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RESUMO

A manipulacdo da dieta, especiaimente modificagdo na quantidade de
gordura, aitera a composicdo dos lipidios do soro sangliineo e do figado. Foi
estudado em ratos machos, Wistar (21 dias de idade), alimentados ad /ibifum,
o efeito da dieta padrac (AIN-83), cuja fonte protéica foi caseina, associada a
30%, 5% e 7% de oleo de soja (fonte de triacilglicerdis de cadeia longa - TCL),
ou a gordura de coco (fonte de triaciiglicerdis de cadeia média - TCM), sobre a
composigao bioguimica do soro sangilineo e do figado. Os resultados foram
comparados com o desempenho nutricional das dietas e com a morfoiogia dos
hepatécitos.

Os animais foram colocados em gaiolas individuais, sendo pesados a
cada 3 dias. Os dados de consumo alimentar foram coletados e, no final de 4
semanas, os indices de avaliagdo nutricional foram caiculados. Nove ratos de
cada grupo foram sacrificados no inicio (T0), no 15° dia (T1) e no 30° dia
(T2). Amostras de sangue foram obtidas por pungdo cardiaca e o figado
removido, pesado e preparado histologicamente para microscopia optica e
eletrdnica.

Nos grupos alimentados com dietas contendo 30% de lipidios houve
reducdo no consumo da ragdo, sem perda de peso corporal. Os grupos
experimentais alimentados com TCM obtiveram entretanto, menor ganho de
peso corporal em todos os niveis de gordura de coco testados, chegando a
diferenca significativa para o grupo CASSA -30/5 (quinze dias com 30%, 15
dias com 5% de gordura de coco).
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O excesso de gordura na dieta foi associado ao acumulo de lipidio
hepatico nos ratos e quando o excesso foi reduzido, o processo esteatdtico
regrediu. Lipidios totais, colesterol e friacilgliceréis (TAG) hepaticos
aumentaram nos ratos sob dietas com 30% de dleo de soja. Comparando a
dieta AIN-83 com as que continham gordura de coco verificou-se similaridade
no nivel de colesterol hepatico; mas os figados dos ratos que estavam
consumindo 30% de dleo de soja apresenteram nivel significativamente mais
aito de colesterol.

A composicio dos acidos graxos do figado refletiu a composicdo dos
acidos graxos da dieta. Apesar da diferenga da razdo entre acido graxo
insaturado/saturado das gorduras das dietas (5,93 para dleo de soja e 0,22
para gordura de coco), o resultado de ambas foi similar.em alguns aspectos.
Houve sintese de acido paimitico (16:0) e oléico (18:1) no figado dos animais,
independente do tipo de lipidio utilizado na dieta. Ocorreu ainda redugéo do
Acido estedrico (18:0) e do linoléico (18:2) nos grupos de animais alimentados
com 6leo de soja.

As células do figado responderam aos estimulos nutricionais com
alteracdo da estrutura e ativag@o das organelas. A microscopia Optica
demonstrou que o acumulo gradual de goticulas de lipidio nos hepatocitos e ©
dano celular dependeram da quantidade de gordura ingerida na dieta. Foi
possivel localizar alguns focos esteatéticos ao redor da regido periporial onde
algumas células estavam lesadas. A microscopia eletrdnica deixou claro que a
primeira organela a ser atingida na alteracéo por esteatose foi a mitocondria
que sofreu perdas das cristas e degeneracdo interna do tipo mielinico; a
segunda alteragdo foi a vacuolizagdo do reticulo endoplasmatico rugoso. As
demais organelas dos hepatécitos e os limites das células vicinais estavam
normais; o espaco de Disse, os canaliculos biliares, as celulas de o e de
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Kupffer foram preservadas. A esteatose predominou nas areas periportais, e a
reducdo de lipidios na dieta favereceu uma pequena regressio da mesma.

Concluiu-se, face aos resultados obtidos, que a alterac@o configurada
como esteatose hepatica seria inespecifica e ndo dependeria exclusivamente
do excesso de lipidios na dieta. A afirmagéo abrange os figados de ratos sob
dieta aproteica cuja degeneracéo foi idéntica, embora muito mais extensiva
em relacdo aos figados dos ratos sobrecarregados por lipidios na dieta.
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ABSTRACT

it is known that manipulation of the diet, particulary of the lipid portion,
can after the serum or liver lipid compositions. The AIN-83 casein diet was
associated with soybean oil (source of long-chain triacyiglyceride - LCT) or
coconut oil (source of medium-chain triacylglyceride - MCT) in an experiment
where young males Wistar rats (21 days old) were fed ad /fbiturm with diets
containing 30%, 5% and 7% soybean oil or coconut oil. The diets had identical
nutrient composition except for the type and level of fat.

The animals were placed in individual screen-botton cages and were
weighed and the food consumption caiculated everyat 3 days . At the end of
the experiment, various nufritional indice were evaluated. Nine rats from each
group were killed at the beginning of the experiment (TQ), another group at the
18" (T1) and the last group at the 30™ day (T2). Blood samples were colleted
by cardiac punction, the livers were removed without delay, weighed and
histologically prepared for light and electron microscopy examination.

With the high fat diets, food consumption was reduced but body weight
gain did not change: there were no significant differences in body weight
among the groups at the end of the experiment. The excess lipid in the diet
was associated with increased hepatic lipid accumulation and when the dietary
lipid was reduced the steatotic process was also reduced. Liver lipids,
cholesterol, and triacyiglycerols increased with the 30% soybean oil diet; it was
ocbserved with this diet that the quantity of liver cholesterol was significantly
higher.

The reference diet { 7% of soybean oil in AIN-93) and the coconut oil diet
resulted in a similar and normal cholesterol level. The liver cholesterol was
highest when rats were fed the 30% soybean oil diet for 30 days.The fatty
acids composition of the livers of animals fed LCT or MCT diets were similar,
suggesting that under the experimental conditions the variations in quantity or
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quality were not enough to impair the metabolic oxidation or the elongation of
fatty acid chains.

Furthermore, in spite of the difference in the ratic of
unsaturated/saturated fatty acids among the dietary fat (5,93 for soybean and
0,22 for coconut oil), the liver showed similar UFA/SFA lipids. Altogheter, an
elevation was observed for palmitic (16:0) and oleic acids (18:1), and a
reduction for stearic (18:0) and linoleic acids (18:2) among the animals fed
soybean oil diets.

Liver histology by optical microscopy  demonstrated a graduai
accumulation of lipid droplets inside the hepatocytes, whose amount was diet
dependent. It was possible to localize some steatosis spots around the
periportal region, where several cells would appear damaged. The rate of
damage was related to the quantity of lipid in the diet, regardiess of its nature.

it became clear by electron microscopy that mitochondria were the first
disrupted organelles followed by the impairment of the rough endoplasmic
reticulum. The other organelles of the hepatocyte, as well as its boundaries fo
vicinal cells were always normal; the Disse space was well preserved and so
were the bifliary canaliculli. The ito cells were scarce and the Kupffer cells
were quiescent. The protein-free diet also provoked hepatic steatosis, identical
1o the that described above in terms of ultrastructure, but of more extensive.

In general it was verified that lipid droplets inside the hepatocytes were
very common starting the 21" day of life; the droplets increased with age even
with control groups, being localized free of membranes and sometimes
associated with the mitocondria. 1t was concludes that there is metabolic
independence among the hepatocyt because disrruption of one or two cells
does not affect the immediate vicinity. A second conclusion was that liver
steatosis is not a specific lipid metabolic response, but an intermediate stage
of hepatocyte metabolic impairment, regardless its origin.



1. INTRODUGAO

O figado é o 6rg&o chave do metabolismo e seu complexo mecanismo
bioguimico necessita de suprimento adequado de nulrientes para manter a
integridade estruturai e fungdes normais. Portanto, quando o alimento ingerido
& de baixa qualidade ou em quantidade insuficiente poderé ocorrer
desequilibrio nutricional (NAYAK, 1987).

O acumuio de lipidios nos hepatocitos € manifestacdo comum em
diferentes situacdes metabdlicas ou condicbes patoldgicas. Alteraghes
crénicas do figado pedem induzir esteatose e aumento dos niveis plasmaticos
de acidos graxos livres que séo atribuidos a utilizago deficiente da gordura.
Geralmente o acimulo de triacilglicerdis {TAG) € o resultado do desequilibrio
entre a taxa de sintese e de sua liberacdo pelos hepatocitos (DIANZANI,
1978). Para CHURCH & POND (1988) existe ao redor de 5% de lipidios no
peso Umido normal do figado que, em condigbes anormais ou patolégicas,
podem atingir até 30%.

TSUKAMOTO et al. (1985) trabalhando com infusdo continua de etanol
e baixa quantidade de lipidios na dieta encentraram esteatose severa na
avaliacdo histologica confirmada pela quantificacéo de TAG no figado. Mas
GOHEEN et. al. (1883) ja haviam concluido que ocorria severa esteatose nos
dois extremoes dietarios, isto &, na auséncia ou com niveis elevados de lipidios
na dieta. Em 1980, 05 mesmos autores, estudando a origem dos TAG, que
contribulam para o figado gorduroso dos alcoolizados cronicos, concluiram

que eles poderiam ser decorrentes da dieta, dos acidos graxos liberados pelo



tecido adiposo ou do aumento da sintese de acidos graxos. Notaram também
que o nivel reduzide do acido araquiddnico da dieta poderia estar diminuindo a
mobilizagdo da gordura hepatica. A possivel explicacdo para este fato
segundo NAKAMURA et. al. (1992) foi o decréscimo de enzimas hepéticas e a
troca do &cido araquiddnico, das fragtes lipidicas, por outros tipos de 4cidos
graxos. Outro mecanismo, para o desenvolvimento do figado gorduroso no
alcoolismo, seria o aumento da taxa de peroxidagc&o de lipidios nos
hepatdeitos com o aumento do malonaideido e decréscimo da glutationa
peroxidase (KOCH et. al,, 1991).

O Kwashiorkor é o exemplo classico da sindrome de deficiéncia
protéica na dieta humana onde € caracteristico ¢ figado gorduroso, a
hepatomegalia, 0 edema generalizado e toda uma série de anomalias de pele
e faneros. Foi demonstrado em ratos, por MILNER & PERKINS (1978), que a
deficiéncia de arginina produzia esteatose e hepatomegalia com alteracéo
dramatica na composicdo dos lipidios hepaticos e a elevacdo do colesterol

sérico foi proporcional ao actmulo de lipidios.

HAGVE et. al. (1991) relataram um caso de esteatose onde o nivel de
apolipoproteina B-100 estava 8% abaixo do nivel normal enquanto a B-48
estava em nivel étimo. Eles propuseram que o quadro seria decorrente de um
defeito nas células secretoras de apolipoproteinas do figado e que a
diminuicdo da B-100 poderia ser a causa de esteatoses idiopaticas.

O figado tem outro pape!l importante nas alteragbes de concentracéo de
lipoproteinas. Na obesidade ele produz quantidades aumentadas de "Very
Low Density Lipoprotein” (VLDL) e apolipoproteina B (ANDERSEN, 1892).

A deficiéncia de acidos graxos essenciais (AGE) produz marcante
alteragc@o no nivel e composicdo da "High Density Lipoprotein” (HDL) e VLDL
(SANQO & PRIVETT, 1980). Entretanto a presenca dos AGE em niveis normais



inibe a sintese exagerada de acidos graxos no figado de ratos independente
da quantidade de hidrato de carbono ingerido (CLARKE et. al., 1977b). E
ainda, inibe a Acil-CoA:1,2 diacilglicerol O-aciltransferase que & importante
para a redugdo da sintese e secrecio de triacilglicerol (RUSTAN et. al. ,1988).

Esteatose que resuilta de aitos niveis de gordura na dieta , acima de
50% da energia como lipidios, causa uma deposic&o direta de 4cidos graxos
exdgenos nos hepatécitos (MARTINS et. al,, 1984, QUIGLEY et al., 1993). A
hiperalimentacdo tambem tem sido relacionada com a disfungdo hepatica e
com a esteatose (KAMINSKY et. al., 1880, CHANG & SILVIS, 1974). Para
QUIGLEY et al. (1993) a hiperalimentacdo esta mais ligada com patologias
relacionadas ao nivel anormal de enzimas do figado.

No presente estudo abordamos as alteragles hepaticas de origem
nutricional, focalizando ¢ desequilibrioc energia/proteina obtidos por
manipulacdo dos lipidios dietarios. Ratos Wistar, Specific Pathogen Free
(SPF), em crescimento, foram submetidos a dietas hiperlipidicas com
triacilglicertis de cadeia longa e média. Apés 15 dias a gordura do alimento
foi reduzida para confirmar a regresséo do depdsito de gordura hepatica. A
formacdo & acumulo de lipidios foi investigada por microscopia optica e
eletrdnica, em combinacic com andlises bioquimicas da composi¢do lipidica
do soro, de homogeneizado do figado, e relacionada com a curva de
crescimento.

O estudo proposto foi consegquéncia de trabalhos anteriores do LMA
(Laboratério de Microestrutura de Alimentos), quando VIEIRA (1982) iniciou as
necessidades nutricionais da linhagem Wistar e NORONHA (1984) verificou
alteragdes hepaticas ao utilizar dietas com altas concentragbes de proteinas e

lipidios.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.4. Uso de animais de laboratério em pesquisa.

Os animais de laboratorio, por questdes éticas ou econdmicas, t&m sido
usados na explicagdo de fendmenos que afetam condicdes humanas. Tal fato
se cbserva em pesquisas para o desenvolvimento cientifico, na drea de
analises de produtos quimicos & contaminantes ambientais, conirole e
desenvolvimento farmacolégico, area biomédica e estudo de alimentos
(MENENDEZ, 1985).

Animais como camundongos, ratos, cobaias, aves, coelhos e outros
vertebrados s&o usados em pesquisas, entrelanto ratos ocupam posicdo
dominante na area de nutricdo (YANG & MICKLSEN, 1974), especialmente
para o estudo do metabolismo de lipidios (SUCKLING & JACKSON, 19893},
sais minerais (ECELBARGER & GREGER, 1991; GREGER 1992), proteina
(AOYAMA et al., 1992a) e doengas nutricionais (MEZEY, 1878).

2.1.1. O rato usado como modelo na area de nutricdo.

Animais de laboratdrio tém contribuido de maneira importante para
determinar 0s requerimantos nutricionais e o tipo de alimentacéo do homem.
Em pesquisas na area de nuiricdo, ha necessidade do estabelecimento de
critérios para selegao destes animais. O primeiro deles & a espécie do animal

usado e a sua aplicabilidade aos problemas para 05 quais as respostas



devem ser oblidas e suas alternativas potenciais. Para BARTH & PFEUFFER
(1988), como os coelhos s&o mais sensiveis & reducéo de lipidios séricos do
que os ratos, devem ser 08 animais de eleigéo para estes estudos. S6 aiguns
primatas, cobaias, morcegcs e alguns peixes ndo sintetizam o 4cido
ascorbico, entdo sé estes animais podem ser utilizados para estudar dietas
com deficiéncia neste nutriente (YANG & MICKLSEN, 1974).

Outro aspecto relevante é a taxa de crescimento, pois quando pretende-
se extrapolar dados deve-se lembrar que, as criangas ganham pesc mais
lentamente e requerem mais baixa taxa de concentragao de nutrientes do que
a maioria dos animais de laboratdrio (NRC, 1978; ANDRIGUETO et al., 1990).
Entdo qualquer escotha, em pesquisa de nutricdo, deve levar em conta o
estagio de desenvolvimento dos animais e 3 taxa de crescimento comparada
aos humanos. Deve-se ainda considerar fecundidade, variabilidade da
espécie, manejo, transporte e fator econdmico.

A busca do modele adequado tem gerado controvérsias, embora
informacbes obtidas com animais sejam usadas na aplicagdo inicial das
pesquisas de nutricdo humana. Os pesquisadores decidem de acordo com ©
tipo disponivel, espécie adequada, nimero de variaveis em estudo, nivel
biolégico e bioguimico da experimentacéo, custo, sensibilidade animal a
resposta imune, doengas, drogas, presenga ou auséncia de nutrientes e
antimetabdlitos, e outros. (ROGERS & NEWBERNE, 1873.)

Varios animais de [aboratério tém sido utilizados como modelos no
estudo de diversos problemas nutricionais. No entanto, para WADDELL &
DESA! (1981), o rato ocupa uma posi¢do dominante devido as vantagens de
sua utilizacdo como tamanho, facii manejo, fecundidade, baixo consumo,

resisténcia a doengas e custo de manutencio.



Limitagbes para o uso do rato, como modelo experimental para nutrigdo
humana, incluem as diferencas na quantidade de alimento ingerido, gasto de
energia, tamanho corporal, distribuicdo do colesterol HDL-LDL, coprofagia,
falta de fechamento da placa endocondrial, enire outros. Eniretanio o

metabolismo dos minerais é similar em humanos e ratoes.

Os ratos sdo fisiclogicamente semelhantes a outros animais
monogastricos exceto por terem péncreas difuso e ndo possuirem vesicula
biliar. Do figado partem diretamente para 0 duodeno trés ductos responsaveis
pelo transporte dos sais biliares. Requerem temperatura ambiente entre 20-
24°C. umidade relativa entre 40-60% e 12 horas de luz. As fémeas estéo
aptas para a reprodugdo a partir de 80-100 dias de vida; o periodo de
gestagdo é de 21 dias e o tamanho da ninhada varia de 06 a 12 filhotes que
580 desmamados aos 21 dias, iniciando a ingesta de alimento sélido aos 12
dias de idade (BAKER et al., 1979; HARKNESS, 1993).

2.1.2. Uso do modelo animal no metabolismo de lipidios.

Para SUCKLING & JACKSON (1993), o principal modelo adotado para
estudo do metabolismo lipidico € o rato. A maioria das pesquisas em
metabolismo lipidico visa a determinagdo do perfil das lipoproteinas
plasmaticas. Entretanto na maioria dos animais de laboratério, a proteina
presente em maior quantidade no plasma ¢ a HDL (High Density Lipoprotein)
enquanto que no homem € a l:DL {Low Density Lipoprotein). Outra diferenca @
a maior quantidade e atividade da enzima éster colesteril transferase que
transfere o éster do colesterol da HDL para a LDL.

O hepatécito capta através de receptores de membranas especificos a
L.DL plasmatica e esta atividade de captagdo pode ser alterada durante o uso
de drogas ou por manipulagdo da dieta. No rato, alem do receptor hepatico de



LDL ser pouco sensivel (SPADY et al., 1986; SHILLABEER et al., 1990) , a
quantidade da gordura saturada ou insaturada presentes no plasma também

regula o processo de captacdo da HDL de forma distinta (WOOLLETT et al.,
1992).

A maioria das rotas de sintese ou de oxidacdo e 0s mecanismos de
fransporte de lipidios através dos tecidos sdo conhecidos. Ha controvérsias
quanto ao aspecto da regulacdo hormonal na integracdo do metabolismo entre
0s tecidos, ao efeito das dietas e drogas & mais especificamente nas
mudangas do metabolismo lipidico que ocorrem em doencas. O rato é capaz
de modular a sintese de colesterol hepatico, como primeira resposta ao uso
de drogas sequestrante de acidos biliares e inibidores da enzima hidroxi-
metil-glutaril-CoA (HMG-CoA) redutase, mas, na linhagem de ratos
corpulentos JCR:LA, pode ser induzido a hiperlipidemia e 3 aterosclerose
(VANCE & RUSSEL, 1990). E de fundamental importancia poranio o
conhecimento da genética e das caracteristicas bioquimicas da linhagem a ser

usada no experimento.

O metabolismo lipidico do rato foi estudado por varios pesquisadores.
CLARKE et al. (1977a) e BEVERLEY & ARTHUR (1988) observaram o efeito
da ingesta de &acidos graxos no figado, YOSHIDA & KURYAMA (1990),
VERNON (1992) e GOHEEN et al. (1980 e 1983) verificaram o efeito do
consumo de acidos graxos na lipogénese e HEVIA et al. (1980), HERMAN et
al. (1991), HORIGOME & CHO (1992), MONSMA & NEY (1893} trabalharam
com a influencia da composicéo das dietas na concentracdo de lipidios no
soro efou no figado.



2.2, Q figado

Uma manifestagdo da fungdo anormal do figado é o acumuio de lipidios
gue ocorre pela elevagdo da lipogénese, devido por exemplo ao excessivo
consumo de hidrato de carbono. Concorre também para esta elevagdo o
aumento da taxa de mobilizag@o dos lipidios do tecido adiposo para o figado
{por exemplo: diabetes mellifus, jejum, hipoglicemia e fatores hormonais).
Finalmente 0 aumento do actimulo de lipidios ocorre devido ao decréscimo do
transporte de lipidios para outros tecidos, por exemplo na deficiéncia de
colina, de acido pantoténico, de inositol, de proteina ou de certos aminoacidos
ou de outros nutrientes especificos, (CHURCH & POND, 1888). Assim como a
deficiéncia da ingestéo de dieta (MEZEY, 1978), a hiperalimentacdo também
tem sido relacionada com disfunc@o hepatica apresentando evidéncias
morfologicas de esteatose (CHANG & SILVIS, 1974, KAMINSKI et al., 1980)
sendo que para QUIGLEY et al. (1993) a hiperalimentacio esta relacionada
mais freqientemente com patologia enzimatica do figado.

A funcdo bioquimica do hepatocito humanoc difere da funcdo do
hepatécito do rato, do camundonge e de outros animais. Os primatas seriam
os melhores modelos experimentais para o estudo de patogenias hepaticas,
sobretudo nos quadros de doengas nutricionais (HAZELL et al., 1992).

2.2.1. Morfologia.

O figado do rato € dividido em quatro lohos: 0 mediano, o lateral direito,
o caudal e o cranial. A fissura profunda do mediano auxilia sua identificagéo
assim como a do lateral direito que é parcialmente dividido em porgéo caudail
e cranial. O caudal caracteriza-se por pequeno e também por estar encaixado

ao redor do esbfago. O rato ndo possui vesicuia biliar e 0os ductos de cada



tobulo juntam-se para formar o colédoco que chega ao ducdens a mais ou
menos 25 mm do esfincter pilérico. Os ductos ndo tém capacidade de
armazenar bile pelo seu pequenc tamanho e caréncia de ténus do esfincter de
Oddi (BAKER et al., 1979) .

A forma cléssica para apresentar a unidade hepdtica funcional esta
baseada na configuracgo do figado do porco que apresenta inimeros prismas
hexagonais e paraletos delimitados por tecido conjuntivo. Em corte transversal
este modelo apresentaria numerosos poligenos hexagonais. Cada vértice de
um poligono compartilha um espaco porta com os vértices de outros poligonos
vizinhos. Neste espaco porta corre um ramo da veia porta, ramos da artéria
hepatica, vasos linfaticos e ramos dos ductos biliferos. O centro do hexagono
é ocupado por um vaso solitario chamado Veia Centrolobular, Pode-se
considerar este prisma hexagonal como uma unidade funcional e para fazé-lo
deve-se recorrer a descrigdo da circulagdo sanguinea para o interior do
mesmo (Figura 1 - Compilada de REID et al., 1992).

O sangue venoso e arterial flui respectivamente a partir das vénulas do
sistema portal e das arteriolas dos sistema arterial, penetram as placas de
hepatbcitos misturando-se no sistema de sinusdides do figado, fornecendo a
maxima intimidade do sangue com as células hepaticas.

As diversas zonas do figado podem apresentar diferentes funcbes. As
células da zona periportal participam da glicolise anaerdbica, enquanto as da
grea centrolobular so particularmente importantes no metabolismo aerdbico
dos hidratos de carbono. Os hepatécitos perfazem cerca de 80% do pesc do
figado e tem vida média de 121 a 453 dias (SASSE et al. 1992).
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Figura 1. Unidade funcional hepética. CV = veia central; K = célula de
Kupffer; FCS = célula estocadora de gordura (célula lto);, BC =
canaliculo biliar; En = célula endotelial; 8 = sinusoide; DS =
espaco de Disse; HAb = ramo da artéria hepdética; PVb = ramo
da veia porta; CDJ = canaliculo da jungdo do ducto (canal de
Hering); BDI = ducto biliar; LmP = |[8mina limitante; LP = {&mina
do figado.

RAPPAPORT (1963) descreveu a estrutura acinar do figado que
consiste na disposicéo de parte do parénquima ao redor de um eixo central,
formado por um ramo da veia porta, uma arteriola hepatica terminal, ducto
bitiar, vasos linfaticos e ramificagbes nervosas associados a tecido conjuntivo
e considerou a area circundada por pelo menos quatro espacgos portais como
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um acino funcional, Este interessante modelo foi recuperado por REID et al.
(1992) guando propGe para explicar o modelo final da microcirculagéo: "0
acino é dividido em trés zonas: zona 1, da regido periportal; zona 2, da regido
mediana do acino e zona 3, a regido que rodeia a veia centrolobular ou seja a
vénula terminal hepatica.” Como consegliéncia desta regionalizacéo vascular
0s hepatoécitos e demais celulas {erdo formas e fungdes diferenciadas.

Na Figura 2, compilada de REID et al. (1992), apresentamos um modelo
do esquema que aborda a evolucdo do hepatbcito ao longo da trabécula e a
evolucdo da matriz extracelular que 0s acompanha. As células pequenas
localizadas entre a l8mina parenquimatosa e os ductos biliares séo
consideradas as precursoras. A diferenciacio pode seguir dois caminhos: na
direcdo do ducto hiliar ou na dire¢aoc dos hepatdcitos.

Portat Triad Centrad Vein

' smmu Enduhmuun aver Spm ol mm

Figura 2. Diagrama ilustrativo do processo da linhagem no figado com
respeito ao tamanho da célula. a = diferenciac&o em diregdo ao
ducto biliar; b = diferenciacio em dire¢dc acs hepatocitos; PV =
veia porta; BD = ducto biliar; HA = artéria hepatica; CV = veia
central.

O hepatdcito apresenta forma relativamente prismatica onde pelo
menos duas de suas faces sdo adjacenies aos sinusdides e as outras se
relacionam com os canaliculos biliares ou estdoc em contato com a face da
célula vizinha. O hepatécito apresenta numerosas microvilosidades com forte
atividade enzimatica confirmando o papel ativo da membrana na secrecéo e
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absorg@o. Na face de contato com o hepatéeito vizinho a superficie da

membrana é relativamente lisa com poucas digita¢des e cavidades.

Em condicGes de anoxia a parede sinusoidal forma-se mais permeavel
ao plasma, os sinusbides estreitam-se e os espacos de Disse dilatam-se. Os
espacos de Disse sdo considerados verdadeiros vasos linfaticos que drenam
a linfa para os espacos porta, onde se acumuia, sendo filtrada através do
tecido conjuntivo e vai para os vasos linfaticos mais calibrosos (BARROS
COELHO, 1971).

Nos cortes histolégicos o citoplasma do hepatdcito ndo € homogéneo
contendo granuios e vactolos. Na desnutricdo verifica-se a deplecdo de varios
constituintes citoplasmaticos incluindo agua, gordura, proteinas e enzimas. Em
condiches normais as células hepdticas armazenam glicogénio em
guantidades variadas com a dieta, com o estado nutricional, com ¢ sexo e com
a espécie animal (CAMARGO et al., 1978). Nos cortes histolbgicos do
material fixado com fixadores alcodlicos, o glicogénio aparece em forma de
granulos, apds fixagdo em formolaldeido mostram um aspecto esponjoso ou
finamente reticular.

As mitocdndrias hepéticas sdo esféricas ou oblongas e cbviamente s&o
a sede da respiracdo celular. Grande numero de processos que liberam
energia ocorrem no seu interior particularmente 0s que envolvem fosforilagao
oxidativa. A sintese de glicogénic também ocorre nas milocondrias. A
alteracdo mais frequente da mitocondria € o entumecimento, que indica
alteracdo funcional e prossegue com o© desaparecimento das cristas
mitocondriais. E uma alteracdo reversivel e ocorre em vérias condigbes como
a antxia e intoxicacdes variadas. A lesédo inicial da mitocdndria ocorre na

membrana interna com aumento da permeabilidade e posterior interferéncia
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no cicio de Krebs. A alteracéo torna-se irreversivel na falta de fatores
energéticos (BARROS COELHO, 1971).

2.2.2. Constituintes celulares do figado

QO tecido hepdtico funciona integraimente com cinco tipos celulares
{Figura 3, compilada de SASSE et al., 1992): 0 hepatécito, a célula endotelial,
a celula de Kupffer, a célula perisinusoidal e os grandes linfécitos granulares
{("Pit Celis").

O hepatocito € a célula que tem mais fungbes no organismo e esta
diversidade funcional € refletida em sua estrutura. As principais fungbes
hepaticas foram resumidas por JUNGERMANN (1992) e s&o apresentadas na
Tabela 1. O mesmo autor propbe ainda (Tabela 2) um modelo que mostra a
heterogeneidade funcional dos hepatocitos.

Segundo REID ef al. (1992), as bases para interpretacdo dos aspectos
das estruturas funcionais no campo da microcirculagdo e histoquimica sdc os
acinos, organizados ao redor de dois leitos vasculares, & os espacos porta. E
para propositos histoquimicos e patolégicos, o termo periportal (ao redor do
espaco porta), perivenoso {(ao redor da veia centrolobular) e intermediario
permitem uma exata localizaco intra-parenquimatosa (SASSE et al., 1992;
REID et al., 1992). Enzimas envolvidas no metabolismo dos carboidratos,
remocao de amdnia e transporte de acidos graxos sodic dependentes séo
evidéncias, para GUMUCIO (1989), da heterogeneidade intralobular das
células do parénquima hepatico

Para JUNGERMANN & KATZ (1989) o gradiente de oxigénio mudando
a concentracdo gquimica e a disponibilidade dos mediadores junto aos
sinusdides sd&0 importantes para estabelecer © zoneamento da

heterogeneidade do parénquima. Os hepatéeitos periporais e perivenosos
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possuem diferentes quantidades e tipos de enzimas com capacidades
metabdlicas diversas. O processo de sintese de &acidos graxos ocorre
predominantemente nos hepatéditns perivenosos enquantc as células
periportais catalisam a oxidagdo dos acidos graxos, de aminoacidos bem
como a liberacdo da glicose (QUISTORFF et al. 1982).

No figado os acidos graxos sdo utilizados para producdo de energia, na
cetogénese e para sintese de triacilglicerdis. Em 1888, JUNGERMANN &
KATZ j& haviam concluido que a degradac8c dos acidos graxos estava
localizada na zona periportal pela presenca de alta concentracdo de vdrias

gnzimas envolvidas na B -oxidagéo.

Figura 3. Desenho esquematico da estrutura hepatica. H = hepatdcito; E
= célula endotelial; K = célula de Kupffer; F = céluila estocadora
de gordura; P = célula Pit.
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Tabeia 1. Fungdes do figado

1. Centro do metabolismo

Fornecimento de energia para o corpo
Captacao e liberacio de glicose
Producéo de corpos cetbnicos
Producéo de uréia
Captacéo e liberacdo de aminodcidos
Processamento de lipidios
Biossintese e biodegradacéo
Sintese e degradacéo de proteinas plasmaticas
Formacéao de bile

2. Centro de defesa
Metabolismo de xenobidticos

Fagocitose e eliminacdo bioguimica de moléculas estranhas
& agregados macromoleculares

Eliminacdo de células tumorais

3. Posto de controle do sistema hormonal
Inativacdo e eliminagdo de hormbnios e mediadores
Sintese e liberacdo de (pro) hormdnios e mediadores

4. Reservatério de sangue
Estoque de sangue ativo
Estoque de sangue passivo
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Tabela 2. Modeio do zoneamento funcional (localizagdc predominante

das fungbes) das células parenquimatosas e néo
parenquimatosas do figado.

Zona Periportal ' Zona Perivenosa

Células parenquimatosas
Metabolismo energético oxidativo

QOxidagéo dos acidos graxos

Liberacdo de glicose Captacdo de glicose
Gliconeogénese Glicolise
Sintese de glicogénio do piruvato Sintese de glicogenio da glicose
Glicogénio para glicose Glicogénio para piruvato
Lipogénese

Metabolismo de aminoacidos e aménia

Formacao de uréia do N dos aminoécidos Glutamina
Formacao de uréia de NH3 e glutamina Formagao do NH3
Conversdo de aminoacido em glicose

Sintese de colesterol
Formagéo de bile
Meiabolismo protefor Metabolismo de xenobidlicos
Peroxidacéo da glutationa Mono-oxigenagao
Conjugacao de glutationa
Formacdo das Proteinas Plasmaticas

Albuming o, -Fetoproteina
o2-Macroglobulina Angiotensinogénio
Fibrinogénio o 1-Antitripsina

Células néo parenquimatosas
Células endoteliais

Ligacdo de lectina Permeabilidade
Células de Kupifer

Fagocitose Citotoxicidade
Céluias perisinusoidais

Formacao de matriz extracelular
Estoque de lipidios
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A concentragdo de carnitina palmitoiltransferase, responsavel pelo
fransporte mitocondrial de acidos graxos, a producdo de gas carbbnico pela
degradacéo oxidativa e a cetogénese na auséncia de glucagon, encontradas
por TOSH et al. (1988) e GUZMAN & CASTRO (1989), foram mais elevadas
na area periportal, portanto antecedem e reforgaram as conclusdes de
JUNGERMANN & KATZ (1989).

As células do figado sofrem alteracbes em suas estruturas e conteddo
de organelas em resposta a numerosos estimulos. GEERTS et al. {1991)
injetando CCl4 por via intraperitonial, observou maior proliferacgdo de células
estocadoras de gordura (‘fai-storing cells™) no figado de rafos, onde
posteriormente ocorreria fibrinogénese, sugerindo que estas células estariam
envolvidas na formacao da matriz extracelular.

Em pesquisa recente, MARTINEZ-HERNANDEZ & AMENTA (18383)
confirmaram o0s dados encontrados pelo primeiro autor em 1884, de que as
células do I6bulo do figado n&o possuem membrana basal mas apenas uma
delgada matriz extracelular hepatica que configura o espago de Disse. Esta
configuracdo junto com as abundantes fenestragGes (WISSE et al., 1885) e
fendas nas células endoteliais sinusoidais servem para facilitar a rapida troca
bidirecional de macromoléculas que ocorre entre o plasma e 0s hepatocitos. A
interacéo entre a matriz extracelular ¢ as células do figado ¢ essencial para a
homeostase hepética. Embora a matriz extraceiular seja apenas um
componente menor do figado € essencial na manutengdo da estrutura dos
hepatdcitos. WISSE et al. (1885) e McGUIRE et al. (1982) demonstraram que
0 tamanho, nimero e morfologia das fenestracbes do endotélio das células
hepaticas sdo regulados pela matriz extracelular.

Em 1985 WISSE et al.,, concluiram que o didmetlro e a frequéncia das
fenesiracbes da célula endotelial da area periportal diferiam dos da éarea
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centrolobular do acino do figado. Relataram ainda que ratos possuem estas
fenestragbes em didmetro maior facilifando a remogdc do colesterol
remanescente da circulagdo, impedindo o depdsito de gordura nas paredes
vasculares. Uma vez que a enirada de gordura no espaco de Disse ocorre em
pequenas particulas, o aumento dos poros pode coniribuir para a admisséo de
gordura da dieta nos hepatdcitos promovendo a esteatose.

FRASER et al., (1995) descreveram as fenestracbes tipicas do
endotélioc sinusoidal hepatico como um biofiltro dindmice, em forma de
peneira, que atua como barreira impedindo macromoléculas, especiaimente
lipoproteinas, de entrarem no espago de Disse. Este é o primeiro local de
selecdo hepatica e conseqlente metabolismo do colesterol e vitaminas
lipossoltiveis da dieta. No mesmo ano, BRAET et al. reiacionaram as
fenestragbes do endotélio das células sinusoidais do figado de ratos com o
citoesqueleto. As fenestracbes do endotélio seriam rodeadas e delineadas por
microtibulos formando uma rede junto com 05 elementos do citoesqueleto. E
esta seria uma estrutura dinamica que atua na manutencdo e regulacio do
tamanho das fenestracbes, controladora da importante funcéo hepatica de
fittro endotelial.

Encaminhando ¢ enfoque para as células nd&o parenquimatosas do
figado, o primeiro destaque serg dado as celulas dos sinuséides. BOUWENS
et al. (1992) relataram que os sinusdides hepaticos normais sdo formados por
quatro diferentes tipos de células, cada uma com suas caracteristicas
fenotipicas, fungdes e topografias diversas. As celulas endoteliais formam as
paredes dos capilares; as células de Kupffer, que est&o localizadas em
estreita adjacéncia aos sinusdides, sdo macrdfagos com papel importante de
defesa; as células Pit 1&m um papel regulatdrio no crescimento e resposta
imune dos hepatdcitos; as células lto, ou estocadoras de gordura, sio
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perisinuscidais e mais numerosas na zona periportal, onde ocorre o maior
astoque de vitamina A.

Estas células promovem as diversas fun¢des do figado e sdo reguladas
pela concentracdo de substrato no sangue, peio nivel de hormdnio circulante,
pelo sistema nervoso auiénomo e pela matriz extracelular. As células
parenguimatosas podem ser controladas ou controlar as células néo
parenquimatosas (JUNGERMANN & THURMAN, 1992). O figado é o principal
responsavel pelo catabolismo das lipoproteinas contendo Apo B, que sdo
secretadas pelo hepatocito como VLDL (Very Low Density Lipoprotein)
nascente, bem como aquelas secretadas pelas células intestinais como
quilomicrons.

2.2.3.Fisiologia do ponto de vista nutricional

No organismo, o figado além de ser o centro de defesa, de exercer o
controle no sistema hormonal e ser reservatério de sangue, € 3 sede dos
processos bioquimicos relacionados com ¢ metabolismo de nutrientes. O grau
de saturacdo da gordura de depésito pode ser alterade por meios dietéticos
uma vez que é dependente do tipo e quantidade de lipidios consumidos.

Para HARPER et al. (1982), 0s tecidos s&o capazes de introduzir uma
dupla ligacdo no &acido graxo saturado correspondente, transformando o
paimitato e o oleato em &acido palmitoleico e cléico. O figado & o principal
érgao na interconversdo de Acidos graxos, uma vez que possui um sistema
enzimatico nos microssomos, que catalisa a conversdo da estearil-CoA e
malonil-CoA na presenca de oxigénio, de NADPH ou de NADH.

As duplas ligaches adicionais dos acidos graxos j& mono-insaturados
sdo introduzidas entre a dupla ligagdo j& existente e o grupo carboxilico.
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Portanto os animais s&o capazes de sintetizar & sérle de 4cidos graxos
insaturados (oError! Bookmark not defined.-9-a4cido oléico) por uma
combinagéo de elongamento da cadeia & dessaturacdo, porém s&oc incapazes
de sintetizar a série oErrort Bookmark not defined.-6 contendo acido

linoléico e araquidbnico ou a série oError! Bookmark not defined.-3,
contendo acido linolénico (GURR, 1986).

O consumo de &cidos graxos saturados contribui para o aumento da
concentracdo do colesterol sérico (KRITCHEVSKY et al., 1983; GARG et al,,
1989) enquanto gue o consumo de acidos graxos polinsaturados contribui
para a sua diminuicdo (NORUN, 1992). Entdo a quantidade e o tipo de
gordura, o colesterol livre (SEROUGNE et al., 1995) ou o tipo de proteina
(SJOBLOM & EKLUND, 1990; ALJIAWAD et al., 1992) ingeridos, produzem
efeitos na concentragao lipidica sanglinea.

No rato recém nascido ocorrem mudangas rapidas na composicdo
corporal. Para entender a origem e significado destas mudancas € essencial 0
conhecimento da composicdo do leite materno e suas variactes durante o
curso da lactagdo, O leite de rata foi caracterizado por LUCKEY et al. em
1954 e mais recentemente por HARKNESS (1993) e por NEVES et al. (1985).

Vérios fatores como temperatura ambiente (YAGIL et al. 1976),
exercicios (TREADWAY & LEDERMAN, 1986), deficiéncia de sais minerais na
racdo das ratas (KEEN et al, 1981, BUCK & BALES, 1983) deprimem o
crescimento dos filhotes por decréscimo na produgdo de l[eite ou por

deficiéneia de nutrientes no leite matemno.

Durante o desenvolvimento do rato ocorrem no figado, mudancas
drasticas na conversdo de hidratos de carbone em lipidios ( BALLARD &
HANSON, 1987b; TAYLOR et al, 1967;), particularmente na hora do
desmame quando o leite materno é substituido por dieta com alta
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concentracdo de carboidrato e baixa de gordura, estimulando a lipogénese.
Este fato ocorre devido a fatores hormonais e dietarios que controlam a
mudanca de atividade das enzimas hepaticas envolvidas na converséo de
hidratos de carbono em lipidios. LOCKWOOQD et al. (1970) reiataram que ha
aumento da acetil-CoA carboxilase ao desmame embora o seu padrdo de
desenvolvimento apds o nascimento seja similar ao de outras enzimas
hepaticas (TAYLOR et al. 1967).

2.3. Metabolismo lipidico

2.3.1. Consideragbes gerais

Os lipidics de importdncia metabolica para o organismo sdo 0s
fosfolipidios, os triacilglicersis, os esterdides e os produtos do metabolismo
como acidos graxos, glicerol e corpos cetdnicos. Seguindo rotas metabolicas
especificas, grande parte dos hidratos de carbono da dieta, segundo HARPER
et al. (1982), pode ser transformade em lipidios antes de ser utilizado para
fornecer energia ou fazer parte do organismo animal.

GURR (1986) nos diz que a importancia dos lipidios no metabolismo
reside no fato de contribuirem para a producdo de energia celular. Para
cumprir esta funcdo eles precisam ser liberados do estoque de gordura e
sequir seu caminho metabélico gerando energia quimica utilizavel. Os acidos
graxos da dieta influenciam na composicdo lipidica de estoque dos
monogastricos e sdo mobilizados dos tecidos quando a energia da dieta e
limitada. A liberacdo da energia estocada é regulada pela quantidade e tipo
dos diferentes componentes da dieta e por horménios cuja secregéo tambem
pode ser regulada em parte pela dieta,
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Normaimente pode-se encontrar maior ou menor quantidade de
pequenos globulos de gordura em outros tecidos. Nos hepatdcitos o actmulo
excessivo & uma condico patolégica (CHURCH & POND, 1988), entretanto,
algumas espécies de peixes normaimente armazenam a mesma proporgéo de
gordura tanto no figado como no tecido adiposo.

O estoque de lipidios pode ser derivado diretamente da gordura ingerida
na dieta ou ser sintetizado no tecido adiposo, gléndula mamaria ou figado e
finalmente de agucares simples originados dos hidrates de carbono da dieta.
Quando existe pouca gordura na dieta, o padréo de acidos graxos de estoque
caracteristico € inteiramente dependente da atividade de biossintese. A
introducdo da gordura, suprime a atividade de sintese dos tecidos e opera o
mecanismo de transporte dos acidos graxos ingeridos para ¢ estoque, de tal
maneira que a composicdo torna-se agora mais relacionada com a dieta
(PARRISH et al., 1961).

Lipidios estruturais principaimente os fosfolipidios, glicolipidios e
colesterol participam da composic8o das membranas biologicas que atuam
como barreiras entre os compartimentos do corpo onde ocorre a producao de
varias substancias biogquimicas do metabolismo (GURR, 1988).

Gordura de estoque sdo principalmente os triacilglicerdis, fonte de
energia para o organismo quando ha pouco consumo de alimento. Os TAG
sdo estocados nos adipocitos e 0 actimulo de lipidios e sua liberagdo do
tecido adiposc s80 controlados pela interagéo entre fatores dietarios e
hormonais. As moléculas de gordura nas membranas e nos depositos ocorrem
em grandes agregados. Moléculas individualizadas de gordura podem ser
liberadas de cada uma das fontes por processos que utilizam enzimas
especificas e convertidas em metabolitos com fungbes importantes. Ainda que
as gorduras sejam insolGveis em agua, elas precisam ser iransportadas para
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os tecidos do corpo na corrente sanguinea, o que € feito pela sua ligacdo as
proteinas na forma de lipoproteinas (HARPER, &t al. 1882).

A taxa de lipélise pode ser alterada pela disponibilidade de nutrientes e,
em menor extensdoe, pela composicéo da dieta especiaimente as formuladas
com grande quantidade de acidos graxos saturados. A quantidade de lipidios
nos adipdeitos é determinada tanto pela taxa de lipdlise quanto pela sintese.
Estes processos ocorrem simultdnea e continuamente determinande o
contetido de lipidios de depdsito (VERNON, 1892).

A composicdo e a quantidade de dieta podem potenciaimente
influenciar na liptlise pela alteragdo dos seguintes parametros: concentracéo
sérica de hormdnios; atividade do sistema de inervagdo simpatico,
composicdo da membrana celular e capacidade do adipécito de transmitir
sinais. A insulina sérica varia diretamente com o teor de hidrato de carbono na
dieta enquanto o glucagon sérico tende a decrescer quando o conteddo de
carboidrato aumenta (UNGER & ORCI, 1976). A atividade simpalica € mais
influenciada pela quantidade de proteina da dieta do que pela gordura ou
hidrato de carbono (VAN DER TUIG & ROMSOS, 1984).

A dieta também pode allerar a capacidade da célula adiposa de
transmitir sinais. Ratos alimentados com dietas contendo ailta concentracio de
gordura saturada respondem fracamente & agao lipolitica das catecolaminas
quando comparados a animais alimentados com dietas ricas em hidratos de
carbono {(GCORMAN et al,, 1972; SMITH et al., 1974, SUSIMI et al, 1979;
TEPPERMAN et al.,1986). Estudo com tecido adiposc humano nio reveiou
diferenca na resposta ou sensibilidade para catecolaminas apés a ingestao de
dietas ricas em hidratos de carbono por 7 dias (KATHER et al., 1987). Em
outra pesquisa, VERNON (1992) concluiram que a dieta rica em gordura faz
decrescer a agao lipolitica da insulina.
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Qutros pesquisadores sugerem que a natureza dos Aacidos graxos é
mais importante do que a quantidade de gordura ingerida. Dietas ricas em
gordura polinsaturada tem resposta lipolitica maior para catecolaminas do que
dietas ricas em gordura saturada (CARREAU et al., 1972, AWAD &
CHATTOPADMHYAY, 1986; PARRISH et al., 1991). Mudangas na fluidez da
membrana também podem alterar a resposta & insulina que estiver ligada, a
acéo sobre os adipécitos (CLANDININ et al., 1991) e agir sobre o nimero de 8
-receptores em outros tecidos.

O papel do figado na sintese e secregéo de lipoproteinas € de grande
importancia e regulado por receptores de lipoproteinas (HAVEL, 1988). Na
maioria dos mamiferos, inciusive humanos, ¢ o unico local de sintese da
apolipoproteina B-100 {(Apo-B-100) que € necessaria para a formagdo de
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e outras particulas.

Para MEZEY (1978), o figado é a principal fonte de colesterol, secreta
praticamente toda a VLDL que € convertida lipoliticamente em lipoproteina de
densidade intermediaria (IDL) e de baixa densidade {(LDL). E também o local
de maior catabolismo de todas as proteinas que contém a Apo-B.

Segundo SPADY et al. (1985), 60 a 80% da LDL ¢ retirada do plasma
por receptores dependentes e a restante € removida por receplores
independentes. Estes receptores estdio distribuidos sem uniformidade nos
diferentes 6rgdos e séo regulados de maneiras distintas. A taxa de remogao
da LDL, pelo receptor dependente, aumenta conforme aumenta a
concentracdo de LDL plasmético até 400 mg/dL, quando satura o sistema. G
receptor independente tem uma fungéo linear & concentracéo de LDL, sendo
constante a retirada da LDL do plasma através deste processo (SPADY et al,,
1986).
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2.3.2. Metabolismo hepatico das lipoproteinas

As lipoproteinas sao formadas principalmente por apoproteinas,
fosfolipidios, triacilglicerdis (TAG), colesterol e pouca quantidade de hidrato de
carbono. Os TAG de origem alimentar s&o transportados pelos quilomicrons,
as VL.DL sdo sintetizadas pelo figado e secretadas nos espacos de Disse. Os
TAG sdo removidos das lipoproteinas pela ac8o de lipases transformando a
VLDL em IDL e posteriormente em LDL. Estas constituem uma forma de
retirar o colesterol do figado uma vez que s@o captadas por receptores
especificos das células. Os hepatbeitos secretam a HDL nascente como
particulas discoidais contendo colesterol livre que ¢ esterificado pela acdo da
enzima lecitina-colesteril-aciltransferase (LACT), ativada pela Apo-Al que é
sintetizada pelo figado (HARPER et al., 1982).

No homem e em algumas espécies animais a LDL é a lipoproteina que
mais transporia colesterol no plasma e € regulada pela taxa de sintese de
LDL e pela eficiéncia do catabolismo hepatico via caminho da alta afinidade
com o mecanismo receptor independente (BHATTACHARYA, et al., 1884), Em
varias espécies, inclusive no rato, foi demonstrado que mais de um terco da
LDL plasmatica ¢ degradada no figado (STEIN et al., 1981; PITTMAN et
al, 1979). Estas e outras observagdes aumentam as probabilidades de que as
mudangas na capacidade do figado de captar e degradar LDL podem ser
reguladas pela concentracio plasmatica de LDL.

KUIPERS et al. (1989) investigando a secrecic biliar de colesterol e
sais biliares derivados do oleato colesteril LDL, em ratos Wistar, concluiram
que os sais biliares sdo apenas uma pequena fracdo dos esterdides. O que
pode ser explicado iniciaimente pela captura destas lipoproteinas pelas
células sinusoidais, seguida de sua degradacac e reenirada do colesterol no

sangue e uma segunda eventual saida do colesterol do "pool” disponivel para
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sintese de acidos biliares nos hepattcitos. A captura da LDL medificada pelas
células sinusoides hepaticas pode produzir um mecanismo protetor para ¢
corpo convertendo o colesterol aterogénico em uma espécie menos danosa
que & a lipoproteina de alta densidade (HDL). Este mecanismo pode ser
importante em situagbes de baixa atividade dos receptores de LDL nos
hepatocitos. Mudancas na taxa de sintese, catabolismo exagerado ou
decréscimo na remogao de LDL podem alterar a sua concentracio plasmatica.

Apesar da similaridade com outras espécies a concentracéo plasmatica
de L.DL do rato é relativamente baixa devido a diferenca na regulacéo de seu
metabolismo. Diferente de outras espécies, o rato € o unico animal que néo
desenvolve aterosclerose em certas condigdes experimentais (SUCKLING &
JACKSON, 1993).

Qs resultados de BHATTACHARYA et al. (1986) indicaram que no rato
os hormbdnios da tiredide influenciam o metabolismo da LDL, ndo ocorrendo o
mesmo fendmeno no consumo de colesterol via direta ou em manipulacdes
que aceleraram a conversdo de colesterol em sais billares. Em 1995,
FORSYTHE, estudando a influéneia da proteina de soja na regulacdo da
tiredide e no metabolismo do colesterol concluiu gue a fonte protéica da dieta
afeta a concentracio plasmatica do T4 e que a proteina de soja é
hipocolesterolémica porgue provoca aumento na concentracdo de T4 no
plasma.

2.3.3. Alteragbes metabélicas

Os acidos graxos, liberados por lipolise do tecido adiposo, que circulam
ligados & albumina, s&o removidos pelo figado e peio tecido muscular na
proporcdo de um para dois. Os TAG, apds serem captados pelo figado,
podem ser oxidados ou utilizados para formacdo de corpos cetdnicos, na
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ressintese de TAG ou na sintese de fosfolipidios. A maior parte dos TAG
sintetizada pelo figado é secretada sob forma de VLDL.,

A captacio hepatica de dcidos graxes, tanto os derivados da
alimentacdc quanto os resultantes do tecido adiposo € seguida de
esterificacdo. Este processo estd intimamente associado a fosforilagdo
oxidativa e depende da quantidade de glicerol-fosfato e de Acetil-CoA
disponivel (GURR, 1886).

O ser humano nac é capaz de sintetizar acidos graxos com ligagdes
dupla que estejam distantes mais do que 9 carbonos do grupamento carboxila
da cadeia (LEAF & WEBER, 1988). Esta é a razfo pela qual 1,3 % do total
das calorias da dieta devem ser proveniente do &cido linoigico
(PUDELKEVICZ et al, 1986). No entanto, para outros autores como
LOTTENBERG (1992) estas calorias devem atingir de 2 a 3% .Toda esta
atividade é realizada quando o organismo esta saudavel e o aporte nutricional
& suficiente. Quando ha fatha por uma disfungdo qualquer, ocorrem alteragdes
bioquimicas e morfolégicas que podem ser observadas ao microscopio optico
@ eletrinico.

Estas alteracées podem ser da parede sinusoidal, dos canaliculos
biliares, do hepatécito ou processos degenerativos como atrofia ou esteatose.
As células hepaticas estdo expostas a frequentes alteragdes hioquimicas ou
morfolégicas, pois recebem em primeira méo, substancias da absorgao
intestinal (BARROS COELHO, 1971). As alteracbes metabdlicas dos lipidios,
proteinas e glicogénio, resultante de um excesso ou de alteracGes fisico-
quimicas, promovem lesdes degenerativas ou infiltrativas das celulas
hepdaticas que podem ser identificadas por métedos histoquimicos €
morfolégicos.
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No caso de atrofia, as células hepaticas diminuem de tamanho, sdo
pobres em glicogénio, o citoplasma é denso, contendo pigmento férrico e os
chamados pigmentos de desgaste. Na tumefacdo turva as lesdes mais
evidentes sdo edema e vacuolizacdo das mitocHndrias com as células
aumentadas de volume, citoplasma finamente granular, contomos poucos
nitidos e os sinusdides mais estreitos. Neste caso o figado se apresents
aumentado de volume, fl4cido, de coloracdo escura, ndo se distinguindo o
delineamento celular. (BARROS COELHO, 1971).

2.3.4. Esteatose hepatica

A esteatose se caracteriza pela presenca de grandes gotas de gordura
dentro da célula hepatica e guando € acentuada, ¢ figado na maioria das
vezes esta aumentado de tamanho, € castanho palido ou amarelo, de bordos
arredondados e capsula tensa.

Vérias perturbagbes organicas induzidas por inimeros agentes e por
mecanismos diversos podem produzir acimuio de gordura no hepatécito. Para
LOMBARDI (1966) e LOMBARDI et al. (1968), esieatose hepatica é resultado
do desequilibrio entre a sintese e a utilizagéo de triacilglicerdis hepaticos e
pode ter origem nos seguintes mecanismos. sintese normal de TAG e
blogueio na sua utilizacdo e transporie; sintese aumentada de TAG e
utilizacdo normal ou sintese aumentada e bloqueio na utilizacdo de TAG.

Os triacilglicerbis que contribuem para a esteatose hepatica podem
resultar de um ou da combinacdo de trés fatores: dieta, acidos graxos
liberados do tecido adiposo ou aumento da sintese de Acidos graxos no
figado. GOMEEN et al. (1980) mostraram que os triacilgliceréis do figado
eram originados da dieta e que o decréscimo da lipogénese nao teria papel
importante na reducéo da gordura do figado.
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Entretanto para HAVEL et al. (1970), a mais importanie fonte de &cidos
graxos para a formagdo dos TAG hepaticos € a lipblise do tecido adiposo
periférico. Sua reducdo e consegliente decréscimo do nivel plasmaético de
acidos graxos livres, bem como o baixo influxe destes para ¢ figado s&o os
pré-requisitos para a diminuicdo da sintese de triaciiglicerdis hepaticos,

Q excesso de um aminoacido na dieta pode também contribuir para o
acamulo de lipidios no figado, pelo aumento do "pool" de esqueletos de
carbonos disponiveis para oxidagfo ou sintese de acidos graxos. HEVIA &
VISEK (1980) concluiram que o figado gorduroso por excesso de lisina era
resultado de uma obstrugdo no transporte dos lipidios do figado para a
circulacdo. Os dados mostraram que 0 excesso causava nao so acumulo de
lipidios no figado mas também mudangas nas lipoproteinas circulantes,
particularmente na elevacéo de LDL e que isto podia ser prevenido ou abolido
pela manipulacao da dieta.

O excesso de cistina na alimentacdo de ratos, onde foi utilizado ©
isolado de soja como fonte protéica provocou esteatose hepatica mas néo
houve repeticdo deste fendmeno quando a proteina da dieta foi a caseina. O
acréscimo de metionina ou colina, na dieta que continha isolado de soja com
excesso de cistina, preveniu o acumulo de triacilgliceréis e fosfolipidios no
figado, apesar dos TAG séricos ndo terem retornado aos niveis dos
encontrados nos ratos alimentados com dieta sem cistina e de nao terem sido
alterados os niveis séricos de acidos graxos. Portanto, AOYAMA et al. (1992a)
concluiram que figado gordurosc pode resultar da deficiéncia de colina
induzida pelo excesso de cistina. Este fato ja tinha sido observado por
LOMBARDI et al. (1968) que, trabalhando com dietas deficientes em colina,
obtiveram esteatose hepatica em ratos como resultado da deficiente liberagao
dos TAG hepéticos para o plasma.

29



Segundo MILNER & PERKINS (1978) a deficiéncia de arginina em ratos
causou alteragdo no metabolismo lipidico similar a observada quando o acido
orbtico foi colocado na dieta. A deficiéncia de arginina estava associada ao
aumento de concentracdo de 4cido orético na urina e no sangue. Nos ratos
mantidos com dietas deficientes em arginina por 35 dias, ocorreu acumulo ao
redor de 20% de lipidios no figado sem sinais de necrose. Apesar da
deficiéncia de arginina causar esteatose via mecanismos diversos, 0s autores
cocluinram que o aumento da produgdo de &cido ordtico causado pela
deficiéncia de arginina era o responsavel pelo acumulo de lipidios no figado.
J& LOMBARDI! et al. (1968) haviam observado que a esteatose hepatica
encontrada em ratos alimentados com deficiéncia de colina foi resultado da
queda na liberagdo dos TAG para o plasma.

A nutricdo parenteral fotal (TPN), aceita como método viavel de
alimentacdo para pacientes impossibilitados de se alimentarem via oral, pode
ocasionar diversos problemas relacionados ao metabolismo de lipidios.
Segundo KEIM & MARES-PERLMAN (1984), varios fatores contribuem para o
acumulo de lipidios no figado, incluindo o aumento do afluxo, sintese,
decréscimo de oxidacdo ou aumento na esterificacdo de acidos graxos e
diminuicdo da sintese de apoliproteinas, assim como impedimento na sua
formagdo ou secrecdo. Os autores concluiram que tanto o aumento de
lipogénese como a deficiéncia no transporte de acidos graxos do figado foram
0s maiores responsaveis pela esteatose de ratos submetidos a nutricdo

parenteral total.

SAX et al., (1986) concluiram que & esteatose hepatica observada na
TPN foi resultado de um excesso de administracdo de glicose e que a
esteatose obtida ndo era dependente das mudangas ocorridas nas

concentragdes sanguineas do nivel das enzimas hepaticas. Entretanto, em
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1980 KAMINSKI et al. ja haviam concluido que TPN com glicose, em nivel
caldrico adequado ou excessivo, conduzia a um aumento significativo da
gtividade das enzimas acetil-CoA carboxilase e &cido graxo sintetase. Ja
QUIGLEY et al. (1993) mostraram que o uso da TPN provoca esteatose como
conseqliéncia do excesso de calorias ou do desequilibrio carboidrato/lipidio.
Assim, em situacdes onde ocorre disfungao hepatica a TPN pode contribuir
tanto para aumentar como para iniciar o processo. Ainda a desnutricdo, um
pré-requisito para o uso da TPN, também pode causar esteatose hepatica,

sendo a mesma exacerbada pelo processo de alimentagéo via venosa.

Pesquisa feita por CHANG & SILVIS (1974) demonstraram que a
infusdo de calorias em taxa maior do que 300 kcal/kg/dia induziu esteatose
hepética em ratos. KEIM & MARES-ERLMAN (1984) estudando ratos com
acumulo de tipidios em TPN livre de gordura, mas com excessiva energia
proveniente de dextrose e de aminoacidos, num total de 350 keal/kg/dia,
observaram o desenvolvimento de esteatose por deficiéncia de acidos graxos

essenciais.

Para BOUZIANE et al. (1992) os principais sinais de deficiéncia de
4cidos graxos essenciais sdo esteatose hepatica e aumento na proporgéo do
acido eicosatriendico (20:3 n-9) / eicosatetraendico (20:4 n-6), em varios
tecidos. Também em 1984, SANQ & PRIVETT trabalhando com deficiéncia de
4cidos graxos essenciais, concluiram que o acumuio de gordura no figado de
ratos foi causado pela redugdo da liberagdo dos lipidios para o sangue,

indicando um defeito na sintese de lipoproteinas.

No entanto, para DOHERTY et al. (1991) a esteatose que ocorre nos
desnutridos € devida & auséncia de peroxisomas nos hepatdcitos.
Peroxisomas S$&o organelas menores € menos numerosos que as
mitocHndrias, distribuidas nas células dos mamiferos especiaimente nos
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hepatdcitos. S8o0 arredondados, com membrana Gnica, densidade eletrbnica

moderada e , em circunstancias normais, efetuam ao redor de 10% da § -
oxidacdo dos lipidios.

O estresse € caraclerizado por varias alteragdes biogquimicas e
hemodinamicas como 0 aumento da pressdo sanguinea, das catecolaminas
plasméticas, dos acidos graxos livres, das tromboxanas e do deposito de
gordura no figado. SINGER & RICHTER-HEINRICH (1991), associaram a
esteatose com o© decréscimo do acido eicosapentaendico (EFA) nos
triacilgliceréis hepaticos e indicaram a suplementacgdo da dieta com peixe ou
dleo de peixe marinho, como tratamente preventivo e terapéutico, para

proteger o organismo contra o estresse € conseqiiente esteatose.

KAMINSKI et al. (1980) associaram hiperalimentac&o com esteatose
morfologicamente comprovada, através de exames laboratoriais. Os dados
indicaram aumento no depédsito de lipides no figado, tanto no homem como
em ratos, e que a administracdo de um agente lipogénico pode prevenir o
processo em ratos. Os autores concluiram que o acUmulo patologico de
grandes quantidades de lipidios hepaticos em animais recebendo
hiperafimentagdo indica que a mailor parte das calorias ingeridas nao foi
utilizada.

A incidéncia de esteatose humana é muito alta, independente dos
fatores ahuso de dlcool, diabetes mellitus, obesidade, estados de debilitagéo
fisica, por exemplo, e prenuncia uma sensibilidade de deterioriagdo hepatica
{(HU! et al., 1995). Por outro lado, dada a énfase que os franspiantes hepaticos
merecem no momento, o figado de rato, pela semelhanca estrutural com o
figado humane, (TANIKAWA, 1968) estéd sendo, desde a decada de 70,
estudado em situacdes de hepatectomia. E interessante notar que mesmo no
processo regenerativo por injuria mecanica ou implante de ilhotas
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pancreaticas, a resposta inicial do figado € a formagdo de uma area de
esteatose (DE PAEPE et al, 1985) cuja evolucdo para a normalidade
dependera do estado inicial do 6rgdo.

2.4. Efeitos do uso de triaciigliceréis de cadeia média e de
cadeia longa na dieta

A sintese de lipidios € regulada pelas necessidades do corpo € pela
dieta , estando relacionada com a quantidade de lipidios ingeridos. Quando a
concentracdo de gordura na dieta € baixa, a taxa de sintese de acidos graxos
é alta visando suprir as necessidades de gordura estrutural e de estoque do
corpo. Quando o consumo de energia e os hidratos de carbono da dieta séo
altos, a taxa de sintese de dcidos graxos do figado também é alta,
assegurando um elevado suprimento de VLDL, de esterificacéo e de grande
estoque no tecido adiposo

Os triacilgliceréis provenientes da dieta diferem um do outro pelo
comprimento de cadeia, distribuicdo na molécula de glicerol, no nimero e
posicdo das duplas ligagdes e na geometria, Os triaciiglicerdis de cadeia
média (TCM) séo conhecidos por terem mais vantagens fisiologicas sobre os
triacilglicerdis de cadeia longa (TCL). Os TCM s&o mais sollveis em agua,
independem de sais biliares e da lipase pancreatica pois n&o requerem
formagéo de micelas para digest@o e absorgdo, sdo fransportados diretamente
para o figado, via porta, como acidos graxos néo esterificados e rapidamente
oxidados (BACH & BABAYAN, 19882, BABAYAN, 1687). Além disso n&o
dependem da carnitina para entrar nas mitocondrias, representando uma alta
fonte de combustivel disponivel para ser oxidado pelos tecidos (MASCIOLI et
al., 1987).
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Diferengas nas estruturas de acidos graxos induzem a significativas
mudancas nas concentragdes de lipidios e lipoproteinas plasméticas,
Estudando varios tipos de &cidos graxos KATAN et al. (1994) concluiram gue
pouca quantidade de gordura na dieta ndo sé causa queda na concentragdo
de LDL como também de HDL. No inicio do tratamento este efeito pode ser
compensado pela mobilizagdo da gordura de depédsito mas depois é
astabilizado.

GALLUSER et al. (1983) comparande lipidios, como substrato na
adaptacdo intestinal de ratos, concluiram que o uso de TCM aumentou a
massa da mucosa intestinal, ndo afetou a composicdo dos lipidios da
bordadura em escova, nem a atividade de hidrolases, portanto confirmam as
vantagens de sua utilizag&o para renovar a massa da mucosa do intestino e
disponibilidade rapida de energia para consumo.

A manipulacdo da dieta, especialmente na medificagéo do contetdo de
gordura, pode alterar a composi¢do dos lipidios dos tecidos, das células e do
soro. MLEKUSCH et al. (1993) comparando dietas para ratos, contento alta e
baixa concentracéoe de 4cidos graxos saturados e insaiurados, conciuiram que
o nivel de gordura da dieta influencia de maneira semethante os fosfolipidios e
acidos graxos do figado, na mesma proporgdo da quantidade deles na dieta.
Observaram ainda que o nivel de acidos graxos das duas dietas com aita taxa
de gordura foi mais similar entre si do que com o grupo controle.

Por uma série de reacles enzimaticas de dessaturacio e elongacgéo, 0s
acidos graxos polinsaturados, como o araquiddnico (204 n6) e o
docosahexaendico {22:6 n-3), podem ser sintetizados dos acidos graxos
essenciais da dieta, linoleico {18:2 n-6) e linolénico (18:3 n-3) respectivamente
(SALVAY, 1994). A partir disso WALL et al. (1994) trabalhando com 3% de
bleo de peixe, como fonte de acidos graxos de cadeia longa, em dieta com

34



TCM, encontraram um decréscimo nos TAG do figado, dos rins e uma reducéo
na percentagem de acidos graxos polinsaturados de cadeia longa no plasma,
figado e rins. Estes resulfados mostraram que a interag@o dos acidos graxos
de cadeia longa, provenientes do 6leo de peixe, com 0s saturados da dieta
dever ser cuidadosamente considerada antes de seu uso nas formulagles
infantis.

Em animais com deficiéncia protéica crénica, a falta de proteina pode
aumentar o requerimento de Acidos graxos essenciais e precipitar uma
deficiéncia marginal. BOUZIANE et al. (1992), trabalhando com ratos em
deficiéneia protéica com conceniracdes baixas e adequadas de acido
linoléico, encontraram relacéo entre o metabolismo lipidico e 0 consumo de
proteina na dieta através de evidéncias de que alguns efeitos da desnutricéo
protéica foram exacerbados pela deficiéncia de acidos graxos essenciais.

Estudos realizados comparando metabolismo de triaciiglicerdis
compostos por TCM e TCL mostraram o efeito destes na alimentagdo,
evidenciando que dietas com triacilglicerdis de cadeia média induzem a um
menor depdsitc de gordura corporal (LAVAU & HASHIM, 1978). Entretanto
este estudo ndo previu o consumo igual de calorias. Em 1983, GELIEBTER et
al. realizaram um experimento com TCM onde controlaram, por alimentagao
intragdstrica, o consumo preciso de energia. Concluiram que o decréscimo na
deposicéo de gordura, em ratos, foi resultado da répida oxidagao hepatica dos
TCM apss serem transportados pela veia porta, liberando pouco deles para
incorporagdo na gordura corporal. BACH & BABAYAN (1887) ja haviam
rejatado que a maioria dos acidos graxos de cadeia média eram retidos pelo
figado e s6 pequena quantidade aparecia na circulagdo sanguinea e por
pouco tempo.
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Dietas ricas em carboidratos aumentam a sintese de novo de Acidos
graxos e colesterol pele figado. Segunde LAVAU & HASHIM (1878) esta
sintese diminuiu quando um pouco de hidrato de carbono foi substituido por
gordura. O decréscimo foi menor quando TCM foi fornecido na dieta em lugar
do TCL. Assim como no figado os acidos graxos de cadeia média inibem
discretamente a sintese de novo de 4cidos graxos no tecido adiposo.

O uso de TCM na alimentagéo induz a cetose em varias espécies. YEH
& ZEE (1976) ja haviam estudado a producio de corpos cetdnicos induzidos
pelo uso de TCM, baseados na rapida oxidagéo de acidos graxos de cadeia
média. Os resultados destes autores mostraram claramente que a taxa de
oxidacdo dos TCM & de 4 a 6 vezes maior do que a dos TCL.
Hiperinsulinemia, hipoglicemia e depressdo de lipogénese resultantes da
ingestéo de dietas com TCM, parecem potencializar mas néo iniciar a cetose.

Para suas necessidades fisicas e processos metabdlicos, os animais
necessitam de energia. Esta é fornecida principalmente pela ingestdo de
hidratos de carbono, gorduras e pelas proteinas que ngo foram utilizadas para
sintese. A energia bruta pode ser calculada a partir da determinacdo da
composicio centesimal da dieta ou representar o valor médio da combustéo
completa em uma bomba calorimétrica adiabatica.

Analisando a propor¢ac dos acidos graxos dos TAG podemos calcular a
energia maxima fornecida pela dieta. A energia bruta dos acidos graxos
saturados aumenta com o comprimento da cadeia e diminui de acordo com o
namero de ligacdes duplas (MORAN, 1994). LING et al. (1986) |3 haviam
atribuido valores diferentes de 81 e 86 kcallg para TCL e TCM
respectivamente. Os acidos graxos de cadeia longa sfo importantes como
forma de energia e podem ser utilizados pelas células cu estocados no tecido
adiposo. Os TCL sdo transportados como quilomicrons pelos vasos linfaticos
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e se mostram dependentes da camitina para atravessar as membranas
mitocdndrials para a g-oxidacdo (LING et al., 1986).

SCHRIJVER & PRIVETT (1882), estudando o efeito dos acidos graxos
de cadeia longa na biossintese de acidos graxos insaturados em ratos,
encontraram dados indicativos de que utilizando o acido eicosapentaensico
(20:5 n-3) e docosahexaendico (22:6 n-3) diminuiu o requerimento de &cido
linolgico na dieta. A interacdo destes interfere no tipe e quantidade de acidos
graxos de cadeia longa depositados no tecido animal e na regulacdo da
biossintese de acidos graxos polinsaturados. BANERJEE et al. (1992),
trabalhando com diferentes &cidos graxos polinsaturados na dieta,
provenientes de oleo de peixes marinhos, concluiram dque o efeito
hipolipidémico dependeu da composic&o dos acidos graxos polinsaturados (n-
3) ingeridos.
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3 .MATERIAL E METODOS

3.1. Animais e delineamento experimental

Q ensaioc bioldgico foi realizado no Biotério do Departamento de
Nutricdo e Planejamento Alimentar da Faculdade de Engenharia de Alimentos
da UNICAMP, em duas etapas conforme descrifo a seguir:

3.1.1. Primeira etapa

Dietas isoprotéicas, contendo sete modelos de aporte lipidico, foram
formuladas no laboratério para 90 ratos albinos machos SPF, da linhagem
Wistar, recém desmamados, com 21 dias de idade e peso ao redor de 50
gramas, provenientes do Centro Muiti-institucional de Bioterismo da UNICAMP
{CEMIB-UNICAMP].

Apés serem adaptados por 3 dias em dieta padréo, os animais estavam
pesando ao redor de 57 gramas. Foram divididos aleatoriamente em quatro
grupos de 18 e dois grupos de 9 ratos cada, colocados em gaiolas individuais,
todos com livre acesso a agua e a respectiva dieta, em temperatura ambiente
de 24°C, controle ciclico de 12 horas luz/escuridao.

A designacdo CAS indica caseina como fonte protéica e o sufixo IN ou
SA indicam o tipo de acido graxo insaturado e saturado respectivamente, Os
digitos colocados apos os codigos das dietas indicam a percentagem de
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gordura utilizada nos primeiros e Aditimos 15 dias do experimento
respectivamente.

QO grupo CASIN-7/7 (padrio), recebeu a dieta AIN-83. O grupo CASIN-
30/30 recebeu dieta AIN-83 com 30% de dlec de soja. Para dois outros
grupos, de 18 animais cada, formulou-se a AIN-83 com gordura de coco nas
proporgdes de 7% para ¢ grupo CASSA-7/7 e de 30% para o grupo CASSA-
30/30. A fonte protéica de fodas as dietas foi caseina. O quinto grupo de
animais recebeu dieta sem proteina (APROT) cuja fonte lipidica foi 7% de
6leo de soja. Um grupo de ratos recém desmamados (RD), com 9 ratos, foi
sacrificado no Inicio do experimento para anélise de sangue e de figado,

configurando o estado metabolico inicial.

No 150 dia, apds pesagem, foram sacrificados 9 animais de cada um
dos 4 grupos para andlises bioguimicas do sangue, do figado e analise
histologica. O grupo APROT foi eliminado quando cumpriu o objetivo de
fornecer dados para célculo da Razéo da Eficiéncia Protéica Liquida (NPR),
Digestibilidade (D) e Valor Biol6gico {VB). Ainda no décimo quinto dia, os 9
ratos restantes dos grupos que estavam recebendo 30% de lipidios na dieta
passaram a receber, até o final do experimento (mais 15 dias), suas dietas
correspondentes, porém com reducdo de 25% do respectivo lipidio e foram
chamadas de CASSIN-30/5 e CASSA-30/5. As dietas que sofreram redugao
lipidica de 30% para 5% visavam a recuperagao metabdlica dos animais. Os
grupos de ratos com 7% de aporte lipidico inicial continuaram com a mesma
dieta.

O esquema do experimento acima encontra-se na Figura 4.
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3.1.2. Seqgunda Etapa

Apbs coleta dos dados e verificacdo dos resultados da etapa acima
descrita, foi realizada a segunda e Gllima fase experimental.

Vinte e sete ratos com as mesmas caracteristicas e mantidos nas
mesmas condicdes experimentais anteriores foram usados na segunda etapa.
Apbs adaptacdo por um periodo de 3 dias 0s animais foram divididos em
grupos de 9 ratos, permanecendo nas respectivas dietas por 30 dias:

O grupo CASIN- 7/7 - recebeu dieta AIN-93

O grupo CASIN-30/30 - recebeu dieta AIN-93, onde o lipidio foi
aumentado de 7% para 30% (Gleo de soja).

O grupo CASSA-30/30 - recebeu dieta AIN-83, onde o lipidio foi
substituido e aumentado para 30% de gordura de coco.

No final do experimento, os animais foram sacrificados de acordo com 0
protocolo anterior.

O esquema experimental da segunda etapa enconira-se na Figura 5.

3.2. Composicdo das dietas experimentais

As dietas (Tabela 3) foram preparadas, segundo REEVES et al. (1993)
do American Institute of Nutrition (AIN), alterando o tipo e/fou a quantidade de
gordura.As variagbes no teor de lipidios foram feitas em detrimento da fragdo
glicidica. O total de alimento necessério foi calculado e preparado
previamente para cada ensaio, conservado em sacos plasticos, sob
congelamento (-14°C) até o dia anterior ac consumo quando passavam para
refrigeracéo (5°C) e no dia do inicio do consumo para temperatura ambiente.
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O alimento foi oferecido em forma de p6. Os ingredientes das ragbes
foram misturados manualmente em recipiente de plastico. A mistura formada
foi peneirada trés vezes e os lipidios foram adicionados lenta e
cuidadosamente por Gltimo. A racédo obtida foi peneirada mais trés vezes com
a finalidade de obtencéo de um produto bem homogeneizado.
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Tabela 3 - AIN-93G- Dieta formulada para a fase de crescimento,
gestacdo e lactacéo de roedores conforme REEVES et al,

(1893)
INGREDIENTES g/kg de dieta
Amido de mifho 397,486
Caseina (>85% de proteina) 200,000
Amido dexirinizado 132,000
Sacarose 100,000
Oleo de soja 70,000
Fibra (Celulose) 50,000
Mistura Mineral (AIN-93G-MX) (Tab. §) 35,000
Mistura Vitaminica (AIN-83-VX) (Tab. 6) 10,000
L-Cistina 3,000
Bitartarato de Colina - 41,1% de colina 2,500
Terbutilidroquinona 0,014
Dieta g.5.p. 1000,000

A caseina comercial utilizada continha 82,88% de proteina bruta. A
fracao carboidrato da dieta foi fornecida por amido de milho comercial, o dleo
de soja e a gordura de coco foram comerciais e tiveram o perfil de acidos
graxos determinados por cromatografia gasosa (HARTMAN & LAGO, 1973 -
Tabela 4). Todos os componentes das ragbes foram selecionados de acordo
com os padrdes da AIN-33 (REEVES et al., 1993).
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Tabela 4 - Quantidade de acidos graxos determinados, em percentagem,

por cromatografia gasosa, nas gorduras utilizadas para
formulacéo das dietas

ACIDOS GRAXOS OLEQ DE SOJA GORDURA DE COCO
C8:0 Caprilico - 4,18
C10:0 Caproico 0,08 3,76
Cc12:0 Laurico 0,01 48,54
C14:0 Miristico 0,07 14,90
C18:0 Palmitico 10,73 8,03
C18:0 Estearico 3,19 2,08
c18:1 Qléico 26,59 16,22
c18:2 Linoléico 52,77 3,11
C18:3 Linociénico 488 0,06
C20:0 Araquidico 0,12 0,08
Quiros 1,56 0,04
Totalde AG Ins 84,24 18,39
Total de A G Sat 14,20 81,57
Rel. AG Ins. X Sat. 593 0,22

A formulacdo das misturas mineral e vitaminica ( preparada e cedida
pela Roche) encontram-se nas Tabelas 5 e 6 respectivamente.
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Tabela § - Mistura mineral AIN-93G-MX (REEVES et al., 1983) que supre
as concentracdes de elementos da dieta AIN-93G

INGREDIENTES a/kg
Elementos minerais essenciais.

Carbonato de célcio anidro - 40,04 % 357,00
Fosfato de potassio monobasico - 22,76% P;28,73%K 196,00
Citrato de potassio, tri-K, monoidratado - 36,16% K 70,78
Cloreto de sodio - 39,34% Na ; 60,66% Cl | 74,00
Sulfato de potéssio - 44,87% K; 18,39% S 46,60
Oxido de magnésio - 60,32% 24,00
Citrato férrico - 16,5% Fe 6,06
Carbonato de zinco - 52,14% Zn 1,65
Carbonato de manganés - 47,79% Mn 0,63
Carbonato de cobre - 57,47% Cu 0,30
jodeto de potassio - 59,3% | 0,01
Selenito de sédio anidro 0,01025
Paramolibidato de aménio, 4H20 - 54,34% Mo 0,00795

Elementos minerais potencialmente benéficos:

Meta-silicato de sodio, 9H20 - 9,88% Si 1,45
Sulfato de potassio cromico, 12 H20 - 10,42% Cr 0,275
Cloridrato de litic - 16,38% Li 0,0174
Acido bérico - 17,5% B 0,0815
Fluoreto de sodio - 45,24% F 0,0635
Carbonato de niguel - 45% Ni 0,0318
Vanadato de amoénio - 43,55% V 0,0066
Sacarose {(q.8.D.) 221,026
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Tabela 6. Mistura vitaminica AIN-93-VX (REEVES et al,, 1993} que supre
as necessidades das concentragdes de vilaminas da dieta AIN-

93G

VITAMINAS g/kg
Acido nicotinico 3,000
Pantotenato de caicio 1,600
Piridoxina-HCL 0,700
Tiamina-HCL 0,800
Riboflavina 0,600
Acido félico 0,200
D-Biofina 0,020
Cianocobalamina (B-12) (0,1% em manitol) 2,500
Acetato de allu—a - tocoferol (E) (500 Ul/g) 15,00
Paimitato de all-trans- retinel (A) (500.000 Ul/g) 0,800
Colicaiciferof (D3) (400.000 Ui/g) 0,250
Filoquinona (Vitamina K) 0,075
Sacarose (4.8.p.) 874,655

3.3. Controle do peso corporal e do consumo de dieta

Apbs o periodo de adaptacéo e diviséo dos animais em grupos, mediu-
se a cada 3 dias, o consumo de ragdc. A quantidade de dieta ingerida foi
determinada pela diferenca de peso entre a oferta, as sobras e as perdas. A
ingestéo calorica foi feita por determinacao da energia bruta da dieta em
Bomba Calorimétrica Adiabatica PARR 1261 e calculada sobre o consumo da
cada animal.

47



As pesagens foram feitas no mesmo dia da medida do consumo
alimentar, sempre iniciando o trabaiho as 7:00 horas.

A &gua era trocada e os bebedouros lavados durante o controle do
consumo alimentar e pesagem dos animais.

3.4 - Sacrificic dos animais e coleta de amostras

O inicio foi considerado tempo zero (T0), o 150 dia, tempo um, (T1) e o
300 dia, tempo dois (T2) do experimento. Apés 16 horas de jejum, nos tempos
TO, Tt e T2, 9 animais de cada tratamento foram sacrificados, com indugéo
anestésica intraperitonial (IP), utilizando-se pentobarbital sodico (6mg/100g de
peso corpoéreo), para coleta de sangue e do figado. Os procedimentos foram
realizados entre 7:00 e 10:00 horas.

Apbs o inicio do efeito anestésico, a pele ventral do rato foi debridada e
feita uma incisdo ao longo da linha alba. O sangue foi coletado por pungéo
cardiaca e apds coagulagdo, centrifugado a 3000 rpm (centrifuga refrigerada
SORVAL RCS5C - Du Pont Instruments) durante 10 minutos & 4°C, para
obtencdo do soro. Em um tubo de ensaio contendo 1 mg de oxalato de
potassio e 1 mg de fluoreto de sddio, foi coletado 1mL de sangue &
centrifugado nas mesmas condi¢tes da aliquota anterior, para determinacéo
da glicose.

imediatamente apds a coleta de sangue, o figado foi retirado, pesado e

congelado para posteriores determinagdes quimicas.

De 3 animais de cada tratamento, apés anestesia, o figado foi
dissecado, porces do lobo Caudal foram seccionadas e colocadas em
paraformaldeido 5%, tamponado com fosfato 0,2 M - pH 7,4, para estudos em
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microscopia 6ptica (MO) e em tetréxido de ésmio (tampéoc Cacodilato 0,1M -
pH 7.2} para microscopia eletrbnica de transmiss&o (MET).

3.5. Métodos analiticos

3.5.1. Anédlises realizadas no soro e no figado

A dosagem de lipidios totais no soro foi feita atraves do metodo da
Sulfofosfovanilina utilizando "kit" comercial da In Vitro Diagnéstica LTDA
(CAT:026). O método se baseia no fato de que os lipidios em meio acido, sob
aguecimento, formam ions que reagem COm O grupo carbonila da fosfovanilina
formando um complexo de coloragéo rosa cuja intensidade € proporcional a
quantidade de lipidios presentes nas amostras. A leitura da densidade optica
fol realizada em aparelho Selectra Vitalab, a 540 nm onde ocorre o pico de
absorcdo. Os resultados foram expressos em mg/dl. e as suas concentracdes
calculadas a partir do fator de calibragdo padréo.

Os lipidios totais de homogeneizado dos figados foram extraidos peio
método BLIGH & DYER (1959), sendo a amostra homogeneizada com uma
mistura de cloroférmio, metanol e agua na proporgéo de 1:2:0,8. Uma aliquota
do produto de extragdo contendo os lipidios foi evaporada até peso constante,
em estufa a 100°C e os resultados calculados como percentagem do peso
umido das amostras.

3.5.1.1. Dosagem de triacilglicerdis e colesterol total

No soro a dosagem de triacilglicerdis (TAG) fol realizada através do
método enzimatico GPO-PAP utilizando um "kit" da Merck Darmstadt
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(Merkotest). Por agdo de lipases os triacilgliceréis s&o hidrolisados em glicero
e acidos graxos livres; posteriormente o glicerol reage com a solugao reativa
produzindo cor. A leitura da densidade optica foi feita em aparelho Selectra
Vitalab, a 500nm sendo diretamente proporcional a concentracdo de
triacilglicerdis, Os resultados foram expressos em mg/dL.

Para determinacéo do colesterot total no soro, foi utilizado o método
colorimétrico CHOD-PAP, através de um "kit" da Boehringer Mannheim. As
amostras foram lidas em comprimento de onda 546 nm, em aparetho Selectra
Vitalab e os resuitados foram expressos em mg/dL. A medida de TAG e
colestero! total do figado seguiu a mesma metodologia, apds extracdo dos
lipidios com isopropanol, pelo método de HAUG & HOSTMARK (1987).

3.5.1.2. Determinaciio da quantidade de proteina no soro e no figado

A guantidade de proteina foi determinada tanto no soro quanto no figado
pelo método de LOWRY et al. (1951). O figado foi homogeneizado e uma
aliquota de 0,5¢ misturada com 4 mbL de agua deionizada. Desta mistura
foram retiradas aliquotas de 0,1 mbL e colocadas em tubos com tampa
contendo 0,4 mL de NaOH 1N, ficando por 12 horas em estufa a 40°C. No dia
sequinte, aliquotas de 20 uL das amostras foram adicionadas a uma solucéo
alcalina de sulfato de cobre que complexa-se com a proteina. O carater
redutor do reagente Folin-Ciocalteau, em meio basico, produz uma coloragdo
azul proporcional a concentragéo de proteina da amostra; a determinagéo foi
efetuada em leitura éptica de 700 nm, em apareiho Selectra Vitalab. A curva
padréo foi de albumina bovina e os resultados expressos em g/dL no soro e

mg/g no figado.
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3.5.1.3. Determinacdo da glicose

imediatamente apds retirada do figado 0.5 g de amostra foi misturada
com 2,4 mb de solugdo aquosa de KOH 30% e levado a banho maria por 30
minutos, com posterior extracdo alcodlica da glicose. Esta foi determinada por
método enzimético, (Glicose GOD-ANA - Labtest) cujo principio se baseia na
oxidagéo da glicose catalisada pela glicose oxidase. O peréxido de hidrogénio
formado reage com a 4-aminoantipirina e fenol sob a acéo catalisadora da
peroxidase. Através da reagdo oxidativa de acoplamento forma a
antipiriiquinonimina vermelha, cuja intensidade da cor € proporczﬁnal a
concentracdo da glicose da amostra. A leitura foi feita em aparetho Selectra
Vitalab a 500 nm e os resultados expressos em mg/g. Para determinacdo no
SOro LUSOU-Se O Mesmo processo expressando-se os resultados em mg/dL.

3.5.1.4. Determinacio da atividade da fosfatase alcalina

A atividade da fosfatase alcalina foi determinada no soro através de um
método colorimétrico pelo "Kit" Bayer EC3.1.3.1 Diagnostic Manufaturing S.A.
0O método segue as recomendagdes do Comité Fscandinavo de Enzimas
{SCE) e baseia-se no principio de que em presenca da fosfatase alcalina
ocorre hidrolise do p-nitrofenilfosfato em fosfato e p-nitrofenol. O composto foi
lido em aparelho Selectra Vitalab no comprimento de onda de 405 nm em
temperatura de 370, € 0s resultados foram expressos em U/L.

3.5.1.5. Extracio de lipidios e quantificacdo de dcidos graxos

A extracéo lipidica do figado foi realizada segundo método BLIGH &
DYER (1958), e a composicdo de 4cidos graxos determinada  por
cromatografia gasosa. Os ésteres metilicos dos é&cidos graxos foram
preparados de acordo com o método de HARTMAN & LAGO (1973).
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A composigéo de acidos graxes foi determinada usando cromatografo a
géas (Varian, modelo 3400/3300), com detector de ionizac8o de chama (FID),
coluna OV275, 15% Carbo WX (1/8"X2,0m). A temperatura programada da
coluna foi de 155 a 162°C na taxa de 3°C por minuto, a temperatura do
detector foi de 300°C, do injetor 230°C e a vazéo de gas de arraste de 30
mb/min. Os acidos graxos foram identificados por comparagao dos tempos de
retengao com os padroes (SIGMA CHEMICAL COMPANY - Lot 89F-8012) e
quantificados por célculo automético de area, com imtegrador Perkin-Elmer
LCI-100.

3.5.1.6. Estudos histologicos (MO}

Para microscopia 6ptica, as amostras de figado fresco foram fixadas em
solugdo de paraformaldeido 5% (2,5 ¢ de paraformaldeido em 50 mi de
tampdo cacodilato de sodio, 0,2M) por 48 horas, seguida pela desidratagao
em série crescente de alcool etilico até o aleool absoluto, clarificacio em xilol,
impregnacdo em parafina/xilol com inclusdo e emblocagem a 58°C, em
"Paraplast plus” (mistura de parafina, polimeros plasticos e dimetil-suifoxido).
Os blogos foram cortados em espessura de 4 um no micrétomo (Ancap,
modelo 781) e cerca de 12 cortes foram colocados em cada lamina. Apos
desparafinizacdo com Xxiloi, hidratacio e coloragdo com Hematoxilina/Eosina
(HE), ou apds reacdo do acido periédico-Schiff (PAS) foram fotografados no
microscépio optico Olympus-CBA com filme NEQOPAN 885, branco e preto de
100 ASA. Para estudos histologicos, também foram utilizdos cortes de 1 pm
obtidos de material incluido em resina de Epoxi e corados com corante
catiénico Azul de Toluidina.
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3.5.1.7. Estudos ultraestrutarais (MET)

Para microscopia eletrbnica de transmissao (MET) as amostras
finamente fatiadas foram imediatamente fixadas em solucdo de glutaraldeido
§% em tampéo cacodilato 0,1M - pH 7,2 por 4 horas € pos-fixadas em
tetroxido de 6smio 1% no mesmo tampédo, seguidas de desidratacdc em
crescentes solugdes alcodlicas finalizadas em acetona pura € embebidas em
EPON 812 (TANAKA & MITSUSHIMA, 1984). Foram efetuados cortes
ultrafinos com contraste de acetato de uranila segundo técnica de DREVON &
HOVIG (1977) e fotografados em Microscopio Eletronico (ZEISS EM 10CICR)
com aumentos de 2.500 a 80.000 vezes. Alguns figados receberam perfusao
de glutaraideido 2 25 % via portal Entretanto, face 208 resultados
aparentemente similares, optou-se pela fixagdo por imersao apenas apos

coleta das amostras em supetficie de parafina contendo gotas de fixador.

3.5.2. Anélises realizadas nas dietas, fezes e urina

3.5.2.1. Proteina

A proteina bruta foi calculada multiplicando-se 08 teores de nitrogénio
total obtidos pelo fator de conversdo de nitrogénio para proteina 8,25. O
nitrogénio total da dieta, fezes e urina foi determinado pelo método semimicro-
Kjeldaht dtilizando-se o sulfato de cobre € de potassio € © diéxido de titanio
(WILLIAMS, 1973} como catalisadores.

3.5.2.2. Lipidios totais

Nas dietas e nas fezes 08 lipidios foram determinados pelo método
BLIGH & DYER (1959), as amostras foram homogeneizadas em mistura de

cloroférmio, metanol e agua na propor¢éo de 1:2:0,8. O método extrai todas as
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classes de lipidios sem usar aquecimento. Os resultados foram expresscs em
perceniagem.

3.5.2.3. Energia

A energia bruta das dietas e das fezes foi determinada em bomba
calorimétrica adiabdtica - PARR 1261; o calor de combustdo da amostra foi
comparado com ¢ padrio de 4cido benzdico e o resultado expresso em
quilocalorias (SILVA,1981).

Com estes valores foi calculada a quantidade de energia ingerida e a
excretada pelas fezes. A estimativa da energia absorvida foi aparente uma vez
que nao foi levada em consideragdo a perda de energia pela urina.

3.5.3. Avaliacdo da qualidade nutricional das dietas

As avaliaces foram feitas mantendo os animais em gaiolas
metabélicas individuais por 11 dias, sendo 3 de adaptagio e 8 de coleta de
fezes e urina, com dieta e agua ad libitum. Foram determinados ganho de
peso, consumo de dieta e excrecdo de nitrogénio. Os S animais de cada
fratamento foram pesados a cada 3 dias sendo feita, concomitantemente, a

medida de consumo e a troca de agua.

Através do balanco de nitrogénio, determinou-se a quantidade de
nitrogénio ingerido pelo consumo de alimento e do excretado através do
nitrogénio da urina e das fezes (SGARBIERI, 1887), calculou-se a
digestibilidade verdadeira (Dv) conforme descrito por WOLZAK et al. (1981) e
LIENER et al. (1980), o valor biolégico (VB) segundo MITCHELL (1924) e
NPR (Net Protein Ratio) conforme MILLER & BENDER (1955).

No final da coleta de dados o valor da Razdo da Eficiéncia Protgica
Operacional (PERop) foi calculado para cada animal fazendo-se
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posteriormente a média para cada tratamento, segundo procedimento 43.183-
43. 187 da AQAC (1980). Calculou-se também o ganho de peso semanal dos
ratos para elaboragdo da curva de crescimento.

QO controle de peso dos animais e 0 consumo da dieta permitiu o célculo
do Coeficiente de Eficiéncia Alimentar (CEA) mostrando a relagdo entre
ganho de peso e consumo de dieta (PELLET & YOUNG, 1980).

Todos os indices foram calculados individualmente para cada animal,
permitindo o calculo do valor da média e do desvic padr&o para cada grupo
experimental.

3.5.4. Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o completamente casualizado
em esquema fatorial (BENDER et al, 1982). Todos os resultados foram
expressos na forma de media e desvio padrao.

As diferencas entre as médias dos tratamentos foram determinadas pelo
teste de Tukey ao nivel de 5 % de significancia. Para analisar as diferencas
nos niveis e tipos de gordura adicionadas as rag0es de cada tratamento foi
calculado o coeficiente de correlacdo linear entre as varidveis estudadas. Para
tanto foi utilizado o programa SANEST (Sistema de Analise Estatistica),
elahorado por ZONTA & MACHADQ (1988).
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacdo nutricional

4.1.1. Ganho de peso e consumo

Ratos Wistar, recém desmamados, foram alimentados por trinta dias
com dietas distintas em lipo, e quantidade de gordura; também havia um
grupc com gordura igual ao do controle mas sem fonte protéica. Nao foi
observado nenhum efeito adverso visivel, o aspecto saudavel dos animais
indicou que tanto o estado sanitdario como o manejo foram eficientes e que o
excesso de lipidios no alimento nédo alterou aparentemente a satde dos ratos.
O grupo que néo recebeu proteina na dieta (APROT) estava magro, agressivo,
com pelo arrepiado e sem britho; no entanto, estes e os demais animais

sobreviveram até o final do experimento.

O ganho de peso e o consumo alimentar dos animais experimentais,
aos 15 e aos 30 dias do experimento, encontram-se na Tabela 7. O tipo ou a
quantidade de gordura da dieta ndo influiu significativamente, durante os
primeiros 15 dias, sobre o ganho de peso corporal, embora o grupo controie
(CASIN-7/7= AIN 93) tenha apresentado peso superior, ao redor de 10%, em
relacdo aos demais grupos.
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Tabela 7 - Media (= Desvio Padrao) do Ganho de Peso e do Consumo de

dieta dos ratos em crescimento, submetidos a dietas normo e
hiperiipidicas (n=6)

TRATAMENTO GANHO DE PESO (g) CONSUMO (g)
15 dias 30 dias 15 dias 30dias

CASIN-7/7 86,10+ 7,38 17123+ 3,982 18462+ 3,97 42612+16,102
CASSA-TIT 76,94 +11,38 16188+ 6,902 164,30+ 17,26 42348+ 15132
CASIN-30/30 7904+ 947 17422+ 8,832 12435+ 11,75 353,03+ 21,04¢
CASSBA-30/30 7793 +18,46 169,05+18,19% 130,10+ 20,10 380,13+ 24 96¢
CASIN-30/5 - 165,47 £17,28 2 - 39702+ 1842°
CABSA-30/5 - 156287+990 b - 38272+ 1842°)

Médias da mesma coluna sequidas por leiras distintas diferem enire st ao nivel de significncia
D.M.8. 5%,

Pela curva de crescimento semanal (Figura 6) pode-se observar que o
ganho de peso do grupo CASIN-30/30 foi maior e que o CASSA-30/5 mostrou
um ganho inferior aos demais grupos, embora estas diferengas néo tenham
sido estatisticamente significativas, nos primeiros 15 dias.

Quanto ac consumo houve reducdo, estatisticamente significativa ao
nivel de 5%, na quantidade de ingesta dos grupos experimentais que
consumiram alta concentracdo de gordura na dieta (CASIN-30/30 e CASSA-
30/30) nos primeiros quinze dias, independente do tipo de lipidio usado. Este
fato influenciou no coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) e na razdo da
eficiéncia protéica tiquida (NPR) (Tabela 8) que mostraram resultados com
diferencas significativas entre os niveis, mas nédo entre os tipos de gorduras
utilizadas nas dietas.
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Figura 6 - Medida do Ganho de Peso Semanal de ratos Wistar, em
crescimento, submetidos a dietas normo e hiperlipidicas.

No final do experimento, com a presenga dos grupos recuperados
(CASIN-30/5 e CASSA-30/5), observaram-se diferengas significativas para o
ganho de peso. O grupo de animais que ganhou menor peso (152,87+8,90 g)
foi o CASSA-30/5 que mostrou diferenca significativa em relaco a CASIN-
30/30 e a CASSA-30/30 mas foi semelhante aos demais grupos
experimentais. No aspecto referente ao consumo, houve diferenca estatistica
enire 08 grupos que receberam niveis diferentes de gordura na dieta,
independente do tipo de lipidio consumido.

4.1.2. CEA, PERop e NPR

Na Tabeia 8 o CEA ,aos 30 dias (T2), indicou maior eficiéncia para 0s
grupos CASIN-30/30 e CASSA-30/30, ndo ocorrendo distingéo entre os grupos
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com 7% de gordura (CASIN-7/7 e CASSA-7/7) e 0s grupos recuperados
(CASIN-30/5 e CASSA-30/5). O PERop dos fratamentos CASIN-30/5 e
CASSA-30/5 apresentou melhor resposta, juntamente com 08 grupos com
30% de gordura na dieta (CASIN-30/30 e CASSA-30/30), sem diferir, no
entanto dos grupos CASIN-7/7 e CASSA-7/7.

A Razio de Eficiéncia Protéica Liquida (NPR) comportou-se de maneira
similar ac CEA e PERop, mostrando diferenca estatisticamente significativa
entre o niveis de gordura utilizada na dieta mas n&o entre os tipos.

Os animais que receberam gordura de coco na dieta (grupos CASSA),
apesar de ndo mostrarem diferencas significativas dos que receberam dleo de
soja (grupos CASIN) apresentaram, ao 15° e ao 30° dia, menor ganho de
peso (Figura 8).

Tabela 8 - Média (+ Desvio Padrdo) do Coeficiente de Eficiéncia Alimentar
(CEA), da Razio da Eficiéncia Protéica operacional (PERop), da
Razido da Eficiéncia Protéica Ligquida (NPR) de ralos em
crescimento, submetidos a dietas normo e hiperlipidicas (n=6)

TRATAMENTO CEA PERop NPR
15 dias 30 dias 30 dias 10 dias

CASIN-7/7 0,52+ 0,03" 040+£0,02°% 226+007° 340%£0,17°
CASSA-717 0,47+0,02® 038+0,02° 225+0,09° 308+0,12°
CASBIN-30/30 063+004% 050001 2688+0,182 41420217
CASSA-30/30 080+ 0,062 047+0,032 287+0,132 302%0,38%
CASIN-30/5 042+004° 244+0,102° -
CASSA-30/5 040+ 0,01 234%0,1132° -

Madias da mesma coluna seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significncia

DM.S. 5%.
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4.1.3. Digestibilidade verdadeira, valor biclégico, utilizagdo
ifquida da proteina e balang¢o nitrogenado

Visando avaliar 0 aproveitamento protéico das dietas, em presenga de
seus teores de gordura, comparou-se 0§ percentuais calculados para a
digestibilidade verdadeira (Dv}, o valor biolégico (VBv), a utilizagéo liquida da
proteina (NPU) e o balango de nitrogénio (BN).

Os resultados obtidos na Tabela 8 demonstraram que a quantidade ou
qualidade dos lipidios ingerides n&o influiram estatisticamente no valor
biolbgico da proteina usada (Caseina), embora o balango nitrogenado tenha
apresentado valores mais altos para 0s grupos de ralos que consumiram
niveis menores de gordura, independente do tipo (CASIN-7/7 ou CASSA-7/7).

Qs animais experimentais apresentaram balango de nitrogénio (BN)
positive com médias maiores, estatisticamente significativas, para os grupos
CASIN-7/7 e CASSA-T/7. As médias do BN n&o diferiram se comparadas
entre si quanto ao tipo de gordura usada, mostrando que as dietas e seus
distintos tipos de gordura ndo foram suficientes para alterar o equilibrio
nitrogenado (Tabeia 9).

Tabela 8§ - Média (+ Desvio Padrio) da Digestibilidade Verdadeira (Dv), do
Valor Bioldgico (VBv), da Utilizagdo Liquida da Proteina (NPU) e
do Balango Nitrogenado (BN) de ratos em crescimento, submetidos
a dietas normo e hiperlipidicas (n=6)

TRATAMENTO Dv(%) VB (%) NPLU(%) BN
CASIN-7/7 98,02+ 0,66 87,31+6,98% 8335+£6,57° 305+028°
CASSA-7/7 9560+ 1,35° 8940+488° 8544:+434° 305+£0,29°
CASIN-30/30 96,63+033°% 8580+434° 8299+4,10° 22540,25°

CASBS5A-30/30 9742+ 069° 8644+ 7,67% 8424+791° 245+038°

Médias da mesma cojuna seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia
D.M.8. 5%.

GHIGAWPE
BRRIOTECL CEMTRM.
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4.1.4. Energia das dietas

Os resultados obtidos pela determinacdo na bomba calorimeétrica (BC) e
o célculo tedrico (CT) da distribuicéo de energia nas dietas, discriminadas em
valores de acordo com a quantidade de proteina, de hidrato de carbono € de
lipidio estdo na Tabela 10Q.

Nas dietas chamadas hiperlipidicas (CASIN-30/30 e CASSA-30/30) a
gordura das férmulas fornece a maioria das calorias enquanto nos demais
tratamentos a maior parte da energia (+65%) é fornecida pelos hidratos de
carbono. A energia fomecida pela proteina manteve-se relativamente
constante em todos os tratamentos. Na dieta aprotéica 84% da energia foi
fornecida pelos hidratos de carbono e 16% por lipidios.

Tabela 10 - Energia das Dietas dos animais experimentais: Determinadas
na Bomba Caloriméirica (EBC), Calcuiadas (EC) em relacdo a
quantidade de nutrientes presentes nas foérmulas, expressa em
kcal/100g e em percentagem da energia total calculada.

EBC EC
TRATAMENTO keal/100g %E.PROT. %E.HC %E LP
CASIN-7/7 431,7 4314 22 83 15
CASSA-7/7 4284 4230 23 64 13
CASIN-30/30 561,6 552,1 17 32 51
CASSA-30/30 5199 516,2 19 33 48
CASIN-30/5 4178 420,8 23 66 11
CASSA-30/5 4161 4148 23 67 10
APROT 398,1 405,8 . 84 16
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4.1.5. Consumo, excregdo, absorcdo de energia e lipidios

A medida do consumo de alimento e a coleta de fezes, por um periodo
de 11 dias, permitiu o caiculo do consumo, da excregdo € da absorgdo de
energia e de lipidios.

A energia digestivel (ED) obtida pela diferenca entre a ingerida e a
excretada (ED=A-B) estdo na Tabela 11. N&o foi observada diferenca
estatisticamente significativa na energia consumida, excretada ou digestivel
enfre os tratamentos, excetuando-se ¢ grupo APROT gue consumiu 40%
menos, excretou 33% menos e teve uma media de ED 36% menor do que 3
média dos demais grupos experimentais.

Os grupos gue apresentaram maior consumo e energia digestivei foram
o CASIN-7/7 e CASSA-30/30. No aspecto referente & excregac observou-se
que 0S grupos que excretaram menor energia foram 08 grupos que

consumiram maior quantidade de energia nas dietas.

Tabela 11 - Média (= Desvio Padrdo) do Consumo de Energia, de sua
Absorcdo e de Energia Digestivel (ED), expressa em kcal, medidos
em ratos submetidos a dietas normo e hiperlipidicas (n=6)

CONSUMO EXCREGAQ ENERG. DIGEST.

TRATAMENTO A B A-B
CASIN -7/7 588,67 + 28,16 2 3550+ 4,68 2 553,17 + 24,612
CASSA -717 577,00+ 68,482 3850+7,06° 540,50+ 68,37 2
CASIN -30/30 574,33 + 62,27 2 33,67+ 3,08 ® 541,00 + 55,19 2
CASSA - 30/30 587,00+ 2,28° 29,67 + 5,68 2 557,33 + 96,792
APROT 207,83+ 17,94 b 11,33+ 1,75°P 196,50 + 16,54 °

Médias sequidas por letras distintas diferemn entre si ao nivel de significancia D.M.S. 5%.
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O consumo, a excre¢éo e a absor¢io de lipidios (Tabela 12) mostraram
diferencas estatisticamente significativas entre os niveis, mas ndo entre os
tipos de gordura. Nos grupos CASIN-30/30 e CASSA-30/30 houve distingdo
na excrecdo, mas o0 consumo e ghsorgdo de ambos foi semeilhante.

4.2. Efeito da gordura ingerida na dieta sobre os pardmetros
sanguineos

4.2.1. Lipidios

O tempo, niveis e tipos de gordura consumida na dieta influiram na
concentracéo de lipidios totais do soro sanguineo (Tabela 13). Os grupos que
apresentaram diferencas estatisticamente significativas em relacéo aos
demais, com menor e maior conceniracdo de lipidios no soro sanguineo,
foram: o recém desmamado (RD), considerado tempo zero (TO) com 244120
mg/dL e o CASIN-30/30, aos quinze dias de tratamento (T1), com 6071 48
mg/dL, que n&o diferiu do grupo CASSA-7/7 (554+ 41 myg/dL) aos 30 dias do
experimento, considerado tempo dois (T2).

Os valores de T1, que aparecem da Tabela 13 até a Tabela 26 entre
parénteses, sdo repetictes de CASIN-30/30 e de CASSA-30/30 pois neste
periodo os grupos CASIN-30/5 e CASSA-30/5 receberam ¢ mesmo tipe de

ragao.
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Tabela 12 - Média (+ Desvio Padrdo) de Consumo de Lipidios, sua
Excrecdo fecal, Calculo da Digestibilidade Aparente (Da) nos ratos
em crescimento, submetidos a dietas normo e hiperiipidicas {(n=6)

TRATAMENTO CONSUMO (g) EXCRECAQ (g) Da
CASIN-7/7 9,55+ 0,46 ° 0,30+ 0,07¢ 96,867
CASSA-TIT 943+ 1,12 037+0,14°¢ 96,082
CASIN-30/30 30,67 + 3,322 0,78+ 0,137 97,528
CASSA-30/30 32,43+ 5652 057+0,12° 98,242
APROT 366+032¢ 0,09 £0,079 -

Médias seguidas por letras distintas difererm entre si ao nivel de significancia D.M.8. 5%

Tabela 13 - Média (z Desvio Padrio), expressa em mg/dL, de Lipidios Totais
(L.T) do soro sangiiineo de ratos em crescimento, submetidos a dietas
normo e hiperlipidicas, em 3 diferentes tempos do experimento (n=6)

TRATAMENTO TEMPO ZERQ -T0  TEMPO UM - T1 TEMPO DOIS T2
CASIN -7/7 - 467 £ 37 ¢¢ 425+ 258
CASSA -7/7 - 480+ 34 ¢4d¢ 554 + 413°
CASIN -30/30 - 607 + 48 2 366+ 32
CASSA -30/30 - 5ig+ 37 b ed 431+ 36 ¢
CASIN - 30/5 - (607 + 48) 2 461+ 304de
CASSA - 30/5 - (518 £ 37)°°¢ 540 + 36 °
RD 244+ 20 9 - -

Médias seguidas por ietras distintas diferem entre si ao nivel de significdncia indicado DMS 5% =
868,40

O controle (CASIN-7/7) apresentou um pegueno decréscime, sem
significancia estatistica, do T1 para o T2, ocorrendo © inverso com o grupo
CASSA-7/7, que aumentou significativamente a concentragio de lipidios
sanguineos, quando aumentou o tempo de consumo de gordura. Os grupos
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que consumiram altos teores de gordura, independente do tipo, diminuiram a
quantidade de lipidios do sangue com o tempo de consumo. Mas quando 0s
dois grupos foram recuperados, diminuindo-se a quantidade de gordura de
30% para 5%, houve uma mudanga no comportamento dos lipidios. O grupo
CASIN-30/5 reduziu os lipidios mas ndo na mesma proporgdo que 0§ que
continuaram recehendo a dieta CASIN-30/30 e o CASSA-30/5 aumentou a
concentracdo de lipidios no soro sanguineo, embora sem significancia
estatistica, quando a dieta hiperlipidica fol substituida por uma de baixa
concentragdo de gordura de coco.

Os lipidios da dieta apresentaram concentragfes distintas de
triacilglicerdis (TAG) no soro sanguineo (Tabela 14). De T1 para T2 ocorreram
diferencas estatisticamente significativas no nivel de TAG dos grupos que
consumiram Gleo de soja (CASIN) em qualquer nivel. Ocorreu ¢ mesmo
fendmeno com 08 grupos que consumiram gordura de coco mas s no nivel de
30%. Entretanto nos grupos CASSA-7/7 e o recuperado (CASSA-30/5) houve
uma discreta mas ndo significativa elevagéo.

Os grupos que obtiveram menores médias foram o recém desmamado
(RD), no tempo zero (TO) e APROT, CASIN-7/7 e CASIN-30/30 no tempo um
(T1), com valores entre 33x 6,46 mg/dL para o APROT e 58+ 2,80 mg/dl. para
o grupo controle, sem diferenga estatisticamente significativa.
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Tabela 14 - Média (+ Desvio Padréo), expressa em mg/dL., de Triacilglicerdis
(TAG) do soro sanglineo de ratos em crescimento, submetidos a
dietas normo e hiperlipidicas, em 3 diferentes tempos do experimento

(n=6}
TRATAMENTO TEMPO ZERQ-TO  TEMPO UM - T1 TEMPO DOIS - T2
CASIN -7/7 - 58+2,80¢°¢¢ 156 + 40,81 @
CASSA -7/7 . 78+ 7,660¢¢ 86+ 884°¢
CASIN -30/30 - 38+501¢ 104 £ 11,47 ®
CASSA -30/30 - 78 +7,970¢d 155 + 30,77 @
CASIN - 30/56 - (38 +591) ° 143 £ 23,27 2
CASSA - 30/5 - (78 + 7,97y %1 B0+ 8,29vecd
RD 42 +3,39¢4¢ - -
APROT - 33+6,46° -

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia indicado DMS 5% =
34,77,

No aspecto referente ao colesterol total (CT), apresentado na Tabela
15, os resultados mostraram que com o tempo de consumo (de T1 para T2)
houve reducdo, embora ndo significativa, no nivel de CT com excegado dos
grupos CASIN-7/7 e CASIN-30/30 que aumentaram com significancia

estatistica.

Os grupos que apresentaram menores médias foram o APROT, CASIN-
717, CASSA-7/7 e CASIN-30/30 aos 15 dias do experimento (T1) € CASSA-7/7
e CASIN-30/30 no final do experimento (T2).
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Tabela 15 - Média (z Desvio Padréo), expressa em mg/dl., de Colesterol
Total (CT) do soro sanguineo de ratos em crescimento, submetidos a
dietas normo e hiperlipidicas, em 3 diferentes tempos do experimento

(n=6)

TRATAMENTO  TEMPO ZERO -T0 TEMPO UM - T1 TEMPO DOIS T2
CASIN -7/7 - 55+ 3,03 ¢ 76+ 3,492°
CASSA -777 - 63+469°de 56 + 6,38 ¢¢
CASIN -30/30 - 62+9,31¢¢d¢ 59+ 3,27 °9¢
CASSA -30/30 - 77 +5,89° 66 + 3,54 bod
CASIN - 30/5 - . (62 £ 9,31) °¢ 76+ 5,86 "
CASSA - 30/5 - {77 £5,89)° 66+ 4,49°¢¢
RD 69+2,6230¢° - -

APROT - 53+ 519 ¢ -

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si a0 nivel de significancia indicado DMS 5% =
10,18

4. 2.2, Proteinas totais

As proteinas totais (PT) do soro sanguineo (Tabela 16) permaneceram
ao redor de 5g/dlL para os iratamentos exceto para o grupo APROT (3,484
0,41 g/dL), sendo esta a mais baixa encontrada e 36% menor do que a media
dos demais tratamentos. Em T1 ndo apareceu diferenga estatistica entre os
tratamentos mas em T2 o grupo CASIN-7/7 e CASIN-30/5 mostraram maiores
médias. No aspecto tempo, verificou-se que de T1 para T2 houve um ligeiro
aumento, sem significancia estatistica, exceto para o grupo CASIN-30/5 que
demonstrou esta diferenca.
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Tabela 16 - Meédia (+ Desvio Padrdo) expressa em ¢g/dL de Proteinas Totais
{(PT) do soro sanglineo de ratos em crescimento, submetidos a
dietas normo e hiperlipidicas, em 3 diferentes tempos do experimento

{(n=6)
TRATAMENTO  TEMPO ZERO -T0 TEMPO UM - T1 TEMPO DOIS - T2
CASIN -7/7 - 553+0,2620¢ 592+0,28°*
CASSA -7/7 - 507 £0,158¢¢ 533+ 0,263b¢c
CASIN -30/30 . 500+£0,14¢d 522+0,13¢b¢
CASSA -30/30 - 527 +0,41%b¢ 585+ 0,37 b
CASIN - 30/5 - (6,00 0,14) °° 590+ 0,312
CASSA - 30/5 - (5,27 +0,41) °° 560+ 04530
RD 4,58 + 0,27 ¢d - -
APROT - 348+041° -

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivei de significancia indicado DMS 5% =
0,60

4.2.3. Fosfatase Alcalina

A galividade de fosfatase alcalina (PA)} seérica apresentou resultados
semeihantes no TO € no T1, em todos os grupos (Tabela 17) exceto para o
APROT, que teve sua concentragdo reduzida em 41% com relagao a meédia
dos demais gruposno T1.

Houve um decréscimo estatisticamente significativo na atividade da PA
de T1 para T2 em todos os tratamentos, entretanto estas diferengas nao
apareceram quando 0s tratamentos foram comparados entre si dentro do T2,
O grupo APROT em T1 n&o mostrou diferenga significativa do CASGA-30/5,
apesar da atividade da fosfatase alcalina estar 18% mais baixa.

No T1, maior atividade de fosfatase alcalina foi encontrada no grupo
CASIN-30/30 e a menor no grupoe APROT.
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Tabela 17 - Média (¢ Desvic Padrio), expressa em U/L, de Fosfatase
Alcalina (PA) do soro sanglineoc de ratos em crescimento,

submetidos a dietas normo e hiperlipidicas, em 3 diferentes tempos
do experimento (n=6)

TRATAMENTO TEMPO ZERQ -T0 TEMPO UM - T1 TEMPO DOIS T2
CASIN -7/7 - 516 + 46,38 b ¢ 413 + 31,36 ¢
CASSA -7/7 - 586 + 30,69 2" 444 + 43 50 ¢4
CASIN -30/30 - 593 + 50,22 2 425 + 38,90 ¢
CASSA -30/30 - 581+ 48,832¢ 447 + 34,20 ¢4
CASIN - 30/5 - (593 +50,22) ° 426+ 37,66¢
CASSA - 30/5 . (581 + 48,83) P 412+ 36,719¢
RD 550 + 31,69 2% - -

APROT - 337+ 26,19 ¢ -

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia indicado DMS
5% = 76,12,

4.2.4. Glicose

Na Tabela 18, onde encontram-se o0s niveis sanglineos de glicose,
pode-se observar a mais baixa concentragdo (556,62 mg/dL) no tratamento
CASIN-30/30, do T1, e a mais alta (126+19,97 mg/dL) no CASSA-7/7 do T2. O
grupo RD (T0) e o APROT (T1) obtiveram medias de glicose muito
semeilhantes entre si e maiores que a dos demais tratamentos no T1. Quando
os resuitados foram analisados dentro dos tempos, observou-se que de T1
para T2 houve aumento significativo em fodos os tratamentos. Dentrodo T2 a
maior média foi para o tratamento CASSA-7/7 que apresentou a maior média.
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Tabela 18 - Média (+ Desvio Padrdo) expressa em mg/dL de Glicose
Plasmatica (GP) de ratos em crescimento, submetidos a dietas
normo e hiperlipidicas, em 3 diferentes tempos do experimento (n=6)

TRATAMENTO TEMPO ZERO-T0  TEMPO UM - T1 TEMPO DOIS T2
CASIN -7/7 - 58 + 2,48 19 106+ 8,694ar°
CASSA -777 - 73+ 9,45¢f9 126 £ 19,972
CASIN -30/30 . 55+ 6,62 ¢ 102+ 8,19°°
CASSA -30/30 : 7745924 98+ 0,05 05¢
CASIN - 30/5 - (55 +6,62) ¢ 06+ 2,23bcd
CASSA - 30/5 - (77 +5,92) 47 112 £ 20,10 2P
RD 90 + 6,34 cde - -

APROT - 88 + 5,75 ¢¢¢ -

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia indicado DME 5% =
20,44,

4.3. Resposta hepatica ao consumo de diferentes tipos e niveis
de gordura na dieta

4.3.1. Peso do figado

O peso do figado expresso como percentagem do peso corporal (Tabela
19), manteve-se relativamente constante, exceto para o grupo APROT que
mostrou diferenca estatisticamente significativa em relagéo aos demais
tratamentos, tanto dentro do nivel como do tipo de gordura utilizado na dieta e,
também, dentro do tempo. Apesar de ndo mostrarem diferencas significativas,
os grupos que receberam 30% de gordura na dieta, obtiveram, tanto no T1
como no T2, médias mais altas do que os demais grupos.
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O tempo, 0s niveis ou o tipo de gordura nde influiram no peso dos
figados dos animais experimentais.

Tabela 19 - Média (+ Desvio Padrao), expressa em percentagem, do Peso do
Figado relacionada ao pesc corporal (PF/PC) de ratos em
crescimento, submetidos a dietas normo e hiperlipidicas, em 3
diferentes tempos do experimento (n=6}

TRATAMENTO TEMPO ZERO -T0 TEMPO UM - T1 TEMPO DOIS T2
CASIN -7/7 - 3,16+ {(,18° 3,14+ 0,19°P
CASSA-7/7 - 318+0,16° 3,13+ 0,20°
CASIN -30/30 - 330+0,11" 336+0,29%
CASSA -30/30 . 338+0,18° 3,35+0,38°
CASIN - 30/5 - (3,30 £0,11)° 316+0,22°
CASSA - 30/5 - (3,38 +0,18) ® 326+0,19°
RD 352+0,086" - -

APROT - 411+0,412 -

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia indicado DMS
5% = 0,47

4.3.2. Lipidios

A maior concentragdo de lipidios totais (Tabela 20) esteve presente no
figado dos ratos APROT com diferenga estatisticamente significativa ao nivel
de 5%. Em relacdo ao tempo, a menor média (4,57+ 0,29) ocorreu no grupe
RD (T0). Aumentou para T1, diminuiu em T2 para os niveis de 7% e 5% e
continuou aumentando para os grupos de 30%, independente do tipo de
gordura utilizada na dieta.

No T2, as médias dos tratamentos com nivel de 7% e 5% de gordura na
dieta ndo mostraram diferenca significativa entre si. No entanto, 0s grupos que
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receberam 30% de lipidios apresentaram esta diferenga para o tipo de
gordura. Observou-se ainda que em todos os tratamentos e nivels, os lipidios
totais encontrados no figado foram mais baixos para os grupos alimentados
com gordura de coco na dieta (CASSA), quando comparados aos de mesmos
niveis de 6leo de soja (CASIN).

Tabela 20 - Média (+tDesvio Padr&o), expressa em percentagem, de Lipidios
Totais (LT) encontrados no figado de ratos em crescimento,
submetidos a dietas normo e hiperlipidicas, em 3 diferentes tempos
do experimento (n=6)

TRATAMENTO  TEMPO ZERO -TO TEMPO UM - T1 TEMPO DOIS 72

CASIN -777 - 7,56 0,79 °¢ 8,14 + 0,51 ¢¢f
CASSA -7/7 - 508 + 0,43 9¢' 523+0,54 ¢
CASIN -30/30 - B93+180° 118+1,14°
CASSA -30/30 - 6,55+ 0,96 ¢ 917+1,00°
CASIN - 30/5 - (8,93 + 1,80) ° 8,00 + 0,25 97
CASSA - 30/5 . (6,55+0,98) “®*  488+056 “¢f
RD 457+0,29" - -
APROT . 13,87 + 1,50 ° -

édias seguidas por etras distintas diferem entre si ac nivel de significncia indicado DMS 5% =
1,84

Os TAG (Tabela 21), estiveram em niveis mais baixos, com diferenca
estatisticamente significativa, nos grupos CASSA, niveis mais altos no grupo
APROT, seguidos pelo CASIN-30/30 (T2) & em maior concentragdo nos
figados de ratos alimentados com 30% de gordura, independente do tipo. Para
os grupos recuperados (CASIN-30/5 e CASSA-30/5, em T2) houve a
respectiva queda de 56% e 66% de TAG hepaticos, quando as racbes que
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continham 30% de gordura foram substituidas pelas mesmas dietas com 5%
de lipidios na sua formula.

No tempo 2 o grupc CASIN-7/7 obteve média muito semelhante ao
CASIN-30/5, ocorrendo o mesmo fendmeno para o grupo CASSA-7/7 e
CASSA-30/5.

Tabela 21 - Média (+Desvio Padréo), expressa em mg/g, de Triacilglicerdis
{TAG) encontrados no figado de ratos em crescimento, submetidos a
dietas normo e hiperiipidicas, em 3 diferentes tempos do experimento

(n=6)
TRATAMENTO  TEMPO ZERO-TO  TEMPO UM - T1 TEMPO DOIS T2
CASIN-7/7 - 36,03 + 3,99 ¢ 20,95+ 1,52
CASSA -7/7 - 17,36+ 2,639 11,80 + 1,57 ¢"
CASIN -30/30 - 4731+567 ° 6965+ 7,31°
CASSA -30/30 . 20,53+ 2,53° 42,60 + 2,50 °¢
CASIN - 30/5 - (47,31 £ 567)¢° 2085+ 1,80°
CASSA - 30/5 . (29,53 + 3,53) ° 10,11 + 1,60 M
RD 454+0862' - -
APROT - 86,55+ 5,807 -

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si 30 nivel de significncia indicado DMS 8% =
7,08

O nivel de colesterol hepatico (Tabela 22) mostrou-se inferior nos
grupos que consumiram gordura de coco embora esta diferenca s6 tenha
obtido significancia estatistica, no T2, para o grupo CASIN-30/30 que mostrou
a maior média (6,57+ 0,63 mg/g), no CASSA-30/30 (2,66x0,30 mg/g) e
CASSA-30/5 (2,76+0,32 mg/g).

QO grupo de animais que apreseniou a menor concentracdo hepatica de

colesterol foi o RD (2,2840,14 mg/g), ndo diferindo, no emtanto, dos grupos
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CASSA-7/7, no T1, e sé diferindo do CASIN-30/30 no T2 que apresentou a
maior média.

O CASIN-30/30 foi o dnico grupo que aumentou, com diferenca
estatisticamente significativa, a concentragdo de colesterol total de T1 para
T2, onde apresentou a maior media.

Tabela 22 - Média (+ Desvio Padrdo), expressa em mg/g, de Colesterol Total
(CT) encontrado no figado de ratos em crescimento, submetidos a
dietas normo e hipertipidicas, em 3 diferentes tempos do experimento

(n=6)
TRATAMENTO TEMPO ZERQ-TO  TEMPO UM-T1 TEMPO DOIS T2
CASIN -7/7 - 435+ 0,24%¢ 3,50+ 0,28 bs¢
CASSA -7/7 - 357 +0,48 k¢4 3,43+ 0,27%¢cd
CASIN -30/30 - 472+0,77b¢ 6,57+ 0,53 2
CASSA -30/30 - 448+ 080%¢ 2,66+ 0,30¢d
CASIN - 30/5 - (4,72 £0,77)°° 3,81+ 0,32b¢cd
CASSA - 30/5 - (4,48 + 0,80) ¢ 276+0,32¢°9
RD 2,28+0,14¢ - -
APROT - 419+ 0,860%¢ -

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significdncia indicado DMS 5% =
1,81.

4.3.3. Proteina

Os resuitados referentes a percentagem de proteina hepatica podem ser
vistos na Tabela 23, e mostraram que as maiores concentracdes estdo no T1
e nos grupos com 7% de gordura na dieta, independente do tipo de lipidio
consumido. Nenhuma diferenca estatisticamente significativa apareceu entre
os tratamentos no T2, do RD (T0) e do APRQT (T1).
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Tabela 23 - Média (+ Desvio Padrfo), expressa em percentagem, de
Proteinas Totais (PT) encontradas no figado de ratos em
crescimento, submetidos a dietas normo e hiperiipidicas, em 3
diferentes tempos do experimento (n=86)

TRATAMENTO TEMPO ZERQ -T0 TEMPO UM - T1 TEMPO DOIS T2
CASIN 777 - 41,16+ 1,793 2752+412 *
CASSA -717 - 4174 £ 2,842 2235+382 P
CASIN -30/30 - 37,00+4 44+ 2152+1,21 °
CASSA -30/30 - 37,00+ 4,27 @ 2506331 ¢®
CASIN - 30/5 - (37,09 + 4,44)° 2318+3,22 °
CASSA - 30/5 - (37.00 + 4,27)? 22867x342 °
RD 20,84+ 2,19° - -

APROT - 27.91+3,50° -

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si 80 nivel de significancia indicado DMS 5% =
8,84

4.3.4. Glicose

As médias de glicose, determinadas no figado e expressas em mg/g,
encontram-se na Tabela 24. Tanto no T1 quanto no T2, ndo houve diferenga
estatisticamente significativa entre os tipos mas sim enire os niveis de
gordura. Os tratamentos com maior concentragdo de gordura na dieta, no T2,
e o grupo APROT, no T1, obtiveram as maiores médias, sem diferencas
significativas entre si. Também observou-se aumento significativo do T1 para
o T2 dentro do mesmo tratamento, excetuando-se 0s animais recuperadoé
(CASIN-30/5 e CASSA-30/5) que mantiveram médias semelhantes nos dois
tempos.
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Tabela 24 - Média (x Desvio Padrdo), expressa em mg/g, de Glicose
encontrada no figado (GF) de ratos em crescimento, submetidos a
dietas normo e hiperlipidicas, em 3 diferentes tempos do experimenio

(n=6)
TRATAMENTO TEMPO ZERQ-TO  TEMPO UM - T1 TEMPO DOIS T2
CASIN -7/7 - 1,98+ 0,25 726+ 1,650
CASSA -7/7 - 3,098+ 0,39 ¢! 8,38+ 1,26°
CASIN -30/30 - 577 +1,04¢¢ 11,02+ 1,682
CASSA -30/30 - 751+ 153b¢ 10,70 £ 0,83 2
CASIN - 30/5 - (5,77 +1,04) °¢ 508+ 0,639¢
CASSA - 30/5 - (7.51 +1,58) °° 7,21+ 1,360¢d
RD 8,18 0,45 ¢¢ - -
APROT - g1+ 1,242° -

Médias sequidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significincia indicado DMS 5% =
2,15

4.3.1.Perfil de acidos graxos

As quantidades de &cidos graxos determinadas nas gorduras utilizadas
para a formulag8o das dietas encontram-se na Tabela 4. A concentracéo de
acidos graxos € distinta, conforme o esperado para 6leo de soja e gordura de
coco. A maior diferenca entre os dois tipos de gordura esta na concentragéo
de &cido l4urico (48% na gordura de coco) e de &cido linoleico (53% no dleo
de soja). As diferencas restantes estfio nas concentracbes de acidos miristico,
oléico e linoléico.

Na Tabela 25 encontram-se os perfis dos acidos graxos dos figados de
ratos em crescimento, submetidos a dietas normo e hiperlipidicas, aos 30 dias
do periodo experimental. Analisando sob o aspecto do 4cido miristico (C14),
verificou-se que em todos os grupos CASSA houve uma reducdc na sua
quantidade em relagiic ao consumido na dieta. Entretanto, os grupos CASIN
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aumentaram a quantidade de C14:0 em todos os niveis sem diferenca
estatisticamente significativa, inclusive para o grupo APROT.

Observou-se, no presente estudo, que apesar da profunda diferenga no
perfil dos acidos graxos ingeridos, o perfil no figado manteve a mesma direcdo
como ilusirado pela elevacgédo da taxa de acido paimitico (16:0) e do estearico
(18:0) em todos os tratamentos. Este efeito foi particularmente observado na
elevacdo do acido linoléico (18:2) nos grupos CASSA, uma vez que a gordura
de coco utiizada na dieta consistia em s6 3% de 18:2. Ja os grupos CASIN,
cujo 6leo de soja utilizado para elaborar a dieta continha 53% de &cido
linoléico, diminuiu o teor deste na gordura dos figados dos animais
experimentais. A quantidade de acido oléico (18:1) sofreu uma pequena
elevacdo no grupo que consumiu soja e um decréscimo acentuado para os
consumidores de gordura de coco.

A diferenca entre o efeito das duas dietas contendo alto teor de gordura
foi na magnitude das mudangas dos niveis de acidos graxos. O maior impacto
da dieta CASIN-30/30 foi na quantidade de &acido linolgico (49%), muito
semeihante a da gordura consumida (53%) e 82% maior do que a encontrada
no CASSA-30/30 que ainda foi 62% mais elevada do que a quantidade
consumida na dieta. Os grupos CASSA sempre apresentaram a menor
concentracdo de é&cido linoléico (C18:2) néo apresentando diferenca
estatisticamente significativa entre seus niveis, mas diferindo de todos os
QUIros grupos.

O comportamento do grupe RD mostrou-se semelhante ao dos grupos
CASIN quando relacionados aos teores de acido miristico e oléico; também
semethante aos grupos CASSA quando comparado #os teores de acido
palmitico e diferente de todos os outros grupos rnostrando a media mais
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elevada na quantidade do acidc estedrico. Em relacdo ao acido linoléico
mostrou também diferenca estatisticamente significativa de todos os outros
tratamentos sendo maior do que os grupos CASSA e menor do que 0S grupos
CASIN.

4.4. Histologia

Conforme ja descrito em material e métodos, foram retiradas amosiras
de 3 lobos do figado dos ratos no inicio do experimento (T0), no 15°dia (T1) e
no 30° dia (T2) com a finalidade de realizar estudos em microscopia Gptica
(MO) e eletrénica (MET).

Figura 7 - Micrografia de secg¢édo histologica do figado de rato recem
desmamado (RD), com 21 dias de idade. Azul Teluidina. 1200 X,

A microscopia optica da Figura 7 demonstra células hepéaticas normais
de ratos recém desmamados de 21 dias. Observa-se aqui, a estrutura do
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parénguima hepatico onde os hepatocitos aparecem com nucleo de cromatina
frouxo € nucléolos proeminentes Neste campo ndo aparecem giobulos de
lipidios e os hepatécitos estdo densos de mitocdndrias. Observam-se 0s

nicleos dos hepatdcitos ativos com a distribuicho cromatinica caracteristica.

Na Figura 8 em MET, estdo presentes goticulas de lipidios (L)
demonstrando que a gordura do leite materno (ao redor de 12%) € suficiente
para se acumular nos hepatécitos em condigdes de normalidade. As
mitocondrias (M) sdo numerosas e distribuidas pelo citoplasma. O reticulo
endoplasmatico rugoso (R), bastante desenvolvido nas imediagbes das
mitocéndrias, indica franca atividade de sintese protéica. As mitocondrias
apresentam matriz densa e as cristas sdo de visualizagio impossivel, o que €
tipico do figado. A célula clara (I} é a célula lto provavelmente ancorada por

uma célula endotelial (E) do sinusoide hepatico.

Figura 8 - Eletromicrografia do figado de rato recém desmamado (RD), com
21 dias de idade; 7245 X
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A Figura 9 (MO) demonstra que no figado de rato consumindo dieta
padrao (AIN-93) ja aparecem numerosos globulos de gordura nos hepatocitos
(=»). A Figura 10 demonstra que dietas contendo gordura de coco (7%)
acumula goticulas de lipidios em algumas células. As setas (4) indicam
citoplasma vacuolizado (parecendo hepatécitos necroticos) ao lado de

hepatdcitos inalterados (1).

A Figura 11 apresenta em MO figado de rato sob dieta CASIN-30/30
apés 15 dias de experimento. Os espagos sinusoidais (4) estdo amplos
devido a perfusdo efetuada, os hepattcitos estao normais.

Figura 9 - Micrografia de secgéo histolégica de figado de rato, com 15 dias de
ensaio, submetido & dieta CASIN-7/7 (padrdc = AIN-93). Azul
Toluidina. 480 X.
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Figura 10 - Micrografia de secgéo histoldgica do figado de rato, com
15 dias de ensaio, submetlido a dieta 7% de gordura de coco. Azul de
Toluidina.1280 X,

Figura 11. Micrografia de secg&o histoldgica do figado de rato consumindo
dieta com CASIN- 30/30 por 15 dias, mostrando area de aparente
normalidade. Azul Toluidina. 1376 X,
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A figura 12 apresenta a mesma dieta (CASIN-30/30) em regido onde
observam-se inciusdes lipidicas (L), mitoctndrias (M) com degeneragbes
mielinicas & R.E.R. excessivamente demarcado em contraste as demais

organelas.

A Figura 13 de CASIN-30/30, apés 15 dias de experimento, apresenta
predominéncia de area centrolobular integra (A). Mais distante e talvez mais
relacionada com a area periportal aparecem areas com goticulas de gordura

(B) onde deve ter ocorrido lesao de hepatdcitos

Figura 12 - Eletromicrografia do figado de rato consuminde dieta com 30% de
Gleo de soja (CASIN-30/30) por 15 dias. 9200 X.
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Figura 13 - Micrografia de secgo histologica do figado de rato consumindo
dieta com 30% de gordura de coco (CASSA-30/30) por 15 dias; 172 X.

A Figura 14 traz o detalhe de um hepatocito (CASSA-30/30 - 15 dias)
onde, além da numerosa presenca de peroxissomas (P), ocorre também a

dilatac@o das cisternas do R.E.R. e sua vesiculacéo (R}.

Nas Figuras 15, 16 e 17 encontram-se areas aparentemente normais
nos figados dos ratos sob dieta CASIN-7/7 por 30 dias. O polimorfismo das
mitocondrias (M) & visivel na Figura 15. Neste conjunto de figuras, as gotas de
lipidios (L) s8o numerosas & a Figura 17 demonstra que n&o sio envolvidas
por membranas (). A érea marcada com a letra G na Figura 16 indica

provavel presenca de glicogénio.
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Figura 14 - Eletromicrografia do figado de rato consumindo dieta com 30% de
gordura de coco (CASSA-30/30) por 15 dias. 23000 X

.

dieta com 7% de

i

Figura 15 - Eletromicrografia do figado de rato consumindo
dleo de soja (CASIN-7/7) por 30 dias. 12600 X.
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Figura 16- Eletromicrografia do figado de rato consumindo dieta com 7% de
6leo de soja (CASIN-7/7) por 30 dias. 14000 X.

Figura 17 - Eleromicrografia de uma regido do hepatocito de rato sob dieta
com 7% de éleo de soja (CASIN-7/7) por 30 dias. 36000 X.
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Apos os primeiros 15 dias, quando os grupos que estavam recebendo
30% de gordura na dieta passaram a receber 5%, verificou-se modificacbes
na morfologia dos hepatdeitos. O corte histoldgico do figado de rato (MO)
consumindo agora 5% de éleo de soja na dieta demonstrou a regresséo do
namero de goticulas de lipidios (Figura 18). O campo enfocado na MET da
Figura 19 apresenta também aspectos de normalidade embora as
mitocOndrias estejam pouco definidas.

A Figura 20 mostra ¢ figado de rato em dieta CASSA-30/5 apos 30 dias
de experimento, onde aparece uma regido normal. Os gidbulos de lipidios
ocupam pequena érea das células (4). Continuando nesta dieta a Figura 21
mostra quatro hepatdcitos (&) adjacentes ao sinusdide em aparenie

normalidade estrutural.

Figura 18 - Micrografia de secgédo histoldgica do figado de rato consumindo
dieta com 5% de 6leoc de soja (CASIN-30/5), aos 30 dias do
experimento, Azul Toluidina. 480 X.

87



Figura 18 - Eletromicrografia do figado de rato recuperado de uma dieta
contento 30% de Gleo de soja, alimentado com a mesma dieta
contendo 5% do 6leo (CASIN-30/5). 17200 X.

Na Figura 22 é apresentado o hepatdcito de rato alimentado por 30 dias
com dieta CASSA-30/30. Nota-se que a matriz mitocondrial (M) esta alterada
e gue o0 RER, (R) exibe numerosas cisternas entre as mitocbndrias.
Finaimente, a Figura 23 mostra o citoplasma de um hepatdcito com
numerosas gotas de lipidios, sempre desprovidas de envoltério, O interior das
mitocondrias (M) ja estad alterado mas ¢ R.E.R. (R), neste campo, envolve as
mitocondrias em aparente normalidade.

Os figados dos ratos da dieta CASIN-30/30 foram analisado e
apresentaram, a exempio do grupo CASSA-30/30, muitas areas de tecido

normal e cutras com esteatose, sobretudo nas regides periportais,
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Figura 20 - Micragrafia de secclo histologica do figado de rato recuperado de
uma dieta com 30% de gordura de coco, consumindo a mesma dieta
com 5% de gordura (CASSA- 30/5). 1280 X.

Figura 21 - Eletromicrografia do figado de rato consumindo dieta com 5% de
gordura de coco (CASSA-30/5). 5075 X.
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Figura 22 - Eletromicrografia do figc e rat onsmindo dieta com 30% de
dleo de soja (CASIN-30/30) por 30 dias. 12600 X.

Figura 23 - Eletromicrografia do figado de rato consumindo dieta com 30% de
gordura de coco (CASSA-30/30) por 30 dias. 12600 X.

A Figura 24 apresenta em MO a aparéncia esponjosa tipica dos
hepatécitos de animais em dieta aprotéica; a vacuolizagéo na realidade
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A Figura 24 apresenta em MO a aparéncia esponjosa tipica dos
hepatdcitos de animais em dieta aprotéica, a vacuolizacdo na realidade
contém gldbulos de gordura e mitocdndrias denaturadas. Ao comparar-se com
as Figuras 7 e 10 nota-se que na presente Figura os nicleos estdo picndlicos(
).

Em MET, na Figura 25, reforca-se o aspecto degenerativo dos
hepatocitos: observam-se os mesmos fendmenos encontrades nas alteragbes
causadas por dietas hiperlipidicas; ha perda das cristas mitocondriais (M) e
gradativo esvaziamento com formacéo de figuras mielinicas. Finalmente, na
Figura 26 nota-se a permanéncia do RER. (R) e varias mitocéndrias em
estagios subseqlientes de degeneracdo (D) da matriz, demonstrando que o
quadro de alteracdo dos hepatécitos segue a mesma evolugdo obtida nos

animais sob dietas hiperlipidicas.

Figura 24 - Micrografia de secgdo histologica do figado de ratos com dieta
aprotéica (APROT). Azul Toluidina. 512 X.
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Figura 25 - Eletromicrografia do figado de rato alimentado com dieta aprotéica
(APROT). 9200 X

j;afq*(

Figura 26 - Detalhe em e!etrom:crcgraﬂa dc c:topiasma de um figada de rato
sob dieta aprotéica (APROT). 46000 X.
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Os resultados histologicos estdo apresentados abaixo de forma

abrangente e sistematizada:

Os figados dos ratos RD apresentaram reservas lipidicas sob a forma de

goticulas esparsas no citoplasma por ocasido do desmame.

Nas dietas semi-purificadas, p6és desmame e aié o encerramento dos
ensaios, verificou-se gradativo acumulo de lipidios nos hepatdcifos.

Os acimuios de lipidios preferenciaram as areas periporiais € o espacgo

ocupado dependeu da quantidade de gordura oferecida na dieta.

Nao foi possivel precisar se a esteatose ocorrida com dieta CASSA-30/30

foi mais profusa do que a esteatose com dieta CASIN-30/30.

Os cortes histolégicos demonstraram extensas areas de tecido normal ©
que explica os indices bioquimicos do tecido hepatico obtidos (Tabelas 20,
21 e 22).

A primeira organela a ser atingida na degeneragdo por esteatose foi a
mitocdndria, seguida pela vacuolizacdo do R.E.R. O Apareltho de Golgie o
glicogénio foram pouco visiveis devido ao jejum prévio dos animais.

No grupo dos animais aprotéicos a alterag@o hepatica, ou seja a esteatose,
foi muito intensa e difusa e, do ponto de vista citologico, n&o se distingliu
dos pontos focais de esteatose ocorrida nos ensaios com dietas semi-
purificadas com 7 % ou 30 % de lipidios.
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5. DISCUSSAD

5.1. Avaliiacdo Nutricional

Este trabatho teve como finalidade estudar alguns aspectos metabdlicos
conseqlientes & administracdo de dietas hiperlipidicas em ratos poés-
desmame. As dietas foram do tipo semi-purificadas e designadas na literatura
por AIN-93. Estas dietas se caracterizaram pela presenca de 20% de caseina,
cujo desempenho é ideal para o pleno crescimento do rato (REEVES et al,,
1993).

Os tratamentos utilizados no presente experimento consistiram em seis
dietas formuladas de acordo com as recomendagfes AIN-83 (loc cit), exceto
para lipidios. O 6leo de soja ou a gordura de coco estavam em trés niveis
diferentes (7%, 30% e 5%) e forneciam ao redor de 15%, 50% e 11% da
energia total da dieta. Dos lipidios usados, a gordura de coco forneceu 56 %
de acidos graxos de cadeia média dos quais 82% eram saturados. QO dleo de
soja forneceu 98 % de &cidos graxos de cadeia longa dos quais 16% eram
saturados. O &cido linoléico perfazia 53 % do dleo de soja e 3 % da gordura

de coco.

5.1.1. Avaliacdo ponderal dos animais

A quantidade de gordura utilizada na dieta influenciou no ganho de

peso, na deposicdo de gordura corporal e foi fator determinante do consumeo
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de alimento. O ganho de peso e a massa de tecido adiposo aumentam menos
nos animais alimentados com dietas contendo TCM do gque nos animais
alimentados com dietas isocaldricas contendo TCL, o que esta de acordo com
os resultados de GELIEBTER et al (1983) e LAVAU & HASHIM (1987). Estes
resultados também foram confirmados, em 1887, por HASHIM &
TANTIBHEDYANGKUL que, trabathando com TCM na alimentagdo de ratos
pés-gesmame, concluiram que o uso de TCM na dieta diminuiu o tecido
adiposo quando comparado ao TCL e que isto ocorreu devido as grandes
diferencas no modc de digestdo, absorcdo e metabolismo dos dois
triacilgliceréis. Para LYNCH & BAILEY (1995) a oxidagao que ocorre nas
mitocondrias hepaticas apos a absorgio e a lipogénese gue ocorre no citosol
deve resultar em gasto energético e finalmente menor massa adiposa nos
tecidos de estoque.

Os mesmos autores estudando os efeitos dos triacilglicerdis no ganho
de peso de ratos, concluiram que a energia da dieta cedida pelos TCM
resultou em menor ganho com menor deposicéo de gordura e menor diametro
dos hepatécitos, demonstrando o efeito da composigdo dos TAG da dieta na
regulacdo do peso.

No presente trabalho, os resultados mostraram que houve discreta
interferéncia no ganho de peso dos ratos Wistar com alimentagéo ad /ibitum
por 30 dias quando se alterou o tipo e o nivel de lipidios das dietas. O ganho
de peso no periodo foi semelhante embora sempre menor para 0s grupos
CASSA chegando a ser significante para o grupo recuperado de 30% de
gordura de coco, CASSA-30/5 (Tabela 7). Entretanto na histologia, dos
figados dos animais que consumiram 30 % de gordura na dieta, observaram-
se alteracbes morfolégicas com infiltrac8o de lipidios, principalmente
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periportal, sendo mais intensas para os grupos que receberam dleo de soja
(Figuras 12,13 e 14).

Para CHANEZ et al. (1991), que trabalharam com ratos em crescimento,
o consumo alimentar durante 45 dias ndc foi alterado pela presenca de
triacilglicerdis de cadeia longa (TCL) ou triacilglicerdis de cadeia média (TCM)
nas dietas. Entretanto os animais que consumiram TCL apresentaram maior
peso. E necessério destacar que no presente experimento o consumo diminuiu
de forma significativa quando a gordura da dieta foi elevada para 30% e
também quando a gordura foi reduzida para 5 %, independente do tipo de
lipidio utilizado.

Qutro fato importante foi a semethanca de peso corpéreo dentro dos
grupos com os mesmos niveis de dleo de soja ou gordura de coco. Esta
semelhanca foi encontrada também por SATCHITHANANDAM et al. (1993)
que, ao trabathar com gordura de coco e dleo de gergelim em niveis de 12%
e 24%, encontraram menor ganho de peso para o$ grupos que consumiram
gordura de coco; menor peso também ocorreu nos grupos que consumiram
dietas contendo 24% de gordura de coco ou de dleo de gergelim,

5.1.2. AvaliacOes de PERop, CEA e NPR

A razdo da eficiéncia protéica (PER) é usada como indicador sensivel
da qualidade da proteina. Em 1946, MITCHELL ja avaliava a eficiéncia
protéica por método bioiégico. Num encontro da A.0.A.C., em 1958, um grupo
de pesquisadores discutiu a importéncia do metodo de avaliacdo protéica & a
possibilidade de desenvolver uma técnica padrdo levando em conta as
variagbes experimentais tais como sexo, idade do animal, tipo de hidrato de
carbono usado na dieta, tempo do periodo experimental, nivel e tipo de

proteina (animal ou vegetal) e técnica de alimentacdo (DERSE, 1960).
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As dietas (isoprotéicas) deste experimento foram elaboradas utilizando,
17% de proteina proveniente de caseina comercial, portanto para efeito de
caélculo os indices obtidos devem ser considerados como valores
operacionais.

LING et al. (1986), trabalhando com a avaliacdc da qualidade da
proteina em dietas contendo friacilglicerdis de cadeia média e triaciiglicerdis
de cadeia longa concluiram que usando TCM houve reducio do depésito de
gordura sem afetar o contetido total de proteina do corpo e que o PER pode
ndo ser um indicador Gtil para avaliar a qualidade da proteina da dieta quando
a fonte de gordura ¢ TCM.

Entdo neste experimento foram calculados outros indices como o NPU,
representado como a fracdo do nitrogénio retido da ingesia; o crescimento,
representado pela diferenca de ganho de peso entre 0 inicio e o final do
experimento e o CEA, representado pela relag8o entre ganho de peso e
consumo de dieta. No entantc as respostas a estes indices seguiram a
mesma tendéncia demonstrando que, com estes lipos e niveis de gordura, o
PERop apresentou resposta compativel com os outros indices calculados, o
que ficou evidenciado pela correlagdo positiva entre PERop ¢ NPR (0,9830) e
entre PERop e CEA (0,9901).

O CEA, PERop e NPR mostraram respostas similares com diferenga
significativa para 0s grupos que consumiram maior quantidade de lipidios,
indicando que houve menor consumo e meihor resposta metabolica dos
animais quando foi colocado 30% de dleo de soja ou de gordura de coco na
dieta AIN-93 (Tabela 8).
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5.1.3. Avaliagao de Dv, VBv e NPUv

A digestibilidade, o valor biolégico e a utilizacdo liquida da proteina néo
foram afetados pelo tipo ou pelo nivel de gordura consumida na dieta. E muito
interessante realcar que a digestibilidade da gordura foi excelente {meédia de
97 %) demonstrando que as gorduras das dietas néo foram perdidas via fecal
e, portanto, alcancaram equilibrio plasmatico e de reserva
tissular. SCHRIJVER et al. (1992), demonstraram também que a capacidade
metabdlica de lipidios dos ratos foi alta porque exprimiram estados de
equitibrio a nivel plasmético mesmo quando alimentados com Composigao
distintas de acidos graxos.

5.1.4. Estimativa do valor energético das dietas

O valor energético (energia bruta = EB) é determinado por combustao
completa em bomba calorimétrica adiabdtica ou calculado atraves da
composicdo centesimal da dieta. A energia digerivel (ED) leva em conta as
perdas fecais e a energia metabolizavel (EM) as perdas fecais e urinarias.

Normalmente para a determinacdo de energia utilizam-se machos
adultos para os quais se espera equilibrio nitrogenado (MUZTAR & SLINGER,
1981). No presente experimento a determinagio de energia foi feita com ratos
entre o 21° & 36° dia de vida, em fase de crescimenio intenso e, portanto,
presumiveimente em balango de nitrogénio positivo.

Os animais experimentais de todos os grupos deste trabalho
apresentaram balanco nitrogenado positivo com media de retencao de 3,05 g
para 0s grupos que receberam 7% de gordura na dieta e de 2,25/2,45 g para
os animais que consumiram 30% de dleo de soja e gordura de coco. Estas
médias de retencdo de N obtidas nos balangos demonstraram correlagéo
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negativa moderada com o consumo de lipidio da dieta (-0,6125). N&o houve
diferenca nas médias de retencdo nitrogenada entre os grupos consumindo
alta concentrac&c de gordura na dieta independente do tipo de lipidio usado.
Mas comparando os niveis lipidicos baixos (7%) com niveis de lipidios aitos
(30 %) verificou-se diferenca estatisticamente significativa a favor dos grupos
de animais que consumiram menor quantidade de lipidios. A diferenga
observada na retencéo de nitrogénio ndo foi, entretanto, suficiente para afetar
a utilizac8o de energia, determinada por EDa ou o valor bioldgico da proteina
medido através da Dv, VBv e NPUv,

Do total de 431,4 kcal/100g na dieta controle (AIN-93) 63% fol fomecida
pelos carboidratos, 22% pelas proteinas e 15% pelos lipidios. Quando os
lipidios das dietas foram aumentados de 7% para 30%, os hidratos de carbono
diminuiram sua participacéo de 63 % para 32% de energia e participacéo total
na dieta subiu para 552,10 kcal/100g (Tabeia 10).

E de conhecimento corrente (CLARCKE et al., 1977a, EDWARDS &
DEAN, 1985) que o consumo de uma dieta alta em energia € menor em
relacdo a outra de baixa energia e, portanto, 6 menor consumo diminuira o
aporte dos demais nutrientes. No entanto, neste experimento, a reducgdo do
consumo de dieta ndo foi suficiente para afetar o ganho de peso e sequer o
aspecto saudavel dos animais. O grupo que ganhou menor peso 152,8718,90
g (CASSA-30/5) teve consumo superior (382,72+ 18,42 g) ao grupo CASIN-
30/30 que consumiu a menor quantidade (353,03 21,04 g) de dieta e ganhou
o maior peso (174,22+ 9,83 g). No presente trabalho o nivel de energia atuou
sobre o consumo alimentar que sofreu redugso significativa quando avaliado
apds 15 dias e 30 dias de experimento. Finalmente, pode-se demonstrar que ©
aporte lipidico ndo atingiu valores inadequados do ponto de vista energético
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porque a correlacdo entre consumo e absorcdo de lipidios foi praticamente
absoluta (0,9999).

5.2. Perfil bioquimico do sangue

5.2.1. Anélise dos lipidios séricos

Q tipo e a quantidade de lipidios usados na dieta (NORUM, 1982), de
proteina (HORIGOME & CHO, 1992, ALIAWAD et al,, 1981) e de colesterol
livre (SERQUGNE et al, 1995) estdo relacionados & concentracéo de lipidios
do soro sanguineo. GARG et al., (1989) concluiram que os TCM contribuem
para 0 aumento na concentragdo do colesterol sérico e NORUN (1892) e
WALL et al, (1994) observaram que o TCL diminui esta concentracfo de
colesterol. No presente experimento sé foi alterado o tipo e quantidade de
gordura mantendo os outros fatores constantes para que as mudangas
ocorridas nos lipidios séricos pudessem seguramente ser atribuidas ao tipo
efou a quantidade de gordura utilizados.

As conseqléncias metaboélicas do consumo de altas concentracbes de
gordura na dieta dependem em parte do tipo de lipidio ingerido. O grau de
saturagdo da gordura altera a fungéo das enzimas da membrana celular, a
resposta do receptor mediato e a atividade das enzimas lipogénicas.
(HERZBERG, 1983). Em 18980, SHILLABEER et al, trabalhando com as
enzimas lipogénicas: acido graxo sintetase (complexo de enzimas envolvidas
na sintese de nove dos &acidos graxes de cadeia longa) e glicerofosfato
desidrogenase (chave intermedidria entre 0 caminho glicolitico e a sintese de
TAG) concluiram que, quando ratos consomem ad /bium alta concentragado
de gordura saturada na dieta, apresentam significativo decréscimo do

complexo enzimatico acido graxo sintetase comparado com 0 grupo pareado
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que consumiu dieta com amido. Mas quando o consumo calbrico de duas
dietas com aita concentracdo de gordura saturada e insaturada & igual, o nivel
do complexoc enzimético acido graxo sintetase & mais elevado nos ratos
alimentados com acidos graxos saturados. Quando as calorias e 0 consumo
totai de gordura sdo constantes a dieta induz a sintese endogena de TAG
promovendo aumento no depdsito de gordura corporal.

No atual experimento os resultados, relacionados com os TAG do soro
(Tabela 14), mostraram maiores médias em T1 (15° dia) e em T2 (30° dia)
para 0s Qrupos que consumiram maior quantidade de gordura de coco na
dieta. Este fato pode ser explicado pelas conclusdes, dos autores acima
citados, de que altas concentraces de acidos graxos saturados na dieta
inibem, embora com menor eficiéncia, a lipogénese do gue o8 acidos graxos
insaturados. Também ficou evidenciado que o tempo & falor agravante de
aumento no nivel dos friacilglicerdis sanglineos uma vez que em todos os
tratamentos houve elevacio de T1 para T2.

SATCHITHANANDAM et al. (1993) concluiram que ha reducdoc na
absocéo de colesterof e de acido oléico na linfa de ratos Wistar alimentados

com dleo de gergelim em comparacio aos alimentados com gordura de coco.

QOTTO et al. (1992) encontraram reducéo nos niveis de TAG & colesterol
do plasma sanglinec em ratos alimentados com gordura de suino e oleo de
peixe com baixa concentracdo (11,5%) e meédia concentragéo (20,8%) de
energia oriunda de lipidios na dieta. A baixa concentragdo de gordura € a
média concentragdo de dleo de peixe causaram aumento no nivel de glicose
plasmatica sem mudanga significativa na concentragdo de insulina indicando
que a reducdo dos &cidos graxos livres pelo éleo de soja ndo foram
relacionados com a concentragdo de insulina ou com sua sensibilidade. O
estudo destes autores expiica que a aparente variacdo de resposta ao nivel
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plasmatico de &acidos graxos livres ocorre devido ao estado nuiricional do
animal no momento da coleta das amostras do sangue. No presente
experimento os trabalhos iniciaram-se sempre no mesmo horério (7:00 h) e
com 08 ratos nas mesmas condigbes de jejum de 16 horas, com o intuito de
elimentar este fator de variacéo,

O colesterol sérico € um complexo balanco entre ¢ consumo, a
absorcédo e a sintese enddcrina por um lado e a utilizacdo e catabolismo por
outro. WONG et al. {1995) observaram que individuos hipercolesteroiémicos
obtiveram redugdo do colesterol plasmatico quando a proteina animal da dieta
foi substituida por profeina de soja. No atual experimento eliminou-se estas
oscilacdes ou utilizar-se apenas a fonte protéica da caseina,

Focalizando a presenca do colesterol no soro sanglineo de ratos
(Tabela 15), vé-se que no espaco de tempo estudado, recém-desmamado ao
56° dia, o valor de colesterof oscilou entre 60 a 75 mg/dL aproximadamente, e
dentro desta oscilagdo quando aumentava a quantidade no sangue decrescia
nos hepatdcitos e vice versa (Tabela 22). Assim, tudo indica que o rato Wistar
estd dentro das caracteristicas das linhagens mais correntes, isto &, sua
capacidade de producdo e modulacdo hepética é muito alta (SUCKLING &
JACKSON, 1893). Por conseqliéncia a quantidade de éleo de soja ou gordura
de coco ndo atingiu niveis que pudessem descompensar a citada capacidade.
Atuaimente para estudos de hipercolesterolemia em ratos e suas reagdes a
medicamentos hipercolesterolemianies empregam-se linhagens mutantes

especiais (loc cit).

5.2.2. Fosfatase alcalina

A fosfatase alcalina é uma enzima hidrolitica intracelular que age sobre
os fosfogliceridios ou ésteres fosioricos, completando sua degradacdo com a

102



liberacdo de fosfato. Alteracles na atividade da fosfatase alcalina do soro
sanglineo pode indicar, pelo menos em parte, incapacidade de excrecéo biliar
ou lesdo das células hepéaticas (SHERLOCK, 1985). Estando elevada no soro
sangiineo, indica aumento de atividade nos osteoblastos onde encontra-se
em maior concentracio. Deve-se entretanto verificar a idade dos animais pois
o aumento fisiclogico de atividade desta enzima ocorre no soro de ratos em
crescimento. Valores normais de atividade da fosfatase alcalina,
demonstrados por RINGLER & DABICH (1979), oscilam entre 0 maximo de
480 U/L, para ratos machos com 8 semanas de idade a 220 U/L para animais
do mesmo sexo com 7 meses.

Os valores encontrados neste frabaltho (Tabela 17) s&o mais elevados
para TO e T1, decrescem um pouco em T2 sendo compativeis com a literatura
citada. Deve-se observar que em TO e T1 os ratos estavam em fase intensa
de crescimento e em T2 entrando na oitava semana de vida. Os resultados
obtidos ndo se relacionam com o aumento de lipidios nas dietas e tambem
ndo apontam para prejuizo hepatico porque no decorrer do periodo
experimental a atividade dafosfatase alcalina apenas decresceu dentro da
normalidade proposta por RINGLER & DABICH (1879).

5.2.3. Glicose e proteinas totais

O nivel de glicose plasmatica neste experimento manteve-se dentro da
faixa de normalidade (BAKER et al., 1979), que varia de 98485 a 161422,3
mg/dL para ratos em jejum, indicando que os animais experimentais utilizaram
as reservas de glicogénio hepdtico para manter o nivel sérico pois ficaram em
jejum por 16 horas. Este fato ficou evidenciado nas micrografias obtidas em
MET, pois os depésitos de glicogénio ficaram muito reduzidos ap6s o jejum
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imposto pelo manejo efetuado antes da colela de sangue dos animais (Figura
16).

Quanto as proteinas totais (PT) encontradas no soro sanglineo dos
ratos, 0s resultados do presente trabalho evidenciaram um pegueno aumento
da concentragdo das proteinas a partir do desmame ao 56° dia de
experimento. E interessante destacar que mesmo apés 15 dias de dieta
aprotéica os ratos apresentaram em média 3,48 g/dL de PT, enquanto na
mesma data, a média das quatro dietas experimentais foi de 5,22 g/dL. Estas
consideragbes levam a concluir que as proteinas totais néo sdo valores
indicativos em ensaios de metabolismo lipidico.

5.3. Perfil bioguimico do figado

A Tabela 19 demonstra de forma ineqliivoca que os figados dos ratos,
independentemente das dietas ou dos tempos, mantiveram uma relacao
PE/PC semelhante. Este fato seria inesperado porque os lipidios totais
hepaticos estavam 48 % mais elevados nos animais alimentados com a dieta
CASIN-30/30 e 43 % nos alimentados com CASSA-30/30 em relagdo aos
respectivos grupos com 7 % de gordura. Um discreto aumento de peso do
figado apareceu no grupo APROT que também apresentou a maior
concentracdo de lipidios totais e de TAG confirmando a extensa esteatose
observadas nos cortes histoldgicos em MO (Figura 24) e nas observacoes
ultraestruturais em MET (Figuras 25 e 26).

5.3.1. Lipidios hepaticos

A Tabela 20 mostra que as dietas contendo gordura de coco retiveram

menor taxa de lipidios no figado do que as dietas com Oleoc de soja. Estes
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resultados, aliados ao comportamento dos TAG (Tabela 21), evidenciaram
que o uso, por 30 dias, de 30% de gordura na dieta de ratos provoca elevagéo
acentuada de TAG. E preciso, no entanto, lembrar gue néo foi comprometido o
ganho de peso (Tabela 7) € sequer ¢ aspecto saudavel dos animais.

Determinando-se a correlacdo existente entre os lipidios totais e TAG
dos figados obteve-se uma correlacdo positiva € elevada (0,8350). A menor
guantidade de lipidios totais e TAG, encontrada nos figados dos animais que
consumiram TCM nas dietas, é explicada pelo modo de absorcio, transporie e
oxidac@o hepatica dos acidos graxos de cadeia média (BABAYAN, 1987).
CHANEZ et al. (1991) ao se ocuparem dos efeitos metabdlicos dos TCM nas
dietas de ratos enfatizaram também que os TCM sdo rapidamente digeridos,
absorvidos e transportados ao figado como acidos graxos livres onde séo
extensivamente oxidados. Pelo fato de acumuiarem menor quantidade de
tecido adiposo em relacdo aos ratos em dietas com TCL, estes autores
propuseram que a energia obtida dos TCM teria sido empregada em
termogénese.

MONSMA & NEY (1983) utilizando éleo de milho, gordura de suino,
gordura bovina e manteiga de cacau na alimentagéo de ratos e MLEKUSCH et
al. (1993) trabathando per 20 semanas com 30 % de TCM e TCL nas dietas
experimentais e 2% na dieta controle, encontraram resultados semelhantes
para o peso dos figados em relagdo ao peso corporal e para percentagem de
lipidios totais. Entretanto ocorreram diferengas significantes para os TAG e
colesterol total hepatico. Estes e outros resultados obtidos levaram os autores
a concluir que a alta concentragdo de acidos graxos insaturados na dieta pode
alterar o perfil dos lipidios hepaticos de ratos com maior intensidade do que os

acidos graxos saturados quando usados na mesma concentragao.
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Sabe-se, desde 1967 (TAYLOR et al), que no figado de ratos em
desenvolvimento ocorrem mudancas na taxa de conversdo de carboidrato a
lipidios: a lipogénese decresce apds o nascimento, aumenta intensamente
apds o 20° dia e estabelece um declinic constante do 35° dia até a
maturidade. O decréscimo da lipogénese, apds 0 nascimento, coincide com o
pericde de aleitamento; a elevagdo ocorre com ¢ desmame de modo que a
influéncia dos fatores nutricionais s30 t&o atuantes quanto os genéticos.

Os autores supra citados esclarecem que no inicio da vida o rato passa
por duas mudancas bem caracterizadas na area nutricional: a primeira é
repentina guando ha troca da alimentacdo fransplacentaria, onde predomina
hidrato de carbono, pelo leite materno, com maior teor de gordura. A outra,
mais gradual, serd quando o aleitamento materno for substituido pela dieta
solida que pode ser elaborada dentro de um amplo limite de férmulas,
consideradas normais.

A informacgdo acima foi confirmada ponto a ponto, neste experimento,
pelos resultados obtidos com os animais controles CASIN-7/7. A primeira
coleta de figado (T0) foi feita no 21° dia de idade e, segundo TAYLOR et al.
(1967) os animais estavam no inicio da fase do aumento da lipogénese ¢
demonstraram 4,57+0,29 % de lipidios iotais hepaticos como patamar. Na
segunda coleta (T1), no 15° dia, que corresponde ao inicio da fase de declinio
de lipogénese, obteve-se média de 7,5610,79 %. Na terceira coleta (T2), os
ratos com 54 dias de vida apresentaram média de 6,14+0,51 %. Com respeito
as dietas hiperlipidicas, podemos ver através das Tabelas 13 e 20, que a
retencéo de lipidios das dietas testes pelo figado, sobrepdem-se ao valor do
grupo controle.

Para LOCKWOOD et al. (1970), das enzimas associadas & lipogénese,
a malica tem um papel importante na conversdo hepatica de carboidratos em
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lipidios e sofre aumento imediato em respostas a mudangas na dieta. Esta
enzima converte piruvato em malato que, apés transporte para dentro da
mitocOndria, pode ser convertidc em oxalacetato pela malato desidrogenase.
No desmame, com a mudanca para alta concentracdo de hidrato de carbono
na dieta a taxa glicolitica pode ser aumentada e & proporgdo que forma
piruvato ele pode ser direcionado para a sintese de acidos graxos.

Existe uma relagdo direta entre o teor de gordura ingerido & a
diminuicdo da lipogénese. HERZBERG (1983) relatou que nas formulagbes
experimentais & comum substituir o hidrato de carbono por lipidio nas dietas
com altas concentracbes de gordura ficando a duvida se esta inibigdo foi
devido a inclusao da gordura ou a reducéo de carboidratos ou a ambos.

Entretanto em 1978, TRISCARI et al. demostraram que o efeito inibidor
era devido ao teor de lipidio consumido na dieta, evidenciando que quando o
rato consome dieta com 20% de lipidio ele ainda ingere suficiente hidrato de
carbono para manter a taxa de lipogénese idéntica ao do rato consumindo
dieta sem lipidio. Entdo a inibicdo da lipogénese seria devido ao aporte
especifico de lipidio e ndo causada pela reducgao de aporte de carboidrato.

Em pesquisas recentes, SHILLABEER et al. (1990) concluiram que a
atividade do compiexo enzimatico acido graxo sintetase diminuiu quando
compararam ingesta de alta concentracdo de acido graxo saturado com amido
na dieta, mas guando comparada com &cido graxo insaturado obtiveram nivel
mais elevadode atividade desta enzima. Dietas com altas concentragbes de
acidos graxos saturados ou insaturados e de amido induzem de maneira
similar aumento na atividade da glicerofosfato desidrogenase no figado.

Para OTTO et al. (1992), que trabalharam com 6leo de peixe, 0 acumuio
de TAG hepatico sé fol observado nos animais que consumiram alia
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concentracéo de gordura (30% da energia) na dieta sugerindo uma aparente
inibicdo direta da excrecdo dos triacilgliceréis.

No presente estudo foi demonstrade que os padries de comportamento
lipidico do figado (Tabelas de 20 a 22) seguiram 0 esperado, inclusive
aumentando a concentracdo em T2 nos grupos que receberam alta
concentracac de lipidios na dieta (CASIN-30/30 e CASSA-30/30).

O consumo de dietas contendo gordura saturada, com ou sem
colesterol, quande comparada ao consumo de gordura insaturada, aumenta
significativamente a concentracdo de colesterol LDL e HDL (BEYNEN et al.
1984, HORIGOME & CHO, 1992; NORUM, 1992, OTTO et al.,, 1892; ABBEY
et al., 1994;). Entretanto RUBIN et al. (1992), trabalhando com infuséo de
TCM e TCL em ratos alimentados com dietas livres de gordura, observaram
mudancas morfolégicas e aumento do contetdo de colesterol hepatico s6 para
0s grupos qgue receberam TCL. Os autores relataram que a elevagdo do nivel
de colesterol do figado originou-se do aumento da mobilizagéo do colesterol
extra-hepético para o figado. Também, MLEKUSCH et al. (1993), usando
dietas com 63 % de energia derivada de lipidios, encontraram aumento no
nivel de colesterol total sérico e do figado nos animais que consumiam dieta
com gordura insaturada quando comparou-os com os ratos que consumiram

gordura saturada.

As respostas encontradas no presente experimento foram similares as
encontradas por RUBIN et al. {1992) e MLEKUSCH et al. (1993). Os grupos
CASIN mostraram sempre um nivel de colesterol mais elevado do que no
grupo CASSA. Partindo de TO, com 2,28+0,14 mg/g de colesterol hepatico, o
grupo gque consumiu TCL em maior concentragdo na dieta (CASIN-30/30)
apresentou niveis mais elevados chegando a 6,57x0,53 mg/g, obtendo
diferenca estatisticamente significativa de tedos os grupos e nos trés tempos
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medidos. A partir destes dados concluiu-se gue o 6lec de soja em altas
concentracdes, como fonte de TCL, eleva o nivel do colesterol hepatico.

5.3.2. Perfil dos acidos graxos hepaticos face a composicao
dos acidos graxos consumidos

CLARCKE et al. (1977b) examinaram cuidadosamente o papel
especifico dos acidos graxos da dieta na sintese dos lipidios, testando o grau
de absorcdo de cada um deles, controlando o consumo de carboidratos |
concluindo que os 4acidos graxos s&o iambém fatores importantes na
regulacdo da sintese de lipidios. Em 1983, HERZBERG relatou que a
lipogénese, em ratos alimentados com gordura de coco, foi menor gquando
comparada & dos animais que consumiram 6leo de soja. E BROUSSEAU et
al. (1985) trabathando com macacos concluiram que a composicéo dos TAG
hepaticos & um reflexo da composicdo dos acidos graxos da dieta e que a
gordura monoinsaturada é comparavel com a polinsaturada.

Os &cidos graxos saturados de cadeia longa absorvidos da dieta influem
na composicdo dos 4cidos graxos dos tecidos,; fazem parte das lipoproteinas
como TAG que sdo transportados nos quilomicrons ou como acidos graxos
livres via circulac3o portal para o figado. Esta diferenga pede influenciar na
retirada dos TAG das lipoproteinas intravasculares e no metabolismo dos
lipidios nos 6rgaos que os utilizam (WALL et al., 1994). Os acidos graxos
caprilico (8:0) e caproico (10:0) sdo transportados predominantemente via
circulacdo portal como &cidos graxos ndo esterificados e rapidamente
oxidados no figado (BACH & BABAYAN, 1982).

Apesar da grande proporcdo (56 %) de écidos graxos de cadeia media
(AGCM) presentes na composicao da gordura de coco usada neste
experimento, os AGCM, encontrados nos figados dos ratos que consumiram
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este tipo de lipidio na dieta, apareceram em quantidades insignificantes. Este
fendmeno é explicado pela répida oxidacéo deste tipo de acido graxo pelo
figado e pela afinidade da acil-CoA:1,2-diaciiglicerol acilfransferase pelos
acidos graxos com menos de 12 carbonos (RUSTAN et al, 1988).

A composico dos acidos graxos dos lipidios utilizados na formulagdo
das dietas foi determinada por cromatografia gasosa (Tabela 4) e
demonstraram resultados semelhantes aos encontrados por MASCIOLI et al.
(1987) e BABAYAN (1987), com maior concentracdo de acido linoléico (18:2)
para o 6leo de soja e de &cido laurico (12:0) para a gordura de coco.

Trabalhando com substituicdo parcial de acidos graxos saturados por
insaturados, ABBEY et al. (1984) concluiram que o tipo de gordura ingerida na
dieta refletiu na composicdo dos acidos graxos do plasma. No atual
experimento foram encontradas perfis semelhantes dos 4cidos graxos do
figado de ratos alimentados com 6leo de soja e gordura de coco.

A alta concentracdo de &cido miristico (14:.0), encontrada na
composicdo da gordura de coco, ndo influiu na sua concentracdo na gordura
do figado dos animais deste experimento. Ja em 1965, BOLLINGER &
REISER, explicaram que o &cido miristico pode ser convertido
endogenamente em &cido palmitico {16:0).

N&o obstante a profunda diferenca no perfil dos acidos graxos ingeridos,
especialmente na relagdo gordura insaturada versus gordura saturada (5,93
para o 6leo de soja e 0,22 para a gordura de €0Co), O espectro dos acidos
graxos dos figados, deste experimento, caminhou na mesma direcao, como
ilustrado pela elevagdo do dcido paimitico (16:0) e do estedrico (18:0) para
todos os niveis e tipos de lipidios usados, indicando integridade metabolica na
sintese de lipidios (Tabela 25).
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Como os animais permaneceram saudaveis, a integridade metabolica
se estenderia a todos os tecidos corporais. E conhecido que a maioria dos
tecidos corporais possui um sistema complexo de enzimas para biossintese
de 4cidos graxos. O sistema sintetase € um complexo multi-enzimatico que
inicia em acetil-CoA até a formacéo de um radical acilico saturado com 16
stomos de carbono. O paimitato é liberado do complexo enzimatico por
hidrolise e, antes de continuar em qualquer outra via, é ativado a acil-CoA.

O paralelismo de resultados, deste experimento, entre o alto contelido
de acido linoléico (18:2) e o reduzido nivel de acido oléico (18:1) encontrado
no figado dos animais que consumiram o6leo de soja ja foi descrito por
BANERJEE et al. (1892) e por MLEKUSCH et al. (1993). Mas o efeitc mais
marcante foi a elevacdo do 4cido linoléico (18:2) para os grupos CASSA, uma
vez que a dieta continha s6 3,11 % de 18:2 comparada aos 53 % dos grupos
CASIN. A dnica diferenca entre o efeitc dos dois tipos de gordura colocados
em aita concentracdo nas dietas foi na magnitude das mudangas na
composicio dos acidos graxos.

5.3.3. Proteinas e glicose nos figados

Este estudo mostrou elevacdo de 98 % e 100 % no nivel das proteinas
do figado de TO para T1 e decréscimo de 33 % e 46 % de T1 para T2 nos
grupos CASIN-7/7 e CASSA-7/7 (Tabela 23). Nos tratamentos CASIN-30/30 e
CASSA-30/30 o decréscimo chega a 78 %. O que fica patente € que, apos 30
dias de dietas, a quantidade de proteinas totais € muito mais baixa e 80 baixa
quanto a encontrada para os ratos de dieta aprotéica, aos 15 dias. Estes fatos
encaminham ao seguinte raciocinio: os figados dos ratos aumentam a sintese
protéica sensivelmente do desmame ao 15° dia. Ao 30° dia apresentam
valores muito mais baixos e, finalmente, estes valores se estabelecem
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independentemente das dietas oferecidas. £ preciso lembrar que para as
dietas hiperiipidicas, a elevacéo do total de lipidios nos figados (Tabelas 12 a
21) devera ter contribuido para a elevagfo da estocagem intracelular e a
consequente diminuicdo da sintese protéica.

No trabatho de KEIM & MARES-PERLAM (1984) com esteatose
hepatica provocada por deficiéncia de acidos graxos essenciais, a quantidade
de proteina encontrada nos figados dos ratos (18,3324,1 %) no inicic do
experimento foi muilc semeihante & encontrada neste trabatho no TO
{20,8442,19 %).

A pequena quantidade de glicose encontrada nos figados dos ratos
deste experimento (Tabela 24) é justificada pelas 16 horas de jejum dos
animais antes do sacrificio. Os grupos que receberam maior quantidade de
lipidios na dieta, independente do tipo de gordura consumida, apresentaram
maior concentracdo de glicose hepatica indicando que havia maior reserva de
glicogénio no figado. Este fato é explicado pela forte correlagéo positiva
(0,8680) entre o nivel de glicose do figado com o consumo (0,8660) e com a
absorcéo de lipidios da dieta.

Para HARPER et al. (1982) no figado apds refeicdo rica em
carboidratos encontra-se até 5 % de glicogénio e que apds 12 a8 18 horas de
jejum este pode sofrer depleg@o quase total. O glicogénic hepatico
niaturalmente estara relacionado com a glicose sangiinea.

5.3. Avaliacao histologica

Os hepatéeitos compreendem 60% das células do figado e 80 % do
volume total. A organizacéo estrutural das células esta relacionada as fungdes
exderinas, enddcrinas e metabdlicas dos hepatécitos e ao mesmo tempo
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define a bipolaridade dos hepatécitos: as faces que sac adjuntas a0 sinusdide
tém o espago de Disse que lhes garante intensa intimidade com o plasma
sangiineo. As microvilosidades da membrana celular dos hepatdcitos aliadas
as fenestracdes presentes no endotélio sinusoidal ampliam infinitamente a
area de contato com o plasma. As faces dos hepatdcitos que se encostam
com outros hepat6citos, sdo reforcadas por jungbes unitivas especializadas
onde as membranas se aprofundam e formam o0s canais onde a bile €
excretada (TANIKAWA, 1968).

O mesmo autor acima reaicou que a diferenca uliraestrutural entre
figado de ratos € humanos é muito pequena: figados normais de ratos nao
depositam granulos de “lipofuscina” como nos humanos € as mitocdndrias tém

maior namero de cristas.

No que conceme & esteatose hepdtica, MALLET-GUY (1873) deixa
claro que este quadro caracteriza-se, entre outras coisas, por lesGes das
mitocéndrias com perda de cristas e matriz e/ou pela formagéo de membranas
mielinicas no seu interior. A auséncia ou rarefacéo do glicogénio ocorre via de
regra e os canaliculos biliares podem obstruir-se pelas projegbes das
microvilosidades dos hepatdcitos, A reversdo do quadro demonstra
desobstrucdo dos canaliculos biliares e intensa proliferag&o do Aparelho de
Golgi. O R.E.R. e o glicogénio séo os tltimos elementos a serem restaurados.

A mesma autora, supra citada, estudou vérios quadros de agressao
cirtirgica ao figado causada por hepatectomia parcial ou neurotomia da artéria
hepatica. Para cada ensaio obteve grupos distintos de alteraces da estrutura
dos hepatécitos. Considerando as duas agressdes acima a autora conciuiu
que, embora em graus distintos, as desorganizagbes estruturais passaram
pela alteragéo mitocondrial até a esteatose.
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No presente trabalho encontraram-se inciusdes lipidicas nos hepatocitos
desde o inicio do experimento, isto &, no 21° dia de vida, data do desmame
dos animais. Nesta fase (Figura 8) ndo se pode apreciar qualquer alteracao
celular e séo poucos os hepatocitos com reserva de globulos de lipidios.

O R.E.L. do hepatécito do rato aparece em quantidade pequena e talvez
tenha uma continuidade estrutural com o R.E.R. Quanto ao aparetho de Golgi,
que normalmente estaria nas proximidades do canaliculo biliar, ndo esteve
visivel em nossas preparactes. TANIKAWA (1968) disse que suas cisternas,
em nimero de 3 a 5 paralelas, s&o muito evidentes no figado em regeneracao
e, em contraste, muito dificeis de aparecerem no animal em jejum, como 0
ocorrido no presente trabalho. Os peroxissomas com membrana delimitante
unica foram frequentes e bem demonstrados na Figura 14.

As inclusdes lipidicas variaram na dependéncia da quantidade de
lipidios utilizados nas dietas e da atividade das enzimas lipogénicas efou
lipoliticas. A localizagdo tendia a ser periportal, mas gventuaimente se
estendia em faixa estreita até a éarea da veia centro lobular. Em nenhum
momento pode-se admitir que os figados nédo continham inclusdes lipidicas,
ou seja, continham reservas em goticulas desde o dia do desmame até o 53°
dia sob dietas de 6leo de soja ou gordura de coco. O que se pode afirmar €
que o quadro de acimulo de gordura € progressivo e mais acentuado nas
dietas hiperlipidicas. As dreas de de aumento de concentracao de lipidios
esteatose eram pequenas, descontinuas e no ponto mais intenso levaram a
necrose algumas células as quais estavam rodeadas por outras em perfeito
estado de normalidade. Este quadro de alteragdo celular em estreita
vizinhanca com hepatécitos normais continua sendo informado na literatura
(ALVARO et. al., 1995) e poderfamos considera-lo focal.
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Qutro fato indica que "reagdo por esteatose” & uma resposta usual a
estimulos diversificados, isto &, em fase de lesfo, em fase de regeneracdo e
ativacdo metabélica foi discutido por DE PAEPE et al. (1995). Os autores
demonstraram que figados de ratos que aceitam implantes de ilhotas
pancreaticas reagem locaimente com intensos focos de esteatose. Os ratos
normais respondem com focos menores e o0s diabéticos com grande focos. A
reacdo de reorganizagdo do tecido hepatico passa por uma fase de reacéo
esteatética cuja extensdo depende da situagdo inicial de higidez do figado.

Assim, as dietas hiperlipidicas conduziram os animais a maior
estocagem de gordura a nivel de hepatocito. N&o ocorreu areas de necrose,
mas hepatécitos isolados demonstraram morte celular. Quanto ao aspecto
regenerativo das dietas de recuperaggo, embora fosse perceptivel a
regeneracdo das células, este néo chegou a regredir em 15 dias as areas de
esteatose.

Resumindo,através das observacBes sobretudo da ultraestrutura dos
hepatbcitos, parece claro que:

« O acumulo de lipidios no figado dos ratos experimentais foi gradativo e
dependente de suas respectivas dietas. Foi um gradiente continuo que
talvez mereca a consideragdo de esteatose quando houver a presenca de
microlacunas que demonstrem o desaparecimento de hepatéciios.

« Os hepatécitos, embora regionalizados quanto a disposicdo no [dbulo,
guardam profundas diferencas individuais porque as células em sofrimento

e mortas estdo sempre ao lado de hepatdcitos normais.

« A ingesta exclusiva de TCM, em quantidade relativamente elevada, parece
agravar a disposicao para esteatose e a regeneracdo ultrapassa o periodo
de 15 dias.
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» Pela literatura, pode-se concluir que o prejuizo e possivel desaceleracdo
do metabolismo lipidico do hepatécito € uma resposta genérica e tanto
ocorre na dieta relativamente hiperiipidica como ocorre para estimulo

regenerativos ou até estimulos por agentes infecciosos.

« Apés o actmulo de lipidios, o0s hepatécitos sempre apreseniam
degeneragdo mitocondrial. O inicio do processo demonsirava o R.E.R.
hipertrofiado e a sequir degeneragéo vacuolar do reticuio.
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6.CONCLUSOES

Este trabalho permitiu sugerir que ratos Wistar em crescimento:

. Tiveram menor ganho de peso quando consumiram dietas com a mesma
quantidade de gordura de coco em substituic&o ao dleo de soja.

_ Quando dietas hiperiipidicas foram oferecidas, regularam a ingesta de

energia através da reducéio do consumo de alimento .

. O tipo de gordura, quando utilizado em igual nivel na dieta, ndo interferiu

em nenhum momento nos indices nutricionais.

. O tempo de utilizag8o dos lipidios foi fator agravante para o aumento dos
triacilglicerdis no soro sangliineo.

. As quantidades de 6leo de soja ou de gordura de coco utilizadas nas dietas
nao foram suficientes para alterar a capacidade de produgdo e modulagao
do colesterol sérico; entretanto o 6leo de soja em altas concentracdes
{30%) elevou o nivel de colesterol hepatico.

. Histologicamente o excesso de lipidio, independente do tipo, causou
moderada esteatose sobretudo na area periportal.

A mitoeondria foi a primeira organela a degenerar-se, quando o hepatocito
acumulou excessivo numero de goticulas de lipidios, seguida pela
vacuolizag&o do reticulo endoplasmatico rugoso. O processo eventualmente
levou algunas células a morte.
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8 A esteatose foi um fendmeno circunscrito a aiguns hepatocitos e estes
demonstraram independéncia metabblica das células vicinais, que
continuaram inalteradas. |

9. A esteatose do figado sob dieta aprotéica foi muito intensa mas
histologicamente idéntica aos demais quadros de esteatose.

10. A esteatose hepatica regrediu quando houve reduggo do teor lipidico da
dieta.
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