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RESUMO

CRUZ, Nilcemar Rodrigues da, M.S., Universidade Federal de Vigcosa, margo
de 2004. Efeitos da carne de ra-touro (Rana catesbeiana) em animais
diabéticos e hipercolesterolémicos. Orientadora: Josefina Bressan
Resende Monteiro. Conselheiros: Neuza Maria Brunoro Costa, Maria do
Carmo Gouveia Peluzio e Samuel Lopes de Lima

As doencas cardiovasculares sdo as causas mais comuns de morte nas
sociedades ocidentais devido em grande parte ao seu padrédo alimentar,
existindo uma correlagao positiva entre o0 consumo de carnes, tanto as brancas
como as vermelhas, com os niveis de LDL-colesterol, o qual é considerado
fator de risco para tais doencas. No presente estudo investigou-se, por meio de
dois ensaios biol6gicos, se a carne de rd, com proteina considerada de alto
valor biolégico e sendo pobre em lipidios, poderia exercer efeito positivo nas
proteinas séricas, no metabolismo lipidico e no processo de formacéo de placa
aterosclerdtica em animais sadios, diabéticos e hipercolesterolémicos. Utilizou-
se dietas AIN-93M semi-purificadas, porém com 20% de proteina derivada de
carne de ra ou caseina. No primeiro ensaio, 45 ratos Wistar adultos foram
divididos em grupos C (animais sadios recebendo dieta com caseina), R
(animais sadios recebendo dieta com carne de rd), D (animais diabéticos
recebendo dieta com caseina) e DR (animais diabéticos recebendo dieta com

carne de rd), tratados durante 4 semanas. A carne de ra reduziu o colesterol
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total dos ratos ndo diabéticos, mas aumentou a glicemia nos diabéticos. As
concentracfes séricas de proteinas totais, albumina, triacilgliceréis, LDL e
HDL-colesterol, como também de lipidios totais hepéaticos, foram semelhantes
entre os grupos. O segundo ensaio foi realizado com 40 camundongos Knock-
out para apoE tratados durante 10 semanas com dieta normolipidica (4% de
lipidio), de acordo com o padrdao AIN-93M, ou hiperlipidica (acréscimo de 11%
de gordura vegetal hidrogenada e 1% de colesterol), divididos nos grupos NC
(animais recebendo dieta normolipidica com caseina), NR (animais recebendo
dieta normolipidica com carne de ra), HC (animais recebendo dieta hiperlipidica
com caseina) e HR (animais recebendo dieta hiperlipidica com carne de ra).
Com a dieta normolipidica, a carne de rd aumentou excrecdo de lipidios nas
fezes, colesterol total e proteinas totais séricas e desenvolveu lesao
aterosclerdtica mais avancada. Na dieta hiperlipidica com carne de ra também
houve excrecdo aumentada de lipidios nas fezes, mas as concentracdes
séricas de colesterol total e proteinas totais, como também o desenvolvimento
da leséo aterosclerética, ndo diferiram entre os dois grupos. N&o houve efeito
da carne de rd nas concentracdes de LDL-colesterol, triacilglicerdis, glicose,
como também de lipidios totais hepaticos, tanto nas dietas normolipidicas
quanto nas hiperlipidicas. Em conclusédo, a carne de ra ndo demostrou ser
benéfica na prevencdo de doengas cardiovasculares em animais diabéticos e
em camundongos hipercolesterolémicos quando comparado a caseina. E
necessario realizacdo de estudos posteriores comparando o efeito da carne de
rd com outros tipos de carnes, como também em outros modelos animais e em

humanos.



ABSTRACT

CRUZ, Nilcemar Rodrigues da, M.S., Universidade Federal de Vigosa, March
2004. Bull-frog meat effect (Rana catesbeiana) in diabetic and
hypercholesterolemic animals. Adviser: Josefina Bressan Resende
Monteiro. Committee Members: Neuza Maria Brunoro Costa, Maria do
Carmo Gouveia Peluzio and Samuel Lopes Lima

Cardiovascular diseases are the most common causes of death in
western societies largely due to its food habits, with a positive correlation
between the consumption of meat, both white and red, with LDL-cholesterol
levels, which is considered risk factor for such diseases. In the present study it
was investigated, by two biological assays, whether frog meat, considered high
biological value protein and low in lipids, could have positive effect on serum
proteins, lipid metabolism and on the process of atherosclerotic plague
formation in healthy, diabetic and hypercholesterolemic animals. Semi-purified
AIN-93M diets were used, with 20% of protein derived from frog meat or casein
though. In the first assay, 45 adult Wistar mice were separated in the following
groups C (healthy animals on diet with casein), R (healthy animals on diet with
frog meat), D (diabetic animals on diet with casein) and DR (diabetic animals on
diet with frog meat), treated for 4 weeks. Frog meat reduced non-diabetic
mouse total cholesterol, but it increased glycemia in the diabetic ones. The

concentration of total serum protein, albumin, triacylglycerol, LDL and HDL-



cholesterol, as well as total hepatic lipid, were similar among the groups. The
second assay was carried out with 40 apoE knockout mice treated for 10 weeks
with normo (4%), according to AIN-93M standard, or hyperlipidic diet (with 11%
hydrogenated vegetable fat and 1% cholesterol increase), separated in the
following groups NC (animals on normolipidic diet with casein), NR (animals on
normolipidic diet with frog meat), HC (animals on hyperlipidic diet with casein)
and HR (animals on hyperlipidic diet with frog meat). Under normolipidic diet,
the frog meat increased lipid excretion in the feces, total cholesterol and total
serum proteins and it developed more advanced atherosclerotic lesion. Under
hyperlipidic diet with frog meat there was also increase in lipid excretion in the
feces, but the serum concentration of total cholesterol and total protein, as well
as the development of atherosclerotic lesion did not differ between the two
groups. There was no effect of frog meat on the concentrations of LDL-
cholesterol, triacylglycerol, glucose, and total hepatic lipid, in both normo and
hyperlipidic diets. In conclusion, frog meat was not shown to be beneficial in the
prevention of cardiovascular diseases in diabetic animals and in
hypercholesterolemic mice when compared to casein. It is necessary to
accomplish further studies to compare the effect of frog meat with other types of

meat, as well as using other animal models and humans.
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INTRODUCAO

A ranicultura teve inicio no Brasil em 1935 no Rio de Janeiro, chegando
em Sao Paulo em 1939. Dados estimativos mostram que até 1992 estavam
funcionando no pais cerca de 600 ranarios (Mello, 1995), sendo considerado o
maior produtor do mundo de rds em cativeiro (Silva, 1995). A Rana
catesbeiana, conhecida popularmente como ré-touro ou touro-gigante, detém
as melhores possibilidades de cultivo (Ferreira et al., 1995). Estudos sobre a
carne deste animal sdo escassos, mas sua composi¢cao centesimal apresentou
um baixo teor lipidico e presenca de proteinas de alto valor biolégico (Noll &
Lindau, 1987). Devido a esta caracteristica, a carne de ra tem sido indicada
terapeuticamente em casos de obesidade e doencas cardiovasculares (Peluzio
et al., 1995).

A prevaléncia de diabetes Mellitus no municipio de S&o Paulo no final
dos anos 80 era de 9,6%, comparavel as respectivas taxas de paises
desenvolvidos, tornando-se um problema de saude publica (Moraes & Souza,
1996). Além disso, esta prevaléncia vem aumentando nos paises em
desenvolvimento nas ultimas décadas. Este dado € preocupante, visto que
essa doenca acarreta complicacbes macrovasculares tais como doenca
cardiovascular, cerebrovascular e de vasos periféricos, aumentando de 2 a 4
vezes o risco de doenca coronaria, o que contribui para a queda da qualidade
de vida, principalmente em idosos (Coeli et al., 2002; ADA, 2003). Parte do



risco cardiovascular se deve ao desequilibrio no metabolismo lipidico (ADA,
2003).

A evidéncia de que a reducdo do colesterol sérico reduz o risco de
ataque cardiaco e infarto em pacientes com diabetes tipo Il (Lindholm, 2003)
estimula a procura por terapias que venham colaborar no controle da
dislipidemia. A lipoproteina LDL-colesterol é vista como alvo primario para
intervencdo e HDL-colesterol como alvo importante para prevencédo segundo
ATP Il (Third Adult Treatment Panel) (Ballantyne & Hoogeveen et al., 2003).

Além das dislipidemias, outros fatores de risco imperam para as doencas
cardiovasculares tais como o tabagismo, diabetes Mellitus, obesidade e
sedentarismo (Cobb et al., 2003).

O consumo de carne bovina esté relacionado ao aumento da prevaléncia
de doencas cardiacas (Fraser, 1999), como também com o aumento de custos
destinados a saude (Barnard et al., 1995). No entanto, tal afirmativa tem
encontrado resultados contraditérios (Nicklas et al., 1995).

Esta ligacdo da carne com o risco cardiovascular pode estar relacionada,
pelo menos em parte, com o perfil lipidico deste alimento. A maioria das carnes
contém quantidades consideraveis de acidos graxos saturados (Rowe et al.,
1997), o qual parece aumentar as concentracdes sericas de LDL-colesterol e
de triacilglicerois plasmaticos (Rivellese et al., 2003), apesar deste efeito ainda
nao estar bem definido (Lu & Lu, 2002).

Assim, objetivou-se no presente trabalho avaliar o efeito da carne de ra

no metabolismo lipidico de ratos diabéticos e hipercolesterolémicos.
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CAPITULO 1

O PROCESSO ATEROSCLEROTICO NO DIABETES MELLITUS E NA
DISLIPIDEMIA: O PAPEL DA NUTRICAO

Introducéo

Pacientes com diabetes Mellitus apresentam duas a quatro vezes maior
risco para infarto do que pacientes ndo diabéticos, como também maior
propensdo a doenca vascular periférica (Crespin, 2001). Neste caso, tem sido
sugerido que a hiperglicemia possa ser o fator contribuinte para acelerar o
processo aterosclerético, visto que altos niveis glicémicos estéo relacionados a
varias anormalidade, tais como alteracdes na parede vascular (Death et al.,
2003), maior nivel plasméatico de LDL-colesterol (lipoproteina de baixa
densidade) (Chang et al., 2001), transporte transvascular de LDL-colesterol
(Kornerup et al., 2003), maiores niveis de triacilgliceréis e alteragdes estruturais
nas particulas das lipoproteinas (Taskinen, 2003).

A doenca cardiaca coronariana tem como uma das causas a
aterosclerose, um processo caracterizado por disfungcdo endotelial, em
associacao com hipertensédo, diabetes, tabagismo e deposicdo de colesterol
em macrofagos e células musculares lisas na parede arterial, devido em parte,

a desajustes no perfil lipidico sérico (Schaefer, 2002).



O papel das lipoproteinas no processo aterogénico, e assim como nas
doencas cardiovasculares, tem sido amplamente estudado (Skalén et al., 2002;
Ballantyne & Hoogeveen, 2003; Zayas et al., 2003).

Enquanto existe uma relacdo positiva entre LDL-colesterol e o colesterol
total com as doencas cardiovasculares, o oposto é visto para o HDL-colesterol
(lipoproteina de alta densidade) (Bermudez et al., 2002).

A dieta exerce forte influéncia no perfil das lipoproteinas plasmaticas.
Existem evidéncias que &cidos graxos saturados interferem negativamente,
aumentando principalmente LDL-colesterol, enquanto acidos graxos
monoinsaturados reduzem os niveis de triacilglicerdis, colesterol total e a
fracdo LDL-colesterol (Rivellese et al.,, 2003), sendo ainda controversos 0s
efeitos quanto ao HDL-colesterol (Sacks & Katan, 2002; Schaefer, 2002).

Tem sido demostrado também que diferentes fontes protéicas exercem
efeitos diferenciados no metabolismo lipidico, sendo este fato associado a sua
composicdo aminoacidica. O mecanismo pelo qual isso ocorre ainda nao foi
claramente elucidado (Sugiyama et al., 1996; Jacobucci et al., 2001; Gilani et
al., 2002; Beeleville, 2002).

Nesta revisdo sera discutido o efeito do lipidio e da proteina no
metabolismo lipidico, como também os mecanismos pelos quais o diabetes e a
dislipidemia levam a formacao de placa aterosclerética e assim, as doencas

cardiovasculares.

Fontes protéicas e metabolismo lipidico

Vérios estudos tém investigado o efeito das proteinas no metabolismo
lipidico (Gatchalian et al., 1995; Madani et al., 2000; Jacobucci et al., 2001). A
proteina de origem animal tem sido considerada hipercolesterolemiante em
relacdo a de origem vegetal (Gilani et al.,, 2002; Kern et al.,, 2002), mas a
existéncia de controvérsias indica a necessidade de mais pesquisas nesse
assunto (Gatchalian-Yee et al.,1995; Jacobucci et al., 2001). A proteina de soja
parece reduzir VLDL colesterol (lipoproteina de muita baixa densidade)
(Madani et al, 2000) e colesterol total (Lu & Jian, 1997) quando comparada a

caseina, mas os niveis de triacilglicerdis parecem nao ser afetados. Porém, o



efeito hipercolesterolemiante da caseina em relacdo a soja ainda € controverso
(Gatchalian-Yee et al., 1995). Quanto a proteina do soro, parece haver reducéo
(Jacobucci et al., 2001) ou ndo afetar o colesterol total em dieta aterogénica,
mas naquelas dietas isentas de colesterol ela induziu aumento dos niveis
séricos de colesterol total (Larson et al., 1994). Quando foi utilizada gelatina
como fonte protéica para alimentacdo de ratos adultos, esta reduziu os niveis
tanto de triacilglicer6is quanto de colesterol total sérico quando comparado a
caseina (Gilani et al., 2002). Os niveis de LDL-colesterol também parecem ser
influenciados pelo tipo de proteina consumida, sendo que a proteina do soro
parece promover seu aumento (Larson et al., 1994).

Sado poucos os estudos sobre o efeito da carne nas lipoproteinas em
animais experimentais, mas a substituicdo de peixe por caseina ou por proteina
de soja suplementada com metionina levou a reducéo dos niveis de colesterol
total em trutas tratadas por 12 semanas (Kaushik et al., 1995). Ensaios
realizados em humanos apresentam resultados contraditérios com relacdo a
carne. O consumo de carne de frango, carne vermelha, como também as
processadas, verificado pela aplicacdo de questionario de frequéncia alimentar
em 1045 individuos, foi relacionado positivamente com maiores niveis de LDL-
colesterol (Fornés et al., 2000). Contrariamente, a variacdo na quantidade
consumida nao relacionou com aumentos nos niveis séricos de triacilglicerois,
colesterol total e fracbes HDL e LDL (Nicklas et al., 1995). Além disso, niveis
de colesterol total e a fracdo LDL foram reduzidos apds consumo de dieta
hipocaldrica, onde a fonte protéica priméaria era carne bovina magra ou frango
sem pele, embora deva-se considerar que as participantes, classificadas como
risco moderado devido ao nivel de colesterol sérico, também realizavam
atividade fisica (Melanson et al., 2003).

O mecanismo pelo qual as proteinas interferem no metabolismo lipidico
ainda necessita de muitas investigacdes, mas alguns estudos tém indicado o
perfil aminoacidico como o responsavel por tais efeitos (Sugiyama et al., 1996;
Gilani et al., 2002; Belleville, 2002). Uma das hip6teses é quanto ao efeito
hipercolesterolemiante da metionina. Sugiyama et al., (1996) encontraram
correlacdo significante entre os niveis séricos de colesterol e metionina, sendo
esta refletida pela metionina da dieta. No entanto, a suplementacéo de isolado

protéico de soja com metionina ndo aboliu seu efeito hipocolesterolemiante em



ratos, quando foi oferecido dieta hiperlipidica com 1% de colesterol, sendo
sugerido que a soja tenha outros componentes responsaveis pelo seu efeito
hipocolesterolemiante (Kern et al., 2002). Existe evidéncia de que a proteina de
soja aumenta a excrecdo fecal de esterdides, incluindo colesterol e acidos
biliares, o que causaria um aumento no metabolismo de colesterol por
aumentar a sintese de &cidos biliares, mobilizando para isso o colesterol
plasmatico (Gilani et al., 2002).

Além da metionina, outros aminoacidos presentes na dieta podem estar
envolvidos no metabolismo lipidico. A taxa de lisina/arginina da dieta
apresentou relacdo negativa com os niveis de colesterol plasmatico em trutas
recebendo dieta normolipidica (Kaushik et al., 1995). Ja a arginina sozinha
parece ter relacdo com o metabolismo lipidico inibindo a formacédo de placa
aterosclerotica via producédo de 6xido nitrico, mas tal efeito ndo foi confirmado
pela sua maior ingestdo (Venho et al.,, 2002). Outro aspecto € o efeito
hipercolesterolemiante da alta taxa de metionina/glicina, o que ocorre com a
caseina quando comparado a proteina de soja (Kern et al., 2002). Existem
também evidéncias de correlacdo positiva de tirosina, acido glutamico e prolina
em ratos alimentados com dieta livre de colesterol e correlacdo negativa com
cistina e alanina (Gilani et al., 2002).

Os resultados obtidos nos varios estudos citados demonstram que a
proteina interfere no metabolismo lipidico, e assim pode manter relacdo com a
prevencdo ou aparecimento de doencas cardiovasculares. Como os estudos
nao sao conclusivos, verifica-se a necessidade de mais investigagdes com o
objetivo de se avaliar os mecanismos envolvidos no efeito de aminoacidos

especificos no metabolismo lipidico.

A influéncia do tipo de gordura da dieta no metabolismo dos lipidios

Diferentes tipos de 6leos tém sido estudados quanto aos seus efeitos no
perfil lipidico sérico, em virtude das diferencas de composicéo de acidos graxos
e a presenca de fendis (Gorinstein et al., 2002). Foi verificado que nem sempre

uma dieta hiperlipidica oferece maior risco de doengas cardiovasculares que a



hipolipidica, mas que este risco é dependente também do tipo de 6leo
consumido (Takahashi & Takahashi, 2000, Gaiva et al., 2003).

Substancias presentes em 0Oleos vegetais parecem ter efeito inibidor na
formacdo de placa aterosclerdtica (Gorinstein et al., 2002). Gorinstein et al.
(2002) verificaram que compostos antioxidantes como os fendis, e ndo o acido
graxo monoinsaturado (MUFA) oléico, sdo os principais fatores bioativos de
Oleos vegetais. Eles alimentaram ratos Wistar por quatro semanas com dieta
enriquecida com colesterol e azeite de oliva ou somente colesterol ou azeite de
oliva. O grupo que recebeu colesterol juntamente com azeite de oliva mostrou
um efeito positivo do 6leo vegetal no metabolismo de lipidios, sendo que os
melhores resultados foram para aqueles animais que se alimentaram de 6leo
de oliva com maior teor de fendis (6leo de oliva virgem). No entanto, nos
animais que receberam dieta isenta de colesterol enriquecida com azeite de
oliva ndo houve influéncia no metabolismo lipidico, demonstrando que tal efeito
possa ocorrer somente em casos de hiperlipidemia. Apesar de nao ter
demonstrado efeito no metabolismo lipidico em animais que receberam dieta
sem colesterol, foi verificado que todos o0s grupos apresentaram efeito
antioxidante. Esse papel antioxidante do 6leo de oliva foi confirmado pelo
estudo de Ramirez-Tortosa et al. (1999).

Benkhalti et al. (2002) observaram que o efeito dos polifendis do azeite
de oliva na reducédo do colesterol estava associado a reducdo da enzima 3
hidroxi- 3 metilglutaril CoA (HMG-CoA) e ndo na colesterol 7 a-hidroxilase. Por
outro lado, a suplementacdo da dieta com 40% de &cido graxo saturado
aumentou os niveis de RNAm da HMG-CoA sintase (Hegardt, 1998).

A influéncia benéfica do azeite de oliva demonstra ser potencializada
guando ingerida com o 6leo de peixe rico em &cido linolénico (w-3). Um estudo
realizado com homens portadores de doenca vascular periférica mostrou que o
grupo que recebeu suplementacdo na dieta com azeite de oliva e 6leo de peixe
apresentou maior reducdo de triacilgliceréis plasmaticos quando comparado
com 0 grupo que recebeu suplementacédo apenas de azeite de oliva, apesar de
ndo haver diferenca nos niveis de colesterol total e suas fracdes. Neste estudo
também foi verificado que uma adequada ingestédo de 6leo de peixe com azeite

de oliva promove uma diminuicdo na taxa de oxidacdo de LDL-colesterol se



comparado com ingestao de dieta enriqguecida somente com 6leo de peixe, rico
em acido graxo polinsaturado w-3 (Ramirez-Tortosa et al., 1999).

A potencializagdo que ocorre entre os tipos de lipidios foi constatada no
estudo realizado por Gaiva et al. (2003), onde o consumo de 6leo de soja e
Oleo de peixe na razdo de 5:1, por ratos Wistar durante oito semanas, levou a
uma menor razdo colesterol total/HDL, quando comparado ao grupo que
recebeu somente 6leo de soja ou de peixe.

Tem sido sugerido que os acidos graxos eicosapentaendico (EPA) e
docosahexaendico (DHA), presentes no 6leo de peixe estavel (estabilidade
adquirida através de uma mistura de tocoferéis), promovem reducdo dos
triacilglicerois plasmaticos e aumento dos niveis de HDL-colesterol, porém o
LDL-colesterol parece nao ser afetado (Liu et al., 2001).

O efeito protetor dos acidos graxos polinsaturados na aterosclerose
ainda ndo estd claro, pois esses sdo mais propicios a oxidacdo quando
comparados com acidos graxos saturados e monoinsaturados, sendo sugerido
por Lu & Lu (2002) que a razdo entre acidos graxos polinsaturado/saturado
seja de 0,64, ndo excedendo 1,21. No entanto, um estudo desenvolvido com
pacientes hiperlipidémicos mostrou que a reducéo de acidos graxos saturados
na dieta melhora o perfil lipidico plasméatico, sendo que os menores resultados
para colesterol total e LDL-colesterol foram obtidos quando os pacientes
receberam um acréscimo de 4% de lipidios na forma monoinsaturada e
polinsaturada, apesar de que este ultimo elevou elevou as concentracdes de
triacilglicerdis plasmaticos (Mendis et al., 2001). Ratos Sprague-Dawley
tratados com dieta hiperlipidica (40% de lipidios) ou normolipidica (6% de
lipidios), por oito semanas, apresentaram maiores niveis de triacilglicerois
quando a fonte lipidica era a gordura de coco, rica em acidos graxos saturados,
comparado com 0 grupo que recebeu Oleo de canola e de milho ricos em
acidos graxos polinsaturados. Além disso, os valores de colesterol total
também foram superiores no grupo que recebeu gordura de coco, tanto na
dieta hipolipidica quanto hiperlipidica (Ellis et al., 2002).

O mecanismo pelo qual o tipo de acido graxo influencia no metabolismo
lipidico esta ligado ao estimulo ou inibicdo na sintese de enzimas. Ratos Wistar
alimentados por 10 dias com dieta hiperlipidica enriquecidas com 6leo de soja

ou Oleo de peixe, diminuiram a atividade da enzima [19 dessaturase, bem como
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a quantidade de RNAm para esta enzima no figado em ambos os tratamentos,
sendo que a reducéao foi maior no grupo tratado com 6leo de peixe (Lfchsen et
al., 1997). PUFAs mostraram suprimir marcadamente a expressao do gene da
estearoil-CoA dessaturase | (SCDI) in vivo (Ntambi, 1992), enquanto MUFAs e
acidos graxos saturados pareceram ineficazes quanto a este efeito
(Landschultz et al., 1994).

Estudos recentes tém identificado um papel da proteina ligante
elemento de regulacéo de esterol (SREBP) como um modulador da transcricdo
de enzimas lipogénicas (Deng et al., 2002; Duplus & Forest, 2002). SREPBs
sdo sintetizados como precursores ligados a membranas do reticulo
endoplasmatico, podendo ser ativadas pela deplecédo de colesterol na célula
(Robinet et al., 2003) e pela insulina (Deng et al., 2002), apresentando como
inibidores desta ativacdo acidos graxos polinsaturados (Duplus & Forest, 2002).
Além disso, o estudo realizado por Deng et al. (2002) mostrou que o efeito
estimulatério da insulina na ativacdo de SREBP foi reduzido 62% quando
hepatdcitos isolados foram incubados com acido eicosapentaendico. Ao ser
ativado, SREPB estimula sintese de enzimas que estao envolvidas na sintese
e captacdo de colesterol, sintese e dessaturacao de acido graxo, sintese de
triacilglicerois e metabolismo de glicose. Entre as enzimas envolvidas estdo a
HMG-CoA redutase, acetil-CoA carboxilase, acido graxo sintase e estearoll
CoA desaturase 1 e 2 (Edwards et al., 2000).

Verifica-se que mesmo Oleos ricos em acidos graxos polinsaturados
apresentam respostas de diferentes graus. Oleos ricos em w-3 reduzem mais
0s niveis séricos de triacilglicerol e colesterol que os Oleos ricos em w-6
(Takahashi & Takahashi, 2000; Gaiva et al., 2003), porém em dieta
hiperlipidica esse fato tem sido associado com o aumento na concentracéo de
lipidios hepaticos e maior ganho de peso (Gaiva et al., 2003).

Esses trabalhos mostram que o consumo balanceado de acidos graxos
saturados, polinsaturados e monoinsaturados pode ser um dos pontos-chave
para prevencdo de doencas cardiovasculares e que necessitam ainda mais

estudos para se determinar a razao ideal no consumo deles.
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Diabetes mellitus e aterosclerose

Varios estudos tém citado o risco maior de individuos diabéticos
desenvolverem aterosclerose quando comparados aos nao diabéticos (Lin et
al., 2003; Death et al., 2003; Kornerup et al., 2003). As anormalidades nos
niveis de triacilglicerdis, LDL-colesterol e HDL-colesterol contribuem para
aumentar o risco aterosclerético em pacientes com diabetes (Taskinen, 2003),
sendo recomendado que o perfil lipidico seja determinada anualmente e, caso
esteja com os valores séricos considerados fora de risco, esse periodo pode
ser prolongado para dois anos (ADA, 2004).

A dislipidemia diabética é caracterizada por elevados niveis de
triacilglicerdis e baixos niveis de HDL-colesterol (Taskinen, 2002). As
concentracbes de LDL-colesterol podem estar em niveis normais, mas
geralmente estas lipoproteinas estdo alteradas em tamanho, encontrando-se
pequenas e densas (ADA, 2003). Além disso, pequenas elevacdes na glicemia
podem causar disfuncdo endotelial, podendo predispor ao inicio do processo
aterogénico (Franca, 2002).

A hipertrigliceridemia, quando derivada principalmente do aumento de
VLDL-colesterol, leva ao aumento da proteina de transferéncia de éster de
colesterol (CETP), mediando troca de lipidios entre LDL e particulas de
triacilglicerois, formando assim particulas de LDL ricas em triacilgliceréis, as
quais sao hidrolizadas pela lipase hepatica (LH), formando particulas de LDL
menores e mais densas. Estas, por sua vez, tém maior capacidade de penetrar
na parede da intima do vaso como também sdo mais expostas a oxidacéo,
sendo facilmente captadas pelos macrofagos formando as células espumosas
(Taskinen, 2003). A internalizacdo da LDL-colesterol na parede vascular foi
verificada em maior grau em individuos diabéticos quando comparado aos néo
diabéticos, apesar deste maior escape transvascular ndo correlacionar com o
menor tamanho e maior densidade das particulas de LDL-colesterol (Kornerup
et al., 2003).

Segundo Death et al. (2003), a maior internalizacdo pode também estar
ligada a alterac6es na sintese e atividade das metaloproteinases (enzimas que
degradam a matriz celular) produzidas pelas células endoteliais e macréfagos.

Foi visto que células humanas submetidas a cultura hiperglicémica
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apresentaram aumento nos niveis de RNAm, na concentracdo e na atividade
das metaloproteinases, sem alterar as enzimas inibidoras dessa enzima e isto
€ acreditado alterar a resisténcia da parede endotelial a passagem de
mondcitos. Poderia, desta forma, levantar a hip6tese sobre a maior passagem
de particulas de LDL-colesterol em individuos diabéticos.

Outra alteracdo que predispde a LDL-colesterol, principalmente no
diabético, a ter maior poder aterogénico € sua glicosilacédo, que ocorre através
de reacdes ndo enzimaticas entre a glicose e a lisina da apoB, em uma taxa
linearmente relacionada a concentracéo de glicose plasmatica (Zimmermann et
al., 2001; Taskinen, 2002). A LDL-colesterol glicosilada é diferente da LDL
nativa ndo sO pela alteracdo da estrutura da apoB como também na
composicdo de lipidios (Keren et al., 2001). Os macréfagos parecem ter
relacdo com o poder aterogénico da LDL-glicosilada por expressarem maiores
niveis de lipase lipoprotéica (LPL), visto que esta enzima tem mostrado
aumentar a ligacdo e captacdo de LDL glicosilada pelos macréfagos. Além
disso, uma vez glicosilada a LDL se torna alvo para modificacbes oxidativas
tornando-se menos reconhecidas pelos LDL-R (receptor de LDL ou receptor
B/E) que a LDL normal, justificando o maior risco dos diabéticos
desenvolverem a placa aterosclerética (Zimmermann et al., 2001; Mead &
Ramiji, 2002).

O papel da LPL como pré-aterogénica ainda necessita de mais estudos,
mas acredita-se que quando secretada pelas células musculares e adipdcitos
exercem efeito protetor na formacdo da placa aterosclerética, e quando
produzidas por macréfagos exercem efeito contrario (Mead & Ramiji, 2002).

Em relagdo ao colesterol HDL, seu nivel reduzido em pacientes com
diabetes Mellitus € acompanhado pela reducédo no tamanho da particula e isto
parece estar relacionado a transferéncia aumentada de triacilgliceréis para
essa lipoproteina, favorecida pela hipertrigliceridemia e pela alta atividade da
CETP, o que leva ao maior catabolismo da HDL e sua reduc¢éo na circulacéo
(Taskinen, 2003). A hiperglicemia em individuos diabéticos, mesmo que em
curto periodo, tem papel importante no aumento da atividade da CETP, como
também da lecitina: acil transferase (LCAT). Por sua vez, a alteracdo da CETP
tem sido correlacionada positivamente com a quantidade de éster de colesterol
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da LDL-colesterol, indicando ser esta particula a principal receptora da troca
realizada com o HDL-colesterol (Chang et al., 2001).

Apesar da afirmacdo que pacientes diabéticos possuem risco
aumentado de morbidade e mortalidade cardiovascular (Lindholm, 2003), ainda
€ controverso se o0 diabetes Mellitus possui um papel independente na

producédo da doenca isquémica do coracao (Moraes & Souza, 1996).

Dislipidemia e aterosclerose

Existe um vinculo bem estabelecido entre dislipidemia e aterosclerose,
sendo recomendado pelo National Cholesterol Education Program Painel Il
(NCEP 1II, 2001) que todos os adultos acima de 20 anos tenham seu perfil
lipidico determinado. Além disso, esse programa estabeleceu uma
classificacdo com valores recomendados e com limite de normalidade para as
lipoproteinas e triacilglicerois (Tabela 1).

O aumento de triacilgliceréis, a reducdo do HDL-colesterol e a presenca
de LDL modificada tem sido associada com disfuncdo endotelial e cada uma
apresenta relacdo com a formacdo do ateroma. O risco de doenca arterial
coronariana aumenta significativa e progressivamente quando o colesterol total
e sua fracdo de LDL estdo acima dos valores desejaveis e quando HDL-
colesterol esta abaixo do ideal (Taskinen, 2003). Existe clara evidéncia de que
a reducao de colesterol pela terapia com estatinas diminui o risco de ataque
cardiaco, infarto e revasculariza¢des (Lindholm, 2003), o que comprova o papel
dessa lipoproteina em doencas cardiovasculares.

O LDL-colesterol elevado parece ser a maior causa de doenca cardiaca
coronaria, sendo colocado como alvo primario na terapia do NCEP IIl (2001),
mas a implicacao desta lipoproteina ndo estd somente em seus niveis mas em
modificagcbes que a mesma possa sofrer tornando-a mais aterogénica.
Pacientes acometidos com doenca coronariana parecem apresentar particulas
de LDL-colesterol em menor tamanho (Schaefer, 2002). Além disso, tem sido
sugerido que a elevada taxa de aterosclerose associada com diabetes tem
relacdo com alteracdes no LDL-colesterol, como redu¢ao no tamanho, aumento

da densidade, glicosilacdo e neste caso, maior propensao a oxidacdo levando
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ao desenvolvimento de placa aterosclerdtica (Taskinen, 2002). Tanto a
oxidacdo quanto a glicosilacdo interferem na atividade regulatéria dos
macréfagos em fagocitar somente quantidade de lipidios adequada a
capacidade de metabolizacdo, possibilitando a formacéo de células espumosas
e modificando suas caracteristicas até leva-los a morte. Por sua vez, as células
espumosas liberam citocinas, tornando-se quimiotatica para mondcitos, células

musculares lisas e neutréfilos (Franga, 2002).

Tabela 1 — Classificacdo do triacilgliceréis, colesterol total e fracdes HDL e LDL
plasmaticos (mg/dL), segundo NCEP Il (NCEP lllI, 2001)

LDL-colesterol

<100 Otimo
100-129 Abaixo do 6timo
130-159 Limitrofe
160-189 Alto
3190 Muito alto
Colesterol total
<200 Desejavel
200-239 Limitrofe
3240 Alto
HDL-colesterol
<40 Baixo
360 Desejavel
Triacilgliceréis
<150 Normal
150-199 Limitrofe
200-499 Alto
3500 Muito alto

O papel protetor conferido ao HDL-colesterol se deve a sua funcéo
desempenhada no transporte reverso de colesterol, o qual consiste em quatro
etapas: efluxo de colesterol das membranas celulares para as particulas de
HDL-colesterol, esterificacdo deste colesterol pela enzima LCAT, transferéncia
dos ésteres de colesterol formados para particulas de VLDL e LDL-colesterol
com a contribuicdo da CETP e, finalmente, a entrega dos ésteres de colesterol

ao figado (Montoya et al., 2002), que ocorre via HDL, LDL ou VLDL-colesterol
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(Schaefer, 2002). Além disso, o HDL-colesterol exerce um importante papel
através da inibicdo direta do processo pré-aterogénico na parede arterial,
incluindo inibicdo da oxidacdo da LDL-colesterol, prevencédo da quimiotaxia e
adesdo de mondcitos, reducdo na formacdo de macrofagos e inibicdo da
disfuncéo endotelial e apoptose (Rashid et al., 2003).

Em relacao as lipoproteinas ricas em triacilglicerois, tem-se sugerido seu
uso na avaliacdo de risco cardiovascular em conjunto com outras modificacfes
lipidicas tais como reducdo do HDL-colesterol e analise da razdo LDL/HDL.
Indica-se também a soma de VLDL + LDL-colesterol, identificado como
colesterol ndo-HDL, como alvo secundario de terapia em individuos com alto
triacilglicerdis (NCEP IIl, 2001). Os niveis de colesterol ndao-HDL foram
positivamente associados com estria gordurosa e aumento da lesdo na aorta e
artéria coronaria (McGill et al., 2000). Por outro lado, os niveis de apoB tém
sido indicados como os melhores marcadores de risco porque seu nivel reflete,
além do LDL-colesterol, os niveis de outras lipoproteinas aterogénicas tais
como VLDL-colesterol e colesterol IDL (lipoproteina de densidade
intermediéria) (Ballantyne & Hoogeveen, 2003).

Outro fator de risco que vem sendo considerado como independente
refere-se a concentracdo de lipoproteina A, Lp(a), que quando elevado
(>25mg/dL) predispbe a aterogénese. Esta lipoproteina, que apresenta apo (a)
ligada a apoB-100, tem estrutura semelhante a LDL-colesterol e também a
molécula do plasminogénio, competindo com este por seus receptores
(Ramires et al.,, 1997). O mecanismo envolvido com seu efeito parece estar
relacionado a forte interacdo com a fibronectina, a qual esta presente nas
lesBes ateroscleréticas iniciais. Uma vez na camada subendotelial, a Lp(a)
interage com 0s componentes da matriz conjuntiva, € modificada , servindo
como ligante para receptores scavenger de macrofagos, o que contribui para
formacé&o de estria gordurosa (Zayas et al., 2003).

Portanto, ap6s as colocacgdes, o perfil lipidico pode ser considerado um

alvo para prevencao e terapia de doencas cardiovasculares.
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Conclusodes

Pode-se concluir que o metabolismo lipidico esta sob influéncia da dieta
e que o balanco entre os &cidos graxos saturados, monoinsaturados e
polinsaturados € importante fator a ser considerado na prevencao e terapéutica
de doencas cardiovasculares.

Quanto a proteina, foi visto que as de origem animal nem sempre
apresentam efeito negativos quando comparado aquelas de origem vegetal e
gue entre as de origem animal também ocorrem efeitos diferentes. A influéncia
deste nutriente pode estar relacionada ao perfil aminoacidico, mas os
mecanismos envolvidos ainda necessitam de maiores esclarecimentos.

A relacdo do diabetes e da dislipidemia com a aterosclerose, e assim
com o aparecimento de doencas cardiovasculares, esta bem definida como um
fator de risco, sendo que no diabetes Mellitus a interrelacdo envolve tanto o
desequilibrio nas concentracdes de particulas de lipoproteinas como alteracfes

estruturais a que as mesmas estéo predispostas.
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CAPITULO 2

EFEITOS DA CARNE DE RA-TOURO (Rana catesbeiana) EM RATOS
DIABETICOS

Introducéo

O consumo aumentado de carnes guarda forte relacdo com o aumento
na ingestao de acidos graxos saturados (Nicklas et al., 1995; Melanson et al.,
2003). Por sua vez, uma grande ingestdo de &cidos graxos saturados em
individuos diabéticos e nao diabéticos promove aumento do LDL-colesterol
(lipoproteina de baixa densidade) e a reducao na ingestdo de gordura saturada
e colesterol reduz os niveis de LDL-colesterol e de colesterol total. Por outro
lado, &cidos graxos polinsaturados e monoinsaturados parecem oferecer
efeitos contrarios (Howard, 2002). Tais influéncias, quanto aos tipos de acidos
graxos e sua quantidade exercendo efeito sobre o metabolismo das
lipoproteinas, levaram a definicdo das recomendacdes nutricionais para 0s
individuos saudaveis e diabéticos. Assim, a Associacdo Americana de Diabetes
recomenda que menos de 10% da ingestdo energética seja derivada dos
acidos graxos saturados, e em casos de LDL-colesterol acima de 100mg/dL a
reducado para 7% pode ser benéfica. Quanto a ingestao de colesterol, esta deve
ser menor que 300 mg/dL ou 200 mg/dL em casos de LDL-colesterol acima de
100 mg/dL (ADA, 2003). Estas recomendacfes sao baseadas no fato de que

pacientes diabéticos apresentam incidéncia aumentada de doencas
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cardiovasculares (Lindholm, 2003). Tem sido sugerido que uma exposi¢céo
prolongada a hiperglicemia levaria ao aumento do estresse oxidativo, que
promoveria a glicosilacéo de lipoproteinas, principalmente LDL-colesterol. Uma
vez glicosilada, esta lipoproteina aumenta sua sucetibilidade a oxidacéo e,
consequentemente, a captacdo por macréfagos, contribuindo para maior risco
de desenvolvimento de placa aterosclerotica (Kuyvenhoven & Meinders, 1999;
Zimmermann et al. 2001). Outro fator que pode contribuir para este processo
aterosclerético é a defesa anti-oxidante do individuo, visto que pacientes
diabéticos tém demonstrado menor teor de glutationa peroxidase (anti-oxidante
intracelular) e teor aumentado de malondialdeido (produto final de peroxidacao
de acidos graxos polinsaturados), em eritrocitos (Kuyvenhoven & Meinders,
1999).

Visando atender as recomendacfes nutricionais para prevenir ou tratar
as dislipidemias, tem sido sugerido o consumo de carnes magras, 0 que tem
levado a bons resultados, principalmente quando conjugado a pratica de
atividade fisica (Beauchesne-Rondeau et al., 2003; Melanson et al. 2003).

Mesmo apresentando boa aceitabilidade e sendo indicada na terapia das
doencas cardiovasculares e da obesidade (Azevedo & Oliveira, 1988; Pellzio
et al., 1995), ainda ndo foram demonstrados efeitos metabdlicos da carne de ra
em modelos experimentais e no homem.

Assim, o presente estudo teve como objetivo verificar o efeito da carne
de ra-touro (Rana catesbeiana) sobre parametros morfométricos, bioquimicos e

histolégicos de animais diabéticos e ndo diabéticos.

Material e Métodos

Animais e dietas

Foram utilizados 45 ratos machos Wistar (Rattus norvegicus) adultos,
provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude
da Universidade Federal de Vigosa. Os animais foram divididos em quatro

grupos de maneira que as médias dos pesos entre eles ficassem semelhantes.
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Foram utilizadas dietas semi-purificadas (AIN-93M), sendo sua
composicdo baseada na formulagdo recomendada pelo American Institute of
Nutrition (Reeves, 1993) modificada para fornecer 20% de proteina derivada de
caseina (AIN-93M) ou de carne de ra desidratada (AIN-93M sem caseina e
com carne de ra).

Os quatro grupos formados foram divididos aleatoriamente em grupo C
(animal ndo diabéticos recebendo dieta AIN-93M), D (animal diabético
recebendo dieta AIN-93M), R (animal ndo diabético recebendo dieta AIN-93M
com carne de rd) e DR (animal diabético recebendo dieta AIN-93M com carne
de rd). A composicao das dietas experimentais € apresentada na Tabela 1. As
dietas foram preparadas semanalmente e estocadas a 4°C até o momento da
distribuicdo nos comedouros. Os animais foram mantidos por 28 dias em
gaiolas individuais em ambiente com fotoperiodo de 12 horas e temperatura
entre 22 e 24°C no Laboratério de Nutricdo Experimental do Departamento de
Nutricdo e Saude/UFV. O oferecimento de agua (destilada) e das respectivas
dietas foi ad libitum.

Cada grupo foi composto por 10 animais, mas sabendo que a
estreptozotocina e/ou o desequilibrio metabdlico leva a morte dos animais,
foram incluidos mais 2 animais no grupo D e 3 no grupo DR.

O consumo alimentar e o0 peso corporal dos animais foram registrados
semanalmente.

As ras foram adquiridas da Anfigranja Tambiu, em Ponte Nova, Minas
Gerais, em janeiro de 2003, sendo o peso medio de 104 g por animal. A carne
chegou congelada, eviscerada e sem pele.

A carne foi desossada e desidratada em estufa de circulacéo de ar, por 8
horas, com temperatura variando de 68 a 70°C. Posteriormente, foi triturada em
multiprocessador e peneirada para obtencao da farinha, a qual foi armazenada

em saco plastico em geladeira, a temperatura de 4°C, até o preparo da dieta.
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Tabela 1 — Composicao das dietas experimentais

_ Dietas (g/kg)
Ingredientes

C D R DR
Amido de milho* 368,86 368,86 372,88 372,88
Caseina** 236,84 236,84 - -
Carne de ra - - 232,81 232,81
Amido de milho dextrinizado** 155,00 155,00 155,00 155,00
Sacarose* 100,00 100,00 100,00 100,00
Oleo de soja* 40,00 40,00 40,00 40,00
Fibras (celulose microfina)** 50,00 50,00 50,00 50,00
Mistura mineral** 35,00 35,00 35,00 35,00
Mistura vitaminica** 10,00 10,00 10,00 10,00
L-cistina** 1,80 1,80 1,80 1,80
Bitartarato de colina** 2,50 2,50 2,50 2,50

* Adquiridos no comércio local.

** Adquiridos pela Rhoster Industria e Comércio LTDA.

C = néo diabéticos com dieta AIN-93M; D= diabético com dieta AIN-93M; R= nado diabéticos
com dieta AIN-93M com carne de ra; DR= diabéticos com dieta AIN-93M com carne de ra.

Determinacdo da composicao centesimal da carne de réd e determinacao

do teor protéico da caseina

O teor de proteinas, lipidios, cinzas e umidade da carne de ra sem 0sso,
assim como o teor protéico da caseina foram determinados segundo o método
da AOAC (1984).

Inducéo do diabetes mellitus

Foi utilizada estreptozotocina (Sigma Chemical, St Louis, MO), na dose
de 50mg/kg de peso, para a inducdo de diabetes nos animais. A droga foi
previamente diluida em solucéo salina (0,9%) de acordo com o peso do animal,
sendo injetada na dose de 100ni, na veia peniana, apés jejum de 14 horas.
Nos animais dos grupos sadios foi aplicada solucdo salina utilizando o mesmo

procedimento.
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Apos 48 horas da primeira aplicacdo da droga foi dosada a glicemia dos
animais com glicosimetro (marca Advantage), apdés jejum de 12 horas,
utilizando-se uma gota de sangue retirada por puncdo da cauda. Os animais
que apresentaram glicemia abaixo de 200mg/dL receberam uma segunda dose
da droga na mesma diluicdo, porém com aplicacéo intraperitonial.

O desenvolvimento do diabetes foi monitorado por meio de sintomas
como polidipsia, polifagia e polidria, e apés 7 dias da primeira aplicagdo da
droga foi confirmado o diagnéstico pela analise da glicemia em glicosimetro.

A glicemia foi avaliada semanalmente, utilizando-se 0 mesmo

procedimento ja descrito acima.

Preparo das amostras

Ao final do periodo experimental, os animais foram mantidos em jejum
de 12 horas e sacrificados com CO,. Apés abertura toracica e abdominal, as
amostras sanguineas foram coletadas por puncado cardiaca, centrifugadas a
2368,8g durante 15 minutos e mantidas sob refrigeragdo por no maximo 72
horas. O soro foi utilizado para determinar as concentracdes de triacilglicerdis,
albumina, proteinas totais e do colesterol total e suas fracdes (HDL e LDL-
colesterol).

Apos pesagem, o figado foi lavado em solucédo salina (0,9%). O lobo
caudado foi retirado e fixado para analises histolégicas e o restante do figado
foi armazenado em recipiente plastico, sendo congelado para posterior analise
da deposicao lipidica tecidual.

Foi também retirado o fémur direito de cada animal para pesagem e

assim, verificacdo de possivel alteracdo quantitativa do tecido 6sseo.

Andlise dos constituintes sangtliineos

As andlises dos constituintes sangiineos foram realizadas no
Laboratorio de Biof&rmacos do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular/UFV.
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Foram analisados na amostra de soro os triacilglicerdis, a albumina, as
proteinas totais, a glicose, o colesterol total e as fracdes HDL e LDL-colesterol
através de kits da marca BioMérieux, utilizando-se o equipamento de dosagens
multiparamétrico de Bioquimica (Alizé, Mod Lisabio B.652).

As concentracbes de colesterol total foram determinadas
enzimaticamente de acordo com Allain et al. (1974) e a de triacilglicerois
segundo Bucolo & David (1973). Para o HDL-colesterol, induziu-se a
precipitacdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) com &cido
fosfotingstico e MgCl,, como descrito por Assman et al. (1983). A glicose foi

determinada segundo a metodologia de Trinder (1969).

Andlises histopatoldgicas

As analises histologicas foram realizadas no Laboratério de Biologia
Estrutural do Departamento de Biologia Geral/UFV.

As amostras de figado, aorta abdominal na regido de origem da artéria
renal, pancreas e rim foram lavadas em solucdo salina (0,9%), fixadas por
imersdo em solucdo Stefanini (Stefanini et al.,1967), conservadas nesta
solucéo por 48 horas e mantidas em alcool (70%) até o momento da inclusédo
em parafina. Os cortes de 4nm em micrétomo rotativo (Reichert-jung 2045
Multicut, Germany) foram corados por Hematoxilina-Eosina (HE), exceto o
pancreas que foi corado pelo método da Hematoxilina Crémica de Gomori. As
preparacdes histoldgicas foram analisadas sob microscopia de luz (Olympus
BX 41). Nos cortes de figado foi investigado acumulo de lipidios e naqueles da
aorta a presenca de alteracdes na parede. Nas preparacdes dos tecidos renal e
pancreatico objetivou-se verificar alteracfes histoldégicas promovidas pela
estreptozotocina.

A documentacao fotografica foi realizada em fotomicroscépio Olympus
AX-70, no Laboratério de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia
Vegetal/UFV.
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Determinacao dos lipidios hepaticos

Cada amostra de figado foi individualmente descongelada e macerada
em graal até a obtencdo de um produto homogéneo para a extracdo dos
lipidios totais.

A extracdo dos lipidios totais do figado foi realizada segundo o método
de Folch et al. (1957) modificado por Peluzio (2001). Cem miligramas de cada
amostra foram homogeinizados em 1,9 mL de solucédo de cloroférmio e metanol
(2:1) em agitador de tubos (modelo Phoenix AP56). Apds a adicdo de 400ni de
metanol, os tubos foram centrifugados por dez minutos a 2368,8g. O sedimento
foi desprezado, e o sobrenadante foi homogeinizado com 800nL de cloroférmio
e 640nL de NacCl (0,73%). As amostras foram novamente centrifugadas por dez
minutos a 2368,8g e o sobrenadante desprezado. A parede interna do tubo foi
lavada trés vezes com 300ni de solucéo de Folch [3% de cloroférmio, 48% de
metanol, 47% de agua e 2% de NaCl (0,29%)]. Apds a secagem dos extratos
lipidicos em estufa a 37°C por 24 horas, os tubos foram resfriados em

dessecador por 12 horas e pesados para quantificacdo dos lipidios totais.

Analise estatistica

Os valores estdo representados como média + desvio padrdo. Foi
utilizado o teste Kolmogorov-Smirnof para verificar o tipo de distribuicdo. Uma
vez realizado o teste de normalidade, foi utilizado o teste-t para comparacéo de
dois grupos independentes (D e DR), (C e D), (D e DR) e (R e DR), utilizando o
programa Sigma (Fox et al., 1994). As diferencas estatisticas foram
consideradas significativas a p<0,05.

A analise histopatolégica foi qualitativa, considerando que 0 universo

amostral consistiu de 100% dos animais estudados.
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Resultados

Composicéo centesimal da carne de rd comparado com o teor protéico da

caseina

A carne de ra em base seca apresentou quantidade de proteina
(85,9090/100g) muito préxima da encontrada na caseina (84,449/100g). O teor
lipidico em base Uumida (0,499/100g) caracteriza a carne de rd como sendo

pobre neste nutriente (Tabela 2).

Tabela 2 — Analise da composicao centesimal da carne de réa e teor protéico da
caseina

Carne de ra sem Carne de ra sem

Andlises 0sso0 g/100g base o0sso g/100g base Caseina g/100g

amida seca
Proteina 14,96 85,9 84,44
Lipidios 0,49 17,42 ND
Umidade 82.58 - ND
Cinzas 0,74 0,74 ND

ND= ndo determinado.

Peso final e consumo alimentar

Durante as quatro semanas os animais néo diabéticos (C e R) ganharam
peso e os diabéticos (D e DR) perderam peso. Assim, 0s animais diabéticos (D
e DR) apresentaram peso final significativamente inferior aos animais dos
grupos nao diabéticos (C e R). A dieta com carne de ra nao influenciou o peso

dos animais quando comparado a dieta com caseina (Figura 1).
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Figura 1 — Evolucédo do peso médio semanal dos animais dos grupos: C= nao
diabéticos, dieta AIN-93M; D= diabético, dieta AIN-93M; R= néo
diabéticos, dieta AIN-93M com carne de rd; DR= diabéticos, com
dieta AIN-93M com carne de ra. Resultados expressos em média de
10 animais nos grupos (C e R), 7 no grupo (D) e 8 no grupo (DR).

Houve maior consumo alimentar (p<0,05) entre os animais dos grupos
diabéticos (D e DR), quando comparados aos animais dos grupos nao
diabéticos (C e R). Entretanto, a carne de ra ndo afetou a ingestao alimentar

nos animais diabéticos (D e DR) e naqueles ndo diabéticos (C e R) (Figura 2).
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Figura 2 — Consumo alimentar total dos animais dos grupos: C= néo diabéticos,
dieta AIN-93M; D= diabético, dieta AIN-93M; R= ndo diabéticos,
dieta AIN-93M com carne de rd; DR= diabéticos, com dieta AIN-93M
com carne de rd. Resultados expressos como média + desvio
padrdo de 10 animais nos grupos C e R, 7 no grupo D e 8 no grupo
DR. T diferenca (p<0,05) entre os grupos (C e D) e entre os grupos
(R e DR) pelo teste-t.
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Inducéo do diabetes e analise da glicemia dos animais

Dos 12 animais do grupo (D) e 13 do grupo (DR), os quais receberam a
aplicacdo da estreptozotocina, apenas 6 desenvolveram glicemia acima de
200mg/dL na primeira aplicacdo, sendo que os demais desenvolveram apos a
segunda aplicacdo. Durante todo o periodo experimental houve morte de 5
animais em cada grupo diabético. Os animais mostraram glicemia acima de
200mg/dL nas quatro Ultimas determinacdes, evidenciando ser a
estreptozotocina um bom indutor da doenca nessa espécie (Figura 3).

N&o houve diferenca significativa nas determinagcdes de glicemia
realizadas entre os grupos nado diabéticos (C e R). Porém, nos grupos
diabéticos (D e DR), houve diferenca significativa nas determinacfes de
glicemia realizadas na terceira e quarta semanas, mostrando-se superior para
0 grupo que consumiu dieta com carne de ra (DR). Como era esperado, a
glicemia foi superior em todas as dosagens para 0s animais dos grupos
diabéticos (D e DR), quando comparado aos grupos ndo diabéticos (C e R)
(Figura 3).
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Figura 3 — Glicemia semanal dos animais dos grupos: C= ndo diabéticos, dieta
AIN-93M; D= diabético, dieta AIN-93M; R= nédo diabéticos, dieta AIN-
93M com carne de rd; DR= diabéticos, com dieta AIN-93M com
carne de ra. Resultados expressos como média semanal dos grupos
de 10 animais nos grupos (C e R), 7 no grupo (D) e 8 no grupo (DR).
* diferenca (p<0,05) entre os grupos (D e DR) pelo teste-t.
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Analise dos constituintes sanguineos

A dieta com carne de ra ndo alterou os parametros analisados no grupo
de animais ndo diabéticos (R) e diabéticos (DR), comparado aos grupos que
consumiram dieta com caseina (C e D), exceto o colesterol total, que se
mostrou inferior para o grupo (R) (Figura 4).

As comparag0es realizadas entre os animais ndo diabéticos (R e C) e
diabéticos (D e DR) mostraram aumento significativo do colesterol total e fracédo
LDL nos dois grupos diabéticos (D e DR) e de triacilglicerdis no grupo diabético
que consumiu dieta com carne de ra (DR) (Figura 4).

A alteracdo no nivel do HDL-colesterol promovida pelo tipo de dieta
consumida e pelo estado diabético dos animais nao foi significativo (p>0,05)
(Figura 4).
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Figura 4 — Par@metros sangiineos dos lipidios séricos dos animais dos grupos:
C= nao diabéticos, dieta AIN-93M; D= diabético, dieta AIN-93M; R=
nao diabéticos, dieta AIN-93M com carne de rd; DR= diabéticos,
com dieta AIN-93M com carne de rd. Resultados expressos como
média + desvio padrao de 10 animais nos grupos (C e R), 7 nos
grupos (D e DR). * diferenca (p<0,05) entre os grupos (C e R) e t
nos grupos (C e D) e (R e DR) pelo teste-t.
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Quanto a razdo colesterol total/HDL-colesterol, ndo houve diferenca
(p>0,05) entre os animais consumindo dieta com fontes protéicas diferentes. O
diabetes promoveu aumento desta razdo somente nos animais que

consumiram carne de ra (Figura 5).
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Figura 5 — Razéo entre colesterol total e HDL nos animais dos grupos: C= ndo
diabéticos, dieta AIN-93M; D= diabético, dieta AIN-93M; R= nao
diabéticos, dieta AIN-93M com carne de rd; DR= diabéticos, com
dieta AIN-93M com carne de ra. Resultados expressos como média
+ desvio padréo de 10 animais nos grupos (C e R), 7 nos grupos (D
e DR). t diferenga (p<0,05) nos grupos (R e DR), pelo teste-t.

Os animais néo diabéticos e diabéticos que receberam dieta com carne
de ra (grupos R e DR) ndo apresentaram alteracdo nos niveis de proteinas
totais e albumina quando comparados com 0s respectivos grupos que
receberam dieta padrdo (C e D). Assim, a carne de rd se mostrou igual a
caseina quando analisados esses dois parametros. Entretanto, quando foram
comparados os grupos diabéticos com os grupos nao diabéticos (D e DR) e (C
e R) que receberam a mesma dieta, observou-se que os animais diabéticos
apresentaram menores hiveis séricos de proteinas totais e de albumina
(Figura 6).
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Figura 6 — Parametros sangliineos de proteinas totais e de albumina de
animais dos grupos: C= nao diabéticos, dieta AIN-93M; D= diabético,
dieta AIN-93M; R= ndo diabéticos, dieta AIN-93M com carne de r§;
DR= diabéticos, com dieta AIN-93M com carne de rd. Resultados
expressos como média de 10 animais nos grupos (C e R), 7 nos
grupos (D e DR). t diferenca (p<0,05) nos grupos (C e D) e (R e DR)
pelo teste-t.

Andlises histopatoldgicas

Nos animais ndo diabéticos, a carne de ra (grupo R) promoveu um maior
acumulo de lipidios hepaticos do que a caseina (grupo C) (Figura 7) (Tabela 3).
Entre os grupos de animais diabéticos (D e DR), ndo houve diferenca
qualitativa quanto a deposicéo de lipidios hepaticos.

Os animais diabéticos apresentaram figado sem deposicdo de lipidios
(Tabela 3) (Figura 7).

Tabela 3 — Perfil hepatico de gordura em ratos Wistar alimentados durante 28
dias

Tecido C R D DR

Parénquima hepatico + +++ _ i

(-) auséncia microscopica de goticula de gordura, (+) leve teor lipidico, (+++) alto teor lipidico.
C= nao diabéticos com dieta AIN-93M; D= diabético com dieta AIN-93M; R= ndo diabéticos
com dieta AIN-93M com carne de rd; DR= diabéticos com dieta AIN-93M com carne de ra.
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Figura 7 — Analise histoldgica do paréquima hepatico, aorta abdominal,
pancreas e rim dos animais dos grupos: C= nao diabéticos, dieta
AIN-93M; D= diabético, dieta AIN-93M; R= nédo diabéticos, dieta AIN-
93M com carne de rd; DR= diabéticos, com dieta AIN-93M com
carne de rd. - 7.1 e 7.2 goticulas de lipidios, em 7.4 parede
vascular, em 7.5 e 7.6 ilhotas de Langerhans e em 7.7 e 7.8
glomérulo. Em 7.3 ndo foram identificadas goticulas de gordura.
em 7.5 e 7.6 células a e em 7.8 tlbulos proximais degenerados. ¢,
em 7.5 células b. Figuras 7.1, 7.2, 7.3, 7.7, e 7.8: tamanho 480X;
Figura 7.4: tamanho 160X; Figura 7.5: tamanho 220X e Figura 7.6:
tamanho 640X.
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N&o foram observadas alteracfes histoldégicas na aorta abdominal e na
artéria renal dos animais, independente do grupo experimental (Figura 7).

A histologia do rim e do pancreas foi analisada com o objetivo de se
avaliar o grau de comprometimento desses o6rgaos em decorréncia da
aplicacado de estreptozotocina. Como pode ser visto, os animais dos grupos
diabéticos (D e DR) ndo apresentaram células B na ilhota de Langerhans,
enquanto os animais ndo diabéticos (C e R) apresentaram essas células
preservadas (Figura 7). Em se tratando dos rins, nos animais diabéticos (D e
DR) houve degeneracdo dos tubulos proximais quando comparados com 0sS

grupos nao diabéticos (C e R) (Figura 7).

Determinacao do peso do figado, do rim e do fémur e quantificacdo dos

lipidios hepéticos

Apesar da tendéncia no aumento de lipidios dos figado de animais néao
diabéticos (C e R), principalmente no grupo que consumiu carne de ra (R), ndo
houve diferenca estatistica entre os grupos quando foi determinado os lipidios
totais hepaticos (Tabela 4).

N&o houve diferenca (p>0,05) quanto ao peso do figado entre os grupos
gue receberam dietas diferentes (C e R) e (D e DR). Entretanto, 0os grupos
diabéticos (D e DR) apresentaram uma reducdo do peso do figado (p<0,05)
quando comparados aos animais dos grupos nao diabéticos (C e R),
recebendo mesma dieta (Tabela 4).

Os animais diabéticos que consumiram dieta com carne de rd (DR)
mostraram menor peso dos rins quando comparados com o grupo diabético
gue consumiu dieta padrao (D). As comparagdes feitas entre os grupos (C e R),
(C e D) e (R e DR) néo apresentaram diferencas estatisticas (Tabela 4).

Quanto ao fémur dos animais dos grupos diabéticos (D e DR),
apresentou menor peso quando comparados aos animais dos grupos néao
diabéticos (C e R) (Tabela 4). Nao foi observado efeito da carne de rad no peso
do fémur (Tabela 4).
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Tabela 4 — Lipidios totais hepatico, peso do figado, do rim e do fémur

Lipidios totais

Peso do figado - _ Peso do fémur
hepaticos Peso do rim (g)
(9) (9)
(mg/g)

9,29+1,28t 47,9+7,5 2,00+0,16 469,8+33,0t
R 9,72+1,35¢ 52,0+14,5 1,97+0,16 476,9+20,1t

7,75+0,89t 42,5+9,4 2,17+0,23* 351,9+18,8t
DR 6,73+1,50t 41,1+20,1 1,86+0,26* 357,6+49,0t

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao de 10 animais nos grupos (C e R),
7 no grupo (D) e 8 no grupo (DR). * diferenca (p<0,05) entre os grupos (D e DR) e T nos grupos
(CeD)e (R eDR) pelo teste-t.

C= né&o diabéticos com dieta AIN-93M; D= diabético com dieta AIN-93M; R= ndo diabéticos
com dieta AIN-93M com carne de rd; DR= diabéticos com dieta AIN-93M com carne de ra.

Discussao

Peltzio et al. (1995) concluiram que as carnes de ra-touro e ra-pimenta
tém composicdo centesimal semelhante a outras carnes brancas e magras e
que seu perfil aminoacidico supera o padrdo (FAO/OMS, 1985) para criancas
acima de 1 ano de idade e adultos. Entretanto, Noll e Lindau (1987)
consideraram a carne de ra limitante no aminoacido valina. No presente
trabalho a carne de ra foi capaz de promover o ganho de peso dos animais e
manter as proteinas totais e albumina em concentracbes proximas daqueles
animais que receberam dieta com caseina.

O teor de proteinas, umidade e cinzas da carne de ra-touro (Tabela 2),
mostrou-se semelhante a outros estudos que identificaram 16,52g/100g,
77,79/100g e 0,75g/100g (Lindau & Noll, 1987) e 18,22g/100g, 83,68g/100g e
0,899/100g (Azevedo & Oliveira, 1988), respectivamente.

Pelo seu baixo teor lipidico, a carne de ra tem sido indicada no
tratamento de doencas cardiovasculares (Queiroz et al., 1995; Pelazio et al.,
1995). Além disso, Noll & Lindau (1987) encontraram um menor teor de sodio
(80,07mg/100g) em comparacdo com a carne bovina (132,3mg/100g), de
frango (131,0mg/100g) e de porco (101,2mg/g) e uma elevada percentagem de

acidos graxos polinsaturados, as quais caracteristicas colaboram para tal
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indicacédo (Noll & Lindau, 1987). No caso de diabetes Mellitus, a Associacéo
Americana de Diabetes recomenda que a gordura saturada assim como a
polinsaturada atenda menos de 10% das calorias totais e que 10 a 15% seja
em gordura monoinsaturada (ADA, 2000). Assim, a carne de rd, sendo pobre
em lipidios poderia beneficiar os individuos diabéticos. Neste estudo, a dieta
com carne de ra ndo alterou de maneira significativa os niveis de LDL, HDL-
colesterol e de triacilglicerdis, mas reduziu colesterol total nos animais nao
diabéticos. N&o foi encontrado estudo relacionando o efeito de outras carnes
em comparacdo com a caseina no metabolismo lipidico de animais
experimentais, mas existem evidéncias em humanos de que o consumo de
carne bovina esté relacionado com o aumento de risco para isquemia cardiaca
fatal (Fraser, 1999).

A relacéo da carne com a lipemia néo esta totalmente definida. O estudo
relatado por Nicklas et al (1995), ao comparar individuos que consumiam
diferentes quantidades de carne, ndo verificou diferenga entre eles nos niveis
de triacilgliceréis, colesterol total e fracées (HDL, LDL e VLDL). Carnes magras
parecem reduzir de maneira semelhante o colesterol total, LDL-colesterol e
triacilglicer6is em homens hiperlipidémicos (Beauchesne-Rondeau et al., 2003),
e em mulheres obesas recebendo dieta hipocal6rica conciliada a préatica de
exercicio fisico (Melanson et al., 2003). No presente estudo, apesar de se tratar
de uma carne magra, pouco efeito benéfico no metabolismo lipidico foi visto
nos animais diabéticos. No entanto, o grau de atividade fisica ndo foi avaliado e
nao houve restricdo da ingestao caldrica.

Comparando animais ndo diabéticos (grupos C e R) com os diabéticos
(grupos D e DR), houve aumento dos niveis de colesterol total e LDL-colesterol
nos dois ultimos. Sabe-se que a hiperglicemia leva a glicosilacdo de LDL-
colesterol, tornando-a menos reconhecida pelos receptores de LDL nativa e,
portanto, reduzindo seu clearance (Mead & Ramiji, 2002). Assim, parte do
aumento nos niveis de colesterol total e fracdo LDL no presente estudo nos
animais diabéticos pode estar relacionado a hiperglicemia desenvolvida.

Quanto a maior glicemia desenvolvida nos animais diabéticos que
consumiram carne de rd, ndo se sabe até o momento 0S mecanismos

envolvidos, visto que nos animais ndo diabéticos houve igual controle.
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O HDL-colesterol possui um efeito protetor contra a formacéo de placa
aterosclerdtica na parede do vaso através da inibicdo da oxidacdo de LDL-
colesterol, prevenindo a adesdo de mondcitos, e assim, reduzindo a formacao
de macrofagos, inibindo a disfuncdo endotelial e a apoptose. Porém, seu papel
na protecdo contra doencas cardiovasculares € atribuido principalmente ao
transporte reverso de colesterol do tecido periférico para o figado. Em estado
de resisténcia insulinica € comum a reducao nos niveis de HDL-colesterol e
isso parece estar relacionado principalmente a hipertrigliceridemia que ocorre
neste caso. O mecanismo para tal fato, em humanos, se deve a proteina
transportadora de éster de colesterol (CETP), a qual media a transferéncia de
triacilglicerdis da VLDL para HDL-colesterol em troca de éster de colesterol,
gerando particulas de HDL-colesterol ricas em triacilglicerdis e pobre em éster
de colesterol. Por sua vez, essa alteracdo seria responsavel pelo seu maior
clearance, devido, pelo menos em parte, a reducdo da estabilidade
termodinamica e integridade estrutural da particula. Os ratos ndo apresentam a
CETP, podendo ser tal fato a explicacdo para a nédo reducéo significativa do
HDL colesterol nos animais diabéticos que consumiram carne de rd, mesmo
apresentando niveis elevados de triacilglicerdis. Além disso, a auséncia desta
proteina explica a maior concentracdo de colesterol na particula de HDL-
colesterol comparado ao nivel de LDL apresentada (Moghadasian, 2002).

Estudando o efeito das carnes bovina, de aves e de peixe, todas com
teor menor que 1% de lipidios, sobre o efeito da lipemia em homens
hiperlipidémicos, Beauchesne-Rondeau et al. (2003) nao verificaram diferenca
apos tratamento nos niveis de HDL-colesterol, CT/HDL-colesterol entre as
dietas. No presente estudo, o tipo de dieta nédo influenciou os niveis séricos de
HDL-colesterol e a taxa de CT/HDL-colesterol, mas o diabetes levou ao
aumento da razdo de CT/HDL-colesterol nos animais que consumiram dieta
com carne de ra.

Uma vez sendo a HDL a principal particula carreadora de colesterol em
ratos, existe uma grande resisténcia neste modelo animal em desenvolver
placa aterosclerdtica (Moghadasian, 2002), mas considerando a dislipidemia
derivada do diabetes mellitus, este estudo investigou se este fato seria
suficiente para promover alteracdes na estrutura da parede da aorta dos

animais. Como foi visto, apesar do colesterol total e LDL-colesterol
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apresentarem-se aumentados nos animais diabéticos, ndo foi verificada
alteracdo na parede dos vasos. Isto pode estar relacionado a manutencao da
concentracédo de HDL-colesterol, que foi apenas discretamente reduzida.

Em humanos, o acometimento de diabetes Mellitus promove o
desenvolvimento de placa aterosclerGtica que os predispbem a
morbimortalidade em longo prazo, como também a mortalidade. Além da
dislipidemia, essa maior predisposi¢cdo pode estar ligada ao estado aumentado
de estresse oxidativo que promove a formacao de LDL-colesterol oxidada. Por
outro lado, altos niveis de LDL-colesterol glicosilada presente nestes pacientes
serve como alvo para anticorpos. Em alguns modelos animais transgénicos e
ndo transgénicos € possivel estudar a relacdo do desenvolvimento de leséo
aterosclerdtica em diabéticos. O camundongo BALB/C, com diabetes induzida
por estreptozotocina e recebendo dieta rica em lipidios, desenvolve estria
gordurosa aodrtica. O mesmo ocorre com camundongo transgénico deficiente
para LDL-R, recebendo dieta rica em gordura (Keren et al., 2001).

A LDL-colesterol tem um papel importante no inicio do processo
aterosclerotico, sendo recomendado que sua concentracao sérica se mantenha
em niveis normais. Esse papel aterogénico parece ter relacdo com a afinidade
desta lipoproteina com proteoglicanos da parede endotelial, visto que
camundongos que expressavam LDL-colesterol com defeito para ligagdo em
proteoglicanos desenvolveram menos aterosclerose que seu tipo selvagem
(Skalén et al., 2002). Este fato justifica novamente a resisténcia dos animais
em estudo em desenvolverem placa aterosclerética, pois mesmo apos inducdo
do diabetes Mellitus e 0 aumento na concentracado de LDL-colesterol, este se
manteve baixa quando comparada a concentracdo de HDL-colesterol.

Ao ser analisado o aspecto histolégico do figado, foi identificado maior
quantidade de goticulas de gordura nos animais ndo-diabéticos, sendo que o
grupo que consumiu carne de ra parece ter apresentado maior intensidade. No
entanto, pela analise de lipidios totais, ndo foi observada diferenca significativa
entre 0s grupos, apesar das menores concentracdes nos animais diabéticos e
naqueles ndo diabéticos que consumiram caseina.

A degeneracdo tubular do rim observada pela histologia nao foi
associada com seu peso. Porém, apesar de ndo ser esperado, a dieta com

carne de ra reduziu o peso renal dos animais diabéticos quando comparado
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aos animais que consumiram dieta com caseina. O mecanismo deste efeito
ainda necessita ser esclarecido, visto que o estudo histolégico ndo evidenciou
diferenca tecidual entre os animais que receberam dietas diferentes.

O teor de célcio da carne de ré foi analisado por Noll e Lindau (1987), os
qguais verificaram maior teor deste mineral (49,19mg/100g) em comparacéo
com carnes bovina (12mg/100g), de frango (16mg/100g) e de porco
(6mg/100g). Esta caracteristica da carne de rd ndo foi associada a preservacao
do tecido 6sseo, visto que o maior peso do fémur verificado nos animais que
consumiram dieta com carne de ra ndo alcancou valor significativo. Sugere-se

um estudo a longo prazo para verificar esse efeito.

Conclusodes

Quando comparada a caseina, a carne de ra foi semelhante na
promocao do crescimento, medido através da evolucao do ganho de peso e do
consumo alimentar, e na determinacdo das concentracbes de albumina e
proteinas totais séricas. Além disso, promoveu reducao dos niveis de colesterol
total nos animais ndo diabéticos. Por outro lado, parece ter ocorrido maior
descompensacao glicémica nos animais diabéticos que consumiram carne de
rd, o que necessita de posteriores investigacdes do possivel mecanismo
envolvido.

O baixo teor lipidico da carne de ra, confirmado no presente trabalho é
visto como uma vantagem na prevencao e controle da dislipidemia, a qual o
individuo diabético esta predisposto. No entanto, ndo foi observado influéncia
no metabolismo lipidico daqueles animais diabéticos, o que leva a supor que
mecanismos envolvidos na hiperglicemia ndo controlada com insulina poderia
inibir a ocorréncia de um possivel efeito benéfico.

Sugere-se a realizacdo de estudos posteriores utilizando outros tipos de
carnes, em modelos animais sadios e diabéticos, como também em humanos,
para se identificar, entre as carnes, qual € a mais vantajosa quando analisados

os efeitos no metabolismo lipidico.
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CAPITULO 3

EFEITOS DA CARNE DE RA-TOURO (Rana catesbeiana) EM
CAMUNDONGOS KNOCK-OUT PARA APOE

Introducéo

Nas ultimas décadas tem-se observado uma elevacdo na prevaléncia
das doencas cardiovasculares, sendo um dos maiores fatores de risco as
dislipidemias (Taskinen, 2003; Lewington, 2003; Khoo et al., 2003). Assim, as
afericBes de triacilglicerdis, colesterol total e as fragdes LDL (lipoproteina de
baixa densidade) e HDL (lipoproteina de alta densidade) sdo recomendados
em todos os individuos e a manutencdo de niveis 6timos ou desejaveis das
lipoproteinas séricas sdo importantes para reducdo de tal risco (NCEP lIl,
2001).

Além da dislipidemia, sdo considerados como fatores de risco
importantes para esta doenca: idade, tabagismo, pressao arterial elevada,
diabetes mellitus, histéria familiar de doencga coronéaria prematura, obesidade,
sedentarismo, dentre outros (Cobb et al.,, 2003), podendo atuar de forma
isolada ou através de sinergismo entre estes fatores (Frangoso & Coates,
2002).

Muitos esfor¢os tém sido realizados com o objetivo de se entender os
mecanismos envolvidos na relacdo entre dislipidemia e risco para doenca

cardiovascular. Parece haver uma relacao positiva dos niveis de colesterol total
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e LDL, e inversamente com HDL-colesterol, com a manifestacdo inicial do
processo aterosclerético, a estria gordurosa, nos vasos. A patogénese da
aterosclerose € entendida como uma resposta a agressdo do endotélio do
vaso, sendo a aterogénese uma resposta inflamatéria derivada desta agressao
(Francoso & Coates, 2002).

Existem evidéncias que a nutricdo pode afetar o processo da
aterogénese. O tipo de &cido graxo tem uma importante participacdo, mas
ainda existem controvérsias a respeito do seu verdadeiro papel (Hennig &
Toborek, 2001). No estudo realizado por Tajima et al. (1995), as dietas com
12% e 22% de lipidios derivados de gordura bovina ou éleo de palma, fontes
lipidicas ricas em acidos graxos saturados, promoveram aumento dos niveis
séricos de triacilglicerdis e colesterol total em ratos Sprague-Dawley quando
comparadas ao 6leo de soja, fonte que apresenta maior concentracdo de
acidos graxos monoinsaturados e polinsaturados. No entanto, a concentracéo
de lipidios hepaticos foi maior nos animais que consumiram dieta com 6leo de
soja quando o teor lipidico da dieta era 12%.

A utilizacdo de carnes na dieta promove ingestdo de acidos graxos
saturados (Noll & Lindau, 1987; Bragagnolo & Rodriguez-Amaya, 2002) e seu
consumo parece aumentar o risco para doencas cardiovasculares (Barnard et
al., 1995; Fraser, 1999), mas isto ainda ndo estad claro, existindo estudo
mostrando que o consumo de carnes magras pode ser uma recomendacao
para tratamento e controle de dislipidemias (Melanson et al., 2003).

A carne de ra apresenta caracteristica de carne magra (0,3g/100g de
lipidio/grama de carne) com a vantagem de serem os lipidios, em sua grande
parte, constituidos de acidos graxos polinsaturados, principalmente &cido
linoléico e araquidonico (Noll & Lindau, 1987). Assim, ela tem sido
recomendada na terapia das doencas cardiovasculares (Queiroz et al., 1995;
Peluzio et al., 1995), apesar de nao terem sido encontrados estudos verificando
seu efeito metabdlico em tais situacdes.

Assim o presente estudo teve como objetivo verificar o efeito da carne
de ra-touro (Rana catesbeiana) no metabolismo lipidico de camundongos

deficientes para o gene da apoproteina E.
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Material e Métodos

Animais e dietas

Foram utilizados 40 camundongos C57BL/6 “knock-out” para o gene da
Apo E (Jackson Laboratory, E.U.A), de 10 semanas de idade, fornecidos pelo
Biotério Central, do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, da Universidade
Federal de Vicosa, divididos em quatro grupos de dez animais de maneira que
a média dos pesos entre eles ficassem semelhantes.

Os animais receberam dietas semi-purificadas, sendo sua composicao
baseada na formulacdo do American Institute of Nutrition — AIN-93M (Reeves,
1993) modificada para fornecer 20% de proteinas derivada de caseina ou de
carne de rd desidratada, com quantidades normais de lipidios (4%) ou com
acréscimo de 11% de lipidio derivado de gordura vegetal hidrogenada mais 1%
de colesterol (dieta aterogénica). O maior teor de proteinas (20%) foi oferecido
com o objetivo de fornecer maior quantidade de carne de ra.

Os animais foram divididos nos grupos NC (dieta controle AIN-93M), NR
(dieta AIN-93M, com carne de ra), HC (dieta AIN-93M aterogénica) e HR (dieta
AIN-93M aterogénica, com carne de rd). Cada grupo foi composto por 10
animais, sendo 5 fémeas e 5 machos, exceto o grupo NR que possuia 4
fémeas e 6 machos.

As dietas foram preparadas quinzenalmente e estocadas a -20°C até o
momento da distribuicdo nos comedouros. Os animais receberam &gua
destilada e as dietas, ad libitum, por 70 dias, em gaiolas individuais, em
ambiente com fotoperiodo de 12 horas e temperatura entre 22 e 24°C no
Laboratério de Nutricdo Experimental do Departamento de Nutricdo e
Saude/UFV. A composicdo das dietas experimentais € apresentada na
Tabela 1.

O consumo alimentar e 0 peso corporal dos animais foram registrados
semanalmente.

As réas foram adquiridas da Anfigranja Tambiu em Ponte Nova - MG, em

janeiro de 2003. A carne chegou congelada, eviscerada e sem pele.
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Tabela 1 — Composicao das dietas experimentais

_ Grupos experimentais
Ingredientes (g/kQ)

NC NR HC HR
Amido de milho* 368,86 372,88 248,86 252,88
Caseina** 236,84 - 236,84 -
Carne dera - 232,82 - 232,82
Amido de milho dextrinizado** 155,00 155,00 155,00 155,00
Sacarose* 100,00 100,00 100,00 100,00
Oleo de soja* 40,00 40,00 40,00 40,00
Fibras (celulose microfina)** 50,00 50,00 50,00 50,00
Mistura mineral** 35,00 35,00 35,00 35,00
Mistura vitaminica** 10,00 10,00 10,00 10,00
L-cistina** 1,80 1,80 1,80 1,80
Bitartarato de colina** 2,5 2,5 2,5 2,5
Gordura vegetal hidrogenada* - - 110,00 110,00
Colesterol*** - - 10,00 10,00

* Adquiridos no comércio local.

** Adquiridos pela Rhoster Industria e Comércio LTDA.

*** Adquiridos pela Sigma.

NC= dieta AIN-93M; NR= dieta AIN-93M com carne de r&; HC= dieta AIN-93M hiperlipidica;
HR= dieta AIN-93M hiperlipidica com carne de ra.

As ras foram desossadas manualmente e desidratadas em estufa com
circulagdo de ar, durante 8 horas, com temperatura variando de 68 a 70°C.
Para obtencdo da farinha a carne foi posteriormente triturada em
multiprocessador doméstico (marca Arno) e peneirada, sendo armazenada em
geladeira a temperatura de 4°C até o preparo da dieta.

Preparo das amostras

No final do experimento, apds jejum noturno de 12 horas, os animais
foram anestesiados com éter e apds abertura toracica e abdominal, amostras
sanglineas foram coletas por seccdo da aorta abdominal e centrifugadas a
2368,8g, durante 15 minutos, e mantidas sob refrigeragdo por no maximo 72
horas. O soro foi utilizado para determinar as concentracdes plasmaticas de
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colesterol total e fracbes HDL e LDL-colesterol, triacilglicerois e proteinas
totais.

O figado de cada animal foi removido, pesado e lavado em solucdo
salina (0,9%). O lobo caudado foi retirado e fixado para andlises histolégicas e
o restante do figado foi acondicionado em recipiente plastico e congelado para
determinacao de lipidios totais hepaticos.

Andlise dos constituintes sangtliineos

As andlises dos constituintes sangiineos foram realizadas no
Laboratério de Biofarmacos do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular/UFV.

Foram analisados na amostra de soro os triacilgliceréis, proteinas totais,
glicose, colesterol total e fracdo LDL-colesterol através de kits da da marca
BioMérieux, utilizando-se o equipamento de dosagens multiparamétrico de
Bioquimica (Alizé, Mod Lisabio B.652).

A concentragdo de colesterol total foi determinada enzimaticamente de
acordo com Allain et al. (1974) e a de triacilglicerdis segundo Bucolo & David
(1973). A glicose foi determinada segundo a metodologia de Trinder (1969).

Analises histopatoldgicas

As analises histologicas foram realizadas no Laboratério de Biologia
Estrutural do Departamento de Biologia Geral/UFV.

Amostras de figado, o coracdo e a seccao proximal da aorta foram
removidos cirurgicamente, lavados em solucdo salina 0,9%, fixados por
imersdo em solucdo Stefanini segundo Stefanini et al. (1967), conservados
nesta solugdo por 48 horas e mantidos em alcool 70% até o momento da
desidratacéo e inclusdo em parafina. O coracao foi cortado transversalmente
na regiao atrio-ventricular, para analise da porcdao inicial da aorta e da origem
das coronarias. Foram feitos cortes de 4mm em micrétomo rotativo (Reichert-
jung 2045 Multicut, Germany), corados por Hematoxilina-Eosina (HE). As
preparacdes histologicas foram analisadas sob microscopia de luz (Olympus
BX 41). A documentacéo fotografica foi realizada em fotomicroscopio Olympus
AX-70, no Laboratério de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia
Vegetal/UFV.
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Determinacao dos lipidios hepaticos e das fezes

Cada figado foi individualmente descongelado e macerado até a
obtencdo de amostras homogéneas para a extracao dos lipidios totais.

A extracdo dos lipidios do tecido hepatico e das fezes foi realizada
segundo o método de Folch et al. (1957) com algumas modificacbes realizadas
por Peluzio (2001). Aliqguota de 100 mg de cada amostra foram
homogeneizadas em 1,9 mL de solugdo de cloroformio e metanol (2:1) em
agitador de tubos (modelo Phoenix AP56). ApGs a adicdo de 400niL de metanol,
0s tubos foram centrifugados por dez minutos a 2368,8g. O sedimento foi
desprezado e o sobrenadante homogeinizado com 800nL de cloroférmio e
640nL de NaCl (0,73%). As amostras foram novamente centrifugadas por dez
minutos a 2368,8g e a fase superior foi desprezada. A parede interna do tubo
foi lavada 3 vezes com 300nL de solucao de Folch (3% de cloroférmio, 48% de
metanol, 47% de agua e 2% de NaCl a 0,29%). Os extratos lipidicos foram
secos em estufa a 37°C por 24 horas. Em seguida, os tubos foram resfriados
em dessecador por 12 horas e pesados para quantificacdo de lipidios.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como meédia + desvio padrdo. Foi
utilizado o teste Kolmogorov-Smirnof para verificar o tipo de distribuicdo. Uma
vez passado pelo teste de normalidade foi utilizado o teste-t para comparagao
de dois grupos independentes (NC e NR) e (HC e HR), utilizando o programa
SigmasStat (Fox et al., 1994). Foram consideradas significativas as diferencas
com p<0,05.

A andlise histopatolégica foi qualitativa, considerando que o universo
amostral consistiu de 100% dos animais estudados.

Resultados

Peso final, ganho de peso, peso relativo do figado e consumo alimentar

A carne de ré néo influenciou o ganho de peso, peso final e o consumo
alimentar dos animais. Ja o peso relativo do figado foi superior para o grupo
HC quando comparado ao HR (Tabela 2).
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Tabela 2 — Peso final, ganho de peso, peso relativo do figado* e consumo
alimentar médio dos animais

) Consumo
_ Ganho de peso Peso relativodo o
Peso final () ] alimentar médio
(9) figado (%)
(9)

NC 21,6+2,0° 2,4+1,0° 4,6+0,7° 349,3+35,0°
NR 22,3+2,0° 3,8+3,0° 4,2+0,8° 362,1+18,3¢
HC 21,3+3,2" 4,1+2,6" 5,4+0,7% 265,7+27,0%
HR 22,6+1,9* 4,412 4,6+0,4° 279,6+15,1*

Os resultados foram expressos como média + desvio padrédo de 10 animais por grupo.

Letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferencga (p<0,05) entre os grupos (NC e
NR) e mailsculas entre (HC e HR) ap0s teste-t.

*Peso final/peso hepatico x 100.

NC= dieta AIN-93M; NR= dieta AIN-93M com carne de rd; HC= dieta AIN-93M hiperlipidica;
HR= dieta AIN-93M hiperlipidica com carne de ra.

Andlise dos constituintes sangtliineos

Os animais do grupo NR apresentaram valores de colesterol total
maiores que os animais do grupo NC. Nenhum efeito da carne de ra foi
encontrado nas andlises de triacilglicerois, colesterol total e fracdo LDL nos
animais que consumiram dieta hiperlipidica (HR) quando comparados aos
animais que consumiram hiperlipidica com caseina (HC). A carne de ra
também ndo alterou as concentracdes de LDL-colesterol e triacilglicerois
plasmaticos no grupo de animais que receberam dieta normolipidica (NR)
(Figura 1).

Os animais dos grupo NR apresentaram maior valor de proteinas totais
quando comparados com os do grupo NC. Na dieta hiperlipidica a carne de ra
nao alterou a concentracao de proteinas totais. A glicemia nao foi alterada pelo

tipo de dieta (Figura 2).
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Andlise dos parametros sanguineos de colesterol total (CT), LDL-
colesterol e triacilglicerdis (TG) dos animais dos grupos: NC= dieta
AIN-93M; NR= dieta AIN-93M com carne de r&; HC= dieta AIN-93M
hiperlipidica; HR= dieta AIN-93M hiperlipidica com carne de ra.
Resultados expressos como média = desvio padrdo de 10 animais
por grupo. Letras minusculas representam diferenca (p<0,05) entre
os grupos (NC e NR) e maiusculas entre (HC e HR) pelo teste-t.
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Figura 2 —

Concentracdes séricas das proteinas totais e da glicose dos animais
dos grupos: NC= dieta AIN-93M; NR= dieta AIN-93M com carne de
rd; HC= dieta AIN-93M hiperlipidica; HR= dieta AIN-93M hiperlipidica
com carne de rd. Resultados expressos como média + desvio
padrdo de 10 animais. Letras minusculas representam diferenca
(p<0,05) entre os grupos (NC e NR) e maiusculas entre (HC e HR)
pelo teste-t.
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Analises histopatolégicas

A deposicao de lipidios hepaticos foi observada em todos os grupos, nao
sendo visto efeito diferenciado nos grupos que consumiram dieta contendo
carne de ra (Tabela 3) (Figura 3).

Pela analise histolégica dos vasos, foi evidenciada formacédo de placas
aterosclerdticas em todos os grupos de animais. Dentre animais que
consumiram dietas normolipidicas (grupos NC e NR), aqueles que consumiram
dieta contendo carne de rad (NR) apresentaram lesbes com maior profundidade
e extensdo. Nos animais do grupo NC, evidenciou-se inicio do desenvolvimento
da lesdo com visualizacdo de xantomas. J& nos animais do grupo NR, foi
observado o desenvolvimento da placa em estdgio mais avancado, podendo
ser visto além das células espumosas, cristais de colesterol e a invasdo da
placa na camada média (Tabela 3) (Figura 3).

Nos grupos com dietas hiperlipidicas (HC e HR), particularmente nas
coronarias, houve formacdo de placa mais pronunciada com oclusdo quase
total do vaso, formacédo de centro necrético bem definido, capa fibrosa, cristais
de colesterol e proliferacdo de células musculares lisas. No entanto, néo foi
verificada diferenca na caracteristica da placa aterosclerotica entre esses dois
grupos (Tabela 3) (Figura 3).

Tabela 3 — Andlise subjetiva da deposicdo lipidica hepatica e da placa
aterosclerdtica (extensdo e profundidade) nos grupos experimentais

NC NR HC HR
Parénquima hepatico +++ +++ ++++ ++++
Placa aterosclerotica — extenséo + ++ +++ +++
Placa aterosclerética: profundidade + ++ +++ +++

(+) leve, (++) moderado, (+++) alto e (++++) muito alto.
NC= dieta AIN-93M; NR= dieta AIN-93M com carne de rd; HC= dieta AIN-93M hiperlipidica;
HR= dieta AIN-93M hiperlipidica com carne de ra.
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Figura 3 — 3.1 e 3.2 referem-se a morfologia do figado dos animais dos grupos

(NC e NR) e (HC e HR) respectivamente. 3.3, 3.4, 3.5 e 3.6 referem-
se a morfologia de vasos (aorta e coronarias) com placa
aterosclerética em graus de complexidade variados. Em 3.1 e 3.2
indica goticulas de gordura e em 3.3 indica camada endotelial. Em
3.3 B indica células espumosas. Em 3.4 indica presenca de
cristais de colesterol. Em 3.5  indica cristais de colesterol em
artéria coronaria e * indica luz do vaso. Em 3.6  indica proliferacao
de células musculares lisas formando a placa fibrosa e O indica area
do centro necrético. Figura 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.6: tamanho 480X;
Figura 3.5: tamanho 220X.

NC= dieta AIN-93M; NR= dieta AIN-93M com carne de ra; HC= dieta
AIN-93M hiperlipidica; HR= dieta AIN-93M hiperlipidica com carne
dera
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Determinacao do peso do figado, dos lipidios hepaticos e das fezes

N&o houve diferenca significativa quanto ao peso do figado entre os
grupos variando a fonte protéica (Tabela 4).

Os lipidios totais hepaticos foram semelhantes entre todos os grupos. Ja
os lipidios extraidos das fezes se mostraram mais elevados (p<0,05) para os
grupos que consumiram dietas com carne de ra (NR e HR) quando

comparados com agueles que consumiram caseina (NC e HC) (Tabela 3).

Tabela 4 — Peso do figado (PF), lipidios totais hepatico (LTH) e lipidios totais
das fezes (LTF)

NC NR HC HR
PF (g) 0,99+0,13? 0,950,192 1,15+0,14" 1,05+0,10*

LTH (mg/g) 110,50+30,00% 107,70+28,60° 120,50+20,80" 124,3+28,30"
LTF(mg/g) 15,40+4,80°  21,60+4,50°  89,00+10,80° 104,8+6,70%

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao de 10 animais por grupo. Letras
mindsculas representam diferenca entre os grupos (NC e NR) e mailsculas entre (HC e HR)
apos teste-t com p<0,05.

NC= dieta AIN-93M; NR= dieta AIN-93M com carne de rd; HC= dieta AIN-93M hiperlipidica;
HR= dieta AIN-93M hiperlipidica com carne de ra.

Discussao

Estudos epidemiolégicos e triagens clinicas estabeleceram relacbes
entre a elevacdo de LDL-colesterol e o aumento do risco para doencas
cardiovasculares, pois esta lipoproteina atua no desenvolvimento da placa
aterosclerotica (Ballantyne & Hoogeveen et al., 2003). Assim, varios estudos
foram desenvolvidos com o objetivo de identificar um tratamento mais eficaz
para reducao do LDL-colesterol (Rebollo et al., 1998; Murakami et al., 1999;
Stewart et al., 2001). No presente estudo, foi verificado que as dietas com
carne de rd, tanto normolipidica e hiperlipidica, ndo afetaram as taxas de LDL-
colesterol, quando comparadas com a dieta com caseina, como também o

colesterol total na dieta hiperlipidica. Ja na dieta normolipidica, a carne de ra
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aumentou as concentracbes de colesterol total, ndo sendo associado, no
entanto, com alteracdes na LDL-colesterol.

A influéncia de proteinas no metabolismo lipidico foi verificada em varios
estudos (Gatchalian-Yee et al.,, 1995; Lu & Jian, 1997; Madani et al., 2000;
Nagasawa et al., 2003; Blum et al., 2003). Sabe-se que 0 maior consumo de
carne esta relacionado ao aumento de fatores de risco cardiovasculares como
maior relacdo cintura/quadril, niveis séricos de LDL-colesterol e total, maior
indice de massa corporal, insulina e presséao arterial (Yeh et al., 1996; Fornés
et al., 2000). Porém, esta influéncia da carne ainda é contraditoria (Melanson et
al., 2003).

A ingestdo de carne em geral proporciona maior consumo de acidos
graxos saturados. No entanto, ocorre uma grande variacdo do teor de lipidios,
de colesterol e do tipo de acido graxo. No figado bovino encontra-se grande
guantidade de colesterol (265,03+35,39mg/100g) (Rowe et al., 1997). Quanto
as carnes bovina e suina, estas apresentam grande porcentagem de &cidos
graxos saturados (acima de 50% e em torno de 40% respectivamente), e baixa
porcentagem em acido graxo polinsaturados, especialmente em acido linoléico
(Chizzolini et al., 1999). A carne de ré tem sido sugerida na terapia de doencas
cardiovasculares, por conter baixo teor de lipidios (0,57g/100g) (Peluzio et al.,
1995; Queiroz et al., 1995). As carnes de aves sem pele, bovina e de peixe, por
serem magras, tém mostrado efeito positivo no tratamento de
hipercolesterolemia, reduzindo de 5 a 9% do colesterol total e do LDL-
colesterol, e 22% a 31% do triacilglicerol da VLDL reduziu 22-31%
(Beauchesne-Rondeau, 2003). No presente estudo, 0s animais que
consumiram as dietas com carne de rd mostraram concentragcdes de
triacilglicer6is semelhantes as encontradas nos animais que consumiram as
dietas com caseina, apesar da maior excrecao de lipidios nas fezes.

Varios estudos foram realizados visando identificar o efeito de diferentes
tipos de acidos graxos no metabolismo lipidico de animais experimentais
(Gorinstein et al., 2002; Ellis et al., 2002; Benkhalti et al., 2002; Minami et al.,
2002; Gaiva et al., 2003), porém nao foi encontrado estudo utilizando a carne
de rd ou outras carnes comumentes utilizadas na dieta de humanos, para

avaliar sua influéncia sobre o metabolismo lipidico de modelos animais.
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O efeito negativo da carne de ra na dieta normolipidica sem adicao de
colesterol pode estar ligado a sua composicdo em aminoacidos. O estudo de
Sugiyama et al (1996) evidenciou correlacao positiva entre a concentracao de
colesterol total e a de metionina plasmaticas, correlacionando esta Ultima com
com a metionina da dieta, mas ainda existe controvérsia (Belleville, 2002). O
perfil aminoacidico da carne de ra nao foi determinado neste estudo, mas
Corréa (1988) encontrou 2,74mg/100g de metionina em matéria seca,
enguanto a caseina apresentou 2,28mg/100g (Pellzio et al., 1998). Apesar da
pequena diferenca no teor de metionina entre a carne de ra e a caseina, esta
poderia explicar, pelo menos em parte, a maior taxa de colesterol total
plasmético em ratos alimentados com dieta normolipidica contendo carne de
rd. No entanto, este efeito da metionina parece néo atuar em dieta com adicao
de colesterol (Kern et al., 2002), o que pode ser verificado também no presente
estudo.

Ha também evidéncias do efeito hipercolesterolemiante da alta taxa
lisina/arginina (Kern et al., 2002), mas o estudo realizado por Kaushik, (1995)
encontrou uma relacdo negativa quando alimentou trutas com caseina ou
proteina de soja. A fonte protéica no estudo atual tem relacédo lisina:arginina de
6,99 e 1,19mg/g para caseina e carne de ra, respectivamente (Corréa, 1988),
mas sua influéncia positiva ou negativa no metabolismo lipidico ainda necessita
ser esclarecida.

A caseina € reconhecida como uma proteina de alto valor bioldgico,
promovendo ganho de peso dos animais e coeficiente de eficiéncia alimentar
superior ao da proteina do soro do leite. Com relacdo a proteina de soja, a
caseina promove igual taxa sérica de proteinas totais (Jacobucci et al., 2001).
No presente estudo, a carne de rd promoveu maior concentracao de proteinas
plasmaticas nos animais que receberam dieta normolipidica, e na dieta
hiperlipidica manteve-se semelhante ao grupo que consumiu caseina,
evidenciando qualidade comparavel a caseina, e assim também a soja.

Existem alguns estudos comparando o efeito da soja com o da caseina
no metabolismo lipidico hepético (Madani et al., 2000; Jacobucci et al., 2001).
As concentracfes de triacilglicerdis, colesterol hepatico, bem como o peso do
figado, parecem ser maiores nos animais consumindo dieta com caseina

quando comparado com aqueles consumindo soja (Madani et al., 2000). A
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dieta com carne de ra utilizada neste trabalho ndo reduziu a deposicdo de
lipidios e o peso do figado, mas se mostrou semelhante a caseina, o que pode
caracterizar a proteina de soja como mais vantajosa neste aspecto. Quando foi
avaliado o peso relativo do figado, foram verificados valores semelhantes entre
os dois grupos de animais que consumiram dieta normolipidica (NC e NR),
porém, entre as dietas hiperlipidicas (HC e HR), a carne de ra apresentou valor
superior. Este resultado parece ndo estar relacionado ao maior acumulo de
lipidios hepaticos, ja que os valores de lipidios totais hepaticos e o aspecto
morfolégico do figado foram semelhantes entre os dois grupos (HC e HR).
Como o peso corporal também variou significativamente entre os grupos, pode-
se supor que a proteina da carne de ré possui capacidade superior a caseina
em desenvolver o tecido hepético.

A carne de rd promoveu maior deposicdo de lipidios na parede dos
vasos dos animais com dieta normolipidica, mas ndo com a hiperlipidica. Nao
esta claro ainda como diferentes fontes de protéicas poderiam promover efeitos
diferenciados na formacdo da placa aterosclerdtica. Larson et al. (1994),
comparando a caseina e a proteina do soro na formacdo de placa
aterosclerdtica ndo identificou efeito diferenciado entre as duas proteinas
estudadas quando 0,4% de colesterol foi adicionado a dieta. Possivelmente, o
efeito da maior concentracdo de metionina nos niveis de colesterol total
poderia, pelo menos em parte, explicar o efeito acima descrito. Assim, apesar
da caracteristica positiva quanto ao teor lipidico da carne de ra, esta néo
apresentou vantagens na prevencdo da placa aterosclerética quando foi
comparada a caseina.

No processo aterosclerotico estdo envolvidas muitas moléculas, as quais
podem sofrer modulacéo derivada de alteracdes de lipoproteinas. Kavanagh et
al. (2003) verificaram que o grau de oxidagao da LDL-colesterol influencia os
niveis de PPAR(g (receptor ativador proliferador peroxissomal) e de CD36, um
receptor scavenger chave em macrofagos. Nas LDL-colesterol minimamente e
moderadamente oxidada ha um aumento da expressao de RNAm de CD36 por
monaocitos humanos, enquanto em LDL-colesterol altamente oxidada nao
apresenta este efeito. Esta resposta, diferenciada de acordo com o grau de
oxidacdo da LDL-colesterol, pode indicar que um novo ou um produto
intermediario da oxidagdo da LDL-colesterol esta envolvido na ativacdo da
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atividade de transcricdo do gene CD36, mas tais produtos sofrem
decomposicdo em LDL-colesterol altamente oxidada. J& o RNAm do PPARg
apresentou aumento com a progressado do grau de oxidacédo do LDL, sendo
sugerido pelos autores que isso se deve a tentativa de remover colesterol de
macréfagos via transporte reverso de colesterol.

Camundongos deficientes em apoE foram criados em 1992. A
apoproteina E é sintetizada primariamente no figado e é um constituinte de
superficie de particulas de lipoproteinas e um ligante para reconhecimento e
clearance por receptores de lipoproteinas. Assim, camundongos deficientes em
apo E tém clearance de lipoproteinas demorado e mesmo sob dieta hipolipidica
e baixa em colesterol os niveis de colesterol total séricos alcancam 400 a
600mg/dL (Breslow, 1996). Como pode ser constatado no presente trabalho, a
dieta normolipidica desenvolveu severa hipercolesterolemia neste modelo
animal. Fazio & Linton (2001) relatam que este fato é refere-se ao acumulo de
lipoproteinas remanescentes de VLDL e quilomicrons, evidenciando que o
papel da apo E em camundongos é idéntico ao de humanos. Além disso, esses
animais desenvolvem leséo aterosclerdtica semelhante as desenvolvidas em
humanos (Nakashima et al., 1994). Inicialmente observa-se a formacao de
estria gordurosa que é caracterizada pela presenca de macréfagos cheios de
lipidios, conhecidos como células espumosas, no espaco subendotelial. Em
uma segunda fase da lesédo aterosclerdtica ocorre proliferacdo de células
musculares lisas, muitas das quais contém depésitos de lipidios e colageno,
evidenciando a formacao de capa fibrosa com um centro acelular formado por
lipidios derivado de células espumosas necrosadas. Em um estagio final, €
possivel verificar lesdo complexa, com formacao de trombos e deposicdo de
fibrina e plaquetas, podendo ocorrer total oclusédo do vaso (Nakashima et al.,
1994; Breslow, 1996; Francoso & Coates, 2002). As etapas descritas acima
foram também observadas no presente estudo, o qual iniciou-se com 0s
animais em 10 semanas, quando, supde-se, que a lesdo ja estava pré-

instalada.
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Conclusodes

Foi constatado que a carne de rd, embora apresente baixo teor lipidico,
nao foi eficaz na prevencdo do desenvolvimento de placa aterosclerética. Esse
efeito pode ser atribuido, pelo menos parcialmente, a sua composicéo
aminoacidica.

Os resultados verificados neste estudo podem estar presentes nas
carnes de maneira geral, e assim, torna-se necessario comparar o efeito da
carne de rd a outras carnes, como também em outros modelos animais, em
humanos e em diferentes estagios da vida, permitindo a avaliacdo nas

diferentes fases de formacéo da leséo.
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CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho foi confirmado o baixo teor lipidico da carne de ra.
No entanto, esta caracteristica ndo foi suficiente para garantir a ocorréncia de
efeitos positivos no metabolismo lipidico dos animais diabéticos e
hipercolesterolémicos. Enquanto nos ratos Wistar diabéticos e nos
camundongos knock-out para apo E com dieta hiperlipidica ndo houve
alteracdo no perfil lipidico, nos camundongos que receberam dieta
normolipidica a carne de rd elevou as concentracdes de colesterol total e
promoveu o desenvolvimento de placa aterosclerética mais avancada. No
entanto, nos ratos Wistar sadios houve reducdo nas concentracbes de
colesterol total.

Assim, pode-se considerar que tais efeitos foram influenciados pelo
modelo animal utilizado, pela patologia instalada, como também pelo teor
lipidico da dieta.

E necesséario uma investigacdo direta do efeito desta carne no perfil
lipidico de humanos sadios e naqueles com dislipidemia ja instalada, realizando
uma comparacao da carne de ra com as demais carnes, identificando aquela
que oferece menor risco para o sistema cardiovascular e 0s possiveis

mecanismos envolvidos.
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APENDICE A

Tabela 1A — Efeito de carne de ré-touro (Rana catesbeiana) em ratos sadios.
Resultados sdo apresentados como média e desvio-padréao

Andlises

C

R

Peso final (g)

Consumo alimentar total (g)
Glicemia 22 semana (mg/dL)
Glicemia 32 semana (mg/dL)
Glicemia 42 semana (mg/dL)
Glicemia 52 semana (mg/dL)
Colesterol total (mg/dL)
HDL (mg/dL)

LDL (mg/dL)

Colesterol total/HDL
Triacilgliceréis (mg/dL)
Albumina (mg/dL)

Proteinas totais (mg/dL)

289,90+29,71
506,71+64,66
80,50+5,96
76,30+7,33
79,10+6,75
76,40+10,75
98,92+14,54
45,79+11,29
6,99+2,51
2,26+0,59
106,05+21,59
4,22+0,25
75,22+2,78

301,70+26,14
528,07+43,35
81,40+8,14
78,80+8,57
82,60+9,02
69,00+10,41
83,31+10,60
37,48+8,84
6,48+3,18
2,28+0,38
109,08+13,34
4,10+0,12
73,60+5,28

Referente ao capitulo 2.

Tabela 2A — Efeito de carne de

padréo

ra-touro (Rana catesbeiana) em
diabéticos. Resultados sdo apresentados como média e desvio-

ratos

Andlises

D

DR

Peso final (g)

Consumo alimentar total (g)
Glicemia 22 semana (mg/dL)
Glicemia 32 semana (mg/dL)
Glicemia 42 semana (mg/dL)
Glicemia 52 semana (mg/dL)
Colesterol total (mg/dL)
HDL (mg/dL)

LDL (mg/dL)

Colesterol total/HDL
Triacilgliceréis (mg/dL)
Albumina (mg/dL)

Proteinas totais (mg/dL)

162,71+15,58
771,97+76,82
324,00+105,59
339,00+66,45
358,57+70,58
347,28+28,69
124,91+27,80
46,55+19,17
11,45+1,86
2,90+0,90
137,88+40,65
3,49+0,23
64,12+4,42

157,62+25,82
744,88+58,65
366,12+92,58
443,12+73,68
434,25+54,21
397,75+97,56
125,31+32,39
31,53+8,59
19,28+14,03
4,20+1,62
168,02+51,64
3,56+0,32
66,24+2,88

Referente ao capitulo 2.
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Tabela 3A — Valor de p das andlises referentes ao efeito de carne de ra-touro

(Rana catesbeiana) em ratos sadios e diabéticos

Andlises CxR D x DR CxD R x DR
Peso final 0,358 0,658 <0,001 <0,001
Consumo alimentar total 0,397 0,453 <0,001 <0,001
Glicemia 22 semana 0,781 0,425 <0,001 <0,001
Glicemia 32 semana 0,492 0,013 <0,001 <0,001
Glicemia 42 semana 0,339 0,035 <0,001 <0,001
Glicemia 52 semana 0,135 0,212 <0,001 <0,001
Colesterol total 0,013 0,981 0,023 0,002
HDL-colesterol 0,084 0,083 0,920 0,187
LDL-colesterol 0,696 0,169 0,001 0,013
Colesterol total/HDL 0,926 0,089 0,093 0,002
Triacilglicerois 0,710 0,248 0,052 0,003
Albumina 0,192 0,676 <0,001 <0,001
Proteinas totais 0,402 0,310 0,001 <0,001
Peso do fémur 0,568 0,778 <0,001 <0,001
Peso do rim 0,710 0,030 0,097 0,261
Peso do figado 0,473 0,142 0,015 <0,001
Lipidios totais hepéticos 0,438 0,813 0,205 0,107

Referente ao capitulo 2.

Tabela 4A — Efeito de carne de ra-touro (Rana catesbeiana) em camundongos
knock-out para apoE recebendo dieta normolipidica. Resultados
sdo apresentados como média e desvio-padrédo

Andélises

NC

NR

Glicemia (mg/dL)
Proteinas totais (mg/dL)
Colesterol total (mg/dL)
LDL (mg/dL)
Triacilgliceréis (mg/dL)

132,34+39,72
61,26+5,84

546,66+164,07

152,45+42,63
355,34+59,75

135,24+53,14
66,06+3,52
832,04+286,19
118,08+71,62
355,04+91,87

Referente ao capitulo 3.
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Tabela 5A — Efeito de carne de ra-touro (Rana catesbeiana) em camundongos
knock-out para apoE recebendo dieta hiperlipidica. Resultados séo

apresentados como média e desvio-padréo

Analises HC HR
Glicemia (mg/dL) 128,62+34,07 129,14+34,68
Proteinas totais (mg/dL) 67,56%9,15 66,60+4,84

Colesterol total (mg/dL)
LDL (mg/dL)
Triacilgliceréis (mg/dL)

1681,74+800,55
509,64+248,34
363,60+33,95

1233,08+225,06
347,82+160,84
353,60+29,09

Referente ao capitulo 3.

Tabela 6A — Valor de p das analises referentes ao efeito de carne de ra-touro
(Rana catesbeiana) em camundongos knock-out para apoE

Andlises NC x NR HC x HR
Ganho de peso 0,188 0,747
Peso final 0,446 0,284
Peso do figado 0,557 0,081
Peso relativo do figado 0,355 0,012
Consumo alimentar total 0,317 0,175
Glicemia 0,892 0,973
Proteinas totais 0,039 0,773
Colesterol total 0,014 0,105
LDL-colesterol 0,209 0,101
Triacilgliceréis 0,993 0,488
Lipidios hepéaticos 0,831 0,739
Lipidios das fezes 0,007 <0,001

Referente ao capitulo 3.
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