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Resumo

Objetivos: Tem sido demonstrado que o tipo de lipideo da dieta afeta
significativamente a trombogenicidade. No presente estudo avaliamos os efeitos da
ingestao de diferentes lipidios dietéticos desde o periodo da lactagao até as fases
jovem e de envelhecimento, na coagulagdo sanguinea, agregacado plaquetaria e
formacao de trombos venosos de ratos machos. Métodos: Ratas Wistar receberam
dietas isocaldricas e normolipidicas confeccionadas conforme as recomendacgdes do
AIN-93 durante a lactagédo e que continuou a ser dada aos filhotes (n=8/grupo) apos
o desmame até o 45° e 180° dia de vida pds-natal. Os animais foram divididos em
cinco grupos experimentais de acordo com a fonte lipidica dietética: Oleo de Soja
(GS), Oleo de Palma (GPA), Gordura Vegetal parcialmente Hidrogenada (GVPH),
Oleo de Canola (GC) e Oleo de Peixe (GPX). Nos filhotes machos, aos 45 ou 180
dias de idade, avaliamos: ingestao alimentar, massa corporal, concentragao seérica
de colesterol total e HDL-colesterol, composi¢céo percentual de acidos graxos dos
lipideos totais das plaquetas, tempo de coagulacdo sanguinea (TTPa e TP),
agregacao plaquetaria e formagéo de trombo venoso. Resultados: Aos 45 dias
observamos: a) menor incorporagao de AA e maior incoporagao de EPA nos lipideos
totais das plaquetas dos animais do grupo peixe; b) incorporagéo de acidos graxos
frans nas plaquetas dos animais do grupo gordura vegetal parcialmente
hidrogenada, refletindo o perfil de acidos graxos da dieta; c) valores reduzidos de
colesterol total e HDL no grupo peixe; d) os animais dos grupos canola e peixe
apresentaram encurtamento do tempo de protrombina em relagdo aos animais dos
outros grupos; €) os animais dos grupos palma e gordura vegetal hidrogenada
apesentaram menor sensibilidade ao ADP, indicando menor agregacgao plaquetaria;
f) ndo houve diferenca no peso do trombo venoso entre os grupos. Aos 180 dias:
a)os animais do grupo peixe apresentaram valores séricos de colesterol total
reduzidos, enquanto o grupo canola apresentou maior concentragdo de HDL-c
comparado aos grupos palma, gordura vegetal parcialmente hidrogenada e peixe; b)
maior incoporagao de EPA nos lipideos totais das plaquetas dos animais do grupo
peixe; c) menor incorporagdo de AA nos grupos canola e peixe, entretanto o grupo
canola foi o que apresentou razdo AA/EPA mais elevada e incorporagao de acidos
graxos trans nos lipideos totais das plaquetas dos animais do grupo gordura vegetal
parcialmente hidrogenada, refletindo o perfil de acidos graxos da dieta; d) o grupo
gordura vegetal hidrogenada promoveu, nas plaquetas dos animais, maior
sensibilidade ao ADP, sugerindo maior agregacao plaquetaria, comparado ao grupo
soja; e) os animais dos grupos palma e canola apresentaram tempo tromboplastina
parcial ativada, mais prolongado, sugerindo maior coagulabilidade, comparado aos
animais dos grupos soja, gordura vegetal hidrogenada e peixe; f) o grupo canola
apresentou peso de trombo venoso maior em comparagdo aos demais grupos.
Conclusées: o consumo de gordura hidrogenada, rica em acidos graxos frans,
exerceu efeito anti hemostatico no inicio da vida, entretanto seu consumo a longo
prazo promove alteracdes que implicam na propensao a eventos tromboembdlicos.
A ingestdo de Oleo de peixe e canola embora predisponha a uma
hipercoagulabilidade na fase jovem, o prolongado consumo desses 6leos promove 0
prolongamento do tempo de coagulagao sanguinea. O consumo de dietas a base de
O0leo de canola na fase de envelhecimento predispde a formacdo de eventos
trombaticos.
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Abstract

Objective: It has been demonstrated that the dietary fat type significantly affects the
thrombosis tendency. In the present study we evaluated the effects of different
dietary lipids intake, from lactation to the early and old ages, on blood coagulation,
platelet aggregation, and venous thrombosis of male rats. Methods: Female rats
Wistar were fed isoenergetic and normolipidic diets complying with the AIN-93
recommendations during lactation. After weaning, the male pups (8 per group)
received its respective diets until 45th or 180th day of life. The animals were divided
in five experimental groups according to the dietary fat source: Soy Oil (GS), Palm Oil
(GPA), Hydrogenated Soy Oil (GVPH), Canola Oil (GC), and Fish Oil (GPX). In the
male rats, at the 45th or 180th days of age, we evaluated food intake, body weight,
total cholesterol and HDL-cholesterol levels, platelet fatty acid composition, blood
coagulation time (TTPa and TP), platelet aggregation, and venous thrombus
formation. Results: At 45 days we observed: a) platelet lipids of rats from fish oil
group contained less AA and higher EPA than those of other groups; b) trans fatty
acids were detected only in the platelets of hydrogenated soy oil group, reflecting the
dietary fatty acid composition; c) the fish oil group had lower total cholesterol and
HDL levels; d) prothrombin time of canola oil and fish oil groups were shorter than
that of the other groups; €) the animals of palm and hydrogenated soy oil groups
showed lower sensitivity to ADP, indicating lower platelet aggregation; f) there was
not difference in the venous thombus weight among the groups. At 180 days: a)
levels of total cholesterol were lower in the fish oil group, while canola oil group
showed higher levels of HDL-c compared to the palm oil, hydrogenated soy oil and
fish oil groups; b) platelet lipids of rats from fish oil group contained higher EPA than
those of other groups; c) lesser incorporation of AA in the canola oil and fish oil
groups, however the canola oil group showed higher AA/EPA ratio and trans fatty
acids were detected only in the platelets of hydrogenated soy oil group, reflecting the
dietary fatty acid composition; d) the hydrogenated soy oil group showed, in the
platelets, higher sensitivity to ADP, suggesting higher platelet aggregation compared
to the soy oil group; e) the activated partial thromboplastin time of palm oil and
canola oil groups was longer than that of the soy oil, hydrogenated soy oil and fish oil
groups, suggesting hypercoagulant ability; f) there was a higher venous thrombus
weight in canola oil fed rats relative to those fed other diets. Conclusions:
hydrogenated soy oil intake, rich in trans fatty acids, showed anti-hemostatic effect in
the early life, however its long-term intake seems to promote adversely effects on
hemostasis, possibly leading to higher thrombosis propensity. Although fish oil and
canola oil intake leads to higher blood coagulability in the young age, the long-term
intake of these oils leads to a elongated time of blood coagulation. Diets containing
canola oil predisposes venous thrombosis in later life.
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1 INTRODUCAO

O consumo de lipideos, pela populagdo mundial, vem aumentando
significativamente nas ultimas décadas. O Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) refere que, em varias regides do Brasil, o consumo de lipideo
ultrapassa a quantidade recomendada pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
(IBGE, 2004; WHO, 2003).

A influéncia do consumo excessivo de lipideos sobre o desenvolvimento de
doengas cardiovasculares tem merecido intensa investigacdo cientifica,
particularmente a hipotese de que a composicao lipidica da dieta poderia alterar a
funcdo de células e fatores envolvidos na hemostase (Hornstra, 2001), predispondo
os individuos para o aparecimento de enfermidades relacionadas com a formagao
excessiva de trombos.

A formagédo de trombos pode resultar na oclusdo de vasos sanguineos e no
desenvolvimento de doengas de grande importancia clinica e econémica como o
infarto do miocardio, derrame, gangrena de extremidades, trombose venosa e
embolia pulmonar. Em conjunto, estas doencgas s&o a principal causa de morte ndo-
natural nos paises ocidentais (Heinrich et al, 1994).

Alteracbes da hemostase, incluindo a atividade dos fatores da coagulagéo e
das plaquetas, da parede arterial e do perfil lipidico sanguineo estdo inseridas no
conjunto de evidéncias que mostra uma associacdo positiva entre composi¢céo
lipidica da dieta e desenvolvimento de eventos trombdticos.

Assim, tem sido demonstrado que os acidos graxos podem apresentar
propriedades trombogénicas ou antitrombogénicas. Varios estudos tém sugerido que

os acidos graxos saturados s&o aterogénicos e favorecem a agregacgao plaquetaria



(Chait et al, 1992; Spady, 1999), enquanto os acidos graxos poliinsaturados
reduzem a atividade das plaquetas e a capacidade trombogénica da parede arterial
(Renaud, 1990). Além disso, tem sido demonstrado que a composi¢ao dos
fosfolipideos das plaquetas pode ser modificada pelos acidos graxos da dieta tanto
em roedores (Nordoy et al, 1985) e humanos (Tremoli et al, 1995), alterando,
portanto, a atividade dessas células. Ha relatos na literatura que o consumo de
dietas ricas em lipideos promove aumento da atividade dos fatores da coagulagéo
sanguinea (Hornstra, 2001).

Da mesma forma, tem se demonstrado a importante participacdo dos
eicosandides no processo de formagdo do trombo. Refere-se ainda que os
eicosandides originados a partir de acidos graxos poliinsaturados n-6 possuem

atividade pré-inflamatéria e pré-trombatica.

Ha evidéncias de que a nutrigdo pds-natal (Moura et al, 2002), pode influenciar
0 adulto a um risco para doengas cronicas, sugerindo que a nutricdo nas etapas
iniciais da vida tem um efeito marcante sobre a saude na maturidade. Neste sentido
a adequada oferta de acidos graxos poliinsaturados essenciais durante a vida pos-
natal pode constituir aspecto nutricional de relevancia para a saude futura (Dutta-
Roy, 1997).

Embora tem sido proposta uma associagao entre a quantidade dos lipidios
ingeridos e a extensdo das alteragdes tromboembdlicas, ha consenso acerca da
necessidade de maior e melhor compreensao dos processos celulares e
moleculares, através dos quais o lipideo da dieta influencia o desenvolvimento de

trombos em diferentes fase da vida.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A importancia nutricional dos lipideos

Os lipideos sao macronutrientes que desempenham fungdes energéticas,
estruturais € hormonais no organismo. Compondo membranas celulares, influenciam
a funcdo dessas membranas. Como compostos precursores de eicosanodides,
regulam o processo de coagulagao sanguinea, pressao arterial e fungédo imunoldgica
assim como também sdo precursores de horménios essenciais para a funcao
reprodutiva (como por exemplo, o estrogénio e a progesterona) e saude Ossea
(como por exemplo, o calcitriol). Constituem ainda veiculos para as vitaminas
lipossoluveis (A, D, E, K) além de substrato energético (Mattes, 2005). Lipideos,
adicionalmente, conferem sabor aos alimentos e sensacao de saciedade, compdem
os estoques de gordura corporal (tecido adiposo) e sédo fontes de acidos graxos
essenciais (Calder, 1996), como o acido linoléico, o acido alfa-linolénico e, incluido
mais recentemente, o acido docosahexaendico (DHA) (Galli, 1994).

A maior parte das gorduras € ingerida na forma de triacilglicerois (TG) e de
fosfolipideos. Os triacilgliceréis, também chamados gorduras neutras, sao os
lipideos mais simples e abundantes representando os principais componentes de
armazenamento ou depdsito de gordura nas células de plantas e animais (Connor,
1996).

Ha evidéncias de que os lipideos podem modular a funcionalidade do sistema
endocrino (Borkman et al, 1993; Stein et al, 1997). Alguns estudos tém demonstrado
que os lipideos ativam ou inibem enzimas pela interagdo entre moléculas e podem
regular a expressao génica de varias proteinas relacionadas ou ndo com o seu

préprio metabolismo (Otton et al, 1998).



Se por um lado, os lipideos sdo elementos fundamentais na dieta, o risco
derivado do consumo excessivo destes, especialmente de gorduras saturadas, esta
bem estabelecido e detalhadamente descrito em numerosas publicagdes (Kinsella,
1987; Galli, 1994; Pan e Ciang, 1995; Lichtenstein et al, 1998). O aumento do risco
de desenvolvimento de enfermidades cardio-cérebro-vasculares, obesidade e o
desenvolvimento de certos tipos de cancer (mamario, uterino, prostatico e de coldn)
€ também outro fato bem documentado (Enig et al, 1978; Weisburger, 1991; Vessby,
2000).

Em paises desenvolvidos o consumo de lipideos vem aumentando na ultima
década (Connor, 1996; Valenzuela, 1997). Indica-se que cerca de 30% do total das
quilocalorias ingeridas diariamente sejam provenientes dos lipideos, segundo
recomendacgdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Entretanto, em muitos
paises, principalmente entre os de maior grau de desenvolvimento sdcio-econdmico,
esta percentagem alcanca cerca de 40% (Estados Unidos e alguns paises
europeus) (Connor, 1996). Em levantamento realizado no Brasil, a partir de dados de
ingestdo de macronutrientes no periodo dos ultimos 30 anos, constatou-se um
aumento significativo do consumo de gorduras em varias regides do Brasil,
chegando a ultrapassar o limite maximo recomendado pela OMS, em detrimento do
consumo de carboidratos. Além disso, foi verificado que o consumo de lipideos
apresenta relagao positiva com a renda familiar mensal per capita, especialmente o

de gordura saturada (IBGE, 2004).



2.2 Acidos Graxos: origem dietética e seus efeitos no organismo

Os acidos graxos sdo compostos formados por uma cadeia de carbonos e um
grupo carboxila terminal. Os mais comuns apresentam entre 12 e 22 atomos de
carbono (Turatti et al, 2002). Os acidos graxos sdo geralmente representados por
simbolos numéricos. Considerando como exemplo o acido linoléico (C18:2 n-6), o
numero justaposto ao C indica o numero de atomos de carbono, o segundo numero,
apo6s dois pontos, o numero de duplas ligagdes e o numero apds o0 “n” expressa a
posicao da ultima dupla ligagao a partir do grupamento metil terminal (Siddiqui et al,
2004).

Os acidos graxos podem ser classificados de acordo com a presenga ou nao
de duplas ligagbes na cadeia carbbnica (insatura¢des) em: saturados, quando nao
possuem insaturagdo na molécula; monoinsaturados, quando apresentam uma
insaturagdo e poliinsaturados, quando possuem mais de uma insaturacédo na
molécula, conforme representado na Figura 1 (Graziola et al, 2002). Estes ultimos

podem ser ainda classificados em n-3 e n-6, de acordo com a localizagado da ultima

dupla ligacdo em relagcédo ao seu grupamento metil terminal (Siddiqui et al, 2004).
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Figura 1. Estrutura de acidos graxos saturados e insaturados.

A principal origem dietética de acidos graxos saturados é a fonte alimentar de
origem animal, essencialmente a carne vermelha, ovos, leite e seus derivados.
Alguns Oleos vegetais, de paises tropicais, como o 6leo de coco e o 6leo de palma
também possuem elevado conteudo de acidos graxos saturados. Os acidos graxos
monoinsaturados sdo encontrados no azeite de oliva, 6leo de canola e em menor
concentragao no 6leo de amendoim. Os acidos graxos poliinsaturados da familia n-6
sdo encontrados em muitos 6leos vegetais comumente consumidos pela populagéo,
tais como, 6leo de milho, soja e girassol. Ja os acidos graxos poliinsaturados da
familia n-3 estdo em menor percentual nos o6leos vegetais, sendo fonte destes

acidos graxos 6leos extraidos da soja, nozes e linhaga (Weissberg, 1999). Outros



representantes da familia n-3, C20:5 n-3 (acido eicosapentaendico) e C22:6 n-3
(acido docosahexaendico), sdo essencialmente encontrados em peixes de agua
salgada (Galli, 1994).

Um dos procedimentos tecnolégicos mais utilizados no processamento dos
Oleos e azeites é a hidrogenacgao catalitica, que permite obter formas sélidas e semi-
sélidas dos 6leos vegetais, facilitando seu manejo e principalmente sua estabilidade
(Dutton, 1978). O produto resultante € menos suscetivel a oxidagado e em alimentos
substitui melhor a gordura animal que tende a ser mais sdélida a temperatura
ambiente (Lichtenstein, 1995). A hidrogenagdo dos O6leos € um processo
amplamente utilizado para obtengdo de margarinas e manteigas para consumo
doméstico e industrial (Pedersen, 1994). Durante este processo, os acidos graxos
insaturados, presentes nos triacilglicerdis que compdem os 6leos, sdo hidrogenados
em diferentes graus, dependendo da intensidade do processo (Smidovnick et al,
1993). Quando a hidrogenacao € somente parcial, sdo obtidos produtos de menor
ponto de fusdo, semi-sélidos, com algum grau de insaturagao, contudo, também
contém um percentual de acidos graxos com isomeria posicional e geométrica
diferente do produto original (Young, 1986).

Os acidos graxos na natureza apresentam, em sua maioria, somente a
isomeria tipo cis (Sommerfeld, 1983). Durante a hidrogenagéo, as duplas ligagbes
dos acidos graxos que formam os triacilgliceréis, mudam sua posi¢ao espacial
adquirindo uma isomeria geométrica trans, em que os dois atomos de hidrogénio da
dupla ligagcdo encontram-se em lados opostos da molécula de acido graxo (Figura 2).

Este processo imprime ao acido graxo maior estabilidade estrutural.
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Figura 2. Isomeria cis-trans dos acidos graxos.

Apesar dos acidos graxos com isomeria cis serem 0S mais comuns na
natureza, em nossa alimentacdo habitual, consumimos uma certa quantidade de
acidos graxos trans provenientes dos produtos lacteos e seus derivados (Wonsil et
al, 1994) bem como das carnes dos animais ruminantes (Beare-Rogers, 1988).
Entretanto, a maior fonte de acidos graxos frans na alimentacdo humana é
proveniente do consumo de gordura hidrogenada. Este tipo de gordura possui uma
menor suscetibilidade a oxidacdo do que o d6leo em sua forma natural e é
considerada a melhor substituta da gordura animal em certos produtos alimenticios,
pois tende a ser mais sélida a temperatura ambiente. Acidos graxos trans também
sdo encontrados em gorduras para frituras, normalmente utilizadas em restaurantes,
alimentos assados tais como biscoitos (cookies), tortas, bolachas e “corn chips”,
sendo umas das principais fontes de ingestéo, os produtos do tipo "fast food".

Muller et al (2001) sugeriram a substituicdo dos 6leos hidrogenados pelo 6leo

de palma nos produtos alimenticios. Segundo estes autores, o éleo de palma, ao



contrario do 6leo de soja ou de outro dleo vegetal insaturado, ndo necessita de
hidrogenagao para atingir a consisténcia semelhante a da margarina. Isto se da pelo
fato deste possuir caracteristica semi-sdélida a temperatura ambiente, conferida pela
presenca de grande quantidade do acido graxo saturado palmitico.

De acordo com Mattson et al (1975) os acidos graxos trans estao relacionados
com algumas alteragdes metabdlicas que resultam na fragilidade dos eritrocitos, no
aumento do tamanho das mitocondrias e na alteragao dos cardiomiécitos, as quais
foram observadas em ensaios biolégicos com animais que consumiam dietas
contendo &cidos graxos frans. Essas alteragdes, possivelmente, sdo devidas a
modulagao das caracteristicas fisico-quimicas da membrana celular, induzidas pela
presenca destes acidos graxos.

E sabido que as propriedades fisico-quimicas das membranas sdo fortemente
determinadas pela natureza dos acidos graxos incorporados na bicamada lipidica,
0s quais, por sua vez podem influenciar diversas fung¢des celulares, incluindo a
responsividade hormonal (Vessby, 2000). Estudos com culturas de células
demonstraram que o aumento do conteudo de acidos graxos poliinsaturados nas
membranas das células ocasionou aumento da sua fluidez (Yorek et al, 1989; Field
et al, 1988).

Alguns estudos mostram ainda os efeitos dos isémeros trans no metabolismo
lipoprotéico, apontando que seu consumo elevado aumenta a concentragao
plasmatica da LDL-c (Low Density Lipoprotein-Cholesterol), de maneira similar aos
acidos graxos saturados (Mesink e Katan, 1990) e diminuem a concentragéo
plasmatica de HDL-c (High Density Lipoprotein-Cholesterol) (Troisi et al, 1992).

Desta maneira, parece que os efeitos dos acidos graxos trans no perfil das
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lipoproteinas plasmaticas sdo mais desfavoraveis que aqueles produzidos pelos
acidos graxos saturados.

Ha evidéncias de que os acidos graxos frans interferem no metabolismo dos
acidos graxos essenciais, produzindo uma diminuigdo na conversao destes aos seus
respectivos eicosanodides (Rosenthal e Doloresco, 1984). As enzimas envolvidas
nestas reacdes sido fortemente inibidas pelos isbmeros frans do acido linoléico
(Rosenthal e Doloresco, 1984) e pelo acido elaidico (isbmero trans do oléico)
(Koletzko et al, 1989).

A partir da década de 1980, alguns estudos vém mostrando um efeito
indesejavel proveniente do consumo excessivo de gordura poliinsaturada. lllingworth
et al (1984), analisaram o efeito de acidos graxos poliinsaturados n-3 dietéticos e
observaram que este tipo de gordura diminui a sintese de lipoproteinas e,
consequentemente, a producéo hepatica de VLDL-c (Very Low Density Lipoprotein-
Cholesterol).

H4 evidéncias de que os acidos graxos saturados de origem animal
apresentam-se como fatores dietéticos de risco para o desenvolvimento de doenca
coronariana aterosclerética. De outro modo, os &acidos graxos monoinsaturados
(AGM), particularmente o acido oléico, tém mostrado efeito protetor (Katan, 2000).
Dietas ricas em AGM reduzem, em individuos normolipémicos, as concentragdes
plasmaticas de LDL-c, LDL-c oxidada e a proliferacdo de células musculares lisas
(Moretti, 1999). Além disso, a substituigdo da gordura saturada por monoinsaturada
(oléico) na dieta, promove reducdo nos teores de colesterol total e LDL-c, sem
alterar significativamente as concentragdes de HDL-c, o que pode ser explicado pelo

aumento da atividade dos receptores da LDL-c (Stipanuk, 2000).
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Devido, portanto, a capacidade de modificar o padrao de lipoproteinas
circulantes, principalmente pela reducao de LDL-c, além da capacidade de suprimir a
resposta inflamatdria local, os AGM apresentam grande potencial antiaterogénico e
parecem explicar, em parte, os efeitos benéficos das dietas mediterraneas, que tém
como base alimentar peixes, graos, oleaginosas e azeite de oliva, sobre a
colesterolemia e risco de doencga coronariana obstrutiva.

A comparacdo dos efeitos do 6leo de palma, 6leo de soja parcialmente
hidrogenado e acido graxo poliinsaturado, sobre os lipideos séricos, permitem a
indicacdo do 6leo de palma como razoavel substituto do 6leo de soja na confecgao
de margarina, pelo fato de que por n&o requerer hidrogenacdo para atingir
consisténcia semi-sdlida, ndo haveria formagao dos acidos graxos trans (Muller et al,
2001) e seus consequentes efeitos maléficos descritos anteriormente. Além disso, o
Oleo de palma também é rico em vitaminas A, E e B-caroteno (Kato et al, 1985;
Chong e Ng, 1991), substancias que tém uma potente acdo antioxidante e
propriedades “varredoras” de radicais livres. Estas fungdes protegem as membranas
celulares contra o estresse oxidativo e risco carcinogénico potencial (Manorama et
al1993). Neste sentido, Nesaretem et al (1993) demonstraram que o consumo
prolongado de oleo de palma através da dieta fornecida a ratos resultou em efeito
protetor contra danos oxidativos, possivelmente decorrente da maior concentragcao
de antioxidantes neste 6leo, tal como os tocotriendis. De outro modo, também sé&o
conhecidas substéncias toxicas, presentes no O6leo de palma, potencialmente
capazes de promover prejuizos ao figado (Isong et al, 1997; Osim et al, 1999).

Assim, permanecem controversos os efeitos do 6leo de palma sobre a saude.
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2.3 Trombose

A trombose é definida como a formagéo patoldégica de um coagulo dentro de
um vaso sanguineo, principalmente artérias ou veias. Dentre as doencgas
cardiovasculares, aquelas enfermidades relacionadas com a formacao excessiva de
trombos ocupam um importante lugar entre as causas de mortalidade e morbidade
nos paises ocidentais.

A trombose venosa é uma condi¢cado patoldgica que manifesta-se em periodos
pos-traumaticos e poés-operatérios como um depdsito de fibrina e hemacias em
regides de estase (Andriamanpandry et al, 1999). Classicamente, as trés causas da
trombose venosa sdo a estase sanguinea, danos na parede vascular e alteragdes na
composi¢cao sanguinea, como no numero de leucécitos e plaquetas circulantes.

A trombose arterial € uma doencga que afeta grande parte da populacéo de
paises industrializados, sendo uma consequéncia frequente da aterosclerose
(Andriamanpandry et al, 1999). A sua principal causa esta associada a ruptura de
uma placa aterosclerética que lesa a parede do vaso e promove a exposigao das
fibras de colageno subendoteliais. A ruptura desta placa dispara uma série de
eventos, mediados por plaquetas, no sitio da injuria. Assim, a trombose arterial é
uma das manifestagcdes agudas da ateroscleroose, representando a principal causa
de sindromes coronarianas agudas (angina instavel, infarto do miocardio e morte

subita) (Viles-Gonzalez e Badimon, 2004).
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2.3.1 Parede vascular

O endotélio normal possui uma superficie anti-hemostatica. Os mecanismos
responsaveis por esta resisténcia sdo decorrentes do isolamento que o endotélio
confere as substancias trombogénicas do subendotélio bem como da produgéo ativa
de substancias anticoagulantes por parte das células endoteliais. A lesdo do
endotélio provoca a exposi¢céo dessas substancias trombogénicas, como o colageno
e fator de von Willebrand (vVWF), que leva a adeséao e ativagao das plaquetas e ao
desencadeamento do processo de coagulagao (Figura 3), ocorrendo ainda perda da
capacidade de produzir fatores que impedem a adesao plaquetaria (prostaciclinas e

oxido nitrico), levando a formagao do trombo (Pratico, 2005).
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Figura 3. Formacdo do Trombo. A intensificacdo dos eventos referidos leva a

formagdo de trombos, podendo resultar na oclusdo de vasos sanguineos € no
desenvolvimento de doengas de grande importancia.
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2.3.2 Plaquetas

Nas regides de lesdo endotelial, as plaquetas aderem a matriz extracelular em
decorréncia, principalmente, da interacdo entre o fator de von Willebrand e o
colageno. Conforme representagéo esquematica na Figura 4, o vWF atua como uma
ponte de aderéncia entre o colageno e o receptor Gplb plaquetario, estabelecendo
uma ligagdo transitéria que diminui a velocidade das plaquetas facilitando desta

forma sua ativagéo (De Marco et al, 1985).

Fator de won Willebrand

YA Y

& 'Q*\— Fibrinogénio
b

R
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Figura 4. Adesdo plaquetaria. A adesdo plaquetaria ao sub-endotélio é facilitada
pelo VWF , que forma uma ponte entre os receptores Gplb/IX das plaquetas e o
colageno sub-endotelial. A adesao entre as plaquetas é feita através dos receptores
Gpllb/llla , intermediado pelo fibrinogénio.

A ativagdo plaquetaria resulta em mudancas significativas em sua forma,
produzindo pseuddépodes alongados que as tornam extremamente adesivas,

exposicdo e mudangas na conformacgao do receptor Gllb/llla na superficie das
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mesmas. Esses receptores, entdo ativados, ligam-se ao fibrinogénio, formando-se
pontes fibrinogénio-plaquetas ativadas. Além disso, as plaquetas passam a secretar
uma série de substancias de seus granulos, como adenosina difosfato (ADP),
serotonina, fibrinogénio, tromboxano A2 e fator de crescimento derivado de
plaguetas (PDGF), conforme representado na Figura 5. O ADP e a serotonina
estimulam o recrutamento de plaquetas adicionais. O fibrinogénio € liberado dos
granulos alfa das plaquetas transformando-se numa fonte adicional dessa proteina,
em locais de lesdo endotelial. O tromboxano A, promove vasoconstricdo € maior
agregacao plaquetaria. O fator de crescimento derivado de plaquetas (platelet-
derived growth factor — PDGF), tem potente efeito mitogénico nas células
musculares lisas, contribuindo para a aterosclerose e reoclusao arterial, em locais de

lesao repetitiva (Wagner e Burger, 2003; Pratico, 2005).
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Figura 5. Eventos que levam a formagéo do tampao plaquetario.

As plaquetas ativadas ao rearranjar os seus lipideos de membrana expdem
determinados fosfolipideos, em torno das quais os fatores de coagulacdo podem se
concentrar, acelerando a formagao de trombina. A trombina ocupa uma posi¢cao
central no processo de coagulacao, ela é formada como resultado de uma cadeia de
reagcdes que ocorre principalmente na membrana de plaquetas e de fatores da
coagulagao ativados, e por sua vez promove a formacado de fibrina apartir do
fibrinogénio, que se une entdo ao tampao plaquetario a fim de torna-lo mais firme e

estavel (Wagner e Burger, 2003).
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2.3.3 Coagulagao sanguinea

A iniciagdo do processo de coagulagdo depende da exposicdo do sangue a
componentes que, normalmente, ndo estdo presentes no interior dos vasos, em
decorréncia de lesdes estruturais (injuria vascular) ou alteragdes bioquimicas (por
exemplo, liberagédo de citocinas) (Franco, 2001). A caracteristica central da cascata
da coagulagao € a ativagdo sequencial de proenzimas e substancias precursoras
inativas (zimogénios), em enzimas ativas, o que resulta em uma grande amplificagdo
do processo. A cascata de reagdes enzimaticas que leva a formagao de trombina
pode ser ativada por duas vias: intrinseca ou extrinseca. Estas duas vias,
representadas na Figura 6, se interrelacionam através de uma série de reagdes e
convergem para uma via final comum. Esta divisdo do sistema de coagulagao é
atualmente entendida como inadequada do ponto de vista fisioldgico, tendo em vista
que a divisdo nao ocorre in vivo (Franco, 2001). De qualquer modo, ha evidéncias de
que a via intrinseca é importante para a manutencao e crescimento do coagulo,
enquanto que a via extrinseca € crucial para o inicio da sua formacao (Davie et al,
1991).

A fase inicial da coagulagao ocorre com a exposigao do fator tecidual (FT) ao
espaco intravascular. O fator tecidual é capaz de se ligar ao Fator VIl e a sua forma
ativada (FVIlla), que corresponde a aproximadamente 1% da concentragao
plasmatica total de Fator VII em individuos normais, dando inicio a via extrinseca da
cascata de coagulagdo (Franco, 2001; Viles-Gonzalez e Badimon, 2004). O
complexo FT-FVlla tem como substratos principais o fator IX e o fator X, cuja
clivagem resulta na formacao de FIXa e FXa, respectivamente. O Fator X ativado
promove entdo a ativacdo do Fator V, formando o complexo FXa-FVa, também

conhecido como “protrombinase”, que converte a protrombina em trombina (Miller,
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2005). Todavia, uma vez que ha génese de trombina, essa enzima é capaz de ativar
fatores da via intrinseca da coagulagcdo. Todos os fatores integrantes da via
intrinseca estdo presentes no sangue circulante e a reagdo em cadeia pode ser
desencadeada pelo contato com plaquetas ativadas, componentes do tecido
subendotelial (como por exemplo o colageno) e também pela trombina. A reacao
inicial envolve a ativagao do Fator Xll pelo contato, principalmente pelo colageno
exposto pela lesdo endotelial. O Fator Xll ativado atua enzimaticamente sobre o fator
XlI para ativa-lo. O Fator Xla, por sua vez, age enzimaticamente sobre o Fator IX
para ativar este fator também. O FIXa forma entdo um complexo pr6é coagulante com
o FVllla, que também recebe o nome de “tenase” intrinseca. Este complexo FlXa-
FVIlla promove a ativagao do Fator X. O Fator X, uma vez ativado, se liga ao FVa
originando o complexo protrombinase (FXa-FVa) que promove a clivagem da
protrombina em trombina (Franco, 2001; Miller, 2005). Deste modo, o Fator X
encontra-se na intercessao das entdo chamadas vias intrinseca e extrinseca. Uma
pequena quantidade de fator VIl ativado pode ativar muitas moléculas de Fator X,
que por sua vez ativa um numero ainda maior de moléculas de protrombina em
trombina. A trombina promove a quebra do fibrinogénio formando uma molécula de
mondmero de fibrina que se polimeriza com outros mondmeros de fibrina formando
um coagulo fragil, que pode ser fragmentado com facilidade. Além disso, a formagao
de trombina também é capaz de ativar o Fator Xlll em Fator Xllla, responsavel pela
formacgado de ligagcbes covalentes entre os mondmeros de fibrina, estabilizando a

rede de fibrina (Franco, 2001; Miller, 2005).
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Ligagoes cruzadas na fibrina

Figura 6. Modulo esquematico representativo da Cascata de coagulagado: vias
extrinseca e intrinseca. a = ativado.

2.3.4 Aterosclerose

Evidéncias experimentais sugerem que a aterosclerose constitui processo
crénico e continuo, caracterizado por resposta inflamatoria em associacdo com a
deposigao subendotelial de lipidios na parede da artéria (Ross, 1993; Ross, 1999).
Desta forma, a manifestagao histoldgica inicial do processo aterosclerotico é a “estria
gordurosa”, estando comumente presente ja em artérias de criangas (Weissberg,

1999).
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No processo de aterogénese, o0 aumento da concentragao plasmatica de LDL-
colesterol promove o transporte acelerado desta lipoproteina para dentro da parede
arterial (Szitanyi et al, 2003). Isso acarreta, além de um excesso de colesterol no
subendotélio, a oxidagao das particulas de LDL-colesterol. As células endoteliais sao
entdo ativadas e passam a expressar selectinas e moléculas de adesao (ICAM-1 e
VICAM-1) que atraem células inflamatérias e facilitam a sua migragao para o interior
do espaco subendotelial. Neste local, as células inflamatérias se diferenciam em
macrofagos que fagocitam componentes lipidicos através de receptores “scavenger”,
dando origem as células espumosas (Weissberg, 1999) que, por sua vez, lesam o
endotélio por agao téxica direta. Além disso, citocinas e fatores de crescimento,
secretados pelos macrofagos, facilitam a migracdo e proliferagcdo de células
musculares lisas e sintese de componentes da matriz extracelular, formando uma
capa fibrética. Seja através da agao toxica direta da LDL-colesterol oxidada ou pela
ruptura da placa, o endotélio é lesionado, favorecendo a deposi¢ao e agregacao de
plaguetas e ativagdo da cascata de coagulagdo que, através dos processos

descritos anteriormente, resulta na formacao de trombo no sitio da lesao.

2.4 Lipideos dietéticos e trombose

Varios estudos vém demonstrando uma forte associacdo entre acidentes
tromboembdlicos e o tipo de lipidio dietético consumido (Hornstra e Kester, 1997;
Andriamampandry et al, 1999; De La Cruz et al, 2000). Neste sentido, pesquisas
realizadas em animais e humanos sugerem que os fatores envolvidos na génese da
trombose podem ser modulados pelo lipidio da dieta (Mahrabian et al, 1990; Miller,

1997; Tholstrup et al, 1994; Oosthuizen et al, 1994; Sanders et al, 2000).
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Diferentes alteragcbes na funcao plaquetaria foram observadas a partir da
modulagdo dos lipideos dietéticos. Alguns estudos mostram que a agregagao
plaquetaria esta aumentada em situacées de consumo de dietas ricas em gorduras
saturadas (Grundy e Denke, 1990; Chait et al, 1992; Spady 1999). De outro modo,
ha indicios de redugdo da agregacao plaquetaria em animais alimentados com
acidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados, principalmente os da série n-3
(Renaud, 1990; Pirich et al, 1999; De La Cruz et al, 2000). Adicionalmente, tem sido
proposto que o tipo de lipidio da dieta altera a composi¢cdo dos acidos graxos
constituintes dos fosfolipideos das plaquetas, o que poderia ocasionar mudancas na
funcao plaquetaria (Turpeinen et al, 1998; Nieuwenhuys e Hornstra, 1998).

Os acidos graxos essenciais linoléico e a-linolénico sdo muito importantes no
processo de agregacdo plaquetaria. Conforme ja mencionado, nas células animais
estes acidos graxos, por agdo de enzimas elongases e A-dessaturases, originam,
respectivamente os acidos araquidénico (AA), eicosapentaendico (EPA) e
docosahexaendico (DHA). Lipoxigenases e ciclooxigenases produzem eicosandides

a partir do AA e EPA, conforme representagao na Figura 7 (Mantzioris et al, 1995).

A sintese das prostaglandinas (PGs), incluidas entre os eicosandides
produzidos, inicia-se com a hidrélise do AA e de outros acidos graxos poliinsaturados
com 20 atomos de carbono na posi¢ao sn-2 dos fosfolipideos (Youdim et al, 2000).
Durante a formacao das PGs existe uma competicdo entre as duas diferentes classes
de acidos graxos poliinsaturados. O EPA e DHA competem com o AA pela agéo da
cicloxigenase e da lipoxigenase para sintese de PGs e leucotrienos (LTs). O AAé o
precursor de duas séries de prostandides (PGA,, PGE,, PGF2,, € tromboxano A) e

dos leucotrienos da série 4 (LTB4). O EPA fornece as PGs e TXs da série 3 e LTs da
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série 5, estes sao tipicamente, menos ativos que os seus produtos correspondentes

do AA (Mantzioris et al, 1995; Teitebaulm e Walker, 2001).

ACIDOS GRAXOS n-3 ACIDOS GRAXOS n-6
Ac. a-Linolénico Ac. Linoléico
(C18:3) (C1R:2)
l A 6-Dessaturase l
(C18:4) Ac. 3-Linolénico
(C18:4)
l Elongase l
(C20:4) Ac. Di-Homo §-Linolénico
(C18:4)

l A 5-Dessaturase l

Ac. Araquiddnico
(C20:4)

EPA (C20:5)

DHA : :
iclooxigenase

Lipoxigenase

] Ciclooxigenase
Leucotrienos

(LTB4,LTC4,LTE4)

Leucotrienos
(LTB5, LTCH, LTED)

Prostaglandinas Prostaglandinas
(PGE3, PGI3, TXA3) (PGE2, PGI2, TXA2)

Figura 7. Eicosandides derivados dos acidos graxos das seéries n-3 e n-6.
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Os eicosandides derivados do AA, como o TXA,, sao potentes agentes pro-
inflamatdrios e agregantes de plaquetas (Mantzioris et al, 1995). De outro modo, os
TXAs; sdo compostos que apresentam pequena atividade tanto na agregacgao
plaquetaria quanto na vasconstriccdo. Ja a PGIl;, também derivada do EPA,
apresenta elevada atividade vasodilatadora e inibidora da agregacgao plaquetaria.
Entre tantas evidéncias, sabe-se que o tipo e a quantidade de eicosandides
produzidos dependem do tipo de lipidio ingerido na dieta (Rose e Connolly, 1999;
Youdim et al, 2000; Long e Orlando, 2000). Portanto, ha evidéncias de que a
manipulacdo lipidica das dietas tem efeito direto na composicdo dos lipideos
celulares, o que afeta a disponibilidade e o tipo de precursores de eicosanodides
produzidos, alterando ainda a distribuicido dos lipideos plasmaticos e a composicao
da membrana plasmatica de muitas células, incluindo as plaquetas (Hirai et al,

1980).

Em adigao, estudos tém demonstrado que os isbmeros trans de acidos graxos
afetam adversamente a homeostase dos eicosandides. Através da inibicdo da A6-
dessaturase, enzima responsavel pela dessaturacdo dos acidos graxos linoléico e
linolénico, os acidos graxos trans reduzem a disponibilidade dos &acidos graxos
precursores das prostaglandinas com atividade anti hemostatica PGy e PGs
(Mahfouz et al, 1980; Lawson et al, 1983; Kummerow et al, 2004; Stachowska et al,

2004).

Outro importante processo na formagédo do trombo, a coagulagdo sanguinea,
também pode sofrer modificagcbes em funcdo do tipo e a quantidade de lipidio
ingerido. Ha relato de que os acidos graxos afetam ndo somente a concentragao dos
fatores ativados da coagulagdo como também sua atividade coagulante (Tholstrup et

al, 2003). Além de haver uma correlagcdo entre acidos graxos saturados,
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monoinsaturados e poliinsaturados e o0 aumento pos-prandial da atividade
coagulante do Fator VIl e a concentragdo do Fator VII ativado, pesquisas tém
demonstrado diferenca na atividade do FVII de acordo com o tipo e a quantidade de
acidos graxos ingeridos (Larsen et al, 1997; Kelly et al, 2001; Smith et al, 2003).
Leray et al (2001) observaram uma diminuigdo da atividade coagulante do complexo
Fator VII-X apds ingestdo de dieta a base de 6leo de peixe, com consequente

aumento do tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa).

Uma relagdo bem estabelecida entre lipideos e trombose € mediada pelas
lipoproteinas. Segundo Shindo et al, apud Tousoulis et al (2002) teores elevados de
LDL-c e talvez de lipoproteina a (Lp(a)) podem atrair mondcitos que aderem ao
endotélio induzindo a transformacdo dessas células em macrofagos que
desestabilizam o tamp3o plaquetario e aumentam a expressao do fator tecidual. E
sabido que, quando em elevadas concentracdes, as particulas de LDL-c sao
transportadas do fluido intersticial para o espaco subendotelial, onde elas sao
oxidadas (Szitanyi et al, 2003). A LDL-c oxidada induz a expressao do fator tecidual
nos macrofagos e diminui a atividade anticoagulante do endotélio (Ross, 1993). Em
estudo realizado por Malyszco et al (1994) foi demonstrada uma relagéo positiva
entre LDL-c e agregacgao plaquetaria e entre HDL-C e atividade fibrinolitica, sendo
assim os autores concluiram que a LDL-c pode ser trombogénica, enquanto a HDL-
c pode proteger contra o processo de trombose.

No presente trabalho temos como proposta estudar diversas fontes lipidicas
usualmente consumidas pela populagdo na coagulagdo sanguinea, agregacao
plaquetaria e formagao de trombos venosos. Utilizamos como fonte de AGPI n-6, o
oleo de soja; como fonte de AGPI n-3 de cadeia longa, o 6leo de peixe; como fonte

de AGM, o 6leo de canola; como fonte de AGS de origem vegetal (6leo de palma) e
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uma fonte de acidos graxos trans (gordura vegetal parcialmente hidrogenada). Estes
lipideos dietéticos foram selecionados porque eles sdo comumente usados na
nutricdo humana.

O modelo experimental proposto baseou-se no reconhecimento de que
investigacdes anteriores demonstraram a influéncia de acidos graxos dietéticos no
desenvolvimento de acidentes tromboticos, seja por interferir nos processos de
coagulagdo sanguinea e de ativacdo e agregacado plaquetaria, bem como na
formagdo de trombos. Entretanto, a maioria das investigagbes foi realizada
utilizando-se dietas hiperlipidicas, acidos graxos isoladamente, e em muitos casos
sem adequagao dos acidos graxos essenciais. Reconhecendo-se que estes modelos
nao refletem o consumo de lipideos habitual da populagdo, interessava-nos a
utilizacdo de um protocolo feito com as fontes lipidicas comerciais usualmente
consumidas além do fornecimento adequado de acidos graxos essenciais. A maioria
dos estudos as dietas usadas séo oferecidas aos animais adultos e sabendo-se que
a composigao do leite materno reflete o consumo dietético de lipideos pela mae e
que a fase de desenvolvimento pds-natal € um periodo critico, objetivamos introduzir
estas diferentes fontes lipidicas durante a lactagcdo e observarmos as respostas
obtidas durante a fase de jovem e suas possiveis consequéncias na fase de

envelhecimento.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o efeito dos acidos graxos dietéticos poliinsaturados da série n-6 (6leo
de soja) e n-3 (6leo de peixe), monoinsaturados (6leo de canola), saturados (6leo de
palma) e frans (gordura vegetal parcialmente hidrogenada), oferecidos desde o
periodo da lactacdo e durante todo o periodo experimental, na predisposicdo de
ratos machos jovens (45 dias de vida pos-natal) e em fase de envelhecimento a

trombose (180 dias de vida pds-natal).

3.2 Especificos

Em ratos machos jovens e envelhecidos, que consumiram dietas com
diferentes tipos de acidos graxos, avaliar:
¢ a evolucido da massa corporal;
e 0 consumo alimentar;
¢ as concentracdes séricas de colesterol total e HDL-colesterol;
e 0 percentual relativo de acidos graxos nos lipideos totais das plaquetas,
particularmente os acidos graxos essenciais, araquidonico e EPA,;
¢ 0 tempo de coagulacéo do plasma;
¢ a capacidade de agregacao e ativacao plaquetaria;

¢ a incidéncia de trombose venosa.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais e condigoes experimentais

Ratos Wistar machos e fémeas com 03 a 04 meses de idade foram mantidos
no biotério do Instituto de Nutricdo da Universidade Federal do Rio de Janeiro, com
condigdes controladas de luz (ciclo claro/escuro de 12 por 12 horas) e temperatura
(24£1°C) e com livre acesso a ragéo e agua. O acasalamento foi realizado durante o
periodo de 10 dias, na proporcédo de 3 fémeas para 1 macho. Durante o periodo de
gestacdo as maes receberam dieta comercial.

Apos o nascimento, foram separados aleatoriamente 08 filhotes machos por
ninhada para um melhor desempenho lactotrofico. As ratas lactantes foram
separadas em cinco grupos experimentais mantidas em gaiolas individuais,
recebendo ragdo manipulada, isocaldrica e normolipidica, contendo diferentes fontes
lipidicas. No 21° dia de vida, os animais de cada grupo foram separados da mae,
agrupados em gaiolas coletivas e receberam dieta manipulada contendo a mesma

fonte lipidica que a dieta materna até a data dos experimentos.

4.2 Grupos experimentais

A partir do primeiro dia de lactagdo, os animais foram divididos em cinco
grupos, segundo a dieta que receberiam durante toda a lactagao e apés desmame:
Grupo Oleo de Soja (GS): formado por animais que receberam dieta manipulada a

base de caseina contendo 7% de 6leo vegetal a base de soja (AGPI n-6 e n-3);
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Grupo Oleo de Palma (GPA): formado por animais que receberam dieta
manipulada a base de caseina contendo 5% de 6leo de palma (rico em AGS
palmitico) e 2% de éleo de soja;

Grupo Gordura Vegetal Parcialmente Hidrogenada (GVPH): formado por animais
que receberam dieta manipulada a base de caseina contendo 6% de gordura
parcialmente hidrogenada (rica em AGS e fonte de acidos graxos frans) e 1% de
Oleo de soja;

Grupo Oleo de Canola (GC): formado por animais que receberam dieta manipulada
a base de caseina contendo 6% de 6leo de canola (rico em AGM) e 1% de dleo de
soja;

Grupo Oleo de Peixe (GPX): formado por animais que receberam dieta manipulada
a base de caseina contendo 6% de 6leo de peixe (ROPUFA® ‘75’ n-3 EE) (AGPICL

n-3) e 1% de oleo de milho (AGPI n-6).

4.3 Formulagao das ragoes

A preparagdo das ragdes foi realizada no Laboratorio de Bioquimica
Nutricional do Instituto de Nutricdo da UFRJ. A formulacéo, incluindo os percentuais
de lipidios, que variaram de acordo com a proposta de composicao dietética de cada
grupo experimental, estdo descritos na Tabela 1. Todos os ingredientes das ragdes
foram homogeneizados em batedeira industrial e adicionados de agua em
quantidade suficiente para a aquisicdo de uma textura adequada para a formagao
dos “pellets”. Estes foram entdo, colocados em estufa com circulacdo de ar, a
temperatura de 65°C por 24 horas. As ragdes prontas foram acondicionadas em

recipientes plasticos sob refrigeragéo e oferecidos em porgdes diarias aos animais.
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Todas as dietas foram confeccionadas de acordo com as recomendagdes do
American Institute of Nutrition (Reeves, 1993) com modificagdes. O d6leo de soja
adicionado as dietas dos grupos GPA, GVPH e GC permitiu adequar as
necessidades dos acidos graxos essenciais linoléico e a-linolénico as
recomendagdes da AIN-93, enquanto a adigdo de 6leo de milho a dieta do grupo

GPX permitiu adequar as necessidades do acido graxo essencial linoléico.
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Tabela 1 - Composicao das ragdes utilizadas para ratos machos apds o desmame
(g/100 g) (AIN-93 com modificagdes)

Ingredientes

(/100 g) GS GPA GVPH GC GPX
Caseina 15 15 15 15 15
Amido 68,07 68,07 68,07 68,07 68,07
Oleo de soja 7 2 1 1 -
Oleo de Palma - 5 - - -
Gor. Hidrogenada - - 6 - -
Oleo de Canola - - - 6 -
Oleo de peixe 6
Oleo de milho - - - - 1
BHT 0,014 0,014 0,014 0,014 0,014
Mist. Vitaminas @ 1 1 1 1 1
Mist. Minerais ® 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Celulose 5 5 5 5 5
Bitartarato de Colina 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
L-cistina 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18

@ Mistura de Vitaminas (g/kg dieta) incluem: tiamina HCI, 0,6; riboflavina, 0,6; piridoxina HCI 0,7;
niacina, 3,0; pantotenato de calcio, 1,60; acido fdlico, 0,20; biotina, 0,02; vitamina B12, 2,5; vitamina
A-palmitato (500 1U/g) 0,80; vitamina E-acetato (500 IU/g) 2,5; vitamina D3, (400 IU/g) 0,25; vitamina
K1, 0,75 (AIN-93M vitamin mix DYETS #310025, Dyets Inc., Bethlehem, PA, USA).

® Mistura de Minerais fornecem (g/kg): carbonato de célcio, 357,0; fosfato de potassio monobasico,
250,0; citrato de potassio H,O, 28,0; cloreto de sddio, 74,0; sulfato de potassio, 46,6; 6xido de
magnésio, 24,0; sulfato ferroso 7H,0, 5,21; carbonato cuprico, 0,3; carbonato de manganés, 0,63;
carbonato de zinco, 1,65; sulfato de cromo potassio 12 H,O, 0,27; iodato de potassio, 0,01; selenato
de sodio, 0,01; acido bdrico, 0,08; ambnio paramolibdato, 0,01; sédio metassilicado 9H,0, 1,45;
carbonato de niquel, 0,03; cloreto de litio, 0,02; vanadio aménio, 0,007 (AIN-93M mineral mix DYETS
#210025, Dyets Inc., Bethlehem, PA, USA).

GS (grupo soja), GPA (grupo palma), GVPH (grupo gordura vegetal parcialmente hidrogenada), GC
(grupo canola), GPX (grupo peixe).

4.4 Avaliagao do consumo alimentar e da massa corporal

O consumo de racéo e a massa corporal das ratas lactantes foram registrados

em dias alternados até o final do periodo de lactagéo.
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Durante a lactagcao e até o término do periodo experimental, a massa corporal
dos filhotes machos foi aferida individualmente a cada 7 dias. O controle do
consumo de racao dos filhotes apés o desmame foi realizado a cada dois dias,
mantendo-se assim até o 45° ou 180° dia de vida dos animais.

Todas as medidas foram realizadas no periodo da tarde (13:00 as 15:00

horas), em balancga eletrénica aferida e com capacidade para 1100 g.

4.5 Coleta de sangue

A coleta de sangue foi realizada através de pung¢ao cardiaca com os animais
anestesiados apds administragdo intramuscular de Ketamina (100 mg/kg PC) e
Xilazina (16 mg/kg PC).

Para a realizagéo do lipidograma, aliquotas de sangue foram coletadas, apos
jejum de 12 horas, sem anticoagulante e centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos
em temperatura ambiente para obtengdo do soro. Para o ensaio de coagulagao
sanguinea e agregacao plaquetaria as amostras de sangue foram coletadas com
anticoagulante citrato de sdédio 3,8 % (1:10, v/v) e centrifugadas a 1500 rpm por 10
minutos em temperatura ambiente para obtengcdo de plasma rico em plaquetas
(PRP) e a 3000 rpm por 10 minutos para obtencao de plasma pobre em plaquetas
(PPP), nesta ordem. Para a determinagao do perfil de acidos graxos das plaquetas,
as aliquotas de sangue foram obtidas em seringas contendo EDTA 0,2 M (1:5, viv) e
centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente para a obtencéo

do plasma rico em plaquetas.
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4.6 Perfil lipidico sanguineo

4.6.1 Concentracao de colesterol total

O colesterol total foi determinado por método enzimatico, através de “kit”
comercial da marca Gold Analisa Diagndstica Ltda (Belo Horizonte, MG), utilizando
como padrao, colesterol em solugdo aquosa. Este método baseia-se na reacao,
catalisada pela colesterol esterase, de hidrélise dos ésteres de colesterol da amostra
produzindo colesterol livre, 0 qual em presenga da colesterol oxidase e de oxigénio,
produz peroxido de hidrogénio que pela agao da peroxidase em presencga de fenol e
4-aminoantipirina produz um composto roseo-avermelhado detectado em
espectrofotometro a 500 nm. A absorbancia é diretamente proporcional a
concentracio de colesterol da amostra.

Amostras de 10 uL de soro dos animais foram acrescentadas de 1 mL de
reagente de cor, em seguida agitadas e levadas ao banho-maria (D2800-
Kottermann) a 37°C durante 10 minutos. A leitura da absorbéancia foi realizada a 500
nm em espectrofotdmetro (Du 650-Beckman). As concentragdes de colesterol foram

calculadas a partir de curvas-padréo e o resultado expresso em mg/dL.

4.6.2 Concentragcédo de HDL-colesterol

O HDL-colesterol foi determinado por método enzimatico, através de “kit”
comercial da marca Gold Analisa Diagnostica Ltda (Belo Horizonte, MG). O método
baseia-se na precipitacdo de quilomicrons, lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e

muito baixa densidade (VLDL) pela mistura de fosfotungstato e ions de magnésio,
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sem alterar a solubilidade das lipoproteinas de alta densidade (HDL). Esta, a partir
de reacgdes catalisadas pela colesterol esterase e pela colesterol oxidase, forma
peréxido de hidrogénio que através da oxidagao catalisada pela peroxidase produz
um composto de coloragao avermelhada detectado em espectrofotdbmetro a 500 nm.

Aliquotas de 200 uL de soro dos animais foram adicionadas de 500 uL de
precipitante e mantidas a temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugadas a
4000 rpm durante 10 minutos para obtencdo de um sobrenadante limpido. Amostras
de 100 pL do sobrenadante foram acrescidas de 1 mL de reagente de cor, em
seguida agitadas e levadas ao banho-maria (D2800-Kottermann) a 37°C durante 10
minutos. A leitura da absorbancia das amostras foi realizada a 500 nm em
espectrofotdbmetro (Du 650-Beckman). As concentragdes de HDL-colesterol foram

calculadas a partir de curvas-padrao e o resultado expresso em mg/dL.

4.7 Ensaio de agregacao plaquetaria

A funcéo plaquetaria pode ser avaliada por meio de provas de agregacéo,
quando um agonista é adicionado a uma suspensdo de plaquetas (PRP),
estimulando-as e promovendo sua agregacgao. Essa agregacao diminui a turbidez do
PRP, alterando a transmissao de luz por essa suspensao, que € mensurada pelo
agregdmetro de plaquetas.

A agregacao plaquetaria foi acompanhada turbidimetricamente durante 05
minutos, em aparelho Chrono-log Aggregometer, apos a adi¢ao de ADP, tendo como
referéncia o plasma pobre em plaquetas. Este aparelho monitora a diferenca de
transmitancia de luz produzida pelo processo de agregacado das plaquetas em

plasma ou ressuspendidas em tampao adequado. Para os experimentos de
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agregacao, aliquotas de 400 pL de plasma rico em plaquetas foram pré-aquecidas a
37°C por 2 minutos em uma cubeta de vidro siliconizada. Apds esta etapa a reagéo
foi iniciada pela adicado de ADP 0,4 mM. Foram realizados seis ensaios com
concentragdes diferentes de ADP (36 pM, 25 uM, 13 uM, 6,5 pM, 2,7 pM e 1,3 uM)
para cada animal. A extensdo maxima do aumento da transmitancia da luz foi
determinada para quantificar a agregacao plaquetaria. Apés a realizagdo das curvas
de agregacao plaquetaria foi calculada a concentragdo necessaria de ADP para

promover 50% de agregagéao plaquetaria (ECsp).

4.8 Tempo de coagulagdao sanguinea

A mensuragdo do tempo de coagulagédo foi realizada no plasma pobre em
plaguetas através dos testes de Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa),
que avalia alteragbes da via intrinseca da coagulagéo e Tempo de Protrombina (TP)
que avalia a via extrinseca da coagulacdo. Para a determinacdo do tempo de
coagulagao foi utilizado um coaguldmetro Amelung KC4 e os ensaios realizados em

quadriplicata.

4.8.1 Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa)

O método baseia-se na determinagdo do tempo de coagulagdo de uma
aliquota de plasma (PPP) a 37°C apds recalcificagdo em presenga de um substituto
plaquetario e de um ativador.

50 pyL de PPP foram pré-aquecidos a 37°C por 1 minuto e depois incubados

com 50 pL de cefalina (biolab-Mérieux S/A) por 2 minutos. ApoOs esta etapa foram
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adicionados 100 uL de CaCl,; 25 mM (biolab-Mérieux S/A) determinando-se, a partir

de entdo, o tempo de coagulagao.

4.8.2 Tempo de Protrombina (TP)

Este é um método global que explora o sistema extrinseco da coagulagéo, em
que utiliza-se plasma (PPP), a 37°C, em presenca de um excesso de tromboplastina
tissular e de calcio.

50 pL de PPP foram pré-aquecidos a 37°C por 2 minutos e acrescidos de 100
ML de tromboplastina calcica (biolab-Mérieux S/A). O tempo foi cronometrado até a

formagao do coagulo.

4.9 Quantificagao dos acidos graxos nos lipidios totais das plaquetas e da

ragao

As plaquetas foram obtidas a partir da centrifugagcdo do plasma rico em
plaquetas a 1000 rpm por 10 minutos. As plaquetas resultantes no precipitado foram
ressuspendidas em 5 mL de solugdo de oxalato de aménia 1% durante 10 minutos
para que ocoresse a lise de hemacias remanescentes e centrifugadas por 3000 rpm
por 10 minutos para obtengdo de um novo precipitado de plaquetas. As plaquetas
foram novamente ressuspendidas em solugdo tampao fosfato (PBS) com &acido
ascorbico 5 mM, pH 7,4. Este procedimento foi realizado por trés vezes. Ao final das
lavagens, as plaquetas foram ressuspendidas em 200 uL de PBS e estocadas a —

70°C até o momento da metilagdo das amostras.
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A extracao, saponificacdo e metilagdo dos acidos graxos da ragao e das
plaquetas foram realizadas, em duplicata, partindo de uma aliquota de 0,2 g ou 0,2
mL da amostra (ragdo ou plaquetas, respectivamente) de acordo com o método
descrito por Lepage e Roy (1986). Os ésteres metilicos foram quantificados por
cromatografia gas-liquido, utilizando-se um cromatografo Perkin Elmer autosystem
XL equipado com detector de chama ionizavel e um software Turbochrom. Os acidos
graxos foram separados com coluna capilar SP-2560 (Supelco Inc, Bellefonte, PA)
com 100 m x 0,25 mm x 0,20 um. O hidrogénio foi utilizado como gas de arraste. As
temperaturas de inje¢cdo e detecgao foram respectivamente, 260°C e 280°C. A
temperatura da corrida foi programada para iniciar a 135°C durante 5 minutos com
subida de 2°C/minuto até 195°C. A partir dai, com subida de 4°C até alcancar
240°C, permanecendo por 2,5 minutos. O tempo total da corrida somou 45 minutos.
A presséo do gas de arraste foi de 32 Psi. A razdo de split foi de 1:70. Os ésteres
foram identificados por comparacdo com seu tempo de retencdo com padrbes
conhecidos (Sigma, Supelco e Nuchek). Os resultados foram expressos como

percentual de acidos graxos totais.

4.10 Trombose venosa

A trombose venosa foi avaliada através do modelo descrito por Vogel et al
(1989), usando-se tromboplastina de cérebro de coelho (biolab-Mérieux S/A) como
agente trombogénico. Os animais foram anestesiados com administracdo
intramuscular de Ketamina (100 mg/kg PC) e Xilazina (16 mg/kg PC). Ja
anestesiados, os animais foram colocados em decubito dorsal, prendendo-se as

patas e cabega. O abddébmen foi aberto cirurgicamente e a sua parede anterolateral
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foi afastada com pincas hemostaticas para a localizagdo da veia cava inferior,
préximo as veias renais. Procedeu-se entdo, a dissec¢ao da veia cava até a regiao
de confluéncia das veias iliacas comuns, isolando-a do conjuntivo adjacente e da
aorta abdominal. Foram colocados fios de algoddao com nds frouxos (para que néo
houvesse obstrugcdo do fluxo sanguineo) na veia renal esquerda, na extremidade
cranial da veia cava imediatamente abaixo da veia renal direita e na extremidade
caudal, respeitando-se a distancia de 1 cm entre estas duas extremidades. O
estimulo trombdético foi induzido administrando-se na veia cava 0,5 mL de uma
solugédo de tromboplastina (3 mg/kg PC) juntamente com a oclusédo das ligaduras.
Apds 20 min, os animais foram sacrificados e o segmento de 1 cm foi retirado do
animal. O trombo retirado do segmento foi lavado em solucédo salina, seco a 60°C
por 1 hora e seu peso aferido em balanga analitica. A capacidade de induzir e/ou

prevenir a formacao de trombo apresenta relacido direta com o peso deste.

4.11 Analise estatistica

Foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) fator dois, para a determinacgao
dos niveis de significancia entre os grupos nas duas idades estudadas e para a
comparagao entre os valores médios dos resultados obtidos entre os grupos foi
aplicado o pds-teste de BONFERRONI, adotando-se p<0,05 como nivel minimo de
significancia. A analise estatistica foi feita através do programa GraphPad Prism
versao 4.0 (GraphPad software, USA) Os resultados foram expressos como média +

erro padrao da média.
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5 RESULTADOS

5.1 Consumo alimentar e massa corporal

A avaliacdo do consumo alimentar expresso em gramas de ragéo/100 g de
massa corporal dos grupos estudados assim como a massa corporal dos animais

expressa em gramas, estdo representados nas figuras 8 e 9.

Imediatamente apés o desmame e, apos 21 dias, observou-se um menor
consumo de dieta nos grupos GVPH e GC, quando comparado ao dos demais
grupos estudados. Os animais alimentados com gordura vegetal hidrogenada
(GVPH) permaneceram revelando tendéncia ao menor consumo de ragcdo em
relacdo aos demais grupos. Entretanto, entre o 105 e 180 dias de vida, ndo houve

diferenca significativa entre os grupos.

A Figura 9 revela que ndo ha diferenga significativa entre a massa corporal
dos animais dos cinco grupos estudados desde o nascimento até a 3% semana de
vida. Entretanto, aos 45 dias, os animais que receberam dieta com 6leo de palma e
gordura vegetal hidrogenada apresentaram maior ganho de massa corporal
comparado aos animais pertencentes aos demais grupos. Considerado o periodo
restante estudado (dias 90, 133 e 180), os animais do grupo GC apresentaram

massa corporal inferior a dos grupos GPA, GVPH e GPX.
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Figura 8 — Consumo alimentar (g de racao/100g massa corporal) de filhotes
machos alimentados com diferentes fontes lipidicas apos a lactagao até o 180°
dia. Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (n=8). NS: n&o
significativo. Letras diferentes representam valores significativamente diferentes
(p<0,05). GS (grupo soja), GPA (grupo palma), GVPH (grupo gordura vegetal
parcialmente hidrogenada), GC (grupo canola), GPX (grupo peixe).
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Figura 9 — Evolugdo ponderal dos filhotes machos desde o nascimento até o
180° dia de vida pods-natal. Os valores estdo expressos como média + erro padrao
da média (n=8). NS: nao significativo. Letras diferentes representam valores
significativamente diferentes (p<0,05). GS (grupo soja), GPA (grupo palma), GVPH
(grupo gordura vegetal parcialmente hidrogenada), GC (grupo canola), GPX (grupo
peixe).
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5.2 — Composicgao percentual de acidos graxos das dietas experimentais

Os resultados apresentados na Tabela 2 correspondem aos valores
percentuais médios de acidos graxos das dietas confeccionadas com diferentes

fontes lipidicas.

Em relagdo aos acidos graxos saturados (AGS), os valores percentuais de
acidos graxos C16:0, C18:0 e o somatdrio dos AGS foram maiores nas dietas
confeccionadas com 6leo de palma e gordura vegetal hidrogenada em relacéo as
demais dietas. Conforme esperado, o valor percentual do AG palmitico (C16:0)
apresentou-se mais elevado na dieta contendo éleo de palma, assim como detectou-
se a presenga de isdbmeros trans apenas nas dietas contendo gordura vegetal
hidrogenada, visto que através do processo industrial de obtencédo deste tipo de
gordura, ha a formacgéao de acidos graxos com isomeria trans. Os valores percentuais
do AG oléico (C18:1 n-9) e o do AG linoléico (C18:2 n-6) apresentaram-se elevados
nas dietas confeccionadas com 6leo de canola e soja, respectivamente. Os AGPI de
cadeia longa, EPA e DHA foram encontrados somente na dieta a base de 6leo de
peixe, sendo também importante ressaltar a presenca de significativa quantidade de
acido linoléico encontrada nessa dieta, resultante da adigdo de 6éleo de milho, que

apresenta um elevado percentual desse acido graxo em sua composigao.
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Tabela 2 - Composicao percentual média de acidos graxos das dietas experimentais

Dietas (% do total de acidos graxos)

Acidos Graxos GS GPA GVPH GC GPX
Total AGS 19,64 43,25 36,58 11,86 14,44
C14:.0 1,34 0,84 0,07 0,98 1,44
C16:0 14,45 39,00 10,24 8,07 6,90
C18:0 3,71 3,41 12,15 2,63 3,07
Trans AGM n.d n.d 14,12 n.d n.d
C18:1 trans n-9 / n-7 n.d - 14,12 n.d n.d
isdbmeros
Total AGM 19,92 33,50 25,08 57,90 12,96
C18:1 n-9 19,03 33,00 19,92 57,07 9,51
C18:1 e outros cis-isomerds 2 n.d 0,41 4,82 n.d 0,38
C20:1 0,52 0,09 0,32 0,39 1,70
C24:1 n.d n.d 0,02 n.d 0,60
Trans AGPI n.d n.d 0,69 n.d n.d
C18:2 (n-6)tc b n.d n.d 0,17 n.d n.d
C18:2 (n-6)ct® n.d n.d 0,40 n.d n.d
C18:2 (n-6)tt° n.d n.d 0,12 n.d n.d
Total AGPI 60,15 22,95 23,36 30,17 72,48
C18:2 (n-6) 55,87 21,18 20,75 23,73 10,85
C18:3 (n-3) 3,59 1,77 2,61 4,93 1,13
C20:5 (n-3) EPA n.d n.d n.d n.d 35,04
C22:6 (n-3) DHA n.d n.d n.d n.d 17,24

Total trans n.d n.d 14,81 n.d n.d

a

0 somatério inclui acidos graxos que nao estdo referidos na tabela. n.d — ndo detectado. © inclui
todos os isbmeros cis de posi¢cado do 18:1 exceto o 18:1 (n-9); ® ¢, cis dupla ligacao t, trans dupla
ligagdo. AGS - acidos graxos saturados, AGM - &cidos graxos monoinsaturados; AGPI - acidos
graxos pollinsaturados. EPA — &cido eicosapentaendico, DHA — acido docosahexaendico. GS (grupo
soja), GPA (grupo palma), GVPH (grupo gordura vegetal parcialmente hidrogenada), GC (grupo
canola), GPX (grupo peixe).
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5.3 — Composicao percentual de acidos graxos dos lipideos totais das

plaquetas.

As Tabelas 3 e 4 apresentam os valores percentuais de acidos graxos dos
lipideos totais das plaquetas dos filhotes machos com diferentes fontes lipidicas aos
45 e 180 dias, respectivamente.

Aos 45 dias (Tabela 3), o grupo GC apresentou o maior percentual de acidos
graxos saturados em relagdo aos grupos GS e GVPH. O GPA também apresentou
percentuais significativamente maiores de AGS comparados aos valores
correspondentes do GS e GVPH. Dentre os AGS detectados, aquele que se
apresentou em maior propor¢cdo nos lipideos totais das plaquetas de todos os
grupos estudados foi o0 acido graxo palmitico (C16:0). O teor total dos acidos graxos
monoinsaturados (total AGM) foi significativamente maior no GC, representado pelo
elevado conteudo do acido graxo oléico (C18:1 n-9). O GPA também mostrou
conteudo elevado de acido graxo oléico. Considerada a soma dos acidos graxos
poliinsaturados (total AGPI), foi detectado valor percentual reduzido no GC em
relacdo aos valores correspondentes aos demais grupos. O GC também apresentou
percentual de acido graxo linoléico (C16:2 n-6) similar ao do grupo GS e,
significativamente maior, quando comparado aos valores correspondentes aos
grupos GPA, GVPH e GPX. O conteudo de AA mostrou-se mais elevado no GVPH e
mais reduzido no GPX, entre todos os grupos estudados. O GPX incorporou
significativamente mais EPA nos lipideos totais das plaquetas do que os demais
grupos. Menor razao AA/EPA foi verificada para o GPX. Como esperado, os acidos

graxos trans foram detectados somente nas plaquetas do grupo GVPH.
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Na Tabela 4 encontram-se os valores percentuais de acidos graxos das
plaquetas dos animais aos 180 dias. O GC apresentou proporcdao de AGS total
significativamente maior comparada as correspondentes dos grupos GPA e GVPH,
sendo o C16:0 também o que foi detectado em maior proporcdo. Os maiores valores
percentuais de AGM totais foram encontrados nos grupos GPA e CG, enquanto que
o menor percentual foi observado no GS. Assim como observado aos 45 dias, o GC
apresentou o maior percentual de acido graxo oléico (C18:1 n-9) e o menor
percentual de AGPI totais. Nao foi observada diferencga significativa entre os valores
de acido graxo linoléico (C18:2 n-6) detectados nas plaquetas de todos os animais,
enquanto que o acido graxo linolénico (C18:3 n-3) so foi detectado nas plaquetas do
grupo GPX. Este grupo, além disso, apresentou percentual significativamente menor
de AA e maior de EPA em relagédo aos demais grupos. O GC apresentou valor de AA
significativamente menor do que os grupos GS, GPA e GVPH. Também foi verificada
menor razdo AA/EPA para o grupo GPX, seguido do GPA, assim como &acidos
graxos frans, também foram detectados somente nas plaquetas do grupo GVPH.

Aos 180 dias, os grupos GPA, GC e GPX mostraram reducao significativa nos
valores percentuais do total de AGS, comparados aos valores correspondentes aos
45 dias de vida. Para o GPX também verificou-se redugéo redug¢ao da quantidade de
acido graxo palmitico (C16:0) entre os dois periodos. No GPA ocorreu aumento no
conteudo total de AGM, enquanto que nos gruops GS e GPA os aumentos
verificados foram relativos ao conteudo total de AGPI. Os grupos GS, GPA e GC
mostraram aumento nos teores de AA. Maior razdo AA/EPA foi verificada nos gruos
GS, GVPH e GC. O percentual de acidos graxos frans, no grupo GVPH, também

elevou-se significativamente entre os periodos estudados (Tabela 4).
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Tabela 3 - Valores percentuais de acidos graxos dos lipideos totais das plaquetas de

filhotes machos alimentados com diferentes fontes lipidicas aos 45 dias

Acidos Graxos

GS GPA GVPH GC GPX
(%)

Total AGS * 58,5+1,5 2 62,84¢1,5° 57,7+1,1* 62,3+1,3° 59,5+1,7
C16:0 36,4+1,1%  39,6+0,04* 37,3+1,4% 412+16° 38,9+0,6°
C18:0 21,1+1,5° 20,3+1,6°  154+0,5° 18,2+0,9% 17,2+0,6°
Trans AGM n.d n.d 1,620,2 n.d n.d
Total cis AGM * 7,7+0,3 2 7,0+0,6 ° 8,240,2°  11,740,5°  7,2+0,3°
C18:1 n-9 4,741,2° 6,0+1,0 ® 4,140,2 ® 8,8+0,5°  4,640,2°
Total AGPI * 34,2+0,6 ** 30,8+1,6*  36,2+1,7° 26,3+1,1° 33,9+1,3°
C18:2 (n-6) 7,7+0,5° 42+0,2° 3,640,2° 6,8+0,5 ® 4,2+0,2°
C18:3 (n-3) n.d n.d n.d n.d n.d
C20:4 (n-6) 22,9+16° 19,5¢1,5%  28,7+1,1° 16,640,9° 9,9+0,4¢
C20:5 (n-3) 1,7+0,1°2 2,240,3° 2,840,2 2 1,4+0,3%  15,1+0,5°
C22:6 (n-3) (DHA) 1,30,6 1,7+0,6 1,140,2 1,640,5 1,6+0,1
AA/EPA 13,5+0,5 2 8,9+0,7*  10,3+0,5%® 11,9409%® 6,2+04°
Total trans n.d n.d 1,6+0,2 n.d n.d

Os valores estdo expressos como média + erro padrdao da média (n= 4 a 7). Letras diferentes

representam valores significativamente diferentes (p<0,05) para valores da mesma linha.

# o somatorio inclui acidos graxos que nao estido referidos na tabela. n.d - ndo detectado. AGS -
acidos graxos saturados; AGM - &cidos graxos monoinsaturados; AGPI - acidos graxos
pollinsaturados; AA — acido araquidonico EPA - acido eicosapentaenoico; DHA - acido
docosahexaenoico. GS (grupo soja), GPA (grupo palma), GVPH (grupo gordura vegetal parcialmente
hidrogenada), GC (grupo canola), GPX (grupo peixe).
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Tabela 4 - Valores percentuais de acidos graxos dos lipideos totais das plaquetas de

filhotes machos alimentados com diferentes fontes lipidicas aos 180 dias

Acidos Graxos

GS GPA GVPH GC GPX
(%)

Total AGS * 55,8+1,0®® 54,3+1,1*  54,8+25% 58,6+1,4" 551+0,1 **
C16:0 36,9+1,2%°  33,740,6° 36,2+1,5%  38,7+2,1% 33,8+0,04 ***
C18:0 16,440,7 > 16,940,2%*  13,24#25°  17,140,5% 16,4+0,03 *®
Trans AGM n.d n.d 5,1£0,5* n.d n.d
Total cis AGM * 47+1,2®  10,9+0,4"  9,0+0,7° 12,3+0,6 ° 7,6+0,1 ¢
C18:1 n-9 3,240,2° 4,4+0,2 ° 4,6+0,8 ° 6,6+0,8°  3,7+0,01°
Total AGPI * 39,0+1,6 * 34,2+1,2" 357+21°°  28,7+1,3° 37,3:0,6
C18:2 (n-6) 5,3+0,2 3,30,3 4,140,9 5,1+0,7 4,1+0,07
C18:3 (n-3) n.d n.d n.d n.d 0,7+0,1
C20:4 (n-6) (AA) 28,5+0,7 ** 262+0,4 ®*  246+1,4° 20,711  11,2+0,3¢
C20:5 (n-3) (EPA) 1,640,1 2 2,940,3 ° 1,6+0,5 ® 1,0£0,2%  16,3+0,07°
C22:6 (n-3) (DHA) 1,140,5 0,6+0,1 2,3+0,3 1,5+0,6 3,1+0,03
AA/EPA 17,840,8 °*  9,0£0,7°  154+06* 20,7410  3,6+0,2°
Total trans n.d n.d 5,1+0,5 * n.d n.d

Os valores estdo expressos como média + erro padrdao da média (n= 3 a 4). Letras diferentes
representam valores significativamente diferentes (p<0,05) para valores da mesma linha. * p<0,05 vs
45 dias.

# o somatorio inclui acidos graxos que nao estido referidos na tabela. n.d - ndo detectado. AGS -
acidos graxos saturados; AGM - &acidos graxos monoinsaturados; AGPI - acidos graxos
pollinsaturados; AA — acido araquidonico EPA - acido eicosapentaenoico; DHA - acido
docosahexaenoico. GS (grupo soja), GPA (grupo palma), GVPH (grupo gordura vegetal parcialmente
hidrogenada), GC (grupo canola), GPX (grupo peixe).

5.4 — Perfil lipidico sanguineo

A Tabela 5 apresenta os valores relativos as concentragdes circulantes de
colesterol total e HDL-c dos filhotes machos alimentados com diferentes fontes

lipidicas desde a lactacéo, aos 45 e 180 dias de vida.
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Aos 45 dias os animais do grupo GVPH e GC apresentaram concentragdes
de colesterol sérico mais elevadas quando comparadas aos valores respectivos aos
animais dos grupos GS e GPA. Os animais do GPX apresentaram concentragao
reduzida em relacdo aos valores respectivos em relagdo aos demais grupos
estudados. Na fase de envelhecimento (180 dias de vida), os grupos GS e GPA
apresentaram valores de colesterol total mais elevados em relacao as concentragdes
relativas dos grupos GC e GPX. Os animais do GPX foram os que demonstraram a

menor concentracao sérica de colesterol total nas duas idades estudadas.

A analise dos resultados relativos as concentracdes séricas de HDL-c aos 45
dias de vida, revela que os animais do GVPH e do GPX apresentaram valores
significativamente menores quando comparados aos valores respectivos dos demais
grupos. Entretanto, aos 180 dias, os animais do GC apresentaram maiores
concentragdes de HDL-colesterol em relagdo aos respectivos teores de GPA, GVPH

e GPX, embora tenha sido similar a concentragao verificada para o grupo GS.

A comparagao dos valores séricos de colesterol total e HDL-c, obtidos nas
duas fases do desenvolvimento estudadas, revela que aos 180 dias, os animais
alimentados com 6leo de soja (GS) e 6leo de palma (GPA) apresentaram aumento
significativo na concentragcdo de colesterol total quando comparados aos valores
relativos aos 45 dias de vida. Considerada a concentragdo de HDL-c, o grupo que
recebeu dieta a base de gordura vegetal hidrogenada (GVPH) também apresentou
aumento significativo na concentragao sérica desta lipoproteina aos 180 dias de

vida.
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Tabela 5 - Concentragdes de colesterol total e HDL-colesterol dos filhotes machos

alimentados com diferentes fontes lipidicas aos 45 e 180 dias de vida

GS GPA GVPH GC GPX

Colesterol total (mg/dL)
62,74+2,32% 57,40+1,54° 70,68+1,63° 69,22+1,10° 50,52+2,18°
(8) (8) (8) (8) (8)
78,83+4,67% 76,55+3,53% 71,80+1,94%° 6536+3,83° 52,05+4,50°
(12) (11) (10) (8) (8)

45 dias

180 dias

HDL - colesterol (mg/dL)
3749+326% 4489+518°2 2362+197° 38,97+355° 28,78+285°"°
(6) (6) (6) (6) (6)
~ 42,90+2,07% 37,33+3,64% 36,97 +2,29° 48,70+1,51° 30,55+2,31°
180 dias
(10) (6) (6) (6) (10)

45 dias

Os valores estao expressos como meédia + erro padrdo da média. ( ) numero de animais. Letras
diferentes representam valores significativamente diferentes (p<0,05) para valores da mesma linha. *
p<0,05 vs 45 dias. GS (grupo soja), GPA (grupo palma), GVPH (grupo gordura vegetal parcialmente
hidrogenada), GC (grupo canola), GPX (grupo peixe).

5.5 — Tempo de coagulagao sanguinea

A Figura 10 A e B apresenta os resultados de tempo de tromboplastina parcial
ativada (TTPa) e tempo de protrombina (TP) dos filhotes machos alimentados com

as diferentes fontes lipidicas, estudados aos 45 e 180 dias de vida.

Aos 45 dias, observa-se que nao houve diferengca no TTPa dos grupos
investigados. De outro modo, os TP relativos aos GS, GPA e GVPH revelaram-se
significativamente mais longo quando comparados aos valores respectivos dos

grupos GC e GPX.
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Entretanto, aos 180 dias, os animais dos grupos GPA e GC apresentaram
TTPa mais longo do que o TTPa dos grupos GS e GVPH. Considerado o TP, o

grupo GC revelou tempo mais longo ao do grupo GVPH.

A Figura 11 A e B apresenta os resultados relativos aos diferentes testes para
a mensuragdo do tempo de coagulagdo, nas duas fases investigadas (45 e 180
dias), respectivos aos filhotes machos pertencentes aos grupos experimentais
estudados. Os animais alimentados com dieta a base de 6leo de palma (GPA)
apresentaram, aos 180 dias de vida, apresentaram TTPa mais prolongado do que
aos 45 dias, indicando um aumento do tempo de coagulagao (Figura 1 A). O TP dos
grupos GC e GPX também apresentou-se mais prolongado aos 180 dias, enquanto
que o TP do grupo GPA encurtou significativamente em relagéo ao TP verificado aos

45 dias (Figura B).
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Figura 10 — Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPa) (A) e Tempo de
Protrombina (TP) (B) de filhotes machos alimentados com diferentes fontes
lipidicas aos 45 e 180 dias de vida. Os valores estao expressos como média + erro
padrdo da média. ( ) numero de animais. NS: ndo significativo. Letras diferentes
representam valores significativamente diferentes (p<0,05). GS (grupo soja), GPA
(grupo palma), GVPH (grupo gordura vegetal parcialmente hidrogenada), GC (grupo
canola), GPX (grupo peixe).
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Figura 11 — Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPa) (A) e Tempo de
Protrombina (TP) (B) de filhotes machos alimentados com diferentes fontes
lipidicas aos 45 e 180 dias de vida. Os valores estao expressos como média + erro
padrdao da média. ( ) numero de animais. * representa diferenca significativa em
relacdo aos 45 dias (p<0,05). GS (grupo soja), GPA (grupo palma), GVPH (grupo
gordura vegetal parcialmente hidrogenada), GC (grupo canola), GPX (grupo peixe).
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5.6 — Agregacao plaquetaria

A partir das curvas de agregacao plaquetaria (Figura 12 A e C) obtidas
através da administragcdo de diferentes concentragdes do indutor de agregacéo,
adenosina difosfato (ADP) ao plasma rico em plaquetas (PRP) obtido dos animais
aos 45 e 180 dias, foi calculada a concentragcao de ADP necessaria para promover
50% de agregacédo maxima (ECsp) para todos os grupos estudados (Figura 12 B e

D).

Aos 45 dias, o grupo que recebeu dieta com 6leo de peixe apresentou valor
de ECsp menor do que os valores correspondentes aos grupos GPA e GVPH,
indicando que os animais do GPX apresentaram maior sensibilidade ao agonista
administrado (ADP) (Figura 12 B). No 180°, o GVPH apresentou valor de ECsg
menor do que o valor do GS, revelando que os animais alimentados com gordura
vegetal hidrogenada, nesta fase, foram os que apresentaram maior sensibilidade ao
indutor de agregacao administrado, quando comparados aqueles alimentados com

dietas a base de 6leo de soja (Figura 12 D).

A Figura 13 apresenta os dados de concentragdo de ADP necessaria para
promover 50% de agregacéo plaquetaria (ECsp), obtidos dos grupos submetidos a
ingestao de dietas de diferentes bases lipidicas, estudados aos 45 e 180 dias de
vida. Ocorreu aumento da sensibilidade ao agonista, verificada através da
diminuicdo do valor de ECsyp nos animais com 180 dias do GVPH. Tendéncia
semelhante pode ser observada nos animais de mesma idade do grupo GPA (p =

0,08).
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Figura 12 - Curva de Agregacao Plaquetaria e ECs, de filhotes machos
alimentados com diferentes fontes lipidicas aos 45 (A e B) e 180 dias (C e D).
Os valores estao expressos como média + erro padrdo da média. ( ) numero de
animais. Letras diferentes representam valores significativamente diferentes
(p<0,05). GS (grupo soja), GPA (grupo palma), GVPH (grupo gordura vegetal
parcialmente hidrogenada), GC (grupo canola), GPX (grupo peixe).
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Figura 13 — ECso Agregacao Plaquetaria de filhotes machos alimentados com
diferentes fontes lipidicas aos 45 e 180 dias. Os valores estdo expressos como
média + erro padrdo da média. ( ) numero de animais. * representa diferenca
significativa em relagdo aos 45 dias (p<0,05). GS (grupo soja), GPA (grupo palma),
GVPH (grupo gordura vegetal parcialmente hidrogenada), GC (grupo canola), GPX
(grupo peixe).

5.7 — Trombose venosa

A Figura 14 mostra que, na fase jovem (45 dias), ndo ha diferenga significativa na
formagao de trombos entre os animais que consumiram diferentes fontes lipidicas.
Entretanto, na fase de envelhecimento (180 dias), o grupo que recebeu dieta com
Oleo de canola apresentou peso de trombo cerca de 2 vezes maior que o valor

obtido para o GS e GPX.

Ao comparar os dados relativos as duas idades investigadas (Figura 15),
observa-se que aos 180 dias, o grupo GC demonstrou a formagao e trombos 1,5
vezes mais pesados quando comparado ao valor obtido aos 45 dias. Para os demais

grupos nao foi observada significancia estatistica entre as diferengas encontradas.
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Figura 14 — Peso do Trombo Venoso de filhotes machos alimentados com
diferentes fontes lipidicas aos 45 e 180 dias. Os valores estdo expressos como
média + erro padrdo da média. Letras diferentes representam valores
significativamente diferentes (p<0,05). ( ) numero de animais. NS: nao significativo.
GS (grupo soja), GPA (grupo palma), GVPH (grupo gordura vegetal parcialmente
hidrogenada), GC (grupo canola), GPX (grupo peixe).
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Figura 15 — Peso do Trombo Venoso de filhotes machos alimentados com
diferentes fontes lipidicas aos 45 e 180 dias. Os valores estdo expressos como
média + erro padrdo da média. ( ) numero de animais. * representa diferencga
significativa em relagao aos 45 dias (p<0,05). GS (grupo soja), GPA (grupo palma),
GVPH (grupo gordura vegetal parcialmente hidrogenada), GC (grupo canola), GPX
(grupo peixe).
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6 DISCUSSAO

Nos ultimos anos, tem sido crescente o interesse sobre os possiveis efeitos
dos acidos graxos dietéticos sobre os disturbios da hemostasia, especialmente
porque que estas alteragdes constituem um fator de risco aterogénico independente.
Ainda que a constituicdo da dieta, ingerida durante a maturidade, tenha sido
identificada como um fator critico, poucos estudos tém investigado o impacto da
ingestdo dos diferentes acidos graxos dietéticos, durante a infancia, sobre a saude
do individuo nas fases mais tardias da vida. Ha referéncia de que a nutricdo na
infancia influencia o metabolismo, crescimento e desenvolvimento neural, podendo
programar o aparecimento de doengas na maturidade, tais como a obesidade,
aterosclerose, hipertensdo, diabetes tipo Il e doencas cardiovasculares e
tromboembdlica (Das, 2003). Buscando aprofundar o conhecimento dessas
relagbes, neste trabalho nos propusemos a estudar o efeito dos acidos graxos
dietéticos poliinsaturados da série n-6, n-3, monoinsaturados, saturados e trans,
oferecidos desde o periodo da lactagdo, na predisposi¢cdo de ratos machos jovens
(45 dias de vida pos-natal) e em fase de envelhecimento (180 dias de vida pds-natal)
a trombose e/ou disturbios da hemostasia.

Em nossas dietas experimentais, os percentuais de acidos graxos
poliinsaturados da série n-6, n-3, monoinsaturados, saturados e frans variaram de
acordo com o percentual da fonte lipidica especifica adicionada a dieta,
normolipidica, a base de caseina. Conforme esperado, na dieta com gordura
hidrogenada, observamos a presenga dos acidos graxos trans, sendo o acido graxo
elaidico (C18:1 n-9t), o que apresentou-se em maior propor¢cdo. Na dieta com 6leo

de palma, os acidos graxos mais abundantes s&o os acidos graxos saturados, sendo
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0 acido graxo palmitico (C16:0), o detectado em maior quantidade. Nas dietas com
Oleo de soja (ricas em acidos graxos polinsaturados), os acidos graxos essenciais
estdo em maior quantidade e o principal representante é o acido linoléico (C18:2 n-
6). O acido graxo oléico (C18:1 n-9) encontra-se em maior concentragao na dieta a
base de 6leo de canola, justificando o alto valor percentual de AGM nessa dieta.
Cabe ressaltar a presenga do acido eicosapentandico (C20:5 n-3) e do
docosahexaendico (C22:6 n-3) nas dietas com 6leo de peixe e a auséncia desses
acidos graxos nas demais dietas utilizadas no presente estudo.

A analise dos efeitos dessas fontes lipidicas sobre o consumo alimentar dos
animais, na idade jovem, revela que, dietas normolipidicas, ricas em acido graxo
monoinsaturado oléico ou isémeros trans, promoveram menor ingestao alimentar.
De outro modo, as dietas a base de acidos graxos poliinsaturados (GS e GPX) e
acido graxo saturado palmitico (C16:0) induziram um maior consumo alimentar nos
animais. Apesar do poder de saciedade, imediato, do lipideo dietético ser
comparativamente fraco, em relagdo ao de carboidratos, € provavel que o tipo de
lipidio consumido possa modificar o padrao de ingestdo durante a alimentagado. De
acordo com Leonhardt e Langhans (2004), as propriedades fisico-quimicas dos
lipideos sao responsaveis pela sua eficacia em promover a saciedade, de modo que
a oxidagao posprandial dos acidos graxos ingeridos pode desempenhar papel
importante no controle da ingestao alimentar. Esses autores mostraram que, em
condi¢cdes de baixa oxidacdo, como ocorre com o consumo de dietas ricas em
gorduras saturadas, verifica-se maior consumo alimentar. Apesar das evidéncias,
sao controversos os resultados dos estudos que mostram uma associagao entre o
controle da ingestado alimentar e o tipo de lipideo ingerido. Portillo et al (2001)

demonstraram que animais alimentados com 6leo de palma apresentaram maior
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ingestao alimentar comparados aqueles alimentados com azeite de oliva e dleo de
girassol. No entanto, Colandre et al (2003) ndo observaram diferenga significante no
consumo de dieta com diferentes fontes lipidicas. Tem sido sugerido que
dependendo do tipo de lipidios na dieta, estes podem conduzir a hiperfagia, devido
as suas propriedades organolépticas, tais como, elevada palatabilidade e textura
caracteristica (Pereira et al, 2003).

Considerando a evolugdo da massa corporal dos animais, verificamos que
aqueles incluidos no grupo que ingeriu dieta contendo gordura vegetal hidrogenada,
apesar do menor consumo de ragdo, apresentaram tendéncia ao maior ganho de
massa corporal, semelhante aos animais alimentados com 6leo de palma. Uma
possibilidade que justifica 0 aumento da massa corporal, decorrente do tipo de acido
graxo dietético ingerido, € a sua eficiéncia metabdlica. Segundo Jones (1989), a
composi¢ao dos acidos graxos da gordura da dieta € o que determina o quanto sera
utilizado para producgédo de energia e o quanto sera armazenado no tecido adiposo.
Refere-se adicionalmente que, o diferente ganho de peso, promovido por dietas a
base de lipideos de distintas fontes alimentares, pode ser justificado dada as
diferentes taxas de oxidagao dos acidos graxos. Jones et al (1985) demonstraram
que o acido graxo estearico (C18:0) sofre menos oxidagdo, sendo portanto mais
armazenado, proporcionando acumulo de lipideos no tecido adiposo e maior ganho
de peso, sugerindo que constitui acido graxo mais passivel de promover a
obesidade. De outro modo, os acidos graxos insaturados sao oxidados mais
rapidamente do que os acidos graxos saturados (Delany et al, 2000). Ainda em
relacdo aos AGS, Leyton et al (1987) demonstraram que a oxidagdo diminui
conforme aumenta o numero de carbonos da cadeia. Considerados os AGPI, ha

referéncia de que o acido linolénico (C18:3 n-3) apresenta maior taxa de oxidagao
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do que o acido oléico (C18:1 n-9) e, ambos, apresentam taxa de oxidagdo maior do
que a do acido linoléico (C18:2 n-6). Estudos em humanos também demonstraram
que o acido oléico é oxidado mais rapidamente do que o acido palmitico (Watkins et
al, 1982; Jones et al, 1985). Entretanto, alguns estudos sugerem que a diferenga no
ganho de peso, promovida pelo lipideo dietético, reflete diferencas relacionadas as
variagbes na eficiéncia de absorgdo deste macronutriente. Portillo et al (2001),
comparando a eficiéncia alimentar de diversas gorduras dietéticas, observaram que
0s animais alimentados com gordura saturada de origem animal (rica em &acido
estearico — C18:0), apresentaram absorgao reduzida de lipideo, frente aqueles que
receberam dietas a base de azeite de oliva, 6leo de girassol ou 6leo de palma. O
déficit energético resultante justifica o menor ganho de peso observado naqueles
animais. Jones et al (1985) encontraram evidéncias, em humanos, que mostram a
ocorréncia de oxidagao preferencial do acido graxo oléico em relagao ao linoléico.
Justificativa provavel para esta relativa elevada taxa de oxidagdo, reside no
reconhecimento de que o AG oléico é preferencialmente incorporado aos TG, os
quais constituem fonte de energia.

Nossos achados, indicativos de maior ganho de peso entre os animais que
consumiram 6leo de palma (rico em acido palmitico) e menor ganho, entre aqueles
alimentados com 6leo de canola (rico em acido oléico), permitem-nos sugerir que, a
qualidade lipidica da dieta, independentemente da quantidade oferecida deste
macronutriente, desde periodos iniciais do desenvolvimento organico, pode
contribuir para um maior ganho de peso corporal, em etapas posteriores da vida.

A hiperatividade das plaquetas e sua adeséo e agregacao no local da injuria
aterosclerética sdo processos criticamente importantes na formagdo de trombos

oclusivos e na patogénese de doengas cardiovasculares (Kris-Etherton et al, 2001).
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A agregacao plaquetaria decorre, dentre outros mecanismos, da liberagdo do acido
araquidénico da membrana fosfolipidica das plaquetas, processo ativado pela
enzima fosfolipase A, Subsequentemente, a enzima cicloxigenase (COX-1) converte
o acido araquidénico em endoperodxidos ciclicos. Esses sdo entdo convertidos, pela
enzima tromboxana sintetase, em tromboxano A, (TXAz), que funciona como um
potente agonista indutor da agregacéao (Bernardi e Moreira, 2004).

A manipulagao lipidica das dietas, por outro lado, tem efeito direto na
composicao dos lipideos celulares, o que afeta a disponibilidade e o tipo de
precursores de eicosandides. Em 1980, o estudo de Hirai e colaboradores mostrou
que o consumo de oOleo de peixes marinhos ou de EPA, altera a distribuicado dos
lipidios plasmaticos e a composicao lipidica de muitas células, incluindo a de
plaquetas. Este tipo de dieta acarreta aumento no tempo de coagulagao e reducéao
na reatividade das plaquetas em humanos (Moncada e Vane, 1985). A producao de
eicosandides derivados do EPA, que séo diferentes dos gerados a partir do acido
araquiddnico, parece ser responsavel pelos efeitos antitrombdéticos desse tipo de
dieta (Jehangir et al, 2004). Assim, reconhecendo-se que os lipideos dietéticos
apresentam importante fungcdo estrutural na composicao lipidica das membranas
celulares, propomos avaliar, no presente estudo, se a composi¢gao dos acidos graxos
das diferentes dietas oferecidas aos animais refletiu-se na composicédo dos acidos
graxos dos lipideos totais das suas respectivas plaquetas.

De todos os acidos graxos incorporados aos lipideos totais das plaquetas,
aquele que apresentou-se em maior propor¢ao foi o acido palmitico (C16:0). Tal
achado é semelhante ao encontrado por outros autores (Renaud et al,1970; Piche e

Mahadevappa, 1990).
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Nossos resultados referentes ao perfil de acidos graxos dos lipideos totais
das plaquetas dos filhotes machos alimentados, desde o desmame, com dietas
compostas por diferentes bases lipidicas, mostram valores percentuais
significantemente maiores no somatério de AGM do grupo canola e, EPA e DHA, do
grupo oleo de peixe, nos dois periodos avaliados (45 e 180 dias de vida). Estes
achados indicam maior incorporagao desses acidos graxos nos lipideos totais das
plaguetas em decorréncia das suas maiores propor¢cdes nos acidos graxos das
dietas manipuladas oferecidas aqueles grupos. Conforme os achados de outros
autores (Tremoli et al, 1995; Nieuwenhuys e Hornstra, 1998), também verificamos
aumento de EPA e DHA no grupo peixe, concomitante a diminuigao do AA.

A quantidade de acidos graxos trans incorporados as plaquetas dos animais
estudados refletiu o perfil dos acidos graxos das suas respectivas dietas, uma vez
que estes acidos graxos nao sao sintetizados pelos animais ndo ruminantes. A
literatura refere que os isbmeros trans diminuem a atividade da enzima A6-
dessaturase, alterando a biossintese dos acidos graxos essenciais de cadeia longa
(Mahfouz et al, 1984; Kummerow et al, 2004). No entanto, no presente estudo, ndo
observamos esse efeito nas plaquetas, uma vez que os animais tratados com acidos
graxos trans apresentaram, nos lipideos totais de suas plaquetas, percentual
elevado de AA e, percentuais de EPA e DHA, semelhantes aos dos grupos soja,
palma e canola. Uma explicacdo plausivel para esse achado relaciona-se a
quantidade de acido linoléico da dieta. Segundo Barrera-Relland e Block (1996),
quando a quantidade de acidos graxos essenciais na dieta encontra-se adequada,
os AG trans ndo exercem efeitos inibitérios sobre a biossintese dos AGPI-CL.
Zevenberger e colaboradores (1988), propdem que o consumo de dietas ricas em

isbmeros frans apresenta efeito negativo sobre a biossintese de AGPI, quando a
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concentragédo de &cido linoléico é inferior a 14% da fragdo lipidica da dieta.
Conforme mostra a Tabela 2, a dieta do GVPH continha aproximadamente 21% de
acido linoléico.

Por outro lado, a composi¢cao dos acidos graxos dos lipideos das plaquetas
nem sempre € proporcional as quantidades dos mesmos, ou de seus precursores,
fornecidos pela dieta (Piché e Mahadevappa, 1990; Nieuwenhuys e Hornstra, 1998).

O acido linolénico, apesar de presente em todas as diferentes dietas
consumidas pelos animais pertencentes aos grupos experimentais estudados, nao
foi incorporado nos lipideos das plaquetas desses animais, com excecao daqueles
incluidos no grupo peixe, aos 180 dias. No estudo de Piche e Mahadevappa (1990),
semelhante aos nossos resultados, foi observado que o percentual de AA variou
significantemente entre os grupos estudados por aqueles autores, sendo encontrado
em menor propor¢ao no grupo que recebeu Oleo de figado de bacalhau,
correspondendo, no nosso estudo, ao grupo peixe. Estudos em humanos mostram
que, quando dietas ricas em gordura saturada sao substituidas por dietas ricas em
acidos graxos monoinsaturados, o aumento nas concentragdes de &acido graxo
oléico nos fosfolipideos das plaquetas € modesto (Kwon et al, 1991) ou mesmo néo
observa-se qualquer tipo de alteragao (Mutanen et al, 1992; Sarkkinen et al, 1994)

Nossos dados também mostram que o acido araquidénico € o segundo em
maior propor¢cdo nas plaquetas dos animais de todos os grupos experimentais,
exceto nas pertencentes aos grupos canola e peixe, aos 45 dias e, ao grupo peixe,
aos 180 dias. E plausivel supor que o elevado percentual de AA, encontrado nas
plaguetas desses animais, deva-se ao fato de que os acidos graxos de 20 carbonos
sdo menos oxidados do que os de 18 carbonos, sendo assim, o AA é menos

oxidado do que o oléico, linolénico e linoléico (Leyton et al, 1987). Ha limitada
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informacéo acerca do grau de oxidacao do AA. Coots, em 1965, observou taxa de
oxidacdo muito reduzida e, incorporacdo de AA principalmente nos fosfolipideos. A
reduzida taxa de oxidacdo dos AG de 20 carbonos, também se deve a maior
incorporagcao desses acidos graxos aos fosfolipideos, os quais, por sua vez, sao
mais facilmente incorporados as estruturas celulares do que os triglicerideos
(Sinclair apud Leyton et al, 1987). Adicionalmente, foi demonstrado que as plaquetas
possuem uma sintase especifica para o AA, provavelmente para assegurar a
adequada incorporagao deste AG aos fosfolipideos dessas células sanglineas e
também manter uma reduzida quantidade de AA livre no interior das mesmas
(Mutanen, 1997).

Dado que a sintese de eicosandides derivados do acido araquiddnico esta
associada ao aumento da agregacado plaquetaria, nos interessou averiguar as
proporcdes desse acido graxo nas plaquetas dos animais pertencentes aos
diferentes grupos. Nieuwenhuys e Hornstra (1998), analisando o perfil de acidos
graxos nos fosfolipideos das plaquetas de ratos, encontraram maior proporgao de
AA no grupo alimentado com 6leo de coco, rico em acidos graxos saturados,
comparada a do grupo de animais alimentados com éleo de girassol, rico em acidos
graxos poliinsaturados, embora, nessa ultima dieta, a propor¢ao de AG linoléico,
precursor do AA, tenha se apresentado mais elevada. Nossos dados mostram que,
aos 45 dias de vida, as plaquetas dos animais do GVPH apresentaram maior
percentual de AA, enquanto aquelas dos animais do grupo peixe, exibiram o menor
percentual. Aos 180 dias, o GS apresentou percentual de AA, em suas plaquetas,
maior do que o do grupo gordura vegetal hidrogenada e, o grupo peixe, 0 menor
percentual. Aos 180 dias de vida, as razées AA/EPA dos lipidios totais das plaquetas

dos animais que receberam dietas com diferentes bases lipidicas, desde o
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desmame, mostraram-se 73,94%, 49,51% e 31,85% maiores do que aquelas
referentes aos 45dias de vida dos animais dos grupos canola; gordura vegetal
hidrogenada e soja, respectivamente.

A elevada razao AA/EPA verificada para os lipideos totais das plaquetas dos
animais envelhecidos do grupo canola, sugestiva de maior poder de agregagao
plaquetaria, motivou-nos a investigar a fungao plaquetaria, tendo em vista ainda que
muitos estudos tém explorado a relagcéo entre os acidos graxos dietéticos e a fungao
plaquetaria (Renaud et al, 1970; Nieuwenhuys e Hornstra, 1998).

Avaliamos a agregacao plaquetaria através da adigdo de um agonista (ADP) a
uma suspensdo de plaquetas (plasma rico em plaquetas), promotor da sua
agregacao. Aos 45 dias de vida, o grupo alimentado com dieta contendo d6leo de
peixe apresentou maior sensibilidade ao agonista, sugerindo maior tendéncia a
agregacao plaquetaria, quando comparado aos grupos que receberam dleo de
palma e gordura vegetal parcialmente hidrogenada. A maioria dos estudos
realizados com suplementacdo de AGPI n-3, tem demonstrado redugdo na
agregacao plaquetaria frente a administragdo de uma concentragéo fixa de agonista
ou diminuicdo da quantidade necessaria de agonista para promover a agregagao
(Kris-Etherton et al, 2001). Entretanto, sdo controversos os resultados de alguns
estudos sobre a agregacao plaquetaria, envolvendo animais suplementados com
AGPI de cadeia longa n-3. Ha relatos quanto a redugdo, aumento ou mesmo
nenhum efeito deste AG sobre a agregacao (Mutanen, 1997). Freese e Mutanen
(1997) demonstraram que a suplementagdo com EPA e DHA promoveu aumento da
agregacao plaquetaria induzida por ADP, enquanto que quantidade semelhante de
acido linolénico suplementar ndo promoveu alteragdo. De outro modo, Nieuwenhuys

e Hornstra (1998), nao observaram alteragcdo na agregacao plaquetaria, também
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induzida por ADP, quando os animais receberam dieta contendo diferentes
percentuais de EPA e DHA. Em humanos que receberam suplementagao de 150 mg
de EPA, observou-se reducdo na agregacado plaquetaria, induzida tanto por ADP
como por outros agonistas (colageno e adrenalina), sem que ocorresse modificacéo
na composi¢cao dos acidos graxos da membrana das plaquetas. (Dolecek, 1992).
Recentemente, Din et al (2004) em seu estudo de revisao, sugeriram que a redugao
da agregacéao plaquetaria devido a suplementagcdo com 6leo de peixe, somente é
observada quando sao fornecidas elevadas doses de omega-3. Adicionalmente, os
resultados de estudos utilizando acidos graxos omega 3 mostram efeitos
inconsistentes sobre a fibrindlise e pobre efeito sobre a coagulabilidade sanguinea.
Os autores concluem que a ingestao de pequena quantidade de AG dmega-3 néo é
relevante para a promogao de agao antitrombética. Neste sentido, considerados os
dados da literatura bem como os resultados do presente estudo, concluimos que a
concentragao de Oleo de peixe presente na dieta oferecida ao GPX néo foi suficiente
para promover efeito anti-agregatério sobre as plaquetas dos animais incluidos

nesse grupo experimental.

Aos 180 dias de vida, os animais do grupo gordura vegetal hidrogenada
apresentaram valores de ECsp menores do que aqueles calculados para os animais
do grupo soja e, comparativamente ao resultado obtido aos 45 dias, houve aumento
da sensibilidade ao agonista, indicando que o consumo deste lipideo dietético, por

um longo periodo, pode ocasionar um aumento da agregacgéao plaquetaria.

Armstrog et al (2000), analisando os efeitos dos isbmeros frans do acido
linolénico sobre a agregacéao plaquetaria, observaram que a sensibilidade ao indutor
(colageno) foi semelhante entre individuos que consumiram dieta contendo grande

ou pequena quantidade de acidos graxos trans. Os valores de ECsy nao diferiram
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significantemente, indicando que o consumo de dietas contendo teores variados de
acidos graxos frans nao promoveu mudancga na fungao plaquetaria. De outro modo,
Stachowska et al (2004) verificaram que os isdmeros trans promovem inibicdo das
enzimas lipoxigenase e ciclooxigenase/tromboxano sintase nas plaquetas de
individuos saudaveis.

Apesar de nao ter sido estatisticamente significante, observamos uma
tendéncia nos animais do grupo palma para o aumento da agregacao plaquetaria,
aos 180 dias. Entretanto, a literatura refere que dietas a base de 6leo de palma
promovem diminuicdo da agregacao plaquetaria e da sintese de tromboxano A2
(Rand et al, 1988).

O estudo acerca da influéncia da fonte lipidica dietética sobre a agregacao
plaquetaria permanece gerando resultados conflitantes. Hunter et al (2000),
estudando a agregacédo plaquetaria humana, nado observaram efeito algum
decorrente do consumo de acido estearico (AGS), acido oléico (AGM) ou acido
linoléico (AGPI n-6), mesmo quando investigada a fluidez da membrana das
plaquetas. Entretanto, Nieuwenhuys e Hornstra (1998) observaram que animais
alimentados com 6leo de girassol apresentaram uma tendéncia a menor agregacao
plaguetaria em comparagdo aos animais que receberam dieta a base de dleo de
coco hidrogenado. De outro modo, a hiperatividade das plaquetas, verificada entre
coelhos alimentados com dieta aterogénica, foi reduzida nos animais suplementados
com azeite de oliva. (De La Cruz et al, 2000). De qualquer forma, de acordo com
Duque e Mello (2003), os testes funcionais de plaquetas nao predizem, com acerto,
a tendéncia a hemorragia ou a trombose.

Com o intutito de aprofundarmos este conhecimento, nos propomos a estudar

outros fatores de risco associados a doenca troboembdlica. Nesse sentido, os
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estudos clinicos e experimentais, tém revelado uma relagdo, cada vez mais
evidente, entre lipideos séricos e desenvolvimento de aterosclerose e eventos
trombdticos. Paralelamente, a literatura sugere que os acidos graxos dietéticos
produzem impacto significante na concentragdo de lipideos circulantes (Sanchez-
Muniz e Cuesta, 1998). Os classicos estudos de Keys et al (1965) e Hegsted et al
(1965) reportaram que os AGS aumentam os teores plasmaticos de colesterol total e
LDL-colesterol, enquanto que os AGM ndo produzem efeito na lipemia e ainda, os
AGPI n-6 diminuem colesterol total. Estudos mais recentes tém demonstrado que os
AGPI n-3 de cadeia longa s&o hipotrigliceridémicos, enquanto que os acidos graxos
trans promovem efeito hipercolesterolémico (Gatto et al, 2001).

Nossos resultados, aos 45 dias, sdo condizentes com os resultados de
estudos prévios que demonstram que o consumo de gordura vegetal hidrogenada,
rica em acidos graxos frans, promove aumento das concentragdes circulantes de
colesterol total e diminuigdo da HDL (Mesink e Katan, 1990; Denke, 1995). Embora o
exato mecanismo através do qual os acidos graxos frans modificam a concentragéo
de lipideos circulantes nédo esteja totalmente esclarecido, alguns autores sugerem
que estes isbmeros promovem aumento da atividade da enzima responsavel pela
transferéncia de ésteres de colesterol da HDL-colesterol para a LDL-colesterol e
VLDL-colesterol (CETP:proteina transferidora de éster de colesterol) (van Tol et al,
1995; Gatto et al, 2001). Entretanto, os resultados obtidos para o nosso grupo
gordura vegetal hidrogenada, aos 180 dias, mostram aumento significante nos
teores circulantes de HDL-colesterol, assemelhando-se aos teores verificados nos
grupos soja e palma. E provavel que a reduzida concentracdo de AG trans, utilizada

no presente estudo, justifique o fato de n&o termos encontrado diferengas nas



67

concentragcdes dos lipideos sanguineos estudados, em relagcdo ao grupo soja, ao
longo do tempo.

Nossos resultados sugerem efeito hipocolesterolémico do 6leo de palma nos
animais tratados com esse tipo de gordura, aos 45 dias de vida. Em humanos, o
efeito da ingestdo de 6leo de palma sobre o colesterol sérico mostrou-se similar ao
observado com a ingestdo de azeite de oliva (Choudhury et al, 1995) ou 6leo de
canola (Truswell et al, 1992). O mecanismo pelo qual o éleo de palma altera o perfil
lipidico sanguineo nao esta totalmente elucidado, existindo diferentes hipoteses.
Refere-se a peculiar composicdo de acidos graxos desse 6leo, tendo em vista que
apresenta elevado percentual de acido palmitico (C16:0) porém, também, grande
propor¢dao de AGM (Wahrburg, 2004) (Tabela 2). Hipétese alternativa para justificar
o efeito hipocolesterolémico do 6leo de palma, atribui a presenga, nesse 6leo, de
componentes com propriedades antioxidantes, tais como os tocotriendis, tocoferdis e
carotendides (Edem, 2002). Contrariamente, aos 180 dias de vida, nossos animais
do grupo palma apresentaram concentragao elevada de colesterol total, conforme os
resultados do estudo de Grundy e Vega (1988). Segundo Spady (1999), a atividade
do receptor de LDL hepatico, geralmente constitui o principal controlador das
concentragbes de LDL plasmatica e, as gorduras saturadas tendem a suprimir a
atividade deste receptor, reduzindo o "clearance" destas particulas e elevando as
concentragbes plasmaticas de colesterol a valores associados com risco
aterogénico. De acordo com Champe e Harvey (2000), os acidos graxos laurico,
miristico e palmitico sdo os principais acidos graxos envolvidos na promogédo de
hipercolesterolemia e aterosclerose.

Muito embora ja tenha sido demonstrado que o acido oléico reduz os teores

sanguineos de colesterol (Wankenne, 2001), de forma tao efetiva quanto os AGPI
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(Champe e Harvey, 2000), verificamos elevada concentracdo de colesterol total
entre 0s nossos animais do grupo canola, aos 180 dias de vida. Apesar disso, esses
animais apresentaram valores elevados de HDL-colesterol, tanto aos 45, quanto aos
180 dias. Champe e Harvey (2000) também encontraram que o acido oléico nao
reduz o HDL-colesterol, porém mostraram a ocorréncia de reducao nos teores de

colesterol total.

Apesar das evidéncias cientificas sugestivas do efeito hipocolesterolémico
dos AGPI n-6, nossos resultados mostraram aumento da concentracdo sérica de
colesterol total nos animais alimentados com dieta a base de 6leo de soja, ainda que
este grupo tenha apresentado, aos 180 dias, concentracéo significantemente maior
de HDL-colesterol do que as concentragdes respectivas dos grupos palma, gordura
hidrogenada e peixe bem como concentragao similar a do grupo canola.

Dentre as fontes lipidicas estudadas, o 6leo de peixe foi a que promoveu os
menores valores plasmaticos de colesterol total e HDL-colesterol. De acordo com
Din et al (2004), o efeito mais evidente dos &cidos graxos O6mega-3 no perfil
lipoprotéico constitui na redugao, dose dependente, das concentragdes sanguineas
de triglicerideos. De outro modo, os efeitos desse AG sobre o colesterol sanguineo
sdo insignificantes e de pouca importancia clinica. Ha referéncia de que o efeito
hipocolesterolémico dos AGPI n-3 sé é observado em modelos experimentais
envolvendo roedores, quando estes séo alimentados com dietas ricas em colesterol
(Sanchez-Muniz e Cuesta, 1998). No presente estudo, evidenciamos importante
efeito hipocolesterolémico nos animais tratados com dieta a base de 6leo de peixe.

Em conjunto, os resultados relativos ao perfil lipidico sanguineo dos
animais tratados com dietas compostas por diferentes bases lipidicas, desde o

desmame até os 180 dias de vida, permitem-nos concluir que o grupo alimentado
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com 6leo de palma mostrou evolugdo mais desfavoravel. Esse grupo, aos 180 dias,
apresentou, em relagdo aos seus 45 dias de vida, elevagao do colesterol sanguineo

e reducao da concentracao de HDL.

A adesao das plaquetas representa um sinal para a ativacao da cascata de
coagulacdo sanguinea. Quando o sangue coagula com muita facilidade, isto pode
levar a trombose, fendbmeno descritivo da coagulagdo em vaso sanguineo intacto.
Com base no mecanismo de ativagao inicial da coagulagao, foram identificadas duas
vias: a via intrinseca e a via extrinseca. Essas duas vias convergem para uma via
comum que termina com a formacgédo de fibrina que, juntamente com o tampéo
plaquetario, formado a partir da ativagdo e agregacado das plaquetas, forma um
trombo ou um coagulo estavel (Ajjan e Grant, 2005).

E reconhecida a importancia das alteragbes na cascata de coagulacdo
sanguinea na formagao de trombos oclusivos (Miller, 1997). Do mesmo modo, tem
sido revelada a influéncia da quantidade de lipideo da dieta sobre os fatores da
coagulagao (Hunter et al, 2000). Entretanto, ainda existem muitas controvérsias
acerca do envolvimento especifico da composi¢céo dos acidos graxos dietéticos com
estes fatores de coagulagdo. Mennen et al (1996) ndo observaram qualquer
alteragdo na cascata de coagulagdo em associacdo com a composic¢ao lipidica da
dieta, no entanto, outros autores relataram mudangas na concentragdo plasmatica
de fatores da coagulagdo e/ou na atividade destes fatores, dependentes da fonte
lipidica ingerida (Tholstrup et al, 1994; Tholstrup et al, 2003).

Avaliamos, no presente estudo, in vitro, o tempo de tromboplastina parcial
ativada (TTPa), indicativo da atividade da via intrinseca da coagulagao, que envolve
os fatores VIII, IX, XI e Xl bem como o tempo de protrombina (TP), indicativo da

atividade da via extrinseca da coagulagdo, que envolve, especialmente o fator VII.
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Através desses testes, buscamos investigar a influéncia dos diferentes tipos de
acidos graxos dietéticos, constituintes das dietas normolipidicas consumidas por
nossos grupos de animais, sobre o tempo de coagulagao sanguinea.

Aos 45 dias de vida, nao verificamos diferenga estatistica entre os grupos
para o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa), sugerindo que os diferentes
acidos graxos pesquisados nado promoveram alteragdo na via intrinseca de
coagulagdo. Por outro lado, o tempo de protrombina (TP) mostrou-se
significantemente prolongado nos grupos soja, palma e gordura vegetal
hidrogenada, indicando que, nesta via, a ingestao destas fontes lipidicas, promoveu
menor coagubilidade. Para os grupos canola e peixe, observamos encurtamento no
TP, sugerindo maior coagubilidade.

Aos 180 dias, no entanto, observamos alteracbes nas duas vias da cascata
de coagulagdo, em fungdo da fonte lipidica dietética consumida. Os animais
pertencentes aos grupos palma e canola apresentaram TTPa significantemente mais
prolongado do que o TTPa dos animais dos grupos 6leo de soja e gordura vegetal
hidrogenada. Verificamos também prolongamento no tempo de protrombina (TP) no
grupo peixe comparado ao TP do grupo gordura vegetal hidrogenada. Esses
resultados sao sugestivos de que a gordura hidrogenada, quando consumida por um
periodo de tempo prolongado, pode estimular as vias intrinseca e extrinseca de
coagulagdo, promovendo uma hipercoagubilidade. Nao sao conhecidos os
mecanismos através dos quais estas fontes lipidicas promovem os efeitos referidos.
Tem sido referida hipétese que envolve processos relacionados a lipemia pos-
prandial. Neste sentido, Silveira et al (1996) e Tholstrup et al (2003) reportaram que
o grau de lipemia alimentar, ou seja, a quantidade de lipideo na circulagéo

sanguinea, tem efeito, dose dependente, sobre o status hemostatico, principalmente
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sobre a elevagao da atividade coagulante de fatores da cascata de coagulacao.
Dietas hiperlipidicas resultam em hiperlipemia pds-prandial, o que determina maior
producao de quilomicrons (Larsen et al, 2000). Essas lipoproteinas iniciam eventos
que resultam na ativagao do fator VII (Silveira et al, 1996; Larsen et al, 2000). Estes
dados sdo sugestivos de uma maior ativacdo da via extrinseca da cascata de
coagulagao pelos lipideos dietéticos, podendo resultar em encurtamento do tempo
de protrombina.

O prolongamento do tempo de protrombina pode dever-se a deficiéncia de
alguns fatores envolvidos nas vias de coagulagdo sanguinea, dentre estes o FVII
(via extrinseca) e os fatores Fll, FV, FX (vias extrinseca e intrinseca), ou ainda a
presenca de inibidores (deGruchy, 1983). Outra possibilidade para o prolongamento
do tempo de protrombina é a redugao do fator VIl (Al-Jishi e Abuo Hozaifa, 2003).
Naito et al (2000), também observaram, nos animais alimentados com dleo de
canola, tendéncia para tempo de protrombina mais curto do que o TP de animais
alimentados com 6leo de soja. O tempo de tromboplastina parcial ativada foi
significantemente mais curto no grupo canola, também quando comparado ao TPPa
do grupo 6leo de soja. Diferentemente dos nossos resultados, Sano et al (2003)
demonstraram que o tempo de protrombina e o tempo de tromboplastina parcial
ativada foram significantemente mais longos em animais que receberam dieta
contendo O6leo de peixe em comparagdo ao grupo controle (6leo de soja).
Adicionalmente, estes autores encontraram que a atividade dos fatores das vias
extrinseca e comum (I, V, VIl e X) e da via intrinseca (VIII, IX, XI e Xll), nos ratos
alimentados com 6leo de peixe, foi menor do que a atividade destes fatores nos

ratos do grupo controle.
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Os valores de tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa), obtidos aos 45
e 180 dias de vida, dos animais alimentados com as dietas compostas por diferentes
bases lipidicas, indicam que os animais do grupo palma apresentaram, aos 180 dias
de vida, TTPa cerca de 1,3 vezes maior do que aos 45 dias e, significante
encurtamento do tempo de protrombina. Os animais alimentados com 6leo de canola
e oleo de peixe apresentaram, aos 180 dias, aumentos de aproximadamente 1,1 e
1,2 vezes respectivamente, no tempo de protrombina (TP), em relagdo aos valores
de TP aferidos aos 45 dias.

Estes resultados indicam que a prolongada ingestéo de 6leo de canola e 6leo
de peixe proporcionou um estado de hipocoagulabilidade nos animais E possivel
supor que alguns fatores da coagulagdo estejam com a sua atividade deprimida.
Nieuwenhuys et al (1998) e Leray et al (2001), sugeriram que o efeito
hipocoagulante do éleo de peixe é decorrente da redugao de fatores da coagulagao,
dependentes de vitamina K.

O conjunto de dados da literatura bem como os nossos achados permite-nos
concluir que existe grande variabilidade nos efeitos da ingestdo de acidos graxos
dietéticos sobre a coagulacdo sanguinea. E possivel especularmos que diversos
fatores podem exercer influéncia sobre esta variabilidade, dentre estes, diferencas
de tempo de administragcdo da dieta bem como composi¢ao distinta dos lipideos
consumidos.

Cabe ressaltar que nem todo disturbio hemorragico ou hemostatico constitui
uma coagulopatia, tendo em vista que a coagulagdo € apenas uma etapa do
processo hemostatico completo (Miller, 2005). O equilibrio entre a coagulagéo e a
fibrindlise € importante, uma vez que mecanismos fibrinoliticos, promotores da

degradacgao enzimatica do fibrinogénio e da fibrina e outros fatores de coagulagéo
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ativados, permitem o reparo definitivo da injuria vascular e o controle sobre os
eventos tromboticos (Kannel, 2005). Desta forma, se as alteragdes na coagulagéo
sdo sempre acompanhadas da ativagao da fibrindlise, favorecendo um reajuste no
balango dindmico entre esses dois processos (Holmdahl, 1997), analises
complementares da atividade fibrinolitica, como por exemplo, da sintese do ativador
tecidual do plasminogénio (t-PA), da atividade do antigeno inibidor do ativador do
plasminogénio do tipo 1 (PAI-1) e do tipo Il (PAI-2) bem como da proteina C e S, da
concentragdo plasmatica de fibrinogénio, entre outras, seriam necessarias em
investigagcdes posteriores, buscando melhor elucidar os achados do presente
estudo.

De maneira geral, sabe-se que a trombose arterial € predominantemente
derivada da ativacdo das plaquetas, dos depésitos de lipidios e da proliferacéo
celular na placa ateromatosa. De outro modo, a trombose venosa € essencialmente
dependente dos fatores hemostaticos (Feinbloom e Bauer, 2005). A maioria destes
fatores relaciona-se as mudangas no fluxo sanguineo bem como as mudangas na
composicao do sangue. Em combinacdo com o dano endotelial, os fatores
hemostaticos criam um estado de hipercoagulabilidade localizado, podendo levar a
formagdo excessiva de trombo (Rosendaal, 1999). Adicionalmente, estudos
experimentais e clinicos tém, progressivamente, reconhecido o papel das plaquetas
e do sistema de coagulagédo na evolugao dos eventos trombéticos. Na extensdo em
que esses achados permitem e, considerados os nossos resultados, sugerimos que
a manipulagado lipidica da dieta guarda relagdo com a formagado de acidentes
trombdticos, tendo em vista que a ingestdo de lipideos dietéticos de diferentes
naturezas promove alteragdes no sistema de coagulagao sanguinea, na composi¢ao

dos lipideos totais das plaquetas e na resposta dessas células ao agonista.



74

Com base nessas evidéncias, buscamos avaliar a influéncia da ingestao dos
diferentes lipideos oferecidos aos animais sobre a formacado de trombos venosos,
nas duas fases do desenvolvimento.

Em nossos experimentos identificamos que, aos 45 dias de vida, o peso dos
trombos venosos formados para todos os grupos ndo mostrou diferenga significante.
Entretanto, os resultados encontrados aos 180 dias, demonstram que os animais do
grupo canola apresentaram trombo venoso com peso significantemente maior
comparado ao peso do trombo venoso dos animais pertencentes aos demais grupos
experimentais e, peso também significantemente maior do que o aferido para o
trombo venoso produzido pelos os animais desse mesmo grupo, aos 45 dias de vida.

Nao encontramos na literatura trabalhos anteriores que tenham avaliado a
influéncia de diferentes fontes lipidicas alimentares na formacdo de trombos
venosos. Os dados disponiveis tratam, em sua maioria, da avaliagdo da formacéao de
trombos arteriais. Aqueles que propéem analisar a formagao de trombos venosos,
limitam-se, em geral, ao estudo dos efeitos dos acidos graxos poliinsaturados
omega-3. No entanto, ha referéncia de que ratos alimentados com MaxEPA®, uma
mistura de acido eicosapentaendico (EPA) e acido docosahexaendico (DHA),
apresentam menor peso de trombo venoso (Andriamampandry et al, 1999). Esses
autores observaram, adicionalmente, que a ingestao de EPA ou DHA, isoladamente,
nao promoveu atividade antitrombética, sugerindo que a combinagcéo desses dois
acidos graxos € necessaria para induzir uma resposta especifica. Neste contexto,
também observamos no nosso estudo, ainda que sem significancia estatistica, que o
grupo que recebeu dieta rica em acidos graxos poliinsaturados n-3 (GPX)
apresentou, aos 180 dias, trombo venoso com peso inferior ao produzido aos 45

dias de vida.
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Em conjunto, nossos dados sugerem que o consumo de dietas a base de 6leo
de canola, desde a lactacao até a fase de envelhecimento, apesar de nao alterar a
agregacao plaquetaria e promover prolongamento do tempo de protrombina, resulta
em maior formacao de trombo venoso. Esses achados reforgcam o reconhecimento
da existéncia de outros fatores capazes de interferir na formagao do trombo, através
de mecanismos que nao foram avaliados no presente estudo. Neste sentido, cabe
ressaltar a importancia da fibrindlise na incidéncia de acidentes tromboembdlicos,
como ja comentando anteriormente, considerada importante marcador de risco para
doengas cardiovasculares (Miller, 2005). Adicionalmente, refere-se que alguns
fatores envolvidos nesse processo, tais como o fibrinogénio, o ativador de
fibrinogénio tecidual (t-PA) e o inibidor do ativador de plasminogénio-1 (PAI-1),
sofrem influéncia da composicédo lipidica da dieta (Lopez-Segura et al, 1996;

Mutanen e Aro, 1997; Temme et al, 1999).
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7 CONCLUSOES

De acordo com os objetivos propostos e os resultados obtidos, pode-se
verificar que o consumo de dietas isocaloricas e normolipidicas contendo diferentes
fontes lipidicas — 6leo de soja, 6leo de palma, déleo de canola, gordura vegetal
parcialmente hidrogenada e o 6leo de peixe — oferecidas desde a lactacédo até a
idade jovem e fase de envelhecimento, promoveu os seguintes efeitos nos filhotes
machos:

Na idade jovem (até os 45 dias de vida):

* menor consumo de dieta nos grupos que receberam dietas a base de gordura
vegetal hidrogenada e a base de 6leo de canola comparado aos demais grupos. Aos
45 dias o grupo alimentado com dieta a base de 6leo de peixe apresentou o maior
consumo alimentar.

* maior ganho de massa corporal nos animais alimentados com dieta a base de 6leo
de palma.

* maior incorporacdo do acido araquidénico nos lipideos totais das plaquetas no
grupo que recebeu dieta a base de gordura vegetal parcialmente hidrogenada e
menor incorporagédo desse acido no grupo alimentado com dieta a base de dleo de
peixe. Dos grupos estudados, o grupo gordura vegetal parcialmente hidrogenada foi
0 Unico que apresentou incorporagao de frans nos lipideos totais das plaquetas.

* maior concentragado seérica de colesterol total nos animais dos grupos gordura
vegetal parcialmente hidrogenada e canola e concentragdo reduzida de colesterol
total e HDL-c nos animais que receberam dieta contendo dleo de peixe, sugerindo
um efeito hipolipemiante de dietas a base de 6leo de peixe. O grupo que recebeu
gordura vegetal parcialmente hidrogenada como fonte lipidica dietética apresentou

valores de HDL-c menores comparado aos grupos soja, palma e canola.
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* 0s grupos Oleo de canola e Oleo de peixe apresentaram menor tempo de
coagulagdo sanguinea avaliada pela via extrinseca (TP), sugerindo maior
coagulabilidade nos animais que consumiram dietas a base de acidos graxos
monoinsaturados e poliinsaturados.

» dietas a base de 6leo de palma e gordura vegetal parcialmente hidrogenada
promoveram menor sensibilidade ao agonista, permitindo-nos sugerir que essas
dietas ocasionam menor agregacao plaquetaria comparada aquela com 6leo de
peixe.

« as diferentes fontes lipidicas ndo promoveram alteragcao no peso do trombo venoso
nos animais dos grupos estudados.

Na fase de envelhecimento (180 dias de vida):

* nao houve diferenga significante no consumo alimentar entre os grupos estudados.
« aumento da massa corporal nos animais alimentados com dieta a base de dleo de
palma e com dieta a base de gordura vegetal parcialmente hidrogenada. Observou-
se também menor ganho de massa corporal nos animais do grupo alimentado com
6leo de canola.

* menor incorporagao do acido araquiddnico nos lipideos totais das plaquetas nos
grupos peixe e canola. Observa-se também maior incorporagao de EPA nos lipideos
totais das plaquetas no grupo que recebeu 6leo de peixe. Dos grupos estudados, o
grupo alimentado com dieta confeccionada com gordura vegetal parcialmente
hidrogenada foi o Unico que apresentou incorporagao de trans nos lipideos totais das
plaquetas.

* menor concentragado sérica de colesterol total no grupo alimentado com 6leo de
peixe. Os animais do grupo canola apresentaram valores de HDL-c mais elevados

comparado aos grupos palma, gordura vegetal parcialmente hidrogenada e peixe.
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* 0S animais que consumiram 6leo de palma e 6leo de canola apresentaram tempo
de coagulagdo sanguinea, avaliada pela via intrinseca (TTPa), mais prolongado,
sugerindo maior coagulabilidade, comparado aos animais alimentados com dietas a
base de 6leo de soja, gordura vegetal hidrogenada e 6leo de peixe.

* a ingestao de gordura vegetal hidrogenada promoveu, nas plaquetas dos animais,
maior sensibilidade ao agonista comparado ao grupo soja, o que nos faz supor que
animais alimentados com GVPH apresentaram maior agregacgao plaquetaria do que
aqueles alimentados com 6leo de soja.

* 0s animais que receberam dieta a base de 6leo de canola formaram trombos
venosos com peso significantemente maior em comparagao aos animais dos demais
grupos.

Comparando a fase de envelhecimento (180 dias de vida) com a fase jovem (45
dias de vida):

» aumento de 1,7 vezes da relacdo AA/EPA nos lipideos totais das plaquetas dos
animais que receberam dieta a base de 6leo de canola, sugerindo maior poder
agregatorio plaquetario nesse grupo.

» aumento da concentragdo sérica de colesterol total nos grupos que receberam
dieta a base de dOleo de soja e dieta a base de dleo de palma. Os animais
alimentados com gordura vegetal hidrogenada apresentaram aumento da
concentracdo de HDL-c.

» prolongamento significante no tempo de coagulagdo sanguinea nos animais do
grupo palma (TTPa e TP) e canola (TP) e uma diminuigcdo no grupo de gordura

hidrogenada.
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* dietas a base de gordura hidrogenada e 6leo de palma mostraram-se capazes de
reduzir a ECsp, indicando maior potencial de agregacao plaquetaria quando esses
animais se tornam envelhecidos.

» observou-se uma tendéncia nos animais dos grupos soja e peixe em diminuir o
peso do trombo venoso, enquanto os grupos palma, gordura vegetal parcialmente
hidrogenada e canola apresentaram aumento do peso do trombo venoso, embora
essa diferenga s6 tenha sido significante para o grupo alimentado com dleo de

canola.

Baseado no conjunto de dados obtidos conclui-se que o consumo de gordura
hidrogenada, rica em acidos graxos trans, demonstra exercer efeito anti hemostatico
no inicio da vida, entretanto seu consumo a longo prazo promove alteragdes no
sistema hemostatico, que implica na propenséo a eventos tromboembdlicos. Apesar
da ingestao de 6leo de peixe e canola predispor a uma hipercoagulabilidade na fase
jovem, o prolongado consumo desses 0leos promove o prolongamento do tempo de
coagulagao sanguinea.

A ingestéo de 6leo de palma a longo prazo promove aumento no tempo de
coagulagdo da via intrinseca concomitante ao encurtamento no tempo de
coagulagao da via extrinseca. Contudo ha uma tendéncia ao aumento da agregacgéao
plaquetaria aos 180 dias, sugerindo que esses animais provavelmente nao
apresentam risco trombético, ndo descartando, entretanto, a hipotese de haver
alguma alteragdao em outras vias do sistema hemostatico.

O d6leo de canola, contrapondo com a maioria dos relatos da literatura,
demonstrou maior propensao a trombose venosa nos animais em idade mais tardia,

ainda que estudos posteriores neste modelo experimental avaliando trombose
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arterial, a atividade fibrinolitica ou mesmo a sintese de ativador tecidual do
plasminogénio (t-PA), ou de outras vias do sistema hemostatico seriam necessarias

para confirmar a sugestdo que o 6leo de canola pode apresentar risco para doenga

tromboembodlicas.
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