miscul o
cardiaco. Quando analisada a relagdo peso do coracdo/peso final
(PO PF), sonente o0 grupo FL apresentou dimnuicdo quando
conparado ao grupo L (Tabela 1).

A analise do netabolisno energético denonstrou que nao
foram observadas alteracbes significantes nas atividades das
enzimas CS LDH, CHADH, bem conmo de suas rel acles, nos
diferentes grupos experinentais, exceto nos aninais do grupo FS
que apresentaram elevagcdo na CS, em relacdo ao grupo FP, e na
LDH em relacdo aos grupos S e FP (Tabela 3). Pode-se observar
nas figuras 3, 4 e 5 que a nodificaghio na ingestdo dos
nutrientes nao af etou o metabol i sno energéti co.

A andlise do EO permtiu verificar que ndo houve variacao
no HP entre o0s grupos (Tabela 1). Animais do grupo L
apresentaram elevacdo nas atividades da S e redugcdo na
porcentagem de SAT em relacdo ao grupo P (Tabela 1). Houve
aunento nas atividades da SD e dimnuicdo na GSH-Px nos aninais
do grupo S (Tabela 1). Ratos do grupo FP apresentaram el evacao
na relacdo HP/SAT, nas atividades da SCD e nas concentracbes de
GSSG e redugcdo na GSH bem comdb na relacdo GSH GSSG  quando
conparados aos aninais do grupo P (Tabelas 1 e 2). O grupo FL
elevou a porcentagem de SAT, as atividades da CAT e reduziu a
relacdo HYSAT em relacdo aos grupos L e FP (Tabela 1). Foi

observado aumento na relacdo GSH GSSG e redugdo na concentracao
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de GSSG no grupo FL (Tabela 2). O grupo FS apresentou el evagdo
nas atividades da S(D e da GSHPx quando conparado aos grupos FP
e S Foi obsevado aunento na porcentagem de  SAT, nas
concentragbes de GSH na relacdo GSHGSG e redugdo nas
concentracbes de GSSG nos animais do grupo FS em relacdo ao

grupo FP (Tabelas 1 e 2).
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Tabela 1. Peso do coracdo (PC), relacdo peso coracdo/peso final (PC/PF), concentracBes de proteina
total (PT), hidroperoxido de lipidio (HP), substéncias antioxidantes totais (SAT), relagdo HP/SAT e
atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase
(GSH-Px) no miocardio dos animais alimentados com dieta padrdo (P), com dieta rica em lipidios,
colesterol e acido cdlico (LI), dieta rica em sacarose (S), dieta padrdo, recebendo saponina na agua de
beber (FP), dieta rica em lipidios, colesterol e &cido cdlico, recebendo saponina (FL) e dieta rica em
sacarose, recebendo saponina na agua de beber (FS).

GRUPCS SEM SAPON NA GRUPCS OOM SAPON NA
P L S FP FL FS

PC

© 103008 115008  106+008  105:004  113+010 111012

PCIPF 2754016 286008 27301 2724011  265:01%  263+0,10

PT

(Qotecdo) 0144003  013+001  013+001  013+001 013001  0,12+001

HP

(nmolimg 010+004  015+004 0094003  015+001  011£002  0,14+009

tecido)

SAT

(%) 455741316 3543370  4813+833 35894311 4667411050  46,026094°

HP/SAT 2194113 389+079 203109  414+05F  256#l1l  276+194

CAT

(umol/100mg  48,98+546  60,24+860  6547+17,99 653242527 92,55+24,34b  77,1046,46
proteina)

SOD
(nmol/mg 16,78+349  2133+187  20,69+063  19,62+263  2169+156  23,76+2,67*
proteina)

GSH-Px
(nmol/mg 16,60+344  19,27+389  10,78+57%  12,40+243 14694585  16,43+374
proteina)

. _________________ _______ __ _____ ____________ _________________________________________ _______________ _ ]
Valores expressos como mediatdesvio-padréo. (a) indica diferenca significante entre os grupos: P x S; FP x FS. (b) indica
diferenca significante entre os grupos: P x L; FP x FL. (c) indica diferenca significante entre os grupos: P x FP; L x FL; S x FS.
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Figura 1. Consumo de proteinas e concentragfes de proteinas no miocérdio dos animais alimentados
com dieta padréo (P), com dieta rica em dleo de soja, colesterol e &cido cdlico (L), dieta rica em sacarose
(S), dieta padrdo, recebendo saponina na agua de beber (FP), dieta rica em dleo de soja, colesterol e
acido cdlico, recebendo saponina (FL) e dieta rica em sacarose, recebendo saponina na agua de beber
(FS). (a) indica diferenca significante entre os grupos: P x S; FP x FS. (b) indica diferenca significante

entreosgrupos: P x L; FP x FL.
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Figura 2. Relagdo linear entre a ingestdo de proteinas e as concentragbes séricas de proteina total nos
animais alimentados com dieta padrdo (P), com dieta rica em dleo de soja, colesterol e &cido cdlico (),
dieta rica em sacarose (S), dieta padréo, recebendo saponina na &gua de beber (FP), dieta rica em Oleo
de soja, colesterol e &cido cdlico, recebendo saponina (FL) e dieta rica em sacarose, recebendo saponina

na agua de beber (FS).
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Tabela 2. ConcentragBes glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG), relagdo GSH/GSSG e
atividade da enzima glutationa redutase (GSHRed) no miocérdio dos animais alimentados com dieta
padrdo (P), com dieta rica em lipidios, colesterol e &cido colico (L), dieta rica em sacarose (S), dieta
padrdo, recebendo saponina na agua de beber (FP), dieta rica em lipidios, colesterol e &cido colico,

recebendo saponina (FLI) e dieta rica em sacarose, recebendo saponina na agua de beber (FS)

GRUPCS SEM SAPON NA GRUPCS QOM SAPON NA
P L s FP FL FS

GSH
(nmol/mg 71154579  70,36+2,65 74071426  66,48+395  70,19+3,06 75,4612,25
proteina)

GSSG
(nmol/mg 0,52+0,10 0,56+0,08 0,57+0,08 0,73+0,24c  0,57+0,16° 0,560,072
proteina)

GSH/GSSG
(nmolimg 14054309 12674218  131,0£109 9754273  129,1+28®  1353+213¢
proteina)

GSH-Red)
(nmolimg 0,54+0,09 0,52+0,27 047+0,05 042+0,14 0,40+0,05 0,43+0,07
proteina)

. ____________________ ______ _____________________ ___________________________________________________ ___ _ ]
Valores expressos como médiatdesvio-padrdo. (a) indica diferenca significante entre os grupos: P x S; FP x FS. (b) indica
diferenca significante entre os grupos: P x L; FP x FL. (c) indica diferenca significante entre os grupos: P x FP; L x FL; S x FS.
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Tabela 3. Atividade das enzimas citato sintase (CS), lactato desidrogenase (LDH), 3 hidroxiacil Coenzima
A desidrogenase (OHADH) e relagbes LDH/ICS e OHADH/CS no miocardio dos animais alimentados com
dieta padrdo (P), com dieta rica em lipidios, colesterol e acido cdlico (L), dieta rica em sacarose (S), dieta
padrdo, recebendo saponina na agua de beber (FP), dieta rica em lipidios, colesterol e &cido cdlico,

recebendo saponina (FL) e dieta rica em sacarose, recebendo saponina na agua de beber (FS).

RUPCE SEM SAPON NA RUPCS GOM SAPON NA

P L S FP FL FS

CS
(nmol/mg 1157312087 124,26+5054 107,46+1854 1253143413 152,57+77,74 163,01+34,52¢
proteina)

LDH
(nmoalimg 542,64851  5952+1045  506,0+720  5663+1126  650,8+1590  708,4+66,0
proteina)

OHADH
(nmolimg 22744289  2533+293 21964370  2250+182  240,6+133 239,1+41,1
proteina)

LDHICS 4,71+0,37 5,27+1,57 4,74+0,40 4,71+110 5,06+2,36 4,44+0,55

OHADH/ICS ~ 1,9940,30 2,28+0,75 2,0640,26 1,90+0,48 2,01+1,08 1,53+0,47

Valores expressos como médiatdesvio-padrdo. (a) indica diferenca significante entre os grupos: P x S; FP x FS. (c) indica
diferenca significante entre os grupos: P x FP; L x FL; S x FS.
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Figura 3. Ingestdo de carboidratos e atividade da enzima cirato sintase (CS) no miocérdio dos animais
alimentados com dieta padrdo (P), com dieta rica em dleo de soja, colesterol e &cido cdlico (L), dieta rica
em sacarose (S), dieta padrdo, recebendo saponina na agua de beber (FP), dieta rica em dleo de soja,
colesterol e &cido cdlico, recebendo saponina (FL) e dieta rica em sacarose, recebendo saponina na agua
de beber (FS). (a) indica diferenca significante entre os grupos: P x S; FP x FS. (c) indica diferenca

significante entre os grupos: P x FP; Lx FL; Sx FS.
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Figura 4. Ingestdo de carhoidratos e atividade da enzima lactato desidrogenase no miocardio dos
animais alimentados com dieta padrdo (P), com dieta rica em 0leo de soja, colesterol e &cido cdlico (L),
dieta rica em sacarose (S), dieta padrdo, recebendo saponina na agua de beber (FP), dieta rica em 6leo
de soja, colesterol e &cido colico, recebendo saponina (FL) e dieta rica em sacarose, recebendo saponina
na agua de beber (FS). (a) indica diferenca significante entre os grupos: P x S; FP x FS. (c) indica

dferenca significante entre os grupos: P x FP; L FL; S x FS.
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Figura 5. Ingestdio de lipidios e atividade da enzima b hidroxiaci Coenzima A desidrogenase (OHADH)
no miocardio dos animais alimentados com dieta padrdo (P), com dieta rica em dleo de soja, colesterol e
acido colico (L), dieta rica em sacarose (S), dieta padrdo, recebendo saponina na agua de beber (FP),
dieta rica em dleo de soja, colesterol e &cido cdlico, recebendo saponina (FL) e dieta rica em sacarose,
recebendo saponina na &gua de beber (FS). (a) indica diferenca significante entre os grupos: P x S; FP x
FS. (b) indica diferenca significante entre os grupos: P x L; FP x FL. (c) indica diferenca significante entre

0s grupos: P x FP; L X FL; Sx FS.
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DI SCUSSAO

Espéci es reativas de oxi géni o (ERO i nduzem  danos
funcionais e estruturais no tecido cardiaco e podem favorecer o
desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca. Evi déncias recentes
tém sugerido associagdo entre a producdo excessiva de ERO e o
desenvol vi nent o da i nsufi ci énci a e r enodel agéo cardi acas
(Sanley et al., 2005). ERO podem afetar diversos conponentes
celulares cono proteinas, |ipidios e DNA

Tendo em vista os efeitos adversos da ingestdo de dietas
desbal anceadas no misculo cardiaco, faz-se necessaria a pesquisa
da acdo de antioxidantes dietéticos sobre essas alteracdes.

Pode-se observar, na Tabela 1, que apesar do grupo FL ter
apresentado redugdo na relagdo PO PF, ndo foram observadas
alteracbes no peso do coracdo e nas concentracbes de proteinas
no nmocardio dos animais estudados. As Figuras 1 e 2 denonstram
que ndo houve correlacdo significante entre o0 consuno e as
concent r acbes cardi acas de pr ot ei nas, i ndi cando que 0s
tratamentos ndo induziram nodificacdes estruturais no tecido
car di aco. Estes fatos estariam associados a manutencdo do
netabol i smo energético. Deta rica em lipidios e colesterol nao
alterou as atividades das enzinas das vias netabdlicas.
Entretanto a elevada ingestdo de sacarose, bem cono o0 consuno de
saponi na, modi ficaramo netabol i sno energético cardiaco.

A manutencdo do netabolisnmo energético nos grupos L, S FP
e FL foi associada a norrmalidade do HP nos diferentes grupos
experinentais. Durante o netabolismo  energéti co, a cadeia
respiratéria mtocondrial €é a principal fonte intracelular de

radicais livres (RL) (Chen et al., 2003). & R. sdo espécies
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miito reativas, capazes de induzir oxidacdo nos fosfolipidios e
proteinas das nenbranas, resultando em nodificacdo da funcéo
celular e norte das células (Droge, 2002) . Desta fornm,
alteracbes no netabolismo energético podem resultar em el evacao
na producdo de RL e EO (Faine et al., 2003). A manutencdo do HP
m océar di co denonstrari a a i nt egri dade das nenbr anas
mtocondriais, indicando que a despeito da ingestdo de dietas
i nadequadas (Rodrigues, 2007, GCapitulo 1) e da dislipidenia
(Rodrigues, 2007, Capitulo 2) ndo houve reducdo do netabolisno
aer 6bi co mocardi co nos diferentes grupos experinentais.

A nmanutencdo do HP ocorreu através de diferentes respostas
anti oxi dant es nos grupos experinentais.

No grupo L houve elevacdo na SO, o0 que resultaria em
aunento na concentracdo de HQO. FEntretanto, houve redugcdo na
SAT, que foi utilizada para inpedir a elevacdo no HP (Tabela 1).
Sabe-se que a ingestdo lipidica e a presenca de colesterol na

dieta afetam a conposicdo das nenbranas celulares (Stepp &

Tul enko, 1994; Chen et al., 1995). Qando ocorre aunento no
consuno de aci dos gr axos (AGQ i nsat ur ados as nenbr anas
i ncorporam esses AG Mai or proporcdo de lipidios insaturados e

colesterol nas nenbranas predispdem a acdo dos R. (Mehta et al.,
1994). A dieta rica em lipidios e colesterol foi obtida pela
adi ¢cdo de 6l eo de soja, AGinsaturado, na ragado padrdo.

A formagdo de ERO pode ocorrer atravées da reducdo
inconpleta do O na cadeia respiratéria mtocondrial, com a
formacdo do radical superoxido (Q). A acdo da enzima
antioxidante SCD sobre o O resulta na producdo de perodxido de

hidrogénio (H.Q) e oxigénio. O HQ participa da fornmacdo do
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radi cal hi dr oxi | (ah, e ¢é altanente toéxico. As enzinas
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GSH Px) sao responsaveis
pela transformacdo do H,Q em éagua e oxigénio (MNovelli, 2005).
GCono, no presente trabalho ndo foram observadas alteracbes nas
atividades da CAT, bem como da GSHPx, o0s animais do grupo L
utilizaram a SAT para neutralizar a acdo toxica do HOQ
pr oduzi do. As SAT incluem os antioxidantes ndo enzinaticos,
lipofilicos e aquosos (Novel I'i, 2005).

No grupo FL o efeito da saponina elevando a catalase e a
SAT foi associado a suas propriedades antioxidantes. (63
polifendis podem  exercer ati vi dades ant i oxi dant es diretas
através do seqlestro de ERQ cono O e HQ (Pannala et al.,
1997). O nilcleo fendlico pode atuar cono tanpdo e capturar oS
elétrons das ERO para torna-los menos reativos (Cotelle et al.,
1996). A ém disso, os polifendis podem quelar netais como o
ferro, envolvidos na fornmacdo dos RL (Korkina & Afanas’ev, 1997,
Njveldt et al., 2001) . | ndi r et anent e, os polifendis podem
interferir nos sistemas de detoxificagcdo celular, cono as
enzimas SO, CAT e GSHPx (Ses, 1991; Krinsky, 1992). Tem sido
observada inibicdo nas enzimas geradoras de ERO cono a xantina
oxidase e a nicotinamda adenina dinucleotideo fosfato oxidase
(Njveldt et al., 2001; Qallo et al., 2002). A saponina tanbém
pode atuar no poder redutor. A glutationa é um tripeptideo
contendo grupo sulfidrila presente na cisteina, que confere a
esta nolécula grande capacidade redutora (Mister & Anderson,
1983). Sua forma varia entre o tiol reduzido (GSH e o oxidado
(GSSG, na qual dois tripeptideos estdo unidos por uma |igacdo

dissulfeto (Novelli, 2005). D mnuicdes nas concentracdes de GCSH
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tém sido observadas no envel hecimento (Rebrin et al., 2003) e na
isquema cardiaca (Ceconi et al., 2003). A associacdo saponina-
col esterol i nduzi u ef ei t os benéfi cos, poi s reduzi u a
concentracdo de GSSG e elevou a relacdo GSHGSSG (Tabela 2).
Evidéncias recentes tém indicado que o EO pode causar nudancas
no estado redox de diferentes tecidos, aunentando a concentracao
de GSSG Hevacdo nas concentracbes de GSSG no interior das
cél ul as pode sugerir oxi dacdo de GSH para inpedir o EQ

No grupo S o HP foi mantido na nornalidade, porém houve
elevacdo na S(D e reducdo na GSH-Px, sugerindo elevacdo no HO,
enbora ndo suficiente para alterar a integridade da nenbrana
mtocondrial e induzir mudanca matabdlica. Quando o grupo FS foi
conparado ao grupo S, foi observada elevacdo na LDH e nanutencdo
nas atividades das demais enzimas netabdlicas. O aunento nas
atividades da LDH isolado é prejudicial para o misculo cardiaco
devido a dimnuicdo no pH e na producdo de trifosfato de
adenosina (ATP) (Stanley & Rydén, 2003). Houve elevacdo na
cetonema nestes animais (Rodrigues, 2007, Capitulo 2, pagina
15), e consequente aurmento na utilizacdo de corpos cetodnicos,
comb fonte energética pelo nmocardio. Nao houve alteragcdo na
CHADH nos aninais dos grupos S e FS, indicando que a despeito da
resisténcia a insulina, e consequente |ipdlise, disponibilizando
nai or concentracdo de AG ndo houve elevacdo na utilizagdo de AG
cormp fonte energética nos aninmais do grupo S

O principal efeito da insulina nos tecidos é a elevacdo na
captacdo e utilizacdo de glicose enquanto reduz o netabolisno
dos AG A reducdo na resposta a insulina ocorre em diversas

condi ¢cbes patol 6gicas incluindo diabetes tipo 2, hipertensdo e
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insuficiéncia cardiaca. Na resisténcia a insulina ndo é
observada supressdo da lipdlise nas células adiposas. Assim
ocorre elevacdo nas concentracbes de AG resultando em aunento
na captacdo de AG pelo misculo cardiaco, com subsequente reducéo
na captacdo e oxidacdo de glicose e lactato (Stanley & Rydén,
2003). Entretanto, estudo com aninmais e individuos diabéticos
ndo denonstraram que o diabetes resulta em naior oxidacdo de AG
no  mocéardio, quando as concentracdes de corpos cetonicos
estavam el evadas (Stanl ey & Rydén, 2003).

No grupo FS o HP foi mantido na nornalidade, havendo
elevacdo nas atividades da SO GHPx, bem cono no poder
redutor, indicando que em relacdo ao grupo S, a saponina induziu
desequilibrio dos sistemas antioxidantes:oxidantes favorecendo
una situacdo de protecdo contra o EQ Este efeito benéfico da
saponi na foi evi denci ado no netabol i sno energéti co n ocardico.

Gono  denonstrado por Rodrigues (2007, Capitulo 2, pagina
15) animais com dieta rica em sacarose ha presenca de saponina
apresentaram elevacdo na cetonema. Nestas condic¢des, 0s corpos
cetdbnicos constituem inportantes fontes energéticas para O
coracdo (MNovelli, 2005). Houve elevacdo nas atividades da CS no
mocardio desses animais (Tabela 3), indicando que na presenca
de saponina houve nelhora na acdo da insulina, permtindo naior
captacdo de glicose pelo tecido cardiaco. A nornalizagdo da
glicema pode ser vista no grupo FS em relagdo ao grupo S
(Rodri gues, 2007, Capitulo 2, pagina 15). A elevacdo na
degradacdo da glicose, evidenciada pelo aunmento nas atividades
da LDH forneceu substrato metabdlico para o ciclo do citrato,

assim elevando a oxidacdo da glicose. O aurento da glicdlise,
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no tecido cardiaco, ocorre durante o trabalho cardiaco subito,
com o0 intuito de fornecer energia adicional, cono no exercicio
intenso, antes da elevacdo do lactato nuscular. A glicllise é
tanbém responsavel pela manutencdo da integridade da menbrana
dos mécitos, tanto em condicdes de isquema conmo em condi ¢cdes
normais de oxigenacdo (VWiss & Lanp, 1987). Enbora em condi ¢cdes
normais o tecido <cardiaco utilize preferencialnente AG cono
fonte energética, a elevacdo na oxidacdo da glicose tem sido
consi derada um nmecani sno eficaz na terapia netabdlica.

A regulacdo do netabolisno cardiaco é conplexa, e esta
relacionada com concentragdes hornonais, fluxo coronariano e
estados inotropico e nutricional (Stanley & Rydén, 2003). Em
i ndi viduos saudaveis grande parte da sintese de ATP, no coragdo,
€ proveniente dos AG (60-80%, 10-30% da glicose e o lactato é
r esponsavel pel os 10-30% restantes. Corpos cetbnicos tanbém
podem ser rapidamente oxidados pelo misculo cardiaco (Stanley &
Rydén, 2003).

Em conclusdo, o0s resultados obtidos denonstraram que as
dietas induziram desequilibrio no estado oxidante/antioxidante,
reduzindo as defesas antioxidantes. Entretanto, apenas a elevada
ingestdo de sacarose foi capaz de pronover alteracbfes no
net abol i snmo energeético cardi aco. A saponi ha el hor ou 0
netabol i sno energético, e provou suas atividades antioxidantes

dermonst rando sua agdo na prevencdo de al teracdes niocardicas.
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CAPITULO 4

CONSIDERACOES FINAIS



> resultados deste estudo permtiram concluir que as
alteracbes nos conponentes das dietas induziram nodificacbes no
consuno de macronutrientes.

As dietas ofertadas induziram nudangcas nos paréanetros
nutricionais, nesno na auséncia de obesidade. Foram observados
efeitos deletérios sobre a lipidemia e o0 estresse oxidativo
séricos, ap6s a ingestdo das dietas experinentais durante 35
di as.

A dieta rica em lipidios e colesterol favoreceu o

desenvolvinmento da hipercolesterolenia isolada e do estresse

oxi dati vo séri co. Cont udo, nao al terou 0 est ado
oxi dant e/ anti oxi dant e, bem cono 0 net abol i sno ener gético
m ocar di co.

A dieta rica em sacarose induziu alteracbes relacionadas a
reistancia & insulina, com decorrente desenvol vimento  da
hiperlipidema msta. Aumento na ingestdo de sacarose ndo afetou
0 equlibrio do si stena oxi dant e/ ant i oxi dant e Séri co, nas,
exer ceu efeito pr 6- oxi dant e no m ocar di o. O netabolisno
energético cardiaco sofreu acdo deletéria da sacarose, com
elevacdo do netabolisnmo anaerdbio. Desta forna, podenos concluir
que a dieta rica em sacarose induziu efeitos adversos nais
significativos, uma vez que afetou a lipidema, o0 estresse
oxidativo e o netabol i sno energéti co no m ocardio.

A ingestdo de saponina, flavon6ide encontrado na soja,
proporcionou nel hor aproveitamento dos nutrientes dietéticos,
sem induzir excesso de peso. O seu consuno foi associado a
normal i zacdo do perfil lipidico e do estresse oxidativo sérico.

No mocardio, a saponina preveniu o estresse oxidativo através
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de acbGes diretas e indiretas, nodificando as atividades das
enzi mas anti oxi dant es.

Quando admnistrada a aninais que ingeriram dieta rica em
sacarose durante 35 dias, a saponina induziu efeitos benéficos

no netabol i sno energético, favorecendo a oxi dacdo da glicose.
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