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EFEITO DO USO COMBINADO DE ACIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS
OMEGA 3 E ESTATINAS SOBRE BIOMARCADORES DO ESTRESSE
OXIDATIVO EM MULHERES COM DISLIPIDEMIA

Alimentos e suplementos adicionados de acidos graxos poliinsaturados émega 3,
tais como os acidos eicosapentaendico (EPA) e docosaexaendico (DHA), tem sido
comercializados com a alegagcdo funcional de reduzir as concentracbes de
triacilglicerdis (TG) e, assim, reduzir o risco para doengas cardiovasculares.
Entretanto, pelo fato desses acidos graxos apresentarem uma cadeia carbénica
altamente insaturada, o consumo cronico em doses elevadas poderia levar a um
aumento da susceptibilidade do organismo ao estresse oxidativo. O desequilibrio
Nnos processos oxidativos pode ser um agravante em individuos dislipidémicos, uma
vez que essa populagdo normalmente controla as altas concentragbes de
lipoproteina de baixa densidade (LDL) com medicamentos como as estatinas, e a
oxidacdo da LDL é um dos fatores mais importantes para o desenvolvimento da
aterosclerose. Uma vez que a proposta dos alimentos funcionais e suplementos
nutracéuticos é de agir como coadjuvantes a prescricao terapéutica, individuos sob
tratamento a base de estatinas seriam um publico-alvo para produtos adicionados de
acidos graxos 6mega 3. Desta forma, a proposta deste estudo foi de avaliar o efeito
de uma suplementacdo contendo EPA e DHA sobre alguns biomarcadores do
estresse oxidativo em mulheres com dislipidemia controlada por estatinas. Seguindo
delineamento crossover duplo cego, 45 individuos foram distribuidos em 4 grupos e
receberam a seguinte suplementacao: capsulas de 6leo de milho/soja, sem estatina
(Placebo); capsulas de milho/soja, com estatina (Estatina); capsulas de o6leo de
peixe, sem estatina (Omega 3); capsulas de 6leo de peixe, com estatina
(Combinado). Os individuos foram orientados a consumir 4 capsulas (2,3 g de EPA e
DHA) por dia durante 42 dias. Foram realizadas coletas de sangue antes e ap0s o
periodo de intervencdo para analise das concentracbes seéricas de glicose,
lipoproteinas, perfil de acidos graxos no plasma e marcadores do estresse oxidativo.
A suplementacdo com EPA e DHA na dosagem de 2,3 g/dia foi efetiva na reducéo
das concentracdes séricas de LDL e TG apenas na presenca de estatinas,
confirmando o uso combinado desses compostos para melhoria do perfil
lipoprotéico. Por outro lado, essa suplementacdo parece induzir um aumento do
estresse oxidativo, evidenciado pelo aumento da concentracdo plasmatica de
malondialdeido, provavelmente decorrente da reducdo da expressdo da catalase
promovida pelos AGPI n-3.

Palavras-chave : Omega 3. EPA. DHA. Estresse oxidativo. Humanos.



EFFECT OF OMEGA 3 POLYUNSATURATED FATTY ACIDS SUPLEMENTATION
COMBINED WITH STATINS ON OXIDATIVE STRESS MEASURED IN
DYSLIPIDEMIC WOMEN

Food and supplements that contain n-3 fatty acids, such as eicosapentaenoic (EPA)
and docosahexaenoic (DHA) acids, have been commercialized using functional claim
to reduce triacylglycerol (TG) concentration and, hence, reduce the risk of
cardiovascular diseases. However, as these fatty acids are highly unsaturated, the
chronic consumption in high doses could raise the susceptibility of the organism to
oxidative stress. Oxidative processes imbalance can be a problem in dyslipidemic
individuals, once this population usually controls the high concentration of low density
lipoproteins (LDL) with drugs such as statins, and oxidation of LDL is one of the most
important factors to the atherosclerosis development. Since functional foods and
nutraceutical supplements are supposed to contribute to the therapeutic prescription,
dyslipidemic individual under statins treatment could be the target to products
containing n-3 fatty acids. Thus, the objective of this study was to evaluate the effect
of a supplementation containing EPA and DHA on some biomarkers of oxidative
stress in women with dyslipidemia controlled by statins. A randomized double-blind
placebo-controlled crossover study was carried out with 45 women who were
distributed into 4 groups that received the following supplementation: corn/soy oil
capsules, no statin (Placebo); corn/soy oil capsules, with statin (Statin); fish oll
capsules, no statin (Omega 3); fish oil capsules, with statin (Combined). The
individuals were instructed to consume 4 capsules (2.3 g of EPA and DHA) every day
during 42 days. Blood samples were collected before and after the supplementation
to evaluate serum glucose and lipoprotein concentrations, plasma fatty acid profile
and biomarkers of oxidative stress. N-3 PUFA supplementation (2.3 g/day) was
effective in reducing serum LDL and TG concentrations only when combined with
statins, confirming the combined use of these compounds for improvement of
lipoprotein profile. On the other hand, this supplementation seemed to induce an
increase of the oxidative stress, evidenced by the higher malondialdehyde plasma
concentrations, probably due to the reduction in catalase expression promoted by n-3
PUFA.

Keywords : Omega 3. EPA. DHA. Oxidative stress. Human.
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1. INTRODUCAO

Alimentos e suplementos adicionados de &cidos graxos poliinsaturados
Omega 3 (AGPI n-3), tais como os &acidos eicosapentaendico (EPA, C20:5) e
docosaexaendico (DHA, C22:6) tem sido comercializados pelas industrias com a
alegacdo funcional de reduzir as concentracbes de triacilglicerdis (TG) e,
consequentemente, promover uma reducéo de risco para doencgas cardiovasculares
(DCV). Entretanto, pelo fato desses &cidos graxos apresentarem uma cadeia
carbbnica altamente insaturada, o consumo cronico em doses elevadas poderia
levar a um aumento da susceptibilidade do organismo ao estresse oxidativo
(HANWELL, et al., 2009; HIGDON et al., 2001).

Varias pesquisas tém ressaltado a importancia do estresse oxidativo no
desenvolvimento das DCV. Esse estresse pode ser definido como a ruptura da
sinalizacdo e do controle redox. Evidéncias indicam que as reagdes oxidativas estao
envolvidas nos  principais  processos  patolégicos, incluindo  doencas

cardiovasculares, pulmonares, neurodegenerativas e cancer (JONES, 2006).

A oxidacado de moléculas lipidicas e protéicas presentes nas lipoproteinas
de baixa densidade (LDL) tem sido considerada como um dos principais fatores de
risco para desenvolvimento e progressao da aterosclerose (NIKI, 2009). Desta
forma, o desequilibrio nos processos oxidativos pode ser um agravante em
individuos dislipidémicos, uma vez que as concentracdes de LDL e/ou TG dessa
populacdo ja apresentam valores alterados. De acordo com as diretrizes do
“‘National Cholesterol Education Program” (2004), a prescricdo de medicamentos
deve ser considerada para pacientes com risco moderado que, apesar de se
submeterem a uma dieta apropriada, pratica regular de atividade fisica, e perda de

peso, apresentem ainda concentracfes elevadas de LDL (=160 mg/dL).

Os inibidores de HMG-CoA redutase (3-hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A
redutase), conhecidos como estatinas sdo os medicamentos mais amplamente
utilizados no controle das dislipidemias (CHOY et al., 2004). Estudos indicam que a
terapia com estatinas € o meio mais efetivo de reducdo dos niveis de colesterol,

inibindo portanto a progressao da aterosclerose e reduzindo a incidéncia de doencas
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cardiovasculares (PENUHMATSA et al.,, 2007). Além do efeito na reducdo de
colesterol, estudos demonstram que as estatinas podem promover também
melhorias na fungdo endotelial, efeito anti-hipertensivo, aumento da estabilidade da
placa aterosclerética, diminuicdo da inflamacao e segundo alguns estudos, poderiam
apresentar efeito antioxidante (CANGEMI, et al., 2007; NIROGI, MUDIGONDA;
KANDIKERE, 2007; TOUSOLIS, et al., 2007).

Uma vez que a proposta dos alimentos e suplementos funcionais é de
agir como coadjuvantes a prescricdo terapéutica, individuos que controlam
dislipidemia através de estatinas seriam um publico-alvo para produtos adicionados
de AGPI n-3. Desta forma, a proposta deste estudo foi de avaliar o efeito da
combinacdo da ingestéo crénica de AGPI n-3 em mulheres submetidas a terapia a

base de estatinas sobre alguns biomarcadores do estresse oxidativo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.Caracterizacdo do estresse oxidativo

Em 1985, Sies definiu o estresse oxidativo como “um distarbio no estado
de equilibrio dos sistemas pré-oxidantes/antioxidantes em células intactas”. Para a
manutencdo da homeostase dos tecidos, organismos multicelulares dependem de
complexas redes de sinais intra e extracelulares que possibilitam a comunicacgéo
entre as células. Assim, embora a defini¢cdo classica do estresse oxidativo tenha sido
atil no direcionamento das pesquisas por duas décadas, estudos de intervengdo com
antioxidantes e marcadores do estresse oxidativo, indicam que uma definicao
contemporanea mais adequada seria “uma ruptura da sinalizacdo e do controle
redox” (JONES, 2006).

O fornecimento de energia para realizagcdo de processos vitais aos
organismos aerobios depende de reacdes de oxidacdo. Essas reacdes geram
radicais livres, como as espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio
(ERNs), que ndo sdo apenas subprodutos prejudiciais, mas também sao
participantes essenciais na sinalizacdo e regulacdo celular, com importante papel
nas reacdes de biossintese, defesa quimica e funcdes de detoxificacdo. No Quadro
1 estdo relacionadas as principais espécies reativas de importancia biologica.
Quando presentes em excesso, 0s radicais livres podem promover alteracdes em
moléculas de DNA, proteinas, carboidratos e lipidios. A oxidacdo das biomoléculas
pode levar a apoptose ou a lesdo em tecidos associados ao desenvolvimento de
diversas patologias, incluindo céancer, doencas hepaticas e aterosclerose
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; FRANKEL, 2005).
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Quadro 1: Principais espécies reativas de importancia biolégica. (Adaptado de

Laurindo, 2005).

Elemento Radical
Centralizador

Oxigénio Superéxido (O2")
Q=0
Peroxido de  hidrogénio
(H202)
H@QEQ@H

Hidroxila (OH®)
HE==0-

e

Oxigénio singlete (*O5)

‘QE0O-

*e *e

Nitrogénio Oxido nitrico (NO®)
:NE=20O-
(0|

Peroxinitrito (ONOOQO®)
GEIN==0:

Diéxido de nitrogénio (NO »°)

OEIN=0-
Carbono Metila
H
N
He=C==H

Carbonato )

:O:

N

=6C!El(:j~

Propriedades

- Provavel mediador de sinais em
vasos. Relativamente pouco reativo,
atravessa membranas celulares
através de canais anionicos.

- Relativamente inerte per se, pode
entretanto dar origem a radicais
toxicos. Bastante difusivel e permeia
membranas.

- O mais potente oxidante conhecido
passivel de ser formado em
condicdes biologicas.

- Ndo € um radical, mas sim o
produto da excitacdo energética de
um elétron da ultima camada, por
exemplo, por radiacdo ionizante.
Significado biolégico possivel mas
nao confirmado.

- Radical livre gasoso, é um fator
relaxante derivado do endotélio.
Relativamente pouco reativo per se.
Lipossoluvel e altamente difusivel
trans-membranas.

- Da origem a um oxidante potente.
Propriedades vasodilatadoras cujo
mecanismo € ainda incerto.

- E um potente intermediario capaz
de nitrar residuos de proteinas.

- Possivel envolvimento em
modificacdes do DNA.

- Subproduto do peroxinitrito.
Potente oxidante. Efeitos bioldgicos
tém se tornado evidentes.
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As células desenvolveram um eficiente e sofisticado sistema de defesa
antioxidante para controlar a formagédo de radicais livres e limitar seus efeitos
prejudiciais. No citoplasma, os principais mecanismos de defesa sdo enzimaticos,
enquanto no plasma, pequenas moléculas respondem pela maior parte do poder
antioxidante (FORSTERMANN, 2008). Quando esses mecanismos sdo esgotados
por excesso de produgéo de radicais livres, ou quando tais mecanismos nao sao
acessiveis ou perdem a eficiéncia para tamponar o efeito dessas espécies, ocorre 0
estresse oxidativo (LAURINDO, 2005). Resumidamente, o sistema de defesa

antioxidante consiste de:

(a) Agentes que removem cataliticamente os radicais livres e outras
espécies reativas, como por exemplo as enzimas superéxido dismutase, catalase e

glutationa peroxidase.

(b) proteinas que minimizam a disponibilidade de pro - oxidantes como
ions ferro e cobre, como por exemplo as transferrinas e metalotioneinas. Essa

categoria também inclui proteinas que oxidam ions ferrosos, como a ceruloplasmina.

(c) proteinas que protegem biomoléculas contra danos por outros
mecanismos, como por exemplo as proteinas de choque térmico (ou heat shock

proteins).

(d) agentes de baixo peso molecular que apresentam atividade
“scavenger” de EROs e ERNs, como glutationa, a-tocoferol, acido ascorbico,
bilirrubina, acido Urico e compostos polifendlicos. Alguns desses antioxidantes sao
provenientes da dieta, principalmente o acido ascorbico e o a-tocoferol, de forma
gue existe uma forte relacdo entre a nutricio e as defesas antioxidantes
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; FORSTERMANN, 2008).

A lipoperoxidacédo é provavelmente o processo induzido por radicais livres
mais extensivamente investigado. Os mecanismos, dindmica e produtos da
lipoperoxidacdo in vitro tém sido extensivamente estudados, compreendidos e
documentados. Entretanto, os efeitos bioldgicos e fisioldgicos da lipoperoxidacéo e
seus produtos ainda ndo foram completamente elucidados (NIKI, 2009). A presenca
abundante de fosfolipidios de membrana em locais onde radicais livres séo

formados, tornam-os alvos enddgenos facilmente acessiveis e rapidamente afetados
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pelos radicais livres (de ZWART et al., 1999). Dessa forma, a lipoperoxidacdo
promove alteracbes na integridade, fluidez e permeabilidade das membranas,
levando a perda de sua funcdo, além de gerar produtos potencialmente toxicos
(NIKI, 2009).

Inimeras evidéncias sugerem que a peroxidacao de lipidios componentes
das lipoproteinas, especialmente da LDL, desempenha um papel importante no
desenvolvimento e progresséo da aterosclerose (GRUNDT et al., 2003; LAURINDO,
2005).

2.2.Estresse oxidativo e doencgas cardiovasculares

As doencas cardiovasculares sédo a principal causa de morte no mundo,
especialmente entre as mulheres, seguidas pelas doencas infecciosas e parasitarias
e pelo cancer. (WHO, 2008). As principais formas de DCV sao: angina, infarto do
miocardio, acidente vascular cerebral (AVC) e aterosclerose (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2004). Entre seus fatores de risco, destacam-se idade, obesidade,
sedentarismo, tabagismo, hipertenséao arterial, diabetes mellitus e niveis elevados de
colesterol (STOCKER; KEANEY, 2004). A maior parte dos casos de ataques do
coracao (infarto do miocéardio) e muitos dos casos de acidentes vasculares cerebrais
séo secundarios a condicao de aterosclerose (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

A aterosclerose € uma das maiores causas de morbidade e mortalidade
nos paises desenvolvidos. Durante os ultimos trinta anos, foi observado um declinio
razoavel da mortalidade por causas cardiovasculares em paises desenvolvidos,
enquanto elevacdes relativamente rapidas e substanciais tém ocorrido em paises
em desenvolvimento, dentre os quais o Brasil. De acordo com as projecdes da
Organizacdao Mundial de Saude (OMS), esta tendéncia de elevacdo na doenca
cardiovascular tende a persistir, agravando ainda mais o quadro de morbidade e
mortalidade nesses paises que, com o aumento da prosperidade econémica global,
adquiriram diversos habitos de vida caracteristicos dos paises desenvolvidos
(STOCKER; KEANEY, 2004; SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007)
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A aterosclerose € uma doenca inflamatoria crénica de origem multifatorial
que ocorre em resposta a agressdo endotelial, acometendo principalmente a
camada intima de artérias de médio e grande calibre. A formacdo da placa
aterosclerdtica inicia-se com a agressao ao endotélio vascular em resposta a
diversos fatores como envelhecimento, toxinas, infeccbes virais, reacdes
imunolégicas, hipertensdo arterial, tabagismo, elevacdo de lipoproteinas
aterogénicas (LDL, lipoproteinas de densidade intermediaria - IDL, lipoproteinas de
densidade muito baixa - VLDL, remanescentes de quilomicrons), além de produtos
da lipoperoxidacédo presentes na dieta e nas particulas de LDL oxidadas (FRANKEL,
2005; MATSUURA et al., 2006; FORSTERMANN, 2008).

A disfungcéo endotelial ocasionada por esses fatores leva a um aumento
da permeabilidade da intima as lipoproteinas plasmaticas favorecendo a retencao
das mesmas no espaco subendotelial (Figura 1 - a). Retidas, as particulas de LDL
sofrem oxidacdo, causando a exposicdo de diversos neo-epitopos, tornando-as
imunogénicas. Esse processo de deposicao € proporcional a concentracdo dessas
lipoproteinas no plasma (PACKARD; LIBBY, 2008).

A disfuncdo endotelial também promove o surgimento de moléculas de
adesdao leucocitaria na superficie endotelial, processo estimulado pela presenca de
LDL oxidada. As moléculas de adesdo séo responsaveis pela atracdo de mondocitos
e linfécitos para a parede arterial. Induzidos por proteinas quimiotaticas, os
monadcitos migram para o espaco subendotelial onde se diferenciam em macrofagos,
gue por sua vez captam as LDL oxidadas. Os macrofagos repletos de lipides sao
conhecidos como células espumosas e sdo o principal componente das estrias
gordurosas (Figura 1 — a), que configuram as lesfes macroscopicas iniciais da
aterosclerose (CHOY et al., 2004). Além de mondcitos, outros tipos de leucdcitos,
particularmente células T, sdo recrutados para a lesdo aterosclerética, ajudando a
perpetuar o estado de inflamacéo crénica (Figura 1 — b) (RADER; DAUGHERTY,
2008).

Alguns mediadores da inflamacédo estimulam a migracdo e proliferacao
das células musculares lisas da camada média arterial (Figura 1 — b). Estas, ao

migrarem para a intima, passam a produzir ndo s6 citocinas e fatores de
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crescimento, como também matriz extracelular que formara parte da capa fibrosa da
placa aterosclerética (PACKARD; LIBBY, 2008; RADER; DAUGHERTY, 2008).

7z

A placa aterosclerética plenamente desenvolvida € constituida por
elementos celulares, componentes da matriz extracelular (que formam a capa
fibrosa, rica em colageno) e nucleo lipidico (rico em colesterol) (Figura 1 — c).
Finalmente, as células espumosas morrem, resultando na liberacdo de debris
celulares e colesterol cristalino. Esse processo contribui para a formagdo de um
nacleo necroético no interior da placa que promove o recrutamento de células
inflamatérias (RADER; DAUGHERTY, 2008).

As placas estaveis caracterizam-se por predominio de colageno,
organizado em capa fibrosa espessa, escassas células inflamatérias e ndcleo
lipidico de proporcdes menores (Figura 1 — d). As instaveis apresentam atividade
inflamatoria intensa, especialmente nas suas bordas laterais, com grande atividade
proteolitica, nucleo lipidico proeminente e capa fibrética ténue. A ruptura desta capa
expbe material lipidico altamente trombogénico, levando a formagcdo de um trombo
sobrejacente (Figura 1 — c). Este processo, também conhecido por aterotrombose, é
um dos principais determinantes das manifestacfes clinicas da aterosclerose
(STOCKER; KEANEY, 2004; MATSUURA et al., 2006)

(a) enqotélio (b) (c) (d)
" trombo

2 < — r
intima ofi l:Ias LOL ¢ capa 3 fator
: fibrosa tissular
espumosas e " ‘matriz . colesterol
cél. muscular nucleo
extracelular

lisa necrético

Figura 1 Desenvolvimento e progressao da aterosclerose.
(Adaptado de Rader; Daugherty, 2008)
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O papel dos lipidios plasméticos na etiologia da aterosclerose e doenca
coronaria foi bem definido (CHOY et al., 2004). Altas concentracdes plasmaticas de
colesterol total, TG e LDL colesterol e baixa concentracdo plasmatica de HDL
colesterol sdo consideradas importantes fatores de risco para doencas coronarias,
uma vez que a deposicao de lipoproteinas no espaco subendotelial € um dos passos
fundamentais para o inicio e progressao da aterogénese (STOCKER; KEANEY,
2004; HOUSTON et al., 2009).

De acordo com as diretrizes do “National Cholesterol Education Program”
(2001), a prescricdo de medicamentos deve ser considerada para pacientes que,
apesar de se submeterem a uma dieta apropriada, pratica regular de atividade fisica
e perda de peso, apresentam concentracdes elevadas de colesterol plasmatico.
Visto que uma grande proporcdo do colesterol corporeo € sintetizada pelo figado e
apenas um quarto é obtido pela dieta, inibir parcialmente a sintese de colesterol no
figado seria uma solucgéo l6gica. Portanto, os inibidores de HMG-CoA redutase tém

sido prescritos para o tratamento de hiperlipidemias (CHOY et al., 2004).

2.3.Estatinas

As estatinas atuam inibindo competitivamente a enzima HMG-CoA
redutase na sintese enddgena do colesterol (Figura 2), causando uma deplecdo no
“pool” intracelular. Essa reducdo na sintese de colesterol induz uma resposta
fisiol6gica que resulta em aumento da atividade dos receptores de LDL na superficie
celular e, consequentemente, a uma reducdo dos niveis de colesterol circulante
(MCCRINDLE, 2003; LAWS et al., 2005, RODRIGUEZ-YANEZ et al., 2008).
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Estatinas
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Figura 2 Esquema da sintese do colesterol.
(Adaptado de RODRIGUEZ-YANEZ et al., 2008)

Atualmente, seis estatinas sdo empregadas clinicamente: lovastatina,
pravastatina, simvastatina, fluvastatina, atorvastatina e rosuvastatina. A pitavastatina
€ uma nova estatina altamente efetiva, disponivel para uso apenas no Japao e em
fase de testes na Europa e nos Estados Unidos (NIROGI; MUDIGONDA;
KANDIKERE, 2007).

Lovastatina, simvastatina e pravastatina sdo derivadas naturais da
fermentacdo fungica. Fluvastatina, atorvastatina, rosuvastatina e pitavastatina foram
mais recentemente desenvolvidas e sdo sintetizadas quimicamente (NIROGI;
MUDIGONDA; KANDIKERE, 2007).

Todas as estatinas possuem um componente estrutural que é muito
semelhante a por¢do HMG da HMG-CoA, atuando como inibidores competitivos da
HMG-CoA redutase. As diferencas estruturais existentes entre as estatinas
determinam sua lipofilicidade, meia-vida e poténcia (NIROGI; MUDIGONDA;
KANDIKERE, 2007). As estruturas quimicas das estatinas e da HMG-CoA podem

ser visualizadas nas figuras 3 e 4, respectivamente.
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HMG-CoA analogue
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Figura 3 Estrutura quimica das estatinas empregadas clinicamente.
(Nirogi, Mudigonda e Kandikere, 2007).
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Figura 4 Estrutura quimica do HMG-CoA.
(Modificado de Campo e Carvalho, 2007).
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Além das alteracBes no perfil lipidico, recentes evidéncias clinicas e
experimentais indicam que as estatinas implicam em melhoria e restabelecimento da
funcdo endotelial, aumento da estabilidade das placas de ateroma, diminuicdo do
estresse oxidativo e da inflamacéo, inibicdo da resposta trombogénica na parede
vascular, inibicdo da agregacao plaquetaria, imunomodulacgéo, estimulo a formacao
0ssea e inibicdo do crescimento de células tumorais (ROSENSON, 2004; KINLAY,
2005; TOUSOLIS et al., 2007, KY et al., 2008).

A reducdo do estresse oxidativo atribuida as estatinas, deve-se a uma
possivel reducdo da sintese de EROs, aumento da liberacdo de 6xido nitrico, e uma
provavel influéncia nos antioxidantes endégenos (ROSENSON, 2004; CANGEMI, et
al., 2007; TOUSOLIS et al., 2007; KY et al., 2008).

Em altas dosagens, as estatinas podem reduzir moderadamente 0s niveis
de TG e aumentar os niveis de HDL colesterol. No entanto, podem afetar a funcéo
hepatica, causar dores e fragueza muscular (CHOY et al.,, 2004). Assim, a
suplementacdo de AGPI n-3 em conjunto com a terapia medicamentosa pode
resultar em maior reducdo de TG, otimizando a terapia e reduzindo a ocorréncia de
efeitos colaterais em individuos dislipidémicos (NAMBI; BALLANTYNE, 2006). Esta
hipétese tem sido confirmada através de varios estudos que avaliaram o efeito do
uso combinado de estatinas e AGPI n-3 em individuos com dislipidemia combinada
e apos infarto do miocardio (CONTACOS; BARTER; SULLIVAN, 1993; NORD@Y et
al., 1998; GISSI-PREVENZIONE, 1999 ; DURRINGTON et al., 2001 ; CHAN et al.,
2002 ; NORD@Y; SVENSSON; HANSEN, 2003; YOKOYAMA; ORIGASA, 2003 ;
HONG et al., 2004).

2.4.Acidos graxos poliinsaturados Omega-3

Ha& aproximadamente trés décadas, observou-se que a ocorréncia de
doencas cardiovasculares era baixa em populacdes de esquimos da Groenlandia.
Apesar do elevado consumo de gorduras, essas populacdes subsistiam com grande
guantidade de peixes e frutos do mar (BANG; DYEBERG, 1972; BANG; DYEBERG,;
HJOORNE, 1976; KROMANN; GREEN, 1980). Resultados similares foram
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observados em outras populagcdes com alto consumo de peixe, como nativos do
Alasca (NEWMAN et al., 1993) e japoneses residentes em vilas de pesca (YAMORI
et al.1985). Desde entéo, o efeito benéfico potencial do consumo de peixe na saude
humana, particularmente na reducdo do risco de DCV, passou a ser alvo de

extensivas pesquisas.

Acidos graxos poliinsaturados Omega 3, incluindo o EPA, o &cido
docosapentaendico (DPA) e o DHA, que sé&o quase exclusivamente derivados de
fontes marinhas, foram propostos como 0s nutrientes essenciais responsaveis pelos
efeitos cardioprotetores potenciais do consumo de peixes. Como o DPA é um
intermediario entre 0 EPA e o DHA e esta presente em quantidades relativamente
pequenas, as pesquisas tiveram seu foco principal no EPA e no DHA (HE, 2009).
Muitos estudos clinicos, laboratoriais e epidemiologicos relacionando os AGPI n-3 a
DCV foram publicados nas ultimas décadas. Embora a literatura ndo seja totalmente
consistente, a maioria dos estudos sugere efeitos cardioprotetores do consumo de
AGPI n-3 (CASTRO; BARROSO; SINNECKER, 2005; LAVIE et al., 2009; ESLICK et
al., 2009).

Devido a estes possiveis efeitos benéficos, uma maior ingestdo desses
acidos graxos (EPA e DHA) através do consumo de o6leo de peixe tem sido
recomendada. A “American Heart Association” recomenda o consumo de peixe pelo
menos 2 vezes por semana. Em 2004, o Food and Drug Administration (FDA)
aprovou a alegacao qualificada de saude para o uso de EPA e DHA em alimentos
convencionais e suplementos dietéticos (FDA, 2004). Atualmente, varios alimentos
sdo suplementados com AGPI n-3 em diferentes dosagens com o objetivo de

explorar comercialmente a alegacao funcional.

Os &cidos graxos Omega-3 sdo gorduras poliinsaturadas nas quais a
primeira insaturacdo contada a partir do radical metila esta localizada entre 0 3° e 0
4° carbono. Os principais acidos graxos da familia Omega-3 sédo: alfa-linolénico
(ALA, 18:3n-3), EPA (20:5n-3) e DHA (22:6n-3), e compreendem uma das duas
classes de acidos graxos poliinsaturados (Figura 5). EPA e DHA pré-formados
podem ser obtidos a partir de peixes gordos ou suplementos de 6leo de peixe,
enquanto o ALA pode ser obtido de alguns Oleos vegetais. A outra classe de acidos

graxos poliinsaturados € composta pelos acidos graxos Omega-6 (Figura 6), como o
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acido linoléico (LA, 18:2n6) e o acido araquidénico (AA, 20:4n-6) (HARRIS et al.,
2008).

O

HO
Acido Alfa-Linolénico (ALA 18:3 n-3)

OH

Acido Eicosapentaenéico (EPA 20:5 n-3) Acido Docosahexaenoico (DHA 22:6 n-3)

Figura 5 Acidos graxos poliinsaturados da familia Omega 3.

0)

HO
Acido Linoléico (LA — 18:2 n-6) Acido Araquidénico (AA — 20:4 n-6)
Figura 6 Acidos graxos da familia Omega 6

No organismo humano, o ALA pode ser convertido a EPA e DHA e o0 LA
pode ser convertido a AA por meio de reacdes de elongamento e dessaturagao.

Porém, as taxas exatas de producéo endogena de EPA e DHA séo desconhecidas.
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Aproximadamente 5 a 10% do ALA dietético pode ser convertido em EPA e mais 2 a
5% podem ser futuramente convertidos em DHA em adultos (WIJENDRAN; HAYES,
2004). A figura 7 apresenta as etapas mais importantes da conversédo de LA e ALA
em seus derivados insaturados. Uma das enzimas chave no metabolismo de &cidos
graxos essenciais e poliinsaturados é a 3-6-dessaturase que reconhece e metaboliza
LA e ALA produzindo os &cidos y-linolénico (GLA) e estearidonico (STD),
respectivamente. A afinidade da 3-6-dessaturase pelos acidos graxos essenciais é
diferente; de fato, a concentracdo de ALA precisa ser cerca de 10 vezes maior que a
de LA para inibir em 50% a formacao de GLA, sugerindo que na presenca de alta
concentracdo de LA, como ocorre em um sistema vivo, a via de formacgdo do AA é
preferencial (BENATTI et al., 2004). Apos a dessaturacao pela 5-6-dessaturase, um
ciclo de elongamentos e dessaturacdes pela 6-5-dessaturase gera AA e EPA, a
partir de LA e ALA, respectivamente. Em mamiferos, dois ciclos de elongamentos e
uma dessaturacdo pela 5-6-dessaturase formam os acidos tetracosaexaenoico e
tetracosapentaenodico. Esse dois acidos graxos sao transferidos do reticulo
endoplasmatico para peroxissomos, onde eles sdo submetidos a beta-oxidacéo para
gerar DHA e DPA, que retornam ao reticulo endoplasmatico (SPRECHER; CHEN,
1999; RUSSO, 2009).

Embora ambos, AGPI n-3 e n-6, sejam substratos para mediadores
lipidicos e sejam incorporados como componentes estruturais na formacdo de
bicamadas lipidicas das membranas celulares, os efeitos biolégicos dos AGPI n-3
sdo diferentes dos efeitos dos AGPI n-6. Sob acdo das enzimas cicloxigenases
(COX) e lipoxigenases (LOX), os AGPI n-6 levam a formacdo de prostandides da
série 2 (prostaglandinas E2, prostaciclinas 12 e tromboxanos A2) e leucotrienos da
série 4 (LTB4, LTC4 e LTE4), compostos caracterizados pela acdo pro-inflamatoria e
pré-agregatoéria. Por outro lado, os AGPI n-3 sdo precursores de prostandides da
série 3 (prostaglandinas E3, prostaciclinas 13 e tromboxanos A3) e leucotrienos da
série 5 (LTB5, LTC5 e LTES5) que séo biologicamente menos ativos, resultando em
uma resposta antiinflamatéria. (HARRIS, 2004; RUSSO, 2009).
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Figura 7 Esquema da formacédo de AA, EPA e DHA a partir de LA e ALA por meio de reacdes de
elongamento e dessaturacao.

(Adaptado de Russo, 2009)

Evidéncias consistentes de estudos experimentais, epidemioldgicos e
clinicos indicam que o consumo de peixes ou a ingestdo AGPI n-3 de cadeia longa
podem prover efeito cardioprotetor (HE, 2009). As propriedades anti-arritimeicas,
gue podem diminuir o risco de morte subita, estdo relacionadas a estabilizacédo
elétrica das células através de seus efeitos em canais idnicos (principalmente sodio,
célcio e potassio) e da presenca de interagcdes dos AGPI n-3 nos fosfolipidios da
membrana, alterando sua fluidez. As propriedades antitrombéticas, que podem
diminuir o risco da morte subita, estdo relacionadas a diminuicdo da funcdo dos
trombacitos e da sintese de fatores que promovem a agregacao, coagulacao e vaso
constricdo e ao aumento da atividade fibrinolitica. As propriedades antiinflamatoérias,
com importante papel na génese da aterosclerose, diabetes mellitus, hipertenséo,
sindrome metabdlica e déficit cardiaco crénico, podem ser atribuidas a reducéo da
sintese do AA levando a inibicdo da formagdo de eicosanodides pro-inflamatérios

pelas enzimas COX e LOX, além de seu efeito sobre a manutencdo da funcéo
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endotelial (KRIS-ETHERTON; HARRIS; APPEL, 2003; FEDACKO et al., 2007).
Outros mecanismos incluem a reducédo plasmatica de VLDL e da sintese de TG, e a
maior producdo de particulas de LDL maiores e menos aterogénicas (TINKER et al.,
1999; SONG; FUJIMOTO; MIYZAWA, 2000; FRENOUX et al., 2001; HUDERT et al.,
2006).

Os AGPI n-3 encontrados no 6leo de peixe reduzem concentracdes
plasmaticas de TG tanto no jejum como no periodo pos-prandial sem apresentarem
efeitos clinicamente significativos na absor¢cdo de gordura. Em geral, ensaios
clinicos indicam que o EPA e o DHA tém efeitos similares na reducéo de TG
(HARRIS, 2008).

Os mecanismos moleculares pelos quais o0 EPA e o DHA reduzem a
concentragéo sérica de TG ainda ndo estdo completamente esclarecidos, mas varios
mecanismos potenciais foram hipotetizados a partir de estudos pré-clinicos. Os
principais fatores de transcricdo influenciados pelos AGPI n-3 estdo ilustrados na
Figura 8. Esses estudos fornecem evidéncias convincentes de que o EPA e o DHA
podem reduzir a sintese e a secrecdo hepatica de VLDL e podem aumentar a
remocao de TG dos quilomicrons e da VLDL, por meio de sua interacdo com fatores
de transcricdo que regulam a expressdo de enzimas envolvidas com a sintese e a
degradacéao de acidos graxos. De forma resumida, os AGPI n-3 ativam os receptores
retindide X (RXR) e farneséide X (FXR) que, por sua vez, inibem o receptor X do
figado (LXR), inibindo seu efeito na ativacdo da proteina ligada ao elemento
regulado por esterol 1c (SREBP-1c), que modula a expressdo de enzimas
envolvidas na sintese de acidos graxos. Os AGPI n-3 também ativam os receptores
ativados por proliferadores de peroxissomos (PPARs) que, além de modularem a
expressdo de enzimas envolvidas na oxidacdo dos acidos graxos (AG), também
atuam inibindo a SREBP-1c. Somado a acéo direta dos AGPI n-3 na inibicdo da
SREBP-1c, essas formas indiretas de inibicdo contribuem para a reducao da sintese
de AG. Os AGPI-n3 também atuam na inibicdo do fator nuclear kappa B (NF«xB),
modulando a resposta inflamatéria. (FERNANDEZ; WEST, 2005; DAVIDSON, 2006;
HARRIS, 2008; SCHMITZ; ECKER, 2008).
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Figura 8 Fatores de transcricdo influenciados pelos acidos graxos poliinsaturados Omega-3.

(AGPI n-3: acidos graxos poliinsaturados Omega 3; FXR: receptor farneséide X; LXR: receptor X do

figado; NFkB: fator nuclear kappa B; PPAR: receptor ativado por proliferadores de peroxissomos;
RXR: receptor retinbide X; SREBP-1c: proteina ligada ao elemento regulado por esterol 1c)
(Adaptado de Schimitz e Ecker, 2008).

O conjunto de acdes dos AGPI n-3 sobre esses fatores de transcricéo,
culmina na reducédo da sintese de AG e no aumento de sua degradacao pela via da
B-oxidagdo hepatica (Figura 9). A inibicdo dos receptores LXR e RXR e do SREBP-
1c leva a uma reducdo da expressdo da acetil CoA carboxilase (ACC) e da éacido
graxo sintase (FAS), reduzindo a sintese de &cidos graxos. E possivel que o
SREBP-1c também module a expressdo da acil-CoA:diacilglicerol aciltransferase
(DGAT), reduzindo a sintese de TG. O aumento da expressao de PPAR-a promove
aumento da B-oxidagéo e reduz a expressao de transportadores de AG, o que leva a
uma reducédo do transporte de acidos graxos néo esterificados (AGNE) dos tecidos
periféricos para o figado. Devido a menor disponibilidade de AG para a sintese de

TG e a reducdo da sintese de apolipoproteinas B-100 (Apo B-100), a sintese e
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secrecdo hepatica de VLDL é reduzida. Observa-se também efeitos nos tecidos
periféricos, onde a remoc¢do de VLDL € aumentado, possivelmente por acdo dos

PPARs a e y modulando a expressao da lipase lipoprotéica (LPL) (HARRIS, 2008).

v LXRa/RXRa

A Expressao génica

I SREBP-1c induzida por PPAR-a

} Expresséo de
vACC e FAS transportadores

de AG
| Sintese de AG + p-oxidagéo /
v DGAT AG livres AGNE.
\ % - !-
¢ Blitesg oL 1‘ Expressao de LPL -
1 ¢Apo B-100 induzida por PPAR-y
4 VLDL \ Yot
4+ LPL
LDL

{ Secrecdo de VLDL-TG

Figura 9 Mecanismos potenciais da modulacgédo de triacilglicerdis por acidos graxos poliinsaturados
Omega 3 (EPA e DHA).

(ACC: acetil CoA carboxilase; AG: acidos graxos; AGNE: acidos graxos nao esterificados; Apo B-
100: apolipoproteina B-100; DGAT: acil-CoA:diacilglicerol aciltransferase; FAS: acido graxo sintase;
LDL: lipoproteina de alta densidade; LPL: lipoproteina lipase; LXR: receptor X do figado; PPAR:
receptores ativado por proliferadores de peroxissomos; RXR: receptor retindide X; SREBP-1c:
proteina ligada ao elemento regulado por esterol 1c; TG: triacilgliceréis; VLDL: lipoproteinas de
densidade muito baixa)

(Adaptado de Harris, 2008).

O fator de transcricdo redox-sensivel NF-kB, € conhecido por regular a
expressdo de diversos genes envolvidos na resposta imune e inflamatoria, e
recentemente tem mostrado um importante papel determinando o destino celular
durante o estresse oxidativo (ADZIC et al., 2006). O NF-xB induz a expresséo génica
de um grande numero de moléculas, incluindo citocinas (IL-2, IL-6, IL-8, interferon-y,
TNF-a), fatores de crescimento, receptores imunes (receptores de células T,
receptores IL-2), moléculas de adesdo (E-selectinas, ICAM-1), da Oxido nitrico
sintase induzivel (iNOS) e da Mn-SOD, entre outros (KABE et al., 2005). Assim, a
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acao dos AGPI n-3 na inibicaio do NF-xB, estaria associado ao seu efeito
antiinflamatério (FERNANDEZ; WEST, 2005; DAVIDSON, 2006; HARRIS, 2008;
SCHMITZ; ECKER, 2008).

Apesar de apresentarem todos esses efeitos benéficos, &cidos graxos
poliinsaturados como o EPA e o DHA, que contém em sua estrutura cinco e seis
insaturacfes respectivamente, sdo extremamente susceptiveis a lipoperoxidacao,
mesmo na presenca de antioxidantes adicionados (YUAN; KITTS, 2003), e seu
consumo cronico em doses elevadas poderia levar a um aumento da
susceptibilidade da LDL a oxidacédo (HIGDON et al., 2001; HANWELL, et al., 2009).
Embora mais insaturacbées aumentem a susceptibilidade dos acidos graxos
poliinsaturados a oxidarem in vitro (DECKER; ALAMED; CASTRO, 2010), ndo esta
estabelecido que isso também ocorra in vivo (THOLSTRUP et al., 2004). Pesquisas
gue se propuseram a avaliar o efeito da lipoperoxidacéo in vivo em humanos e em
animais observaram aumento, nenhum efeito ou diminuicdo da susceptibilidade a
oxidacdo (GRUNDT et al., 2003; YUAN; KITTS, 2003). A variabilidade desses
resultados pode ser atribuida a varios fatores, incluindo: grau, tempo e forma de
suplementacao, concentracdo de antioxidantes no Oleo de peixe e diferencas nas
metodologias empregadas para avaliacao do estresse oxidativo (LEIGH-FIRBANK et
al., 2002; GRUNDT et al., 2003).

Diante das evidéncias apresentadas na literatura, percebe-se que o0s
AGPI n-3 e as estatinas poderiam apresentar efeitos antagbnicos na susceptibilidade
do organismo humano ao estresse oxidativo. Assim, diante do maior interesse da
populacdo no consumo de suplementos e alimentos funcionais contendo AGPI n-3 e
dada a importancia do estresse oxidativo no desenvolvimento das doencas
cardiovasculares, estudos que abordem interacdes entre esses alimentos e
medicamentos fazem-se extremamente necessarios, e contribuirdo para fornecer
bases cientificas a recomendacdo de uso de alimentos e suplementos como

coadjuvantes no controle da dislipidemia através de estatinas.
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3. OBJETIVOS

3.1.Hipoteses

Individuos com dislipidemia controlada por estatinas que recebem
suplementacdo com AGPI n-3 apresentam maior reducado de TG e menos estresse
oxidativo que individuos néo suplementados com AGPI n-3.

3.2.Objetivo Geral

Avaliar se mulheres com dislipidemia controlada por estatinas submetidas
a suplementacdo com AGPI n-3 (2,3 g de EPA + DHA/dia) apresentavam maior
reducdo de TG e menor estresse oxidativo que mulheres nédo suplementadas com
AGPI n-3.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

4.1.1. Acidos Graxos Omega 3

As capsulas de Omega 3 (6leo de peixe) e de placebo (6leo de soja e
milho), foram adquiridas junto & Ocean Nutrition Canada Limited, (Nova Scotia,
Canada). As capsulas continham de 900 a 1100 mg de 6leo e foram adicionadas de
2 mg de tocoferdis naturais por grama de Oleo. Os Certificados de Analise
fornecidos pela empresa (Anexo 1 e 2) indicavam que as capsulas eram adequadas
para consumo, pois foram aprovadas em teste microbiolégicos, de acidez e de
oxidacao, além de apresentarem quantidades permitidas de metais pesados e outros
contaminantes. De acordo com o certificado de anélise, as capsulas de Omega 3
apresentaram um contetdo médio de 380 mg de EPA e 200 mg de DHA/unidade. As

capsulas de Placebo ndo continham nenhum desses dois acidos graxos.

4.1.2. Reagentes

Foram utilizados os seguintes padrdes e reagentes: Trifluoreto de boro
(BF3) metandlico 14% (B1127); Padrbes de acidos graxos: Mistura de metil ésteres
de acidos graxos (18919); PUFA n°3 (6leo de sardinha) (47085U); Mistura de metil
ésteres de acidos graxos Supelco® 37 (47885U); 2,6-Di-terc-butil-4-metilfenol (BHT)
(B1378); acido 2-tiobarbittrico (TBA) (T5500); Tetrabutiiambnio de malondialdeido
(MDA) (Fluka: 63287); Tris Base ou 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propenodiol
(T1378); Triton X-100 ou 4-(1,1,3,3-Tetrametilbutil) fenil-polietileno glicol (X-100);
Aprotinina de pulméo bovino (A4529); Hemisulfato de leupeptina (L8511); Fluoreto
de fenilmetanosulfonila (PMSF) (P7626); Citocromo ¢ de coracdo equino (C7752);
Xantina (X4002); xantina oxidase de leite bovino (X1875); B-nicotinamida adenina
dinucleotideo 2’-fosfato tetra-sodico reduzido (NADPH) (N1630); Glutationa
Redutase de levedura (G3664); L-glutationa reduzida (GSH) (G6529); hidroper6xido
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de terci-butil (458139) adquiridos da Sigma Chemical Co. (Sigma-Aldrich Corp., St.
Louis, MO, USA). Acetonitrila, Etanol, Metanol, Isoctano, Heptano e n-Hexano grau
HPLC da Merck S.A. (Darmstadt, Germany). Os demais reagentes utilizados
apresentaram grau de pureza analiticamente compativel. Agua MiliQ foi utilizada no
preparo de todas as solu¢cdes aquosas (Millipore Corp., Billerica, MA, USA).

4.2.Delineamento Experimental

Sessenta individuos do sexo feminino, com idade compreendida entre 40
e 80 anos, com colesterolemia e hipertensdo ausente ou controlada, sem historico
de diabetes, intervencdo cardiovascular ou insuficiéncia renal, sem reposi¢cao
hormonal, com pratica de atividade fisica ausente ou moderada, consumo de alcool
ausente ou eventual e que nao estivessem fazendo uso de suplementos alimentares
foram entrevistados quanto a concordancia em participar do estudo, segundo as

normas do Comité de Etica (Anexo 3).

Em um primeiro encontro, os individuos selecionados receberam
melhores esclarecimentos a respeito do protocolo, foram orientados quanto ao
consumo das capsulas e conscientizados quanto aos demais procedimentos durante
0 periodo experimental, como da manutencédo de seus habitos dietéticos e nivel de
atividade fisica. Os individuos foram submetidos as avaliacbes antropométricas
iniciais, responderam a um questionario sécio-econémico (Anexo 4) e foram

instruidos quanto ao preenchimento do registro alimentar.

Utilizou-se um delineamento crossover duplo cego para compor 0s quatro

grupos:

- Grupo Placebo: Voluntarias que ndo estavam sob terapia com estatinas

e que receberam cépsulas de placebo (6leo de milho e soja).

- Grupo Estatina: Voluntarias que estavam sob terapia com estatinas e

receberam capsulas de placebo.
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- Grupo Omega: Voluntarias que ndo estavam sob terapia com estatinas e

receberam capsulas de Omega 3 (6leo de peixe).

- Grupo Combinado: Voluntarias que estavam sob terapia com estatinas e
receberam capsulas de Omega 3.

As voluntédrias que estavam sob terapia com estatinas ja faziam uso
desse medicamento na dosagem de 10 a 40 mg/dia por um periodo minimo de seis
meses. Quatorze individuos desistiram de participar do estudo antes da primeira
coleta por ndo poderem comparecer na data pré-determinada. ApOs o inicio do
protocolo experimental, um individuo desistiu por apresentar problemas de saude
(intoxicacdo alimentar) e dois individuos ndo puderam comparecer na data preé-

determinada devido a motivos pessoais.

A Figura 10 apresenta um esquema do planejamento experimental.

Figura 10 Esquema do planejamento experimental.
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E L Washout E

Os individuos receberam frascos contendo capsulas de 6leo de peixe
(Omega 3) ou 6leo soja/milho (Placebo) e foram orientados a consumir 4 céapsulas

por dia, por 42 dias. Durante esse periodo, foram contatados por telefone para
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assegurar a aderéncia ao estudo. Apés 90 dias de washout, a suplementacéo foi
invertida, e os individuos foram acompanhados por mais um periodo de 42 dias.
Foram realizadas coletas de sangue, avaliacbes antropométricas e inquérito
alimentar com registro alimentar de 3 dias (Anexo 5) elaborado segundo Herbert et
al. (1999), no inicio e no final de cada periodo de intervencéo.

A coleta de sangue foi realizada por uma equipe de enfermagem
previamente contratada, seguindo todos os cuidados de higiene e assepsia. O
sangue foi coletado com seringas descartaveis e transferido para tubos Vacutainer
(Becton Dickinson, NJ), contendo 1% K,EDTA para determinacao do perfil de acidos
graxos e dos biomarcadores do estresse oxidativo, e tubos sem anticoagulante para
mensuracao de variaveis bioquimicas. As amostras de sangue foram imediatamente
centrifugadas a 4°C, o soro foi encaminhado para analises laboratoriais e o plasma
foi transferido para tubos tipo eppendorf, que foram congelados sob nitrogénio
liquido. As amostras foram estocadas a temperatura de -80°C para analises

posteriores.

4.3.Métodos

4.3.1. Analise do perfil de acidos graxos das capsulas de 6leo de

peixe e 6leo de soja e milho

O conteudo das capsulas foi esterificado de acordo com as metodologias
oficiais da AOCS (1998). Para as amostras de Oleo de peixe, foi empregada a
metodologia Ce 1b-89. Pesou-se aproximadamente 25 mg de amostra de o6leo.
Adicionou-se 1,5 ml de solucdo de NaOH 0,5 N em metanol, e a amostra foi
incubada a 100°C por 5 minutos. ApGs atingir a temperatura ambiente, a amostra foi
adicionada de 2 ml de solucdo de BF3; em metanol a 14%, seguida de nova
incubacdo a 100°C por 30 minutos. Apos resfriar até 30-40°C, adicionou-se 1 ml de
isoctano e agitou-se vigorosamente por 30 segundos. Em seguida, adicionou-se 5 ml
de solucéo saturada de NaCl e ap0s resfriar até temperatura ambiente, transferiu-se

a camada de isoctano para um novo tubo. Extraiu-se novamente a fase
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metanol/agua com 1 ml de isoctano. Combinou-se 0s extratos de isoctano e foram
concentrados até aproximadamente 1 ml através de evaporacdo com Ny, sendo a
fase superior transferida para um vial contendo aproximadamente 0,5g de sulfato de
sédio para injecdo no cromatografo. Para as amostras de 6leo de soja/milho, foi
empregada a metodologia Ce 2-66. Pesou-se entre 50-125 mg de amostra de 6leo.
Adicionou-se 2 ml de NaOH 0,5 N em metanol, e a amostra foi incubada a 100°C por
5 minutos. Apés atingir a temperatura ambiente, a amostra foi adicionada de 2,5 ml
de solucdo de BF3z em metanol a 14%, seguida de nova incubacdo a 100°C por 2
minutos. Adicionou-se 1 ml de hexano e amostra foi incubada a 100°C por mais 1
minuto. Em seguida, adicionou-se 5 ml de solucédo saturada de NaCl e agitou-se
vigorosamente por 15 segundos. ApoOs resfriar até temperatura ambiente, a amostra
foi extraida 2 vezes com 1 ml de heptano. Combinou-se os extratos de heptano, que
foram concentrados até aproximadamente 1 ml através de evaporacdo com No,
sendo a fase superior transferida para um vial contendo aproximadamente 0,59 de

sulfato de sodio para injecdo no cromatografo.

A identificacdo foi realizada em um cromatégrafo a gas SHIMADZU,
GC-17A, equipado com uma coluna capilar (Supelcowax: Supelco, Bellefonte, PA,
USA) fundida de silicone com 30 m de comprimento e 0,25 mm de diametro interno
e um detector de ionizacdo em chama. Hélio foi usado como gas de arraste
(ImL/min) e os acidos graxos foram separados usando um gradiente de 80 a 150° C
(10° C/min), com um acréscimo de 6° C/min até atingir 230° C, permanecendo nesta
temperatura por 30 minutos. A temperatura da camara injetora e do detector foi de
250° C. Os acidos graxos foram calculados pelas areas de pico relativo a area de
pico da mistura padrdo de trinta e sete ésteres metilicos de acidos graxos (Sigma
Chemical Co.) complementados com uma mistura padrdo "n-3 PUFA" contendo
dezenove componentes (Supelco, Inc). Os resultados foram expressos em % do

total de acidos graxos presentes.

O indicie de peroxidabilidade (IP) das amostras foi calculado segundo
Hsu; Lee e Chen (2001), onde:

Pl = (% diendico x 1) + (% triendico x 2) + (% tetraendico x 3) + (%

pentaendico x 4) + (% hexaendico x 5).
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4.3.2. Andlise da concentracao sérica de glicose, lipoproteinas e

proteina C reativa

As amostras de soro foram imediatamente encaminhadas ao Laboratério
Médico de Analises Clinicas de Sao Paulo LMC LTDA., para andlise das
concentracdes séricas de glicose, colesterol total, HDL - colesterol e triacilglicerdis —
por meio de métodos colorimétrico enzimaticos - e de proteina C reativa (PCR) ultra-
sensivel, por meio de método turbidimétrico. A concentracdo de LDL - colesterol foi

calculada utilizando-se a formula de Friedewald, Levy e Fredrickson (1972), onde:

LDL = CT — (HDL — TG/5).

4.3.3. Analise do perfil de acidos graxos no plasma

As amostras de plasma foram derivatizadas utilizando a técnica de
esterificacdo direta conforme descrita por Shirai, Suzuki e Wada (2005). Uma
aliquota de 150 puL de amostra de plasma foi adicionada a 1 mL de solucéo 0,5M de
NaOH em metanol e, apos agitacdo no vortex por 15 segundos, a mistura foi
aquecida em banho Maria a 100°C por 15 minutos. ApoOs resfriar, a amostra foi
adicionada de 2 mL de solucdo de BF; em metanol a 14%, seguida de agitacao por
15 segundos e aquecimento a 100°C por 20 segundos. Apos resfriar até temperatura
ambiente, a mistura foi adicionada de 1 mL de isoctano e 5 mL de solucdo saturada
de NaCl, seguida de agitacdo vigorosa por 15 segundos. A fase superior foi
transferida para um microtubo, evaporada sob atmosfera de nitrogénio e estocada

até o momento da injecao.

A composicdo de acidos graxos foi determinada em um cromatégrafo a
gas SHIMADZU, 2010, equipado com uma coluna capilar Supelco 2560 de 100 m de
comprimento e 0,25 mm de diametro interno. O gas hélio foi utilizado como géas de
arraste, com fluxo de 1mL/min. As temperaturas do injetor e do detector foram de
250°C e 260°C, respectivamente. A programacéo de temperatura da coluna foi de
140°C inicial com um acréscimo de 4°C/min até atingir 230°C, recebendo entdo um

acréscimo de 5°C/min até atingir um platd de 240°C e permanecendo nesta
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temperatura por 11 minutos. Uma mistura padréo de trinta e sete ésteres metil de
acidos graxos (Sigma Chemical Co.) foi utilizada para identificar os picos. Os
resultados foram expressos como % do total de &cidos graxos presentes na

amostra.

As amostras foram analisadas em conjunto nove meses ap0s a primeira

coleta.

4.3.4. Determinacgéo dos biomarcadores do estresse oxidativo

Os biomarcadores do estresse oxidativo foram avaliados através da
medida de produtos secundarios da oxidacao lipidica (malondialdeido) e da medida
das possiveis alteracbes no sistema antioxidante em decorréncia do aumento do
estresse oxidativo: atividade e expressdo protéica das enzimas antioxidantes
(Catalase, Superdxido Dismutase e Glutationa Peroxidase), determinacdo da
concentracdo plasmatica de Tocoferol e da capacidade antioxidante total do plasma

pela técnica de ORAC. As seguintes metodologias experimentais foram utilizadas:

Concentracéao de malondialdeido no plasma

A concentracdo de malondialdeido no plasma foi medida por meio da sua
separacdo pela cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) como descrito
previamente por Cheng et al. (2008) com adaptacfes. A 50uL de plasma foram
adicionados 25 uL de BHT 1%, 250 pL de TBA 39,9 mM, 425 uL de H20 miliQ e 750
uL de acido fosforico. Apos agitagdo no vortex, as amostras foram incubadas em
banho maria a 100°C durante 1 hora e resfriadas em gelo. Uma aliquota de 500 uL
foi transferida para um eppendorf e adicionados de 400 uL de metanol grau HPLC e
100 puL de NaOH 1M, seguido de centrifugagdo a 24.100 g a 4°C por 5 minutos
(centrifuga HITACHI modelo CF-15R, Tokio, Japan). O sobrenadante foi transferido

para um vial apos filtracdo em membrana de PTFE de 0,45 um de porosidade.
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A identificagdo foi realizada em cromatografo liquido de alta eficiéncia
(Agilent Technologies 1200 series - Santa Clara, USA), equipado com coluna de
fase reversa Phenomenex C18 de 250 mm x 4,6 mm com particulas de 5um
(Phenomenex, Torrance, USA) e pré-coluna Phenomenex LC8-D8 AJ0-1287
(Phenomenex, Torrance, USA). A temperatura no amostrador foi mantida em 4°C, e
a temperatura da coluna foi de 25°C. A fase movel utilizada foi 60% Tampéao Fosfato
de Potassio (50 mM; pH 6,0) e 40% metanol. O volume de injecéo foi de 20 pL e a
taxa de fluxo de 1 mL/minuto e o tempo de corrida de 10 minutos, mais 10 minutos
de limpeza da coluna com acetonitrila e 4gua e 5 minutos de pés-corrida. A deteccdo
foi realizada fluorimetricamente a uma excitacao de 515 nm e emisséo de 543 nm. O
tempo de retencdo do MDA foi de aproximadamente 8,5 minutos.

O calculo da concentracdo de MDA foi realizado a partir da equacao da
reta gerada por uma curva de calibracdo nas concentra¢cées 0,5 a 5,0 umol. A cada
corrida feita no HPLC foi preparado o branco com agua milli-Q e um controle externo
constituido por uma solucédo de MDA na concentracdo de 5 pmol. As amostras foram

analisadas em triplicata 10 meses ap0s a primeira coleta.

Preparo das amostras para analise da atividade e expressao das enzimas

antioxidantes

As amostras foram preparadas no dia da coleta conforme descrito por
Adzic et al. (2006). Apés centrifugacdo a 1500 g por 5 min a 4°C para separacédo do
plasma, o pellet de células do sangue total foi lisado pela adicdo de tampé&o
contendo 0.32 M de sacarose, 10 mM Tris-HCI pH 7.4, 5 mM MgCI2, 1% Triton X-
100 e um coquetel de inibidores de protease (aprotinina, leupeptina, NaF e PMSF).
Foram separadas aliquotas para determinacdo da atividade das enzimas
antioxidantes e da concentracdo de proteina com o kit BCA (Pierce — Thermo
Scientific, Rockford, IL, USA), estocadas a -20°C. As aliquotas separadas para o
Western Blotting, foram adicionadas de tampao de desnaturacédo conforme proposto
por Laemmli (1970), incubadas em banho de ebulicdo por 2 minutos e estocadas a -

80°C para andlise posterior.
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Atividade da enzima Catalase

A atividade da Catalase foi determinada de acordo com a metodologia
proposta por Aebi (1984). Visto que a funcdo da catalase é decompor o peréxido de
hidrogénio (H,O;) conforme a reagcdo abaixo descrita, a metodologia empregada
baseia-se no monitoramento do decréscimo do H,O, por meio da leitura da

absorbancia a 230nm.

2H,0, —Ca Lo H.0+0,

Amostras de lisado de células do sangue total no volume de 20 ul,
diluidas na proporcéao de 1:200, foram adicionadas a uma cubeta contendo 640 ul de
Tampao Fosfato de Potassio 50mM, pH 7,0. Apds adicdo de 340 pl de solucéo de
peroxido de hidrogénio 30 mM, iniciou-se a leitura a 230 nm, a cada 60 s, durante 5
minutos. A analise foi realizada a 37°C e os resultados foram expressos em Unidade
de atividade (UA) por minuto por mg de proteina.

As amostras foram analisadas em triplicata no prazo maximo de até 4 dias

apos cada coleta devido a baixa estabilidade da enzima nas amostras de sangue.

Atividade da enzima Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada de acordo com a metodologia
proposta por Mc Cord e Fridovich (1969), utilizando hipoxantina e xantina oxidase
para gerar radicais superéxidos (1), que doam elétrons para o Citocromo C,
formando um composto que absorve luz a 550 nm (2). Visto que a funcédo da SOD é
acelerar a dismutacado do radical superéxido (3), sua atividade é medida através do

grau de inibicdo da reducao do Citocromo C.
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Hipoxantina + O Xant O, £¢ Grico + ol 1)
0," + Citocromo C [Fe*] ———— 0O, + Citocromo C [Fe?'] (2)
0, + 0, +2H—3L 4 0, + H,0 (3)

Amostras de lisado de células do sangue total no volume de 15 pl,
diluidas na proporcao de 1:5, foram adicionadas a uma cubeta com 1 ml de meio de
reacdo contendo Citocromo C, Xantina 50mM, EDTA 1mM e KCN 200uM diluidos
em Tampéo Fosfato de Potassio 0,05M, pH 7,8. Apés adicdo de xantina oxidase em
volume pré-testado, iniciou-se a leitura a 550 nm, a cada 60 s, durante 6 minutos. A
analise foi realizada a 37°C. Os resultados foram expressos em UA por minuto por
mg de proteina.

As amostras foram analisadas em triplicata no prazo de até 20 dias apos

cada coleta.

Atividade da enzima Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade da GPx foi determinada de acordo com a metodologia
proposta por Wendel, 1981. Visto que a funcdo da glutationa peroxidase € de
catalisar a reducdo de peroxido de hidrogénio e hidroperoxidos utilizando a
glutationa (GSH) como agente redutor, esta metodologia baseia-se na reducdo do
hidroperédxido de terc-butil, com a imediata reducdo da glutationa oxidada (GSSG)
catalisada pela glutationa redutase e a concomitante oxidacdo de NADPH a NADP™,

gue pode ser medida pela reducéo da absorbancia a 340 nm.
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NADP* \ /. 2 GSH V LOHC;&””
Glutationa Glutationa
Redutase Peroxidase

NADPH /\ GSSG A/\t 2 H,0

Figura 11 Seqiiéncia de reacdes da determinagéo da atividade da enzima GPx.

Amostras de lisado de células do sangue total no volume de 10 pl,
diluidas na proporcédo de 1:5, foram adicionadas a uma cubeta contendo 1 ml de
meio de reacdo contendo NADPH 0,2 mM, glutationa redutase 5x10™U e glutationa
reduzida 1mM diluidos em Tampéao Tris-HCI 0,1M EDTA 0,5 mM, pH 8,0. Apos
adicdo de 10 pl de solucao de hidroperéxido de terc-butil 0,5 mM, iniciou-se a leitura
a 340 nm, a cada 60 s, durante 6 minutos. A andlise foi realizada a 37°C Os

resultados foram expressos em UA por minuto por mg de proteina.

As amostras foram analisadas em triplicata no prazo de até 20 dias apos

cada coleta.
Expressao protéica das enzimas Catalase e SOD

As aliquotas da amostra preparadas para Western Blotting foram diluidas
em agua na proporcao de 1:20 e adicionadas de tampao de desnaturacdo (Laemli,
1970) na proporcao de 1:1. Uma aliquota contendo 30 pug de proteina foi separada
através de SDS-PAGE, juntamente com o padrao de peso molecular, a 70 v por
aproximadamente 80 minutos através do gel de empilhamento (5% de acrilamida),
seguido de mais 130 minutos a 120v através do gel de separacdo (12% de
acrilamida), utilizando tampao de corrida (25mM Tris base, 192mM Glicina, 0,1%
SDS, H,O milli Q g.s.p. 1000mL).
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As proteinas foram transferidas para membrana de polivinilideno
(polyvinylidene difluoride - PVDF) préviamente ativada em metanol por 5 minutos. A
transferéncia foi realizada em sistema semi-seco (GE Healthcare) a 25 mA por 105
minutos, utilizando-se o tampao de transferéncia (Tris base 25mM, Glicina 192mM,
0,02% SDS, 10% Metanol, H20 milli Q g.s.p. 1000mL). A eficiéncia da transferéncia
foi verificada corando-se a membrana por 5-10 min com corante Ponceau (0,1%
Vermelho de Ponceau, 1% &cido acético), seguida de lavagem com PBST (NaCl
1,4M, KCI 27mM, KH,PO4 15mM, Na,HPO, 81mM, Tween 20 0,5%). A membrana
foi cortada horizontalmente de acordo com as faixas de peso molecular de cada

proteina.

As tiras de membrana foram entdo bloqueadas com solucdo de soro
albumina bovina a 5% em PBST por 1 hora para evitar a ocorréncia de ligacbes
inespecificas, e incubadas com os anticorpos primarios (Anti-Catalase Rabbit pAb
Cat. No. 219010, Calbiochem; SOD1 Antibody #2770, Cell Signaling) préviamente
diluidos na proporcdo de 1:1000. Apos lavagem do excesso de anticorpos, a
membrana foi incubada com o anticorpo secundario anti-lgG de coelho, conjugado
com peroxidase de raiz forte, préviamente diluido na proporc¢édo de 1:5000 (HARLOW
E LANE, 1988; SAMBROOK ET AL., 1989) e com o0 anticorpo anti-Bactina, também
conjugado com peroxidase. Apés lavagem do excesso de anticorpos secundarios e
anti- Bactina, as tiras de membrana foram incubadas por 1 minuto com o reagente
de revelacdo contendo luminol, acido p-cumarico, Tris 1M pH 8,5, peroxido de

hidrogénio 30%, agua Milli-Q g.s.p 20 mL.

A aquisicdo e a analise das imagens resultantes foram feitas por meio de
um sistema de imagem digital (IMAGE QUANT™ 400 versdo 1.0.0), utilizando o
software ImageQuant™ Capture Software. Os resultados foram expressos em
unidades arbitrarias (UA), calculadas ap6s normalizacdo do volume das bandas de
cada amostra pelo volume da banda da B-actina correspondente. Os volumes das
bandas de amostras do grupo placebo foi considerado como 1 UA, e os demais

foram calculados em funcéo deste.
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Determinacgdo da concentracdo plasmatica de o-, &, e y-tocoferol

De acordo com a metodologia descrita por Siluk et al (2007), a uma
aliquota de 200ul de plasma, foram adicionados 20ul de solu¢éo padréo interno (150
pg/ml de Acetato de a-Tocoferol em etanol contendo 0,04% de BHT) e 200ul de H,0
MiliQ. A solucéo resultante foi agitada no vortex por 10 segundos, seguido da adi¢cao
de 400ul de etanol contendo 0,04% de BHT e agitada novamente por 10 segundos.
Adicionou-se uma aliquota de 800ul de hexano contendo 0,04% de BHT e a solucao
foi agitada no vortex por 1 minuto, seguida de centrifugacéo a 2.200 rpm, a 10°C por
10 minutos. Uma aliquota de 700ul da camada superior foi transferida para outro
tubo para evaporacdo do hexano com nitrogénio gasoso. O pellet resultante foi
ressuspenso em 200ul de metanol, agitado no vortex por 30 segundos e transferido
para um vial apos filtracdo em membrana de PTFE de 0,45um de porosidade.

A identificacdo foi realizada em HPLC da marca Agilent, equipado com
coluna Zorbax Eclipse XDB-C18 de 150mm x 4.6mm com particulas de 5um,
conectado a um coluna de guarda RX-C8 de 12.5mm x 4.6mm com particulas de
5um (Agilent Technologies, Palo Alto, CA). A temperatura no amostrador foi mantida
em 4°C, e a temperatura da coluna foi de 30°C. Apo0s a injecao de 20ul de amostra,

a separacao foi realizada utilizando metanol como fase moével.

A deteccdao foi realizada por fluorescéncia, com comprimentos de onda de

295 nm para excitacdo e 330 nm para emissao, ganho de 3 e sensitividade média.

O célculo das concentragbes de a-, 6-, e y-tocoferol foi realizado a partir
da equacédo gerada por uma curva de calibracdo para cada um dos compostos. A
cada corrida feita no HPLC foi preparado o branco com metanol e um controle

externo constituido por uma solucdo de acetato de a-tocoferol.
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Capacidade antioxidante do plasma pela técnica de ORAC (Oxygen

Radical Absorbance Capacity)

A capacidade antioxidante do plasma foi mensurada pela técnica de
ORAC, conforme descrito por Prior et al. (2003), que estima a habilidade do plasma
de resistir ao dano oxidativo, refletindo os efeitos combinados de todos os
antioxidantes do plasma.

Uma aliquota de 100pl de plasma foi transferida para um microtubo e
adicionada de 200 pl de etanol e 100 pl de agua milliQ, seguida da adicéo de 400 pl
de hexano e posterior agitacdo. A mistura foi mantida em repouso por 1-2 minutos
ou até que as duas camadas se separassem e entéo foi centrifugada por 5 minutos
a 14000 rpm (Hitachi, CF-15R). A camada de hexano foi removida e transferida para
outro microtubo. Adicionou-se 400 ul de hexano ao tubo original para realizar uma
nova extracao, com agitacéo e centrifugacédo por 5 minutos a 14000 rpm. A camada
de hexano foi removida e os extratos combinados foram concentrados com
nitrogénio gasoso para preparacdo da porcdo lipofilica. A porcdo hidrofilica que
restou apoés as extragcdes com hexano, adicionou-se 400 pl de acido perclorico 0.5 M
para precipitacdo das proteinas. A amostra foi entdo centrifugada por 5 min a 14000

rpm.

Para analise da porcao lipofilica do plasma, a amostra foi ressuspensa em
250 pl de acetona e diluida com 750 uL de solugao de B-ciclodextrina a 7%, seguida
de nova diluicdo na proporcdo de 1:4. Aliquotas de 25 pl das amostras diluidas
foram pipetadas em uma microplaca de 96 pocos. A cada poco foram injetados
automaticamente 150 uL de solucéo de fluoresceina 40 nM, seguida de incubacéo
por 30 minutos e entdo foram injetados 25 ul de solucdo AAPH 153 nM e a leitura foi
realizada imediatamente. Para analise da porcao hidrofilica, o extrato foi diluido na
proporcao de 1:10 em tampéao fosfato 75 mM, pH 7. Aliquotas de 25 ul das amostras
diluidas foram pipetadas em uma microplaca. As solucdes de fluoresceina e AAPH
foram adicionadas como descrito no ensaio lipofilico. A placa foi agitada por 10
segundos apés cada injecdo. A intensidade da fluorescéncia foi medida

fluorimétricamente com comprimento de onda de emissdo de 528/20 nm e excitacao
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de 485/20 nm a cada 60 segundos, durante 1 hora em um leitor de microplacas

(Multi-Detection microplate reader, Synergy-BIOTEK, Winooski, VT).

Uma curva de calibracéo foi preparada utilizando uma solugéo de Trolox
nas faixas de concentracdo de 6,5 a 50 pmol/l para o ensaio lipofilico e de 6,5 a 100
pmol/l para o ensaio hidrofilico.

Os valores finais de ORAC foram calculados utilizando a equagédo de
regressao entre a concentracao de Trolox e a area abaixo da curva de decaimento
da fluoresceina, calculada pelo software do equipamento (Gen 5™ BIOTEK,
Winooski, VT). Os resultados foram expressos em umol de Trolox equivalente por

litro de amostra (umol TE/L).

4.3.5. Célculo da ingestéo energética, de macro e micronutrientes

O calculo da ingestao energética, de macro e micronutrientes foi realizado
a partir dos registros alimentares preenchidos pelos pacientes em 2 dias de semana
e um sabado ou domingo, totalizando 3 registros em cada etapa do protocolo

experimental.

Para isso, foi utilizado o software Nutriquanti®, que se baseia em tabelas
de composicdo de alimentos como a TACO, a USDA e a tabela da USP

(www.nutriquanti.com.br). O programa disponibiliza a quantidade de calorias,

carboidratos, proteinas, lipidios totais, fibras, minerais, algumas vitaminas
hidrossolluveis e lipossolluveis, &cidos graxos saturados, monoinsaturados e

poliinsaturados e colesterol em cada 100 gramas do alimento consumido.

4.4. Andlise Estatistica

Os resultados observados em cada grupo experimental foram
apresentados como media + desvio padrdo. Os parametros determinados nos quatro

grupos no intervalo de tempo utilizado na intervencao (0-42 dias) foram tratados por


http://www.nutriquanti.com.br/
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ANOVA para medidas repetidas seguido de teste de Tukey para identificacdo de
contrastes significativos. Os valores foram inicialmente avaliados quanto a
homogeneidade de variancias através do teste de Hartley, e quando necessario
foram transformados antes da aplicagdo da ANOVA. A diferenca absoluta entre os
valores iniciais e finais de cada grupo (delta) foi avaliada por ANOVA univariada, ou
0 equivalente teste ndo paramétrico (Kruskal-Wallis ANOVA) para grupos com
variancias ndo homogéneas. Modelos de regressao foram ajustados para a
alteracdo percentual das seguintes variaveis: (HDL, LDL, TG, SOD e MDA),
considerando-se os fatores x; (suplementacdo com &cidos graxos Omega 3) e Xz
(ingestao de estatinas) e a interacdo x;x; como variaveis dependentes. A dimensao
e significancia dos fatores padronizados foram apresentadas na forma de graficos de
Pareto. A alteracdo da resposta em funcéo dos fatores foi apresentada na forma de
Curvas de Contorno. Adotou-se um valor a de 0.05 como critico para rejeicao da
hipotese de nulidade. Célculos e gréaficos foram realizados utilizando-se o software
StatSoft verséo 9.0 (StatSoft Inc., Tulsa, USA).
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5. RESULTADOS

5.1.Anédlise do perfil de acidos graxos do 6leo contido nas cépsulas

O perfil dos principais acidos graxos das capsulas contendo 6leo de peixe
e 6leo de milho/soja esté descrito na Tabela 1. Os valores obtidos estdo de acordo
com o certificado de analise fornecido pelo fabricante (Anexo 1), onde as capsulas

de Oleo de peixe apresentaram 41% de EPA e 22% de DHA.
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Tabela 1 Perfil dos principais acidos graxos das capsulas de 6leo de peixe ou 6leo de soja/milho.

Acidos Graxos (%)

Oleo de Peixe

Oleo de Soja/Milho

C14:0 - acido miristico 1,01 0,00
C16:0 - acido palmitico 2,71 10,13
C17:0 - acido margérico 0,00 0,07
C18:0 - acido estearico 4,53 3,04
C20:0 - acido araquico 0,83 0,38
C22:0 - acido behénico 0,00 0,24
¥ AGS 9,08 13,86
C16:1 - acido palmitoléico 0,88 0,09
C18:1 - acido oléico 6,61 26,72
C20:1 - acido eicosaenoico 3,66 0,21
C22:1 - acido erucico 2,59 0,00
> AGMI 13,73 27,03
C18:2 - acido linoléico 0,00 54,40
C18:3 - acido linolénico 0,00 3,51
C18:4 - acido estearidonico 1,34 0,00
C20:4 n-6 - 4cido araquidénico 2,53 0,00
C20:4 n-3 — acido eicosatetraenoico 1,82 0,00
C20:5 - acido eicosapentaendico 42,23 0,00
C22:5 - acido docosapentaendico 3,27 0,00
C22:6 - acido docosaexaenoico 23,72 0,00
> AGPI 74,91 57,91
¥ Total 97,71 98,80
P+ 308,21 61,88

! indice de peroxidabilidade. Calculado de acordo com HSU, LEE e CHEN (2001).
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5.2.Caracteristicas basais da populagédo de estudo

As caracteristicas basais da populacdo de estudo estdo descritas na
Tabela 2. Observa-se que a populacdo apresenta caracteristicas clinicas e
antropométricas dentro dos limites desejaveis, exceto pelo IMC médio, que
caracteriza sobrepeso (28,21 kg/m?), e pela concentracdo sérica de PCR, que se
encontra na faixa de risco coronariano moderado (2,71 mg/L). A maioria dos
individuos dessa populacdo apresentou nivel de escolaridade até o 2° grau, eram

caucasianos e praticavam atividade fisica suave (1 a 2 vezes por semana).

Os individuos que faziam uso de estatina, utilizavam principalmente a

simvastatina nas dosagens de 10 a 20 mg.
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Tabela 2 Caracteristicas basais da populacao de estudo (n=45).

Variavel (n=45) Valores de Referéncia
Idade (anos) 61,30+ 7,8 -
IMC (kg/m?) 28,21 + 4,77 18,50 a 24,90"
CCICQ 0,86 + 0,07 0,85 -1,00"
Glicemia (mg/dL) 86,37 + 12,10 70,00 — 100,002
Colesterol Total (mg/dL) 207,84 + 36,78 <200,00°
HDL-c (mg/dL) 50,14 + 12,38 >40,00°
LDL-c (mg/dL) 134,78 + 34,09 <130,00°
TG (mg/dL) 117,47 + 48,47 < 150,007
PCR (mg/L) 2,11 2,09 <1,00°
Escolaridade (%)
Até 1° grau completo 34,88
Até 2° grau completo 32,56
Superior completo 23,26
PoOs-graduacao 9,30
Etnia (%)
Caucasiano 65,12
Indigena 16,28
Afrodescendente 13,95
Asiatico 4,65
Atividade Fisica (%)
Suave 72,41
Moderado 20,69
Intenso 6,90
Tipo de Estatina (%)
Atorvastatina 33,33
Simvastatina 57,14
Rosuvastatina 4,76
Pravastatina 4,76
Dosagem Estatina (%)
9 mg 1,00
10 mg 7,00
20 mg 8,00
40 mg 2,00
nao responderam 2,00
Fumo (%) 6,98
Hipertensao (%) 38,00
P6s-menopausa (%) 96,00

'World Health Organization, 2000. “National Cholesterol Education Program (NCEP), 2001. *Pearson,

TA, et al., 200
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5.3.Parametros bioquimicos e antropométricos avaliados antes e ap0s o
periodo de intervencao

Foram observadas diferencas significativas nas concentracfes séricas de
colesterol total, LDL e TG entre 0s 4 grupos apos o periodo de interveng¢do, como
pode ser observado na Tabela 3. Ndo foram observadas diferengas significativas
nos valores de IMC, na razdo entre as circunferéncias da cintura e do quadril, nas
concentragdes séricas de glicose e HDL, na concentracéo plasmética de MDA e na
capacidade antioxidante total do plasma em nenhum dos quatro grupos

experimentais.

Ndo foram observadas diferencas significativas na concentracao
plasmatica de a-, 3-, e y-tocoferol em nenhum dos grupos experimentais, como pode

ser observado na Tabela 4.

N&o foram observadas diferencas significativas na atividade das enzimas
antioxidantes entre os quatro grupos apos o periodo de intervencéo (Tabela 5). Em
relacdo a expressdo protéica, observou-se reducao significativa na expressao de

catalase apenas no grupo Combinado (Tabela 5 e Figura 12).



Tabela 3 Parametros bioquimicos e antropométricos avaliados antes e apds o periodo de intervencao.

PLACEBO ESTATINA OMEGA3 COMBINADO Valores
DP médio p' reportados na
n=24 n=19 n=25 n=20 literatura
IMC t=0 (kg/m?) 29,25 26,90 29,06 27,08 4,77 0,454 18,50 a 24,90°
IMC t=42 (kg/m?) 29,07 26,78 28,98 27,18 4,68
CC/CQ t=0 0,86 0,86 0,86 0,83 0,07 0,504 0,85 -1,007
CC/CQ t=0 0,87 0,86 0,88 0,86 0,07
Glicose t=0 (mg/dL) 87,79 83,79 89,00 86,50 12,10 0,207 70,00 — 100,00°
Glicose t=42 (mg/dL) 88,58 82,84 92,36 86,75 13,45
Colesterol Total t=0 (mg/dL)  216,67% 191,682 208,72 211,50 36,78 0,002 <200,00°
Colesterol Total t=42 (mg/dL)  228,75°" 196,16 225,36 196,30 43,14
HDL t=0 (mg/dL) 49,58 50,63 52,44 50,10 13,54 0,702 >40,00°
HDL t=42 (mg/dL) 52,08 51,63 53,60 52,95 12,67
LDL t=0 (mg/dL) 144,50 ® 116,882 136,04 % 133,39 32,92 0,038 <130,00°
LDL t=42 (mg/dL) 154,85° 121,382 149,04 % 121,772 37,37
TG t=0 (mg/dL) 112,92% 120,84 % 101,20 % 140,052 48,47 0,026 < 150,00°
TG t=42 (mg/dL) 109,08  11574%® 92,96° 107,90° 51,27
MDA t=0 (uMol/L) 2,07 2,19 1,81 1,92 0,60 0,142 1,00
MDA t=42 (uMol/L) 2,29 2,07 2,64 2,28 1,18
ORAC t=0 (uMol TE/L) 2000,31 1833,81 1767,85 1771,06 584,07 0,600 1721,5-2011°
ORAC t=42 (uMol TE/L) 1832,62 1881,73 1702,13 1853,70 629,46

! Valor de probabilidade para a interagéo grupos x tempo determinada por ANOVA para medidas repetidas. > World Health Organization, 2000.
®National Cholesterol Education Program (NCEP), 2001. “Cheng et al., 2008. *Prior et al., 2003.
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Tabela 4 Concentracdes plasméticas de a-, 8-, e y-tocoferol avaliadas antes e apds o periodo de intervencao

PLACEBO ESTATINA OMEGA 3 COMBINADO DP p! Valores de Referéncia
a-tocoferol t=0 (ug/mi) 10,51 11,50 10,23 11,33 311 0852  203-28,18 pg/mL?
a-tocoferol t=42 (ug/ml) 10,23 12,16 10,11 10,96 3,41
d-tocoferol t=0 (ug/ml) 0,13 0,13 0,13 0,12 0,06 0,180 0,01-0,23 ug/mLZ
d-tocoferol t=42 (ug/ml) 0,11 0,12 0,12 0,14 0,06
y-tocoferol t=0 (ug/ml) 1,44 1,65 1,48 1,52 0,59 0,167 0,23 — 3,9 pg/mL?
y-tocoferol t=0 (ug/ml) 1,65 2,01 1,48 1,66 0,63

! valor de probabilidade para a interacdo grupos x tempo determinada por ANOVA para medidas repetidas. “Siluk et al., 2007.
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Tabela 5 Atividade e expressao protéica das enzimas antioxidantes

PLACEBO ESTATINA OMEGA3 COMBINADO DP médio pl
Atividade
CAT T=0 (UA/min/mg PTN) 1,61 2,40 2,04 1,66 0,98 0,142
CAT T=42 (UA/min/mg PTN) 1,18 1,28 1,33 1,29 0,39
SOD T=0 (UA/min/mg PTN) 2,86 3,12 2,63 2,51 0,93 0,039
SOD T=42 (UA/min/mg PTN) 2,88 2,77 3,11 2,96 0,50
GPx T=0 (UA/min/mg PTN) 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 0,981
GPx T=42 (UA/min/mg PTN) 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00
Expressao Protéica
CAT T=0 (UA) 1,002 0,912 0,80% 1,052 0,28 0,005
CAT T=42 (UA) 1,002 0,97° 0,75% 0,39° 0,38
SOD T=0 (UA) 1,00 0,80 1,10 0,97 0,31 0,314
SOD T=42 (UA) 1,00 1,42 1,29 1,28 0,47

! valor de probabilidade para a interagcdo grupos x tempo determinada por ANOVA para medidas repetidas
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Estatina Combinado Omega3 Placebo
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Figura 12 Deteccédo de Western Blotting da SOD, catalase e B-actina nos 4 grupos apds 42 dias de
suplementagéo.

O Grupo Combinado apresentou reducao significativa da concentracao
sérica de LDL apo6s 42 dias de suplementacdo (121,77 mg/dL) quando comparado
ao grupo Placebo (154,85 mg/dL). A superficie gerada para essa resposta (LDL) em
funcdo da presenca ou auséncia de estatinas e AGPI n-3 (Figura 13) sugere que na
auséncia da estatina, a suplementacdo com AGPI n-3 ndo altera a concentracédo de
LDL (faixa vermelha). Entretanto, na presenca da estatina, a suplementacdo com
AGPI n-3 tende a contribuir para a reducdo da LDL (faixas coloridas). O valor dos
efeitos apresentados no gréafico de Pareto (Figura 14) confirma a significancia Unica
da estatina no resultado observado, porém com forte tendéncia (p=0,128) da
ocorréncia de interacdo entre AGPI n-3 e estatinas nesse beneficio na populacéo

avaliada neste estudo.
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Em relacdo a concentracdo seérica de TG, observou-se também uma
maior reducédo quando comparado ao valor inicial no Grupo Combinado (Tabela 3).
A superficie gerada para a alteracdo de TG sugere que a suplementacdo com AGPI
n-3 tende a ser efetiva na reducéao de TG (p=0,054) apenas na presenca de estatina
(Figura 15), entretanto, essa contribuicdo ndo alcangou evidéncia estatistica (Figura

16) na populagéo avaliada neste estudo.

Estatina

’ -1,0 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 04 0,6 0,8 10

Figura 15 Superficie de Resposta para a redugcéo de TG em funcdo da auséncia (-1) ou presenca
(+1) das variaveis.
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-1:96
(oi= 0.059)

AGPI n-3 x Estatina

AGPI n-3 -1.79

(p=0.077)

-1.24
(p=0.219)

Estatina

p=0.05

Figura 16 Efeitos principais e da interacdo na reducéo de TG.

As alteracbes observadas na atividade da SOD decorrentes da
intervencédo (Figura 17) sugerem que a suplementacdo com AGPI n-3 causou um
aumento significativo (Figura 18), enquanto que a estatina ndo apresentou nenhuma

influéncia na atividade dessa enzima.

No entanto, a superficie gerada para a alteragdo da expressao protéica da
SOD sugere que 0 uso de estatina parece ser efetivo no aumento da expressao
dessa enzima (Figura 19), com forte tendéncia dos AGPI n-3 (p=0,063) na reducéo
dessa expressao. Os valores dos efeitos apresentados no gréfico de Pareto (Figura
20) confirmam a significancia Unica da estatina no resultado observado, sugerindo
esse mecanismo como um dos possiveis efeitos pleiotropicos atribuidos a essa

classe de farmacos.

A superficie gerada para a alteracdo da expressao protéica da catalase
(Figura 21) sugere que a suplementacdo com AGPI n-3 causou uma reducao
significativa (Figura 22) enquanto que a estatina ndo apresentou nenhuma influéncia

na expressao dessa enzima.
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A formacédo de MDA seguiu padrdo de resposta similar a atividade da
SOD (Figura 23), sendo a contribuicdo da suplementagdo com AGPI n-3 Unica e
significativa (Figura 24) para o aumento da concentragdo de MDA no plasma dos

individuos avaliados neste estudo.

Estatina

MDA
(% A)

' ' ' 20
-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 10 = 0

AGPI n-3

Figura 23 Superficie de Resposta para a formagao de MDA em fungao da auséncia (-1) ou presenga
(+1) das variaveis.
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I

AGPI n-3 3.06

(p =0.003)

-0.78
(o = 0.439)

Estatina

AGPI n-3 x Estatina -0.55

(o =0.583)

p=0.05
Figura 24 Efeitos principais e da interacdo na formacdo de MDA.
5.4.Perfil de acidos no plasma antes e ap6s o periodo de intervencao

As alteragcbes no perfil dos principais acidos graxos do plasma
decorrentes da suplementacdo com AGPI n-3 estdo apresentadas na Tabela 6. Os
grupos que foram suplementados com AGPI n-3 apresentaram reducdo na
porcentagem dos acidos linoléico e araquidénico, acompanhada por um aumento na
porcentagem do acido eicosapentaendico, demonstrando claramente a substituicdo
dos AG n-6 pelos AGPI n-3 no plasma dos individuos suplementados. Devido a
problemas na identificacdo, ndo foi possivel apresentar a porcentagem de &cido

docosaexaenobico nessas amostras.

5.5.Ingestdo de energia, macro e micronutrientes antes e apés o periodo

de intervencéo

As guantidades de energia, macro e micronutrientes ingeridas pelos individuos
antes e apos o periodo de intervencdo estdo apresentadas na Tabela 7. Ndo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos para nenhum dos parametros

avaliados.



Tabela 6 Perfil dos principais acidos graxos avaliados no plasma dos individuos antes e ap0s a intervencgao.

o . . . DP
Acidos Graxos (%) Placebo Estatina Omega3 Combinado . !
(meédio)
C16:0 t=0 17,55 17,99 17,56 18,36 2,54 0,022
C16:0 t=42 18,06 17,17 17,56 17,03 2,56
C18:0 t=0 6,16% 6,63% 6,052 6,81° 0,80 0,146
C18:0 t=42 6,23 6,45 6,40 6,51 0,68
AGS t=0 24,91 26,10 24.80 26,77 3,28 0,051
AGS t=42 25,28 24,55 24.89 24.78 3,28
C16:1 t=0 1,69 1,76 1,55 1,76° 0,57 0,049
C16:1 t=42 1,632 1,572 1,423 1,412 0,55
C18:1t=0 15,98 ® 17,39%® 15,53 % 17,79° 3,28 0,002
C18:1 t=42 16,43 % 16,41 % 15,11 % 15,422 3,05
AGM t=0 16,43 18,15 15,93 18,53° 3,36 0,002
AGM t=42 16,74 % 16,82 % 15,572 16,022 3,04
C20:4 t=0 5,012 7,48 ¢ 6,13 3¢ 7,17 P 1,51 0,003
C20:4 t=42 6,30 3¢ 7,544 5,762 6,58 bcd 1,55
C20:5 t=0 0,422 0,422 0,412 0,492 0,19 < 0,001
C20:5 t=42 0,512 0,492 2,57° 2,51° 1,35
AGPI t=0 50,37 %® 49,14%® 51,05%® 48,772 5,02 0,064
AGPI t=42 51,242 51,60 52,24 52,17° 4,79
Omega 3 t=0 15,33 % 12,85® 15,46°¢ 11,29° 4,21 < 0,001
Omega 3 t=42 13,68 14,10 18,53°¢ 18,22°¢ 4,44
Omega 6 t=0 33,31% 34,56 33,96 35,62 ° 4,08 <0,001
Omega 6 t=42 35,79 ™ 35,8724 32 36 32,63% 4,53

"Valor de probabilidade para a interacdo grupos x tempo determinada por ANOVA para medidas repetidas



Tabela 7 Ingestédo de energia, macro e micronutrientes antes e apés o periodo de intervencao.

PLACEBO ESTATINA OMEGA 3 COMBINADO oL Ingestao dietética
t=0 t=42  t=0  t=42  t=0  t=42 t=0  t=42 de referéncia (DRI)?
Energia (Kcal) 1487,5 1379,0 1294,3 1290,1 1594,6 15054 1280,5 1327,7 4354 0,528 2.000,0
Proteina (g) 639 608 570 494 680 628 520 522 253 0,727 10,0- 35,0
Carboidrato (g) 193,4 179,1 1606 159,4 2048 206,7 1743 1684 604 0,686 45,0 - 65,0
Lipidio (g) 456 46,6 471 390 559 526 41,7 436 20,4 0,344 20,0 — 35,0
AGS () 140 150 12,7 12,7 184 164 136 135 79 0,72 -

. < 10% do total de
AGS (% energiay 75 87 79 78 92 87 85 81 °

energia®
AGMI (g) 12,2 12,4 11,7 10,1 13,8 13,3 10,8 11,8 6,3 0,516 -
AGMI (%
: 6,6 7,2 7,2 6,2 6,9 7,1 6,7 7,1 -
energia)
AGPI(g) 8,4 6,6 6,5 51 8,4 7,7 7,5 7,0 46 0,808 -

. 6 -10%o0f total
AGPI(% energia) 45 38 40 32 42 41 47 42 °

energia®
Colesterol (mg) 200,12 198,0 172,7 1498 187,17 1970 138,9 157,7 104,3 0,673 <300,0m93
Fibra (g) 18,6 16,9 14,4 15,4 17,4 18,0 15,9 16,9 7,2 0,452 25 ,0- 30,0

Fe (mg) 6,1 6,6 51 4,8 6,6 6,4 49 5,2 2,4 0,603 8,0-18,0
Zinco (mg) 7,4 9,4 6,6 6,6 8,9 7,8 5,9 5,7 4,6 0,35 8,0-11,0

Manganés (mg) 1,6 1.4 1,1 1,3 1,6 1.4 1,3 1,2 0,7 0,257 1,8-2,3
VitaminaC (mg) 112,2 1319 1294 1249 112,00 1412 121,8 1191 106 0,921 75,0 -90,0

! Probabilidade obtida pelo teste T para variaveis dependentes. * United States Department of Agricultural - Dietary Reference Intakes, 2004. * World Health
Organization, 2003.

71



72

6. DISCUSSAO

A concentracdo de EPA aumentou significativamente no grupo Omega e
no grupo Combinado, evidenciando sua absor¢do e a elevada aderéncia das
voluntarias ao estudo. Apés suplementacédo com 1,4g/dia de AGPI n-3 (EPA e DHA)
por 3 semanas, Micallef e Garg (2009) observaram um aumento de 1,1% para 1,5%
na porcentagem de EPA no plasma de individuos hiperlipidémicos de ambos os
sexos. No presente trabalho, com uma suplementacéo de 2,3g/dia de AGPI n-3, foi
observado um aumento de 1,7% e de 1,6% nos grupos Omega e Combinado,

respectivamente.

Os resultados obtidos nesta pesquisa confirmam que a combinacdo de
AGPI n-3 na dosagem de 2,3 g/dia e estatinas melhora o perfil lipidico plasmatico
em termos de reducdo de LDL e TG. Entretanto, o aumento da concentracdo de
AGPI observado no plasma das voluntarias em conseqiiéncia da suplementacao
promoveu um aumento do estresse oxidativo, evidenciado pela maior concentracao
de MDA (produto secundario da oxidacdo de acidos graxos com mais que duas
insaturacdes). Considerando-se a auséncia de alteracbes na concentracdo de
antioxidantes plasmaticos, a elevacdo do estresse oxidativo proporcionada pela
ingestdo de AGPI n-3 pode ser decorrente de um desequilibrio no sistema
antioxidante enzimatico, evidenciado principalmente pela reducéo de expresséo da

catalase.

Varias pesquisas tém reportado a auséncia de efeito dos AGPI n-3 na
reducdo de LDL em estudos conduzidos em humanos (CASTRO; BARROSO;
SINNECKER, 2005; BALK et al., 2006; ESLICK et al., 2009). Nossos resultados
mostram que a suplementacdo com AGPI n-3, tanto na forma isolada como em
combinacdo com a estatina, ndo alteraram a concentracdo de LDL inicialmente
observada. Entretanto, comparando-se o valor final do grupo combinado (121,77
mg/dL) com o grupo placebo (154,85 mg/dL), observou-se uma reducédo significativa,

sugerindo uma interacao entre essas duas variaveis na reducéo da LDL.

Como esperado, a suplementacéo isolada com AGPI n-3 apresentou forte

tendéncia (p=0,026) de reduzir a concentragdo de TG (-8,1%). Entretanto, reducdo
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significativa de TG (-23%) foi observada apenas com a combinacdo de AGPI n-3 e
estatinas.

Apesar de apresentarem diferencas em relagdo a populacdo de estudo
e/ou a dosagem de AGPI n-3 e estatinas, diversos trabalhos verificaram que a
adicdo de EPA e DHA ao tratamento com estatinas promoveu reducdo de TG e de
colesterol total, sem promover aumento significativo de LDL (NZRDOY et al., 1998;
DURINGTON, 2001; CHAN et al, 2002; CONTACOS et al., 2003; DAVIDSON et al.,
2007; MEYER et al., 2007; MAKI et al., 2009). Esses resultados indicam que,
guando a sintese de colesterol esta inibida pelas estatinas, o aumento esperado de
LDL causado pela ingestdo de AGPI n-3 parece ser anulado pelo aumento da
expressdo e atividade de receptores de LDL (NGRDOY et al., 1998). A
suplementacdo com AGPI n-3 promove aumento da expressédo da LPL via PPAR-y
(Figura 9), aumentando assim a conversdo de VLDL em LDL (HARRIS, 2008). Em
individuos tratados com estatinas, a reducdo da sintese de colesterol promove
aumento da atividade dos receptores de LDL, reduzindo a concentracdo plasmatica
dessa lipoproteina (LAWS et al., 2005). Assim, é provavel que a suplementacdo com
AGPI n-3, aliada ao tratamento com estatinas, reduza o colesterol total através da

reducéo tanto das concentracdes de VLDL como também de LDL.

Apbs suplementacdo com 4 ou 8 g/dia de 6leo de peixe por 6 meses em
pacientes que recebiam tratamento estavel a base de estatinas, Meyer e col. (2007)
observaram uma tendéncia dose-resposta a reducdo de CT e sugeriram que esse
resultado fosse um reflexo da reducdo de VLDL. Nordoy e col. (1998) observaram
maior reducdo nas concentracdes séricas de TG, CT e da apolipoproteina E apos o
uso combinado de simvastatina (20 mg/dia) e 6leo de peixe (4 g/dia) por 5 semanas.
Esse efeito na reducdo de ApoE, componente dos quilomicrons remanescentes,
VLDL, IDL e HDL, foi atribuido aos AGPI n-3 e tem como consequéncia a reducéo
do CT (NDRDOY et al., 1998).

Alguns estudos indicam que as estatinas tenham um papel na ativacao
fatores de transcricdo como os PPARs a e y através da modulacdo de enzimas que
fosforilam essas proteinas (MARTIN et al., 2001; CHAN et al., 2002; PANADERO et
al., 2008). Ativando os PPARs, as estatinas promoveriam o mesmo efeito de

reducéo de TG promovido pelos AGPI n-3. Na Figura 16, observa-se que o efeito da
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interacdo entre os dois fatores, AGPI n-3 e estatinas, é correspondente a soma de
seus efeitos isolados, indicando um possivel efeito aditivo dos AGPI n-3 e estatinas
na reducéo de TG.

Baseado em estudos realizados em diversos modelos experimentais,
como células epidermais, ratos hipertrigliceridémicos e coelhos, Das (2001 e 2002)
sugeriu que os AGPI, especialmente os da familia n-3, atuem de maneira similar as
estatinas, inibindo a atividade da HMG-CoA redutase. Segundo o autor, é provavel
gue os acidos graxos essenciais e seus derivados atuem como mediadores da acao
das estatinas, uma vez que as estatinas possuem efeitos sobre o seu metabolismo,
aumentando a conversao de LA e EPA exdgenos a seus derivados de cadeia longa,
por aumento da atividade das 6-6- e d-5-desaturases. Esse fato poderia explicar a

similaridade de suas acdes (DAS, 2001).

Assim, acredita-se que 0os AGPI n-3 e as estatinas possam atuar sobre os
lipidios plasmaticos por mecanismos similares, apresentando efeitos aditivos. O
efeito das estatinas sobre os PPARs e dos AGPI n-3 sobre a HMG-CoA redutase
talvez ndo sejam suficientes para promover alteracdes significativas quando
empregados de forma isolada, porém no tratamento combinado talvez esses efeitos
possam ser somados e aliados a inibicdo do efeito hipercolesterolémico dos AGPI n-

3 discutido anteriormente.

No presente trabalho, a suplementacédo com 2,3 g/dia de AGPI n-3, aliada
ao uso de estatinas, demonstrou ser uma dosagem suficiente para promover uma
melhora significativa no perfil lipoprotéico dessa populagdo, porém, promoveu
aumento do estresse oxidativo, uma vez que os AGPI n-3 sdo mais susceptiveis a
oxidacdo. O aumento da atividade da SOD indica uma resposta do organismo a
maior formacédo do anion superoxido. Porém, o aumento na concentracao plasmatica
de MDA sugere que essa adaptacdo ndo teria sido suficiente para reverter o

estresse oxidativo, principalmente em funcao da reducédo da expresséo da catalase.

As enzimas antioxidantes SOD, catalase e GPx atuam de forma
coordenada contra as espécies reativas de oxigénio. A SOD catalisa a dismutacéo
do anion superéxido (O,"), que é altamente reativo, em oxigénio molecular e

7

peroxido de hidrogénio (H»,0,), uma espécie bem menos reativa que é entado
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inativada pela acdo da catalase e da GPx (MATES; PEREZ-GOMEZ; CASTRO,
1999). No presente trabalho, observou-se aumento na atividade da SOD e reducao
na expressao da catalase com a suplementacdo de AGPI n-3. Assim, 0 aumento na
formacdo de H,O; resultante da dismutagdo do O," nao foi contido, justificando o

aumento na concentracdo de MDA (Figura 25).

‘ > Hy,O5 + 0% — O, + OH*+ OH-

!

GSH tHzoz LH%L'

GSH CATlAGPI n-3 lSO.IDtAGPI n-3

>K \ IMEA

- HEO + %7_ 02 02"

",
,

GSSG <

Figura 25 Efeito da suplementacdo com AGPI n-3 sobre o estresse oxidativo

Grundt e col. (2003), observaram aumento na concentracdo de MDA apés
1 ano de suplementacdo com 3,5 g/dia de EPA e DHA em individuos que haviam
sofrido infarto do miocardio. Também foi observado aumento no grupo
suplementado com 6leo de milho, de 1,92 para 3,35 pumol/L, porém esse aumento foi
mais pronunciado no grupo suplementado com Oleo de peixe (de 1,95 para 3,63
pmol/L). Nesse mesmo trabalho, foi realizada analise de subgrupos comparando-se
as concentracdes de MDA dos individuos que estavam em tratamento a base de
estatinas com aqueles que nao utilizavam esse medicamento. Nao foram
encontradas diferencas significativas, sugerindo que as estatinas ndo teriam efeito
sobre o estresse oxidativo quando o MDA é utilizado como biomarcador (GRUNDT
et al., 2003). Os resultados obtidos no presente trabalho concordam com aqueles
reportados por Grundt e col. (2003), uma vez que nao foi observada diferenca
significativa nas concentracfes de MDA entre 0s grupos com e sem uso de estatina
(Figura 24).

Entretanto, a analise apresentada na Figura 20 demonstra a agéo

antioxidante das estatinas sobre o aumento da expressdao da SOD. Porém, como
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ndo foi verificado aumento na atividade dessa enzima, sugere-se que uma provavel
auséncia de co-fatores ou que outros mecanismos fisioldgicos tenham anulado esse

efeito pleiotrépico.

Nordoy e col. (1998) ndo observaram aumento na formagdo de
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) nem de perdxidos lipidicos no
plasma apds suplementacédo com 4 g/dia de 6leo de peixe e 16 mg/dia de vitamina E
em individuos sob tratamento estavel com simvastatina (20 mg/dia). Porém, o grupo
que recebeu 6leo de peixe apresentou menor concentragdo plasmatica de a-
tocoferol quando comparado ao grupo que recebeu 6leo de milho, indicando que o
a-tocoferol possa ter sido consumido na contencdo do estresse oxidativo (NGRDOY
et al.,, 1998). Nossos resultados ndo concordam com aqueles observados por
Nordoy e col., uma vez que nao foi observada nenhuma alteracdo nas
concentracbes de a, & e y-tocoferol no plasma das voluntarias analisadas neste

estudo.

Os resultados observados no presente trabalho indicam que a
suplementacdo com AGPI n-3 parece ter influenciado principalmente o sistema
antioxidante enzimatico, uma vez que nao foram observadas alteracdes nos

antioxidantes plasmaticos avaliados.

Ressalta-se que enquanto a suplementacdo com AGPI n-3 apresentou
um carater agudo, a ingestdo de estatinas pode ser caracterizada como crénica.
Dessa forma, 6 semanas pode néo ter sido um periodo suficiente para a adequacéo
dos mecanismos adaptativos celulares, ou que tais mecanismos nao seriam

suficientes nesse nivel de suplementacéao.
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7. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, o presente trabalho permite concluir que a
suplementacdo de AGPI n-3 na dosagem de 2,3 g/dia foi efetiva na reducao das
concentracfes séricas de LDL e TG apenas na presenca de estatinas. Por outro
lado, essa suplementacdo parece induzir um aumento do estresse oxidativo,
evidenciado pelo aumento da concentracdo plasméatica de MDA em consequéncia

da reducéo da expressao de catalase.

8. CONSIDERACOES FINAIS

A partir das conclusfes deste trabalho, acredita-se que os mecanismos pelos
guais a suplementacdo com AGPI n-3 influenciam no estresse oxidativo devem ser
melhor investigados, observando-se também seus efeitos na resposta imunolégica e
na funcéo endotelial, para que o uso desses acidos graxos possa ser recomendado

de forma segura.

Uma vez que as defesas antioxidantes plasmaticas parecem nao sofrer
influencia da suplementacdo e ndo foram eficientes na inibicdo da formacao de
produtos secundarios da oxidacdo de acidos graxos, acredita-se que a
suplementacdo com antioxidantes ndo seja a melhor forma de evitar os efeitos
deletérios dos AGPI n-3. Para a realizacdo de intervencdes antioxidantes efetivas,
ainda precisa-se de avancos nos conhecimentos da fisiologia dos processos redox,
considerando a compartimentalizacdo da formacdo de espécies reativas, a
regulacdo de enzimas fontes de espécies reativas e do sistema antioxidante
enzimatico, bem como as vias envolvidas nas cascatas de sinalizacdo. Assim sera
possivel planejar estratégias moleculares destinadas a modificar a sinalizacao

celular e o controle redox, inclusive no campo da nutrigenémica.
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Anexo 1: Certificado de andlise das capsulas de 6leo de peixe.



RJ(T:REITIONﬁ

wellness through innovation

Product Name: 40/20 EE 1000mg Capsules
Product Code #: 4020PB1000CT

89

S@MEG-3

Bulk Capsules
Certificate of Analysis*

trust the source™

O.N.C. Lot #: 13641
Date: Sept. 13/2006

Manufacture Date: Aug. 15/2006 Expiry Date: Aug./2009

QC Lot # QC63175 Specification #: 4020EEPB1000CT .1
ANALYSIS SPECIFICATIONS RESULTS
Free Fatty Acid (as % Oleic) Max. 1.5% 0.5

Acid Value Max. 3.0 mg of KOH/g 0.9
p-Anisidine Value Max. 20 6
Peroxide Value Max. 5 meg/Kg 2
Appearance Clear yellow oil, characteristic of fish oil Pass
Moisture Max. 0.1% 0.0

Totox Number Max. 26 10
Digintegration Max. 30 minutes 8

Fatty Acid Profile

EPA Min. 40% 41

DHA Min. 20% 22

EPA mg/g (expressed as EE) Min. 350 mg/capsule 380

DHA mg/g (expressed as EE} Min. 170 mg/capsule 200

EPA mg/g (expressed as FFA) Min. 320 mg/capsule 350

DPA mg/g (expressed as FFA) Min. 160 mg/capsule 190
Tocopherols

Mixed Natural Tocopherols Minimum 2 mg/g Pass

Fill Weight

Average fill weight 900-1100 mg/capsule 988 mg/capsule
Microbiological Tests {as per Encapsulator)

Total Count Maximum 3000CFU/g <10/g
Yeast/Mold Maximum 300CFU/g <10/g
Pseudomonas Negative Negative
Salmonella Negative Negative
S. aureus Negative Negative
E.coli Negative Negative
Coliforms Maximum 10 CFU/g <3/g
PCB & Heavy Metals (based on input oily**

PCB (IUPAC no. 28,52,101,118,138,153,180 Total) Max. 0.09ppm Compliant
Total PCBs (Canada Only) Max. 0.1ppm Compliant
Dioxins (PCDDs and PCDFs) Max. 2 pg WHO-PCDD/FTEQ/g Compliant
Arsenic <0.1 ppm Compliant
Cadmium <0.1 ppm Compliant
Lead <(.1 ppm Compliant
Mercury Max. 0.0]1 ppm Compliant
Strontium {Canada Only) Max. 0.5ppm Compliant

*The company presenting this CofA has agreed to comply with the standards and methods outlined in the CRN Voluntary Monograph. A copy of
the CRN Yoluntary Monograph including analytical metheds, a list of companies agreeing to comply with the monograph, and a list of third party

testing labs can be found at www.crusa.org/.
ed as either compliant/non compliant {based on Master Batch Tasting) or as actual resnlts.

**Resulis for gpntaminants may be exp

LAAL

Quality Control Manager (or delegate)

Mulgrave Marine Industrial Park, 39 England Dr., Mulgrave N.S., Canada BOE 2G0
Telephone (902) 747-3500 Fax (902) 747-2571
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Anexo 2: Certificado de analise das capsulas de 6leo de soja/milho.
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S@MEG-3

Bulk Capsules

Product Code #: PLACEBO1000
Expiry Date: Aug./2009

Certificate of Analysis*
Product Name: Corn/Soybean Placebo 1000 mg Capsules

™

trust the source

O.N.C. Lot #: 13644

Manufacture Date: Aug. 18/06
Specification #: PLACEBO1000.01

ANALYSIS SPECIFICATIONS RESULTS
Free Fatty Acid (as % Oleic) Max. 1.5% 0.1
Acid Value Max. 3.0 mg of KOH/g 0.2
p-Anisidine Value Max. 30 2

Peroxide Value

Max. 10 meq/Kg

1

Appearance Clear yellow oil, characteristic of fish oil Pass
Moisture Max. 0.1% 0.0
Disintegration Max. 30 minutes 8
Fatty Acid Profile

% EPA Not Present Not Present
% DHA Not Present Not Present
Identification Pass / Fail Pass
Tocopherols

Mixed Natural Tocopherols Min. 2 mg/g Pass

Fill Weight

Average fill weight 900-1100 mg/capsule 992
Microbiological Tests (as per Encapsulator)

Total Count Max. 3000/g <10/g
Yeast/Mold Max. 300/g <10/g
Pseudomenas Negative/ 10g Negative
Salmenella Negative/10 g Negative
S. aureus Negative/10 g Negative
E.coli Negative/10 g Negative
Coliforms Max. 10 mpr/g <3mpn/g
Heavy Metals (based on input oil}**

Arsenic <0.1 ppm Compliant
Cadmium <0.1 ppm Compliant
Lead <0.1 ppm Compliant
Mercury Max. 0.01 ppm Compliant
Strontium (Canada Only) Max. 0.5ppm Compliant

*The company presenting this CofA has agreed to comply with the standards and methods outlined in the CRN Voluntary
Meonograph. A copy of the CRN Voluntary Monograph inciuding analytical methods, a list of companies agreeing to comply

with the monograph, and a list of third party testing labs can be found at www.crnusa.org/.

**Results for contaminants may be expressed as either compliant/non compliant (based on Master Batch Testing) or as actual

results.

> Lped 10T

Qualfty Control Manager (or delegate) Date

101 Research Drive, Dartmouth N.S., Canada B2Y 4T6
Telephone (902) 480-3200 Fax (902) 480-3199



91

Anexo 3: Aprovacédo do Comité de Etica em Pesquisa FCF/USP.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

Oficio CEP n® 16/2008

Sao Paulo, 26 de fevereiro de 2008.

lima. Sra.
Profa. Dra. Inar Alves de Castro
FBA

Senhora Pesquisadora,

O Comité de Etica em Pesquisa da FCF/USP, em reuniéo realizada
em 25 de fevereiro de 2008, APROVOU o projeto “Efeito do uso combinado de
acidos graxos polinsaturados omega 3 e estatinas nos biomarcadores do stress
oxidativo em individuos com dislipidemia” (Protocolo CEP n° 464) apresentado por
Vossa Senhoria. '

Lembramos que apds a execugdo de 50% do cronograma do
projeto, deveréa ser apresentado um relatério parcial, de acordo com o Artigo 18 -
item C, da Portaria FCF-111/97.

Atenciosamente,

/Q EZ 2o lonon
Profa. Drd. Elvira Maria Guerra Shinohara

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
FCFUSP

Av. Prof. Lineu Prestes, n 680, Bloco 13 A - Cidade Universitiria - CEP 05608-800 - Sio Paulo - SP
Fone / Fax: (11) 3091-3677 - e-mall: cepfcf@usp.tw
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Anexo 4: Question

n°:

Questionario: Clinico e Dados Pessoais

Nome:

Escolaridade:
( ) Até 1° grau completo
( ) Até 2° grau completo

( ) Superior completo
( ) Pos-graduagéo

Etnia: ( ) caucasiano ( ) afrodescendente

( )indigena ( ) asiatico
Peso: ka Altura: m
Circ. Cintura: cm Circ. Quadril: cm
Fumante?
( )Néao
( ) Sim ( ) Menos de 2 mago de cigarro/dia

( ) De Y2 a 2 magos de cigarro/dia
( ) Mais de 2 magos de cigarro/dia

Pratica exercicios fisicos?

( )Néao

()Sim ( ) Suave, de 1 a 2 vezes/semana
( ) Moderado, de 3 a 5 vezes/semana
( ) Intenso, acima de 5 vezes/semana

Qual?

Faz uso de estatina?

( ) Néo

( )Sim Qual? Dosagem:

Faz uso de suplementor alimentar? ( )Sim
( ) Néo

Apresenta no momento, ou ja sofreu algum desses
problemas?

( ) doenga do coragéao
( ) cirurgia do corag&ao
( ) insuficiéncia renal
( ) Outro. Especifique:
( ) Nenhum

Ingere bebida alcodlica?

( ) Nunca

() Sim ( ) Eventualmente
( ) Diariamente

Tem hipertensao arterial (acima de 140/90 mmHg)?
( ) Néo
( )Sim ( ) Estou em tratamento

( ) Néo estou em tratamento

Tem diabetes (Glicemia de jejum acima de 126 mg/dl)?
()Sim

( ) Néo

( ) Néo sei

Ja alcangou a menopausa?

( ) Néo

()Sim ( ) Fago reposi¢éo hormonal

() N@o fago reposigéo hormonal

Tem algum outro disturbio da saude?
( ) Sim. Qual?
( ) Nao

Muito obrigada pela colaboragao!
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Anexo 5: Registro alimentar elaborado segundo Herbert et al., 1999.

Nome:

Registro Alimentar

Data: / [/

Refeicao

Alimento

Quantidade

Café da Manha
Horario:

Lanche da manha

Horario:

Almoco
Horario:

Lanche
Horario:

Jantar
Horario:

Ceia
Horario:

(

) Dia Tipico

(

) Dia Atipico




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

