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RESUMO

GAZZINELLI, Maria Leticia Tostes. Fontes lipidicas da dieta no trofismo
intestinal e triacilglicerdis do sangue de camundongos tratados com
citarabina. 2006. 65 p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia dos Alimentos) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras'.

Os lipideos sdo componentes importantes do organismo, desempenham
papel no metabolismo, na composi¢ao estrutural e na fungao imunoldgica, dentre
outras. Os tipos de acidos graxos que compdem os lipideos sdo fundamentais na
forma como eles exercem suas fungdes, como a proliferagdo e o aumento do
trofismo em células intestinais e estimulagdo do sistema imune. Os agentes
antineoplasicos sdo drogas amplamente utilizadas no tratamento de diversos
tipos de cancer, tratamento este que, muitas vezes, resulta em efeitos colaterais
que restringem a dose, o tempo e o sucesso da quimioterapia. Assim, dietas que
protegem dos efeitos deletérios da quimioterapia podem ser utilizadas como
coadjuvantes no tratamento do cancer. Este estudo foi realizado com o objetivo
de verificar o teor de triacilglicer6is do sangue e o trofismo intestinal de
camundongos consumindo diferentes fontes lipidicas, oferecidas previamente e
durante a quimioterapia com citarabina. As dietas utilizadas foram
confeccionadas com as seguintes fontes lipidicas: 6leo de linhaga, gordura de
coco, gordura hidrogenada e o6leo de soja (fontes ricas em acido a-linolénico,
triacilglicer6is de cadeia média, cidos graxos insaturados com ligagdes trans e
acido linoleico, respectivamente). Analisando o efeito da citarabina neste estudo,
verificou-se que esta droga agrediu o organismo, causando perda de peso dos
camundongos, diminui¢do do DNA da mucosa intestinal e diminuicdo da
migragdo de macrofagos. Comparando-se as diferentes fontes lipidicas
oferecidas aos animais, foi observado que o 6leo de soja causou pior evolugéo,
com maior perda ponderal dos camundongos, maior redu¢do de DNA e do
contetido proteico da mucosa intestinal apos tratamento com citarabina. Ao
analisar-se a dosagem de triacilglicerdis e diversos parametros indicativos do
trofismo intestinal (altura das vilosidades, dosagem de proteinas, DNA, relagao
proteina DNA e atividade de N acetiglicosaminidase), ndo foram encontradas
diferencas significativas. Os resultados do presente estudo sugerem, dentro das
condi¢des em que foi realizado, ndo haver vantagens ou desvantagens na

' Comité Orientador: Maria de Fatima Piccolo Barcelos — UFLA (Orientadora),
Jacqueline Izaura Alvarez-Leite — UFMG e Marcelo Angelo Cirillo — UFLA

viii



utilizacdo das fontes lipidicas citadas concomitantemente a aplicacdo da
citarabina, exceto pelo dleo de soja que, pela sua riqueza em acidos graxos
omega 6, pode aumentar a inflamagdo decorrente da quimioterapia.

X



ABSTRACT

GAZZINELLI, Maria Leticia Tostes. Effects of different dietary lipid sources
on intestinal trophism and serum composition of mice treated with
chemotherapy. 2006. 65p. Dissertation (Master in Food Science) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras®.

Lipids are components of organisms, that perform an important role in
the metabolism, cell structure composition and immune functions, among
others. The fatty acids that compose the lipids are essential in the way they
execute their functions, such as growth proliferation and stimulation of epithelial
cells of small intestine and immune system stimulation. The chemotherapeutic
agents are drugs largely used in the treatment of different kinds of cancer,
sometimes presenting side effects, which contribute to intolerance to treatment.
Sometimes, it is necessary to reduce the time or dosage of chemotherapy
administration, impairing the therapeutic success. As such, diets, which protect
from the negative effects of chemotherapy, are beneficial in cancer treatment.
The aim of this study was to verify the level of serum triacylglycerols and
intestinal trophism in swiss mice consuming different lipid sources, offered
previous to and during cytarabine (Ara-C) treatment. The diets used were made
up of the following lipid sources: linseed oil, coconut oil, hydrogenated soy fat
and soybean oil (rich in a-linolenic fatty acid, medium chain fatty acids, trans
unsaturated fatty acids and linoleic fatty acid, respectively). The citarabine effect
was analyzed in this research and it was determined that this drug damages the
mouse organism causing weight loss, a decrease of intestinal mucosa nucleotides
and a decrease of macrophage migration. Comparing the different lipid sources,
it was observed that soybean oil caused the worst evolution, with animals
presenting higher weight loss, DNA reduction and relative protein content.
However, significant benefits of consuming other lipid sources (coconut oils,
hydrogenated fat or linseed were not found. This study suggests that among the
lipid sources tested, soybean oil was linked to the worse profile, while no
improvement on the mucosa parameter was seen with the other lipid sources.

? Guidance Committee: Maria de Fatima Piccolo Barcelos — UFLA (Adviser), Jacqueline
Izaura Alvarez-Leite — UFMG e Marcelo Angelo Cirillo — UFLA



1 INTRODUCAO

Os acidos graxos sdo acidos organicos com cadeias hidrocarbonadas de
comprimento entre 4 e 36 carbonos (C4 a C36). Os mais frequentes na natureza
contém numeros pares de atomos de carbono em cadeias ndo-ramificadas de 12
a 24 carbonos. Eles podem ser liberados por hidrélise das gorduras naturais,
utilizadas, quase universalmente, como forma de armazenamento de energia
(Nelson & Cox, 2002). Além do fornecimento de energia, alguns acidos graxos
possuem uma série de funcdes especificas, chegando a ser estudados como
coadjuvantes no tratamento do cancer (Witzig et al., 2000).

A mucosa intestinal, importante barreira contra patégenos e toxinas, em
condi¢des normais, esta em constante processo de renovacdo celular, sendo
responsavel por manter sua morfologia e fungdo. A proliferacdo diminuida das
células do epitélio intestinal e a atrofia da mucosa podem ser potencialmente
danosas em diversas situagdes (Kissmeyer-Nielsen et al., 1995), tais como a
desnutri¢do, o jejum prolongado (Goodlad et al., 1987), a sepsis (Tramonte et
al.,, 2004), a administracdo de nutrigdo parenteral total ou alimentacdo com
dietas elementares (Hosoda et al., 1989), em certas doengas, como a retocolite
ulcerativa e doenga de Crohn, e na quimioterapia antineoplasica (Ibrahim et al.,
2000).

A resposta do organismo de individuos com céancer e submetidos a
drogas quimioterapicas, por determinado periodo de tempo, mais
especificamente no que diz respeito ao trofismo intestinal e a composi¢ao
lipidica do soro, pode variar conforme a fonte lipidica consumida anteriormente
e durante as aplicagdes do quimioterapico (Ramos, 2003).

Os efeitos colaterais intestinais da quimioterapia podem ser tdo graves, a

ponto de impedir sua eficacia clinica. A  citarabina (1-B-D-



arabinofuranosylcytosine, ara-C) ¢ uma droga analoga a pirimidina, que interage
com DNA, prevenindo a proliferagio celular. E um quimioterapico, largamente
utilizado em pacientes com leucemia e outros tipos de cancer, que age
especificamente em células de proliferagdo rapida. Sua administracdo provoca
lesdes na mucosa intestinal, importante fator na intolerancia ao tratamento, mal-
absor¢do e sindromes septicémicas causadas por translocagdo bacteriana. Esses
pacientes ja debilitados e sofrendo ma absorcdo sdo frequentemente submetidos
a suporte nutricional enteral, que pode contribuir para hipotrofia intestinal
(Ramos et al., 1997).

O estudo de diferentes lipideos presentes na dieta tem sido feito no
sentido de proteger o trofismo intestinal, evitando as redugdes que ocorrem em
diversas enfermidades. As fontes lipidicas com efeito protetor citadas na
literatura sdo os triacilglicerdis de cadeia média (TCM), em modelos animais
submetidos a nutri¢do parenteral (Waitzberg et al., 2002), acidos graxos dmega 3
na prote¢do da toxicidade por metotrexato (Mitsugi, 2004) e acidos graxos de
cadeia curta na mucosite causada por citarabina (Ramos et al., 1999).

Os triacilglicerois de cadeia média sdo encontrados no coco, no babagu,
na améndoa e, em pequena quantidade, no leite. Dois acidos graxos poli-
insaturados sdo considerados essenciais, um deles da familia 6mega 6, o acido
linoleico e o outro da familia 6mega 3, o acido a-linolénico, ALA, os quais,
quando ingeridos, originam varios outros acidos graxos de extrema importancia
funcional para o organismo. O acido graxo linoleico ( 6) € encontrado em
oleos e sementes vegetais (soja, milho, algodao e girassol) e em pequeno teor no
leite e na carne; ja o linolénico (® 3), em 6leos de peixe, de linhaca, de noz, de
canola, e, em menor quantidade, no 6leo de soja. A maioria dos acidos graxos
poli-insaturados de configuragdo trans promove agdes deletérias para o

r

organismo ¢ ¢ encontrada em gorduras vegetais hidrogenadas, margarinas,



cremes vegetais e apos o aquecimento dos o6leos ricos em acidos graxos poli-
insaturados (Assis, 1997; Alvarez-Leite & Peluzio, 2003).

Diante do exposto, o presente estudo foi realizado com o objetivo geral
de analisar os efeitos do consumo de quatro diferentes fontes lipidicas (6leo de
linhaga, gordura de coco, gordura hidrogenada e o6leo de soja) no trofismo
intestinal de camundongos suicos tratados com quimioterapico citarabina (Ara-
O).

Os objetivos especificos foram:

- administrar citarabina em camundongos sui¢os, que receberam 6leo de linhaga,
gordura de coco, gordura hidrogenada ou 6leo de soja e avaliar:

- alteragdes do ganho de peso dos camundongos;

- alteracdes de triacilglicerdis séricos, conseqiientes a inflamacgao intestinal;

- alteragdes do trofismo intestinal pela medida histologica da altura das
vilosidades, da concentragdo de DNA e proteinas intestinais;

- atividade da N-acetilglicosaminidase (NAG) intestinal, como indicadora de
migragdo de macrofagos.

A hipdtese deste trabalho é: acidos graxos poli-insaturados 0mega 3 e
triacilgliceréis de cadeia média tém efeito protetor da mucosa intestinal
mediante a agdo de agentes agressores. As gorduras trans, de maneira inversa,

tém efeito deletério.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A estrutura quimica dos acidos graxos

Os acidos graxos fazem parte de um amplo grupo de compostos, os
lipideos, que sdo soltiveis em solventes orgénicos e insoluveis em agua, ou
quase totalmente insoluveis. Na forma de ésteres de glicerol, representam
elevado percentual das gorduras de origem animal e vegetal. Podem também
estar ligados ao acido fosforico, formando os fosfolipideos.

A classificag@o dos acidos graxos estabelece que saturados ndo possuam
duplas ligagdes e que as denominagdes monoinsaturados e poli-insaturados
refiram-se & presenga e a quantidade de duplas ligagdes. O comprimento da
cadeia é, também, determinante de diversas propriedades desses compostos,
como comportamento na fusdo e na solidificagdo, fundamentais na sua
identificacdo. Havendo predominancia de ésteres de acidos graxos insaturados,
encontram-se na forma liquida e sdo chamados de 6leos (Nawar, 1993; Jones &
Kubow, 2003). Uma forma de medir as insaturagdes dos acidos graxos € o indice
de iodo, analise baseada na capacidade do iodo e de outros halogénios de se
adicionar nas duplas ligagdes da cadeia insaturada dos acidos graxos. Os indices
de iodo (gramas de iodo adicionadas em 100g de amostra) do dleo de linhaga,
gordura de coco e oleo de soja sdo de 155 a 205; 7,5 a 10 ¢ 120 a 141,
respectivamente (American Oil Chemics — AOC’s, 1988; Cecchi, 1999).

Os triacilglicerdis podem ser classificados, de acordo com o
comprimento da cadeia, em: cadeia curta (TCC), quando possuem até 6
carbonos na sua estrutura; cadeia média (TCM), quando possuem de 8 a 12
carbonos e cadeia longa (TCL), de 14 em diante (Krummell, 1998). Existem
controvérsias quanto a esta classificagdo, pois Curi et al. (2002) e o

Recommended ... (1989) consideram acidos graxos de cadeia média aqueles que



possuem até 10 atomos de carbono e Klein et al. (2003) e Waitzberg & Borges
(2002), cadeias de 6 a 12 atomos de carbono. Alvarez-Leite & Peluzio (2003)
classificam acidos graxos de cadeia média aqueles que possuem de 8 a 14
atomos de carbono.

O comprimento da cadeia de hidrocarboneto ¢ fundamental nas
propriedades fisicas e funcionais dos acidos graxos e dos compostos que o
contém; quanto mais curta a cadeia, menor o ponto de fusdo e maior a
solubilidade em agua (Nelson & Cox, 2002), permitindo, quando com cadeias
menores que 12 atomos de carbono, sua absor¢do passiva pela mucosa intestinal,
sendo assimilados diretamente pela veia porta (Jones & Kubow, 2003; Alvarez-
Leite & Peluzio, 2003).

A oxidagdo dos 4cidos graxos livres é a fonte energética mais
importante do organismo. Independentemente de os 4acidos graxos serem
saturados, monoinsaturados ou polinsaturados e de as duplas ligagdes serem Cis
ou trans, sdo beta oxidados em uma unica via pela rota do acetato, o que explica
sua equivaléncia caldrica (Baur, 1999).

O nome sistematico do acido graxo ¢ determinado pelo numero de
atomos de carbono, o nimero, a posicao ¢ a configuragdo geométrica das duplas
ligagdes. A forma mais simples de especificar a localizag@o ¢ colocar, antes do
nome do acido, o numero do primeiro carbono de cada dupla ligagdo. Em alguns
casos, ¢ conveniente distinguir os acidos graxos insaturados pela localizacdo da
primeira dupla ligacdo, contada a partir do grupo metila terminal da molécula, o
carbono 6mega. Assim, o acido linolénico (acido 9,12,15-octadecatrienoico ou
18:3 A*'*" ou abreviadamente Ln) pode também ser classificado como 18:3 @3
(Mahan & Escott-Stump, 2005; Nelson & Cox, 2002; Nawar, 1993).

A configuragdo geométrica da dupla ligagdo ¢ designada pelos prefixos
latinos cis (do mesmo lado) e trans (em posic¢do transversa, em lados opostos),

que indicam se os grupos aqui estdo do mesmo lado ou em lados diferentes das



moléculas. Na natureza, geralmente, os compostos se apresentam na forma Cis;
ja a forma trans é a termodinamicamente mais favoravel, muito encontrada na
industria alimenticia ap6s hidrogenacdo de 6leos vegetais liquidos, que consiste,
basicamente, na adi¢do de hidrogénio as ligagcdes duplas dos acidos graxos
insaturados. Nesta reagdo, convertem-se 0leos e gorduras liquidas em gorduras
semissolidas, visando & produc¢do de margarinas e gorduras plasticas para fins
especiais, com melhora da cor do produto final a oxida¢ao (Nawar, 1993; Wong,
1995; Turatti et al., 2002 citado por Pereira, 2003).

A maioria dos acidos graxos trans da dieta apresenta comprimento de 18
carbonos, sendo o principal deles o acido elaidico. Os acidos graxos contendo
ligacdes duplas em configuracdo trans possuem algumas acgdes metabolicas
diferenciadas em relagdo aos de seus isdmeros Cis, sendo uma delas a capacidade
de elevarem os niveis de colesterol sanguineo. Portanto, seu consumo em
excesso deve ser evitado (Nawar, 1993; Assis, 1997; Baur, 1999; Ferreira, 1999;
Alvarez-Leite & Peluzio, 2003; Jones & Kubow, 2003).

Nos primeiros estudos, a separagdo das principais classes de
triacilglicerois era baseada nas insaturagdes (monoinsaturados, di-insaturados e
tri-insaturados), mediante cristalizagdo fracionada e métodos de oxidagdo e
isolamento. Mais recentemente, técnicas de analise estereoespecificas tornaram
possiveis determinacdes detalhadas da posig¢do de cada dupla ligagdo dos acidos
graxos individuais existentes nos triacigliceréis de muitos materiais lipidicos
(Bonatto, 1990; Nawar, 1993; Collins & Braga, 1999; Mondello et al., 2004).

A grande maioria dos lipideos da dieta ¢ absorvida da mucosa intestinal
para o sistema linfatico. Apenas os acidos graxos de cadeia curta e média sdo
absorvidos diretamente para o sistema portal, sendo os primeiros geralmente
metabolizados e utilizados pelos proprios colonécitos. Os lipideos sdo
conduzidos até o figado ou transportados para o tecido adiposo. Em poucas

horas, os quilomicrons sdo removidos do sangue pela lipase lipoproteica, que



hidrolisa os triacilglicerois ¢ fosfolipideos em acidos graxos, glicerol e
substancias contendo fosforo que, dentro da célula adiposa, serdo reesterificados
em triacilglicerdis e fosfolipideos para armazenamento (David et al., 2001; Curi

et al., 2002).

2.2 Composicdo em acidos graxos das fontes lipidicas utilizadas

Os acidos graxos de cadeia média (TCM) para consumo humano sio
encontrados, principalmente, nos 6leos obtidos de palmeiras, dentre eles, o
azeite de dendé, do dendezeiro ou da palmeira oleosa (Elais guineensis), o 6leo
de coco (Cocos nucifera) e o de babagu (Orbigniyas speciosa). O componente
principal dessas gorduras ¢ o acido duodecanoico (46%-47%). Os percentuais de
acidos graxos destas fontes sdo similares, exceto pelo percentual de acido oleico,
que € menor na gordura de coco (7%), em relagdo as outras fontes citadas (14%).

As gorduras de coco e as sementes das palmeiras oleosa e babagu sdo
componentes importantes das margarinas vegetais, contribuindo para a sua
consisténcia solida a temperatura ambiente (Belitz & Grosch, 1988). Lawson
(1999) relata que a gordura de coco ¢ composta pelos acidos nos seguintes
percentuais: 8% octanoico (caprilico), 6% hexanoico (caprico), 49%
duodecanoico (laurico), 18% tetradecanoico (miristico), 8% hexadecanoico
(palmitico), 3% octadecanoico (estearico), 7% octadecenoico (oleico) e 2%
octadecadienoico (linoleico). Existem formas comerciais de moddulos de
lipideos, ou seja, produtos para suplementagdo dietética de composigdo lipidica
predeterminda, descritos como compostos exclusivamente por TCM e sdo
formados dos seguintes 4cidos: céaprico 28%, caprilico 68%, caproico
(decanoico) 1% e laurico 3% (Support, 2006).

Muitos 6leos vegetais, como os de soja, milho, canola, semente de
girassol, agafrdo e nozes, sdo ricos em acidos graxos 6mega 6, como o acido

linoleico (Assis, 1997).



A familia dos acidos graxos 0mega 3 é encontrada nos o6leos de peixe,
de linhaga, de semente do linho (Linum usitatissimum), de noz, de canola (10%),
de soja (7%) e em carnes como a de peru (Assis, 1997; Campos et al., 2002),
assim como em alguns vegetais de folhas verdes, como o ora-pro-nobis ou
beldroega-grande (Talinum Paniculatum) (Mahan & Escott-Stump, 2005). Os
oleos de peixe mais ricos em dmega 3 sdo aqueles provenientes de agua salgada
e fria, como salmao, cavalinha, sardinha (Assis, 1997) e o 6leo de figado de
bacalhau, seguidos do caranguejo, camardo e ostras. O teor de acidos graxos
omega 3 dos peixes também varia conforme as diferentes espécies, sua dieta e
origem, se selvagem ou proveniente de criatérios. Estudos tém sido realizados
para aumentar a concentragdo dos acidos graxos 0mega 3 nos alimentos, como
nos ovos de galinhas alimentadas com dietas ricas em farinha de peixe e 6leo de
linhaga, chegando a um teor de 350 mg por ovo (Mahan & Escott-Stump, 2005).
O oleo de linhaga, por seu elevado teor em acido co-linolénico, se autoxida
facilmente, o que lhe confere um sabor amargo. Mas, uma pequena parte,
prensada a frio, pode ser empregada como 6leo comestivel (Belitz & Grosch,
1988).

Medeiros (2002 citado por Soglia, 2003), relata a média de 53,3% de
acido linolénico e 12,7% acido linoleico no dleo de linhaca, em contraposi¢do
com 6,8% de dacido linolénico e 51,5% 4cido linoleico no o6leo de soja.
Mercadante & Rodriguez-Amaya (1996) encontraram de 5,7% a 8,6% de acido
linolénico (®w3) em trés marcas de 6leo de soja e de 49,8% a 58,8% de acido
linoleico (w6). Lawson (1999) cita, como presentes no 6leo de soja, tracos de
acido miristico, 12% de acido palmitico, 4% de acido estearico, 23% de acido
oleico, 53% de acido linoleico e 8% de acido linolénico.

Diversos autores ja analisaram a composicao dos diversos acidos graxos
no o6leo de soja. Dentre eles, Mondello et al. (2004) verificaram os resultados

comparando cromatografia convencional e rapida e Pereira (2003), em analise



por cromatografia gasosa, relata a composi¢do em o6leo de soja demonstrada na

Tabela 1.

TABELA 1 Composi¢ao de acidos graxos do 6leo de soja por cromatografia

Denominagéo Formula Acidos graxos do 6leo
de soja (%)
Usual IUPAC** Pereira Mondello
(2003) et al.
(2004)
Acido miristico Acido tetradecanoico 14:0 0,06
Acido palmitico Acido hexadecanoico 16:0 11,61 9,79
Acido palmitoleico Acido hexadecenoico 16:1 o7 0,06 0,06
Acido heptadecanoico 17:0 0,07
Acido heptadecenoico 17:1 0,05
Acido oleico Acido hexadecenoico 18:1 ®9 16,15 21,05
Acido linoleico Acido octadecadienoico 18:2 w6 56,07 58,74
Acido o-linolénico  Acido octadecatrienoico 18:3 3 7,48 5,61
Acido y-linolénico 18:3 06 1,32
Acido araquidico Acido eicosanoico 20:0 0,17 0,39
Acido gadoleico Acido eicosenoico 20:1 o7 0,52 0,15
Ac. araquidonico Acido eicosatetraenoico 20:4 w6 0,77
EPA Acido eicosapentaenoico 20:5 ©3 0,53
Acido beénico Acido docosanoico 22:0 0,50
Acido docosadienoico 22:2 6 0,25
DHA Acido docosahexaenoico 22:6 ®3 0,51

**International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)

Fonte: Voet et al. (2000), Curi et al. (2002), Pereira (2003) e Mondello et al. (2004).



Os acidos graxos trans sido encontrados naturalmente no sebo (gordura
bovina) e gordura do leite, em niveis de 2% a 7%, como resultado da
biohidrogena¢do dos animais ruminantes. Mas, a maior fonte alimentar desses
acidos graxos sdo produtos da hidrogenacdo industrial de dleos vegetais (Baur,
1999). Segundo Belitz & Grosch (1988), Normann, em 1902, desenvolveu o
método para hidrogenacdo desses 6leos utilizando o niquel como catalisador.
Devido as desvantagens das gorduras trans no organismo, tem sido
desenvolvidas outras técnicas para a solidificagdo dos 6leos ricos em acidos
graxos poli-insaturados, como a esterificagdo. Outra técnica empregada para
diminuir a necessidade de hidrogenagdo de 6leos vegetais € o desenvolvimento
de espécies vegetais com teores de acidos graxos diferente, como variedades da
canola rica em acido oleico e pobre em acido linolénico (Laga et al., 2004). Mais
de 30% dos oleos e gorduras vegetais produzidos no mundo sdo hidrogenados,
segundo Haumann (1994). No processo de hidrogenagdo industrial de 6leos
ocorre a formagdo de grande quantidade de acidos graxos trans, podendo variar
de 13,02% a 53,09% (Basso et al., 1999).

A composi¢do em acidos graxos em gorduras vegetais hidrogenadas,

segundo Pereira (2003), ¢ mostrada na Tabela 2.
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TABELA 2 Composi¢do de acidos graxos em gorduras vegetais hidrogenadas

por cromatografia

Denominagdo Formula  Acidos graxos do
¢ familia  6leo de soja (%)
Usual IUPAC Pereira (2003)
Acido miristico Acido tetradecanoico 14:0 0,14
Acido palmitico  Acido hexadecanoico 16:0 13,53
Ac. palmitoleico  Acido hexadecenoico 16:107 0,06
Acido estearico  Acido octadecanoico 18:0
Acido Acido octadecenoico 18:1 39,1
Acido a-linoleico Acido octadecadienoico 18:2 w6 12,97
Acido a-linolénico Acido octadecatrienoico 18:3w3 0,11
Acido araquidico  Acido eicosanoico 20:0 0,21
Acido lignocérico Acido anoico 24:0 0,59

Fontes: Voet et al. (2000), Curi et al. (2002) e Pereira (2003).

A composi¢do em acidos graxos, segundo Belitz & Grosch (1988),

Mahan & Escott-Stump (2005) e Nawar (1993), de algumas fontes lipidicas de

origem vegetal, utilizadas no presente estudo, ¢ mostrada na Tabela 3.
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TABELA 3 Composi¢do de acidos graxos das fontes lipidicas utilizadas, em

percentual
Oleo de Gordura de Gordura Oleo  de
linhaca coco hidrogenada soja
Linum Cocos Glycine
usitatissim  nucifera Max.
Acido caprilico 8:0 8,0
Acido caprico 10:0 6,0
Acido laurico 12:0 47,0
Acido miristico  14:0 18,0
Acido palmitico  16:0 6,5 9,0 10,0 10,0
Acido estearico  18:0 3,5 2,5 4,2 3,5
Acido oleico 18:1(9) 18,0 7,0 30,4 21,0
Acido elaidico 18:1* 5,5 0,0
Acido linoleico  18:2(9,12) 14,0 2,5 425 56,0
Vide nota 18:2%* 0,7 0,0
abaixo
Vide nota 18:2%** 52 0,0
abaixo
Acido a- 18:3(9,12,15) 58,0 0,7 8,0
ljnolénico
Acido 20:0 0,0 0,5
araquidico
Acido 20:1 ou 20:2 0,0 0,5
gadoleico

*contém acidos graxos trans 18:1(7 tr) até 18:1(14 tr), sendo os principais 18:1 (10 tr) e
18:1 (11 tr)

** diversos acidos graxos conjugados

*** 4cido isolinoleico e acido isoelaidico

Fontes: Belitz & Grosch (1988), Mahan & Escott-Stump (2005), Nawar (1993) -
modificado

2.3 Funcdes os acidos graxos no organismo

Os acidos graxos de cadeia média necessitam de menos sais biliares para
a sua solubiliza¢do, ndo sdo reesterificados nos enterdcitos, sdo transportados
diretamente pela veia porta, prescindindo da presenca de micelas para a absor¢ao

intestinal. Os referidos acidos graxos livres independem da ligagdo plasmatica
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com a albumina para transporte e, quando ativados na mitocOndria, nao
necessitam do transporte pela carnitina. S3o fontes preferenciais de energia aos
TCL, pois sao digeridos rapidamente, considerando-se que o fluxo portal ¢ 250
vezes mais rapido do que o linfatico e ndo sdo tdo afetados pelos fatores
intestinais que prejudicam a absor¢ao de gordura (Waitzberg et al., 2002; Mahan
& Escott-Stump, 2005). Estas caracteristicas tém levado a sua utilizagdo como
fonte lipidica alternativa, geralmente associada a acidos graxos de cadeia longa,
na forma de triacilglicerdis estruturados, com o objetivo de melhorar a funcao
imune e metabolica de pacientes hospitalizados.

O emprego de lipideos estruturados na fabricagdo de margarina, queijo e
outros alimentos, com o objetivo de melhorar a fungdo imune, o balango
nitrogenado, prevenir trombose, diminuir os niveis de colesterol e o risco de
cancer, tem sido objeto de estudos (Bell et al., 1991). A industria de dietas
especializadas tem fabricado produtos, entre eles modulos de lipideos, cuja
composicao de lipideos € total ou parcialmente na forma de TCM, indicados,
principalmente, para uso em pacientes com dificuldade digestiva ou absortiva
(esteatorreia), distirbios do transporte linfatico, doengas que induzem a
desnutri¢do, estresse metabdlico e hipermetabolismo, tais como o céncer ¢ a
sindrome de imunodeficiéncia adquirida (AIDS), e pacientes que necessitam de
dieta cetogénica (Mahan & Escott-Stump, 2005; Dias, 2005; Support, 2006). A
indicagdo do seu uso tem se estendido a outras situagOes clinicas ¢ estudos
mostram seu efeito no combate a bacteremia, acarretando menor producdo de
eicosanoides do que o 6leo de milho (Kono et al., 2004).

A enterocolite em pacientes oncologicos representa mais um aspecto do
quadro clinico patoldgico desses pacientes (Wetering et al., 2003). Dieta oral
com acidos graxos de cadeia curta oferecida a camundongos, antes do
tratamento com o quimioterapico citostatico ara-C (citarabina), diminuiu os

danos (atrofia inflamag@o e necrose) causados por esta droga ao intestino
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delgado e coélon, representando potencial fator de melhora de pacientes com
mucosite causada pelo tratamento do cancer (Ramos et al., 1997).

Apoés administracdo de lipopolissacarideos bacterianos, aumento de
imunoglobulina A (IgA) secretoria ileal sugere protegdo intestinal por
imunomodulagdo em ratos, tratados previamente com TCM enteral (comparados
ao 6leo de milho). Segundo Kono et al. (2004), houve redugdo dos danos
intestinais e diminuicdo da resposta por citocinas pro-inflamatdrias nos animais
alimentados com TCM por gavagem, comparados aos que receberam o6leo de
milho.

Em relagdo aos TCM, sdo também relatados aumento dos lipideos totais
triacilglicerois, lipoproteinas LDL + VLDL-colesterol, substancias reativas ao
acido tiobabittirico (TBARS) e glutationa reduzida no plasma de camundongos
alimentados com dieta contendo gordura de coco, quando comparadas com 6leo
de soja como fonte de lipideos. Os macrofagos dos camundongos que receberam
gordura de coco tinham também niveis aumentados das concentracdes de
colesterol total, colesterol livre e esterificado, triacilglicerdis e TBARS, mas o
conteudo total de fosfolipideos foi semelhante nos dois grupos (Oliveros et al.,
2004).

Quanto aos acidos graxos poli-insaturados essenciais (AGE), acido
linoleico (®w6) e &cido a-linolénico (w3), sua presenga na composi¢ao da
membrana celular confere a ela a fluidez e a viscosidade especificas, que
permitem a difusdo de diversas substancias fundamentais para o metabolismo
celular e resposta imunologica. Diferenca nas gorduras dietéticas ingeridas
influencia na composi¢ao lipidica da membrana por meio de mudangas nas
quantidades de 4cidos graxos saturados que compdem os fosfolipideos e
parecem estar relacionados a fluidez da membrana. O consumo elevado de 3 e
®6 na dieta pode levar ao aumento de teores desses na membrana, sendo o

primeiro de forma mais lenta (Mahan & Escott-Stump, 2005).
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A importancia dos AGE também ¢ justificada pela sua participagdo em
reacdes inflamatorias diretamente relacionadas a resisténcia imunoldgica,
distarbios metabdlicos, processos trombdticos e doengas neoplasicas, por serem
precursores da sintese de eicosanoides, mais ou menos potentes. O acido
linoleico (18:2w6) forma o, y-linolénico (18:3w6), que é convertido em acido
araquidonico (20:4w6). Este ¢é precursor da sintese de eicosanoides,
especificamente das prostaglandinas da série 2, tromboxano A2 e leucotrienos
da série 4, mediadores potentes envolvidos na inflamagdo, infeccdo, lesdao
tecidual, modulagdo do sistema imune e agregacdo plaquetaria. Em outra via, o
acido . a-linolénico (18:3®3), que ¢ convertido de forma lenta em acido
eicosapentaenoico (EPA) e acido docosahexaenoico (DHA), precursores de
mediadores quimicos menos potentes, as prostaglandinas da série 3, tromboxano
A3 e leucotrienos da série 5. A proporgao dos derivados do acido araquidonico e
acido eicosapentaenoico diretamente ligados a oferta de acidos graxos poli-
insaturados essenciais 6 e ®3 (AGE) ¢ importante regulador do sistema imune,
em que se considera que ®3 tem papel maior no mecanismo de defesa do
sistema imune ¢ 6 participa mais no desencadeamento ¢ na manutengdo da
resposta inflamatoria (Mahan & Escott-Stump, 2005; Yoshida et al., 2003;
Waitzberg et al., 2002).

Para permitir o metabolismo normal dos acidos graxos ®6, mesmo
quando o fornecimento deste € suficiente, parece ser necessaria ingestdo minima
de ®3. A deficiéncia de acidos graxos poli-insaturados essenciais ®6 e ®3 causa
uma série de problemas que serdo descritos posteriormente e pode ser verificada
a partir do aumento plasmatico de ®9, que ocorre por metabolizacdo do acido
oleico (09) e seus derivados na auséncia do fornecimento de 6. Acredita-se

que os derivados de ®9 possam suprir parcialmente as fungdes do w6 na

composi¢do das membranas celulares, porém, os mediadores lipidicos m6, como
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os eicosanoides, ndo sdo os mesmos e, portanto, ndao tém as mesmas fungdes
bioldgicas que aqueles produzidos a partir do ©w9 (Waitzberg et al., 2002).

O efeito benéfico do uso de acidos graxos ®3, notadamente de acido
eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenoico (DHA), tem sido descrito na
prevencgdo e no tratamento de doengas cardiovasculares, na retocolite ulcerativa,
em alteracdes imunologicas e, mais recentemente, nas doencas pulmonares,
como a deficiéncia de surfactante pulmonar (Leite & Peluzio, 2003). Os acidos
graxos ®3 sdo também fundamentais para o desenvolvimento ¢ o funcionamento
do sistema nervoso central. Sua deficiéncia pode levar a diminuicdo da
capacidade de aprendizado e da acuidade visual, por ser importante componente
da composigao lipidica do sistema nervoso central e da retina (Curi et al., 2002).

Muitos dos mediadores inflamatorios associados a infeccdo
generalizada, sepse e a disfungdo de multiplos 6rgdos e sistemas incluem a
sintese de prostaglandinas, leucotrienos e fatores plaquetarios, que sao
metabolitos de acidos graxos ®6. As respostas bioldgicas de eicosanoides
formados a partir de acidos graxos ®3 sdo menos potentes, inclusive a producao
de citocinas e respostas inflamatorias. Estudos clinicos bem controlados
mostram que intervencdo dietética com quantidades aumentadas de acidos
graxos ®3 altera o desenvolvimento de doenga cardiovascular, processos
inflamatérios, desordens autoimunes, infecgdo, rejeicdo a enxertos ¢ doencas
renais.

Nao existe consenso a respeito das doses de lipideos na composigdo
dietética e a propor¢do destes acidos graxos. Especula-se uma relagdo, entre
®6:m3, de 3 a 10:1, diferente da taxa encontrada na alimentacdo ocidental que
fica entre 15-20:1. Alguns autores chegam a mencionar a proporcdo ®6:®3
otima de 2 a 3:1, mais proxima da propor¢ao da dieta da era paleolitica que se
aproximava de 1:1 (Baur, 1999; David et al., 2001; Camuesco et al., 2005,
Mahan & Escott-Stump, 2005).
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Modelos animais para estudo de queimadura comprovaram que a
composi¢do dietética pode afetar a evolugdo clinica e ter efeitos poupadores de
proteina. Efeitos benéficos sdo observados com a oferta de dietas pobres em
gorduras, ricas em Omega 3 (6leo de peixe) com acidos saturados e
triacilglicerois estruturados. A maioria dos estudos descritos pesquisa o
acréscimo dos dacidos graxos 3, juntamente com outros possiveis
imunomoduladores, sendo ainda controverso qual o efeito real de cada um deles
(Waitzberg et al., 2002).

Estudos do uso de acidos graxos ®3 em doencas inflamatorias
intestinais vém sendo feitos ha muitos anos, baseados na baixa incidéncia destas
em esquimos. Segundo Belluzzi et al. (1996), houve reducdo das recidivas de
doenga de Crohn, com o uso de preparagdo 6leo de peixe rico em dmega-3; ja
em revisdo recente, Belluzzi et al. (2000) relatam controvérsias quanto as
vantagens do uso de A&cidos graxos poli-insaturados ®3 nas doengas
inflamatdrias intestinais (colite ulcerativa e doenca de Crohn), pois sdo
dependentes dos efeitos colaterais do tratamento, da forma de selecdo dos
pacientes, das formulas e dosagens usadas nos diversos estudos. Tém sido
realizados estudos com &cidos graxos no trofismo intestinal ¢ imunomodulacao
em diversas situagdes.

O wuso de agressores quimicos, como 4acido acético, acido
trinitrobenzenosulfonico (TNBS) e dextran sulfato de sodio (DSS), causando
lesdes intestinais semelhantes as doencas inflamatdrias intestinais, para avaliar o
efeito protetor de acidos graxos 6mega 3, tem ocorrido em modelos animais. A
maioria destes estudos relata um efeito anti-inflamatério desses acidos graxos.
Camuesco et al. (2005) informam que, em colite induzida por DSS, em ratos
tratados com dieta baseada em azeite de oliva, suplementado ou ndo com 6leo de
peixe, versus dieta com dleo de soja, ocorreu uma menor resposta inflamatoria

coldnica nos ratos alimentados com dieta baseada em azeite. Este efeito benéfico
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foi maior na dieta enriquecida com 6leo de peixe (rico em acidos graxos poli-
insaturados ®3). Avaliaram-se perda de peso, consisténcia das fezes,
sangramento retal, ulceragdo na mucosa epitelial, diminuicdo de muco e
atividade mitotica nas criptas, infiltrado mononuclear e granulocitico na lamina
proépria e submucosa, edema submucoso e vascularizacao.

Campos et al. (2002) mostraram reducdo de diarreia, atenuagdo das
consequéncias morfologicas e diminuicdo da concentracdo de mediadores
inflamatorios, em ratos Wistar com colite aguda induzida por 4cido acético e
tratados com emulsdo lipidica parenteral enriquecida com acidos graxos ®3.
Almallah et al. (2000) avaliaram o efeito de dietas suplementadas com PUFAs
®-3 (EPA ¢ DHA), na forma de 6leo de peixe versus oleo de girassol, pelo
periodo de 6 meses, em pacientes portadores de proctocolite por colite
ulcerativa, demonstrando evidéncias de supressdo da rea¢do imune in Situ e
reducdo da atividade da doenca nos pacientes que receberam PUFA ®-3.

Estudos experimentais utilizando diversos quimioterdpicos para
agressao da mucosa intestinal, efeito colateral presente no tratamento com
antineoplasicos, também tém sido realizados para avaliar o efeito protetor dos
acidos graxos 0mega 3. Formulas enriquecidas com soja e acidos graxos ®3
preveniram a perda das vilosidades intestinais em ratos tratados com o
quimioterapico metotrexato, comparativamente a dieta com caseina (Mitsugi et
al., 2004). Outro trabalho semelhante mostra que dietas suplementadas com
acido graxo poli-insaturado doco-hesahexaenoico (®m3) protegem contra lesdes
intestinais produzidas pela droga antitumoral 5-fluorouacil (5-FU) (Gomez De
Segura et al., 2004).

O mecanismo exato do efeito dos lipideos no sistema imune ainda nao ¢é
bem conhecido, mas existem evidéncias de que muitas fungdes dos macréfagos
dependem de sua composi¢do lipidica. A recep¢do de sinais, transdugdo,

fagocitose e sintese de lipideos oxidados e outros mediadores inflamatdrios
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pelos linfocitos e macréfagos sdo algumas das fungdes dependentes da
composi¢do lipidica, fatores esses que parecem estar ligados a comunicacdo
entre as células e a eficiéncia de defesa do organismo. A transferéncia das
moléculas lipidicas, muita vezes, independe de receptores de membrana, mas
ainda ndo esta totalmente elucidado o papel fisioloégico da transferéncia de
lipideos e quais a classes lipidicas mais importantes neste mecanismo (Curi et
al., 2002; Oliveros et al., 2004).

Os acidos graxos trans se comprimem na biomembrana, devido a sua
conformagdo quimica, como se estivessem totalmente saturados, aumentando
seu potencial de fluidez. Tal caracteristica parece estar ligada a um maior risco
de coronariopatias e outras doengas cronicas, quando seu consumo € aumentado.
A dessaturagdo e o alongamento dos acidos linoleico e a—linolénico para formar
AGE também ¢ inibida pelos acidos graxos trans, possivelmente prejudicando o
desenvolvimento cerebral e de outros Orgdos fetais (Mahan & Escott-Stump,
2005).

No entanto, os efeitos dos acidos graxos trans na saude humana devem
ser revisados, uma vez que existem alguns destes com efeitos benéficos, como ¢
o caso do acido linoleico conjugado (CLA) com isomeria trans (Sanhueza et al.,
2002 citado por Pereira, 2003). Hoje tém sido desenvolvidos produtos
acrescentando fitosterdis e fitoestandis as margarinas para baixar os niveis
séricos de colesterol total e em LDL, efeito esse conseguido sem afetar os niveis
plasmaticos do colesterol HDL (Hicks & Moreau, 2001; Alvarez-Leite &
Peluzio, 2003).

2.4 O quimioterapico citarabina e alguns de seus efeitos no organismo
O citarabina ou ara-C ¢ um antimetabolito, andlogo do nucleosideo 2’-
desoxicitidina, de ocorréncia natural. Ela apresenta, no carbono 2’ da pentose, o

grupamento 2’hidroxila em posicdo trans, formando a arabinose no lugar de
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ribose, encontrada na citidina, ou desoxiribose. A citarabina pode também ser
chamada de citosina arabinosideo, arabinosilcitosina ou, mais adequadamente,
de 1-beta-D-arabinofuranosilcitosina. E usado como antineoplasico no
tratamento de leucemia aguda, especialmente agranulocitica em adultos. Seu
mecanismo de agdo ¢ a inibi¢do da DNA-polimerase, impedindo a sintese de
DNA, apos sua conversao no metabolito ativo ara-CTP. Ela pode também ser
incorporada ao DNA e ao RNA, fator este relacionado com morte celular
(Calabresi & Parks, 1983).

A citarabina ¢ considerada especifica para a fase S (replicagdo do DNA)
do ciclo celular, portanto, é ativa apenas em células em divisdo, sendo incapaz
de causar a morte de células que ndo se dividem. Apresenta alta toxicidade em
células em altos niveis de proliferacdo, como as tumorais (Skipper et al., 1967).
Sua toxicidade ¢ responsavel por varios efeitos colaterais no trato gastrintestinal,
como nauseas, vOomitos, anorexia, dor abdominal, diarréa, febre, estomatite,
mucosite e aversdo alimentar. Esses efeitos afetam diretamente a ingestdo
alimentar e outros nutrientes ¢ também sdo causados por outros antineoplasicos
(Aracytin®, 2000; Dias, 2005).

Em camundongos, dosagens terapéuticas 6timas de ara-C, administradas
intraperitonealmente (IP), 15mg/kg/dose, a cada 3 horas por 24 horas, causam
lesdes das células epiteliais da mucosa intestinal. A lesdo ¢ mais grave nas
primeiras 4 horas que seguem as aplicacdes, recuperando-se completamente em
72 horas. A manuten¢do das doses, por mais de 24 horas, causa lesOes
progressivas da mucosa intestinal ¢ mudangas nos tecidos hematopoiéticos até
aplasia da medula 6ssea, quando a dose letal (360 mg/kg em 72 horas) ¢ atingida
ou ultrapassada (Leach et al., 1969).

Ramos (2003) causou lesdes no intestino delgado, mucosite em

camundongos suicos utilizando ara-C na dose intraperitoneal de 1,8 mg/animal,
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duas vezes por dia, durante 2 ou 4 dias. Os camundongos pesavam em torno de
25 ¢.

O efeito do ara-C em células cancerigenas do colon intestinal pode ser
potencializado in vitro pelo uso de doses pequenas de DHA, comparado com
acido aracddnico (AA). A agressdo as células normais também ¢ aumentada pelo
DHA, porém, em uma propor¢do muito menor (Cha et al., 2005).

A agressdo da mucosa intestinal por quimioterapicos, como a citarabina
ou outros farmacoterapicos, pode ser avaliada por diversos pardmetros, dentre
eles o aspecto histologico e a morfometria de vilosidades intestinais. Podem ser
estudadas a presenca de macrofagos na superficie basal do epitélio, a
hipercelularidade das criptas, o conteudo proteico e de DNA das células da
mucosa, a ruptura da membrana basal e a diminui¢do da altura das vilosidades
intestinais (Ramos, 2003; Seago et al., 1995).

A lesdo inflamatoéria da mucosa intestinal pode ser avaliada por outros
parametros, como os niveis de granulocitos e macrofagos, estimados pela
dosagem da atividade de mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-D-glicosaminidase
(NAG), respectivamente. Em porquinhos-da-india com ileite, causada por
injecdo intraluminal de etanol a 50%, houve um aumento dos niveis de NAG
(p<0,05) no 7° e no 14° dia (p<0,01), apos o tratamento com etanol, sendo

maiores no 14° dia (Seago et al., 1995).
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3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido em conjunto entre o Departamento de
Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras e o Departamento de
Bioquimica e Imunologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). A parte experimental foi
executada no Laboratorio de Aterosclerose ¢ Bioquimica Nutricional (LABIN)
do ICB-UFMG, apbs aprovagdo da Comissdo de Etica em Experimentago

Animal da UFMG.

3.1 Animais experimentais
Foram utilizados camundongos sui¢os (linhagem Swiss/NIH), fémeas,
com 8 semanas de idade, pesando 35,3+5,1g e mantidas em gaiolas coletivas em

salas de ciclo de luz controlado no biotério do LABIN.

3.2 Preparo da dieta

As dietas foram preparadas segundo o padrdo do American Institute
Nutrition (AIN-93), descrito por Reeves et al. (1993) com modificagdes em
relacdo as fontes e ao teor de lipideos, contendo 10% destes em quatro padroes.
Os acidos graxos utilizados foram 6leo de linhaga (rico em dmega 3), gordura de
coco (fonte de triacilglicerois de cadeia média, TCM), gordura vegetal
hidrogenada shortening (rica em acidos graxos trans) e 6leo de soja como grupo
testemunha. Os componentes lipidicos foram adquiridos no comércio da cidade
de Belo Horizonte e cedidos pelo Laboratorio de Bioquimica Nutricional, do
Departamento de Bioquimica e Imunologia do Instituto de Ciéncias Biologicas

da UFMG.
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A dieta foi preparada colocando-se, primeiro, os ingredientes de menor
peso, sucessivamente, exceto pela mistura de vitaminas, que foi colocada por
ultimo, devido a fotolabilidade. A gordura hidrogenada foi aquecida, até adquirir
consisténcia liquida, em micro-ondas (4 minutos, na poténcia para descongelar),
para melhor incorporagdo. Os demais ingredientes foram acrescentados a

temperatura ambiente. Em seguida, foi peneirada cinco vezes e congelada.

TABELA 4 Formulagdo das dietas oferecidas aos animais experimentais,
caracterizadas pelas diferentes fontes lipidicas, elaboradas
conforme AIN-93 com modificacdes

Dieta AIN 93 modificada (isoproteica e isoenergetica) AIN 93
Dieta Experimental (em g/kg) Padrdo

Componentes Linhaca  Coco Gord. Hidr. Soja  kcallkg g/kg  kcalkg
Caseina 193,0 193,0 193,0 193,0 774 200,0 800
Metionina + cistina 2,9 2,9 2,9 2,9 12 3,0 12
Amido de milho 5124 5124 5124 5124 2050 529,5 2118
Sacarose 96,8 96,8 96,8 96,8 387 100,0 400
Celulose 48,4 48,4 48,4 48,4 0 50,0 0
BHT 0,0135  0,0135 0,0135 0,0135 0 0,0140 0
MM* 33,8 33,8 33,8 33,8 0 35,0 0
MV** 9,6 9,6 9,6 9,6 0 10,0 0
Bitartarato de colina 2,4 2,4 2.4 2.4 0 2,5 0
Oleo de soja 0,0 0,0 0,0 100,0 T 70,0 630
Oleo de linhaca 100,0 0,0 0,0 0,0 900 0,0 0
Gordura de coco 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 0
GorduraHidrogenada 0,0 0,0 100,0 0,0 o 0,0 0
Total 1000 1000 1000 1000 4122 1000 3960

* pré mix de minerais - AIN 93 **pré mix de vitaminas - AIN 93.
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A quantidade de agua incorporada a dieta foi calculada, acrescentando-
se agua cuidadosamente até obter a consisténcia de pelet. No preparo dos pelets
seguintes foi colocado o mesmo volume de agua ja calculado. Os pelets foram
embalados em papel aluminio e congelados até o uso. A agua foi incorporada,
ap6s peneirar por trés vezes a ragdo, ja congelada, nas proporc¢des descritas na
Tabela 5, de maneira que as dietas elaboradas permanecessem isoenergéticas e

isoproteicas.

TABELA 5 Proporg¢ao agua (mL) / racdo (g) das dietas utilizadas

Nutrientes Linhaca Coco Gord. Hidr Soja
Racio (g) 500,0 500,0 500,0 500,0
Agua (mL) 2470 250,0 235,5 244.0

3.3 Delineamento experimental

Camundongos suicos criados no LABIN, pesando 35,3+5,1 g, foram
colocados em gaiolas coletivas, com acesso livre a agua e a dieta confeccionada
segundo AIN-93 G, com modifica¢des. Os camundongos foram divididos em 5
grupos de 8 animais. A ingestdo de alimentos foi quantificada diariamente. A
partir do 7° dia, foi administrado, intraperitonealmente (IP), ara-C (1-B-D-
arabinofuranosilcitosina/Aracytin®, citarabina, da Pfizer S/A, Rhodia Farma
Ltda., Brasil), exceto no grupo controle. Os animais foram sacrificados no 9°dia,
sob anestesia (xilazina, 10 mg/kg, e ketamina, 80 mg/kg, intraperitonealmente)
conforme protocolo Comissio de Etica em Experimentagdo Animais (Comité de

Etica em Experimentacdo Animal — CETEA, 2006) para a retirada de sangue. Os
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intestinos foram removidos apés sacrificio e cuidadosamente lavados em

solucdo salina a 0,9%.

3.4 Tratamento com o0 agente quimioterapico

As quatro doses de ara-C foram administradas, intraperitonealmente
(IP), em intervalos de 12 horas (iniciando as 20 horas do 8° dia). A dose foi
calculada conforme o peso do camundongo antes da administracdo, 0,15 mg/10
g de peso/dia. A droga foi diluida em solugdo salina (100mg/5.330uL), no
momento do uso e permanecia em geladeira, a 4°C, por, no maximo, 24 horas.
No grupo controle foi administrada, intraperitonealmente, solucdo salina, no
mesmo volume da citarabina.

O fluxograma dos procedimentos gerais do trabalho estd descrito na

Figura 1.
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Preparo da dieta AIN 93-G*
Com modifica¢des nos lipideos

A 4

[ 5 grupos de 8 animais e pesagem inicial (1° dia)

v v
4 grupos testes 1 grupo controle
v v v v v
Oleo de Gordura Gordura Oleo de Oleo de
linhaga de coco hidrogenada soja soja
\ 4 \ 4 \ 4 \ 4 \ 4

[ Consumo ad libtum de dgua e dieta com 10% de lipideos (durante 9 dias) ]

Aplicagdo da citarabina, IP, de 12/12 h, por Aplicagdo de salina
2 dias (7° ao 9° dia) 0,9%, 1P, 12/12 h por
2 dias (7° ao 9° dia)
Y Y Y Y Y

dos animais e retirada do intestino delgado.

N
[ Pesagem dos animais no 9° dia de experimento, coleta do sangue, sacrificio

A 4 A 4 A 4 A 4 A 4

Andlises do sangue: triacilglicer6is no ato da coleta
Analises do intestino: morfometria (ap6s preparo das laminas),
proteinas e DNA da mucosa intestinal e atividade de NAG**
do segmento intestinal (apds congelamento a — 70°C).

* American Institut Nutrition (1993) ** N-acetilglicosaminidase

FIGURA 1 Fluxograma dos procedimentos gerais do trabalho
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3.5 Analises sanguineas

Amostras sanguineas foram coletadas antes do sacrificio e foi analisado
o teor de triacilglicerois, no mesmo dia do sacrificio, utilizando kits enzimaticos
colorimétricos (glicerol oxidase) da Katal Biotecnologica Ltda., apos diluicdo

1:25.

3.6 Morfometria da altura das vilosidades intestinais

Excluidos os 6 cm proximais ¢ 1 cm medial do intestino delgado, o
restante foi dividido em duas porgdes, parte proximal e distal, que foram
separadas para morfometria. O tecido foi fixado em formaldeido a 10% e
incluido em parafina. Fatias histologicas de 3-5 pum foram coradas com
hematoxilina e eosina e examinadas por uma Unica observadora. A identificagdo

dos grupos foi feita apenas apos as medidas de morfometria.

6 cm proximais Proximal Distal

Medial 1 cm medial
FIGURA 2 Cortes do intestino delgado
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As medidas morfométricas foram realizadas utilizando-se um
microscOpio com uma objetiva 10X, acoplada a uma lente 10X. Foram
fotografados 8 campos por lamina, contendo se¢des verticais das vilosidades e
criptas, sendo medida a altura de trés vilosidades intestinais, por campo
fotografado. Os resultados relatados foram as médias das medidas realizadas nos

8 animais de cada grupo.

3.7 Dosagens de proteinas da mucosa intestinal

Os primeiros 5 ¢cm proximais do intestino delgado foram abertos em
papel de filtro e delicadamente raspados, para remover a mucosa, que foi
coletada, pesada e congelada a -70°C, até as medidas de proteina e nucleotideo
total.

A dosagem de proteinas foi feita de acordo com o método descrito por
Lowry et al. (1951). As amostras intestinais foram pesadas, diluidas em 2 mL de
NaCl a 0,9%, homogeinizadas com triturador ¢ conservadas no congelador a -
70°C.

Colocaram-se 50 uL da amostra diluida 1:5 e completou-se o volume
para 200uL. com NaOH 0,5M. Esperou-se 15 minutos e colocou-se 1 mL da
solucdo A (1 parte de CuSO 4:1 parte de tartarato de so6dio:100 partes de
Na,CO;), em todos os tubos. Adicionaram-se 100uL de Folin 1:1 (em H,O
destilada) em cada tubo e agitou-se imediatamente apos a aplicacdo, colocando-
se em placas para leitura em leitor de espectofotometro, ELISA. Esperou-se 30
minutos e leu-se no espectrofotometro a 660nm. A curva padrdo foi feita
variando-se a dilui¢do do padrao de albumina com concentracdo de 1mg/mL. A
concentragdo de proteinas foi expressa em mg/g de mucosa intestinal e mg/5 cm

de mucosa intestinal.
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3.8 Dosagem de DNA da mucosa intestinal

Os 5 cm proximais do intestino delgado foram abertos em papel de filtro
¢ delicadamente raspados para remover a mucosa que foi coletada, pesada e
congelada, a -70°C, até as medidas de proteina e nucleotideo total.

A dosagem de DNA foi feita de acordo com o método descrito por
Prasad et al. (1972). As amostras intestinais foram pesadas, diluidas em 2 mL de
NaCl 0,9%, homogeinizadas com triturador e conservadas no congelador, a-
70°C.

Foi colocado 0,1 mL da amostra diluidas 1:2,5 em um tubo de ensaio ¢ o
volume completado com 0,4 mL com tampao Tris/NaCl (0,1 M tris/ 0,1 M Na
Cl), acertado para pH 7,5 a 8,8. Depois, foi colocado 0,5 mL de solucao de
brometo de etidio a 20pg/ml em cada tubo e acrescentados 10 ul. de RNAse a
20 mg/mL em cada tubo para a eliminacdo do RNA. Os tubos foram incubados
por 1 hora, a 53°C e, depois, feita a leitura em fluorimetro (365 nm de excitagdo
e 590 nm de emissdo). A curva padrio foi feita variando-se a concentracdo do
padrdo de DNA. A concentracdo de DNA foi expressa em mg/g de mucosa

intestinal e mg/5cm de mucosa intestinal.

3.9 Medida da atividade de N-acetilglicosaminidase (NAG) no intestino
delgado

A medida de atividade de NAG, cuja atividade estd relacionada com
presenca de macrofagos, foi feita de acordo com o método descrito por Bailey
(1988), em duas amostras de 1 cm, das regides proximal e medial do intestino
delgado, que foram retiradas e congeladas (-70°C).

As amostras foram pesadas e foi acrescentado tampao 1 (1,9 mL/100mg
de amostra) gelado, (homogeneizadas) e, em seguida, centrifugadas a 5.000
rotagdes por minuto, durante 20 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi desprezado

e o precipitado remanescente suspendido em NaCl a 0,2% gelado (1,5 mL/100
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mg do peso inicial do tecido). Aguardou-se 30 segundos ¢ adicionou-se NaCl a
1,6% gelado (1,5 mL/100 mg). Homogeinizou-se e centrifugou-se por 20
minutos a 5.000 rpm, a 4°C. Desprezou-se o sobrenadante e acrescentou-se
tampao 2 (1,9 mL/100 mg de tecido inicial). Dividiu-se em duas aliquotas e
acrescentaram-se 2 mL de Triton x-100 0,1% gelado. Homogeneizou-se e
congelou-se novamente.

Centrifugou-se o homogeneizado, a 4°C, por 10 minutos, a 3.000 rpm. A
seguir, adicionaram-se 100 pL das amostras diluidas 1:2 em tampao
citrato/fosfato pH 4,5 a uma placa de 96 pogos em duplicata (o tampao citrato
fosfato - 100 puL corresponde ao branco). As amostras, adicionaram-se 100 pL
do substrato (p-nitrofenil-N-acetil-p-D-glicosaminida), incubou-se a 37°C, por
10 minutos. Apos esse periodo, foram adicionados 100 puL de tampao glicina
0,2M, pH 10,6. A absorbancia foi medida por espectrofotometria em

comprimento de onda de 400 nm.

3.10 Analises estatisticas

Dados referentes a ganho de peso e ingestdo alimentar dos
camundongos, triacilgliceréis no soro, morfometria da altura da vilosidade
intestinal, contetido de DNA e proteinas na mucosa intestinal e atividade de
NAG no tecido intestinal foram avaliados pela analise de varidncia para
comparagdo entre os grupos, com um limite de confianca de 5%.

A andlise estatistica dos experimentos foi feita considerando-se o
delineamento inteiramente casualizado. No experimento foram utilizados cinco
grupos, que foram classificados conforme os tratamentos: 6leo de linhaga,
gordura de coco, gordura hidrogenada e dleo de soja, divididos em duas classes,
caracterizadas pela presenga e a auséncia de citarabina, sendo este denominado

tratamento controle, utilizando o dleo de soja.
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A técnica estatistica utilizada foi dada pela analise de varidncia,
seguindo o modelo inteiramente casualizado (Pimentel, 1990). Porém, pelo fato
de alguns tratamentos terem apresentado perda de repetigdes diferentes,
procedeu-se com a analise desbalanceada. Com base nesses resultados, para as
variaveis que apresentaram significancia (P<0,05), realizou-se a comparagao dos
tratamentos por meio do teste de Tukey, considerando um nivel de significancia
fixado em 5%. No caso da comparacdao dos tratamentos classificados com ou
sem ara, realizou-se a estimag¢ao via contrastes ortogonais.

Para a realizagdo dos procedimentos mencionados anteriormente,

utilizou-se o software SAS versao 8.0, mais especificamente o proc glm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Consumo de racao

No grafico da Figura 3 observa-se a média do consumo diario de ragao
AIN 93 modificada, preparada com gordura hidrogenada (GH), gordura de coco
e os Oleos de linhaga e soja, pelos camundongos, em gramas por dia, durante o

periodo experimental.

Consumo de ragdo (g/dia)
N

Linhaga Coco GH Soja Controle
Grupos

FIGURA 3 Consumo médio (g/dia) de dietas, com diferentes fontes lipidicas,
(6leo de linhaga, gordura de coco, gordura hidrogenada, 6leo de
soja) e controle (6leo de soja) por camundongo, submetido ou nio a
administragao de ara-C.
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A fonte lipidica e/ou a presenca da citarabina ndo afetaram o consumo
de alimentos pelos camundongos de forma significativa, ndo tendo interferido

nos resultados do presente trabalho, como foi demonstrado na Figura 2.

4.2 Peso dos animais
Os pesos médios dos animais, em gramas, no inicio do experimento
(DO0), inicio da quimioterapia (D7) e dia do sacrificio (D9), sdo mostrados na

Figura 4.

45,00
40,00 -
35,00
30,00
25,00 A
20,00
15,00 ~
10,00 A
5,00
0,00

Peso dos camundongos (g)

Linhaga  Coco

FIGURA 4 Peso médio (g) dos camundongos consumindo diferentes fontes
lipidicas (6leo de linhaga, gordura de coco, gordura hidrogenada,
oleo de soja) e controle (6leo de soja) e submetido ou nio a
administragdo de ara-C, no inicio do experimento, inicio da
quimioterapia e antes do sacrificio nos dias (D): DO, D7 e D9 — 1%,
2% ¢ 3" barras do grafico, respectivamente.
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Nao foram observadas, no peso dos camundongos, nas datas
especificadas acima, diferencas (P>0,05) entre os grupos submetidos ao
tratamento com ara-C e o grupo controle, que recebeu 6leo de soja e ndo foi
submetido a quimioterapia. Também ndo houve diferenga significativa, quando
foram comparados os quatro grupos, que receberam citarabina, entre si.

As diferentes dietas oferecidas eram isocaléricas e isoproteicas,
conforme mostrado na Tabela 2, justificando-se a manutencdo de pesos
semelhantes. Camundongos com diferentes pesos poderiam ter proporgao
diferente dos parametros avaliados, dificultando a interpretacao dos resultados.

A média de ganho ponderal dos camundongos entre o inicio do
tratamento com citarabina (D7) e o dia do sacrificio (D9) é apresentada na

Figura 5.

—t—

Ganho ponderal dos Camundongos (g)

Linhaga  Coco GH Soja  Controle
Grupos

FIGURA 5 Ganho ponderal médio (g) dos camundongos, consumindo diferentes
fontes lipidicas (6leo de linhaga, gordura de coco, gordura
hidrogenada, 6leo de soja) e controle (6leo de soja), submetidos ou
ndo a administracao de ara-C, entre o inicio da quimioterapia e dia
do sacrificio.
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Quando foi avaliado o ganho ponderal apos o inicio da citarabina notou-
se que os camundongos tratados com citarabina tiveram uma perda ponderal,
enquanto os ndo tratados mantiveram o ganho ponderal. Os tratados com
citarabina ¢ alimentados com ragdo contendo 6leo de soja apresentaram perda
ponderal significativamente maior (p<0,05). A maior perda ponderal dos
animais tratados com citarabina e alimentados com ra¢do contendo 6leo de soja
pode ser explicada por menor protecdo pelo o6leo de soja, pela acdo pro-
inflamatdria dos eicosanoides ou pela lesdo afetar mais a absorcdo de acidos
graxos poli-insaturados.

A perda de peso pode refletir o efeito da ara-C, que tem como
conhecidas reagdes colaterais: perturbagdes gastrintestinais (enjoo, anorexia, dor
abdominal, diarreia), febre, disfungdo hepatica e inflamagao da mucosa oral com
odinofagia (Aracytin®”, 2000). Estes fatores levam, por si s6, 4 diminui¢do da
ingestdo alimentar e a perda ponderal, independente de mucosite ou de

diminui¢do da absorgdo intestinal.
4.3 Analises sanguineas

As médias dos triacilglicérois séricos, em mg/dL, dos camundongos,

estdo apresentadas na Figura 6.
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FIGURA 6 Médias dos triacilglicer6is séricos (mg/dL), dos camundongos
consumindo diferentes fontes lipidicas (6leo de linhaga, gordura de
coco, gordura hidrogenada, 6leo de soja) e controle (6leo de soja),
submetidos ou ndo a administragdo de ara-C.

Os niveis de triacilglicerois totais no soro dos camundongos
mantiveram-se estatisticamente semelhantes, independente da fonte lipidica e do
tratamento ou ndo com citarabina. Isso demostra que a fonte lipidica ou o tempo
de tratamento nao foram suficientes para provocar mudangas nos niveis de
triacilgliceréis do sangue. E importante salientar que os animais permaneceram
em jejum por 4 horas, antes da coleta do sangue.

Este resultado foi diferente do encontrado por Oliveros et al. (2004), que
relataram aumento dos niveis de triacilglicerois em camundongos tratados com
gordura de coco em relagdo ao 6leo de soja. Isso pode ter acontecido devido a
algumas diferengas no desenho experimental. Os autores citados usaram

camundongos C57BL/6 com 21 dias de idade, pelo periodo de 6 semanas e o
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contetido de gorduras em cada dieta foi de 15%, ou seja, foram cepas ¢ idades de
camundongos diferentes, um maior tempo de tratamento ¢ maior concentragao

de lipideos na dieta.

4.4 Morfometria da altura das vilosidades intestinais

Fotografias de cortes que demonstram o aspecto histologico das
vilosidades intestinais nos 5 tratamentos, utilizadas para a realizacdo das
medidas morfométricas da altura das vilosidades intestinais, sdo apresentadas

nas Figuras 7 a 10.

FIGURA 7 Histologia 1* por¢do do intestino delgado, grupo 6leo de linhaga
(com citarabina)
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FIGURA 8 Histologia 1* por¢do do intestino delgado, grupo gordura de coco
(com citarabina)

FIGURA 9 Histologia 1* porcdo do intestino delgado, grupo gordura
hidrogenada (com citarabina)
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FIGURA 10 Histologia 1* por¢ao do intestino delgado, grupo 6leo de soja (com
citarabina)

-'-\.‘

FIGURA 11 Histologia 1* por¢do do intestino delgado, grupo controle (6leo de
soja sem citarabina)

No grafico da Figura 12 observa-se a média da altura das vilosidades
intestinais da primeira por¢do do intestino delgado dos camundongos, em

micrometros.
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FIGURA 12 Média das alturas das vilosidades intestinais (um) na 1* metade do
intestino delgado de camundongos, consumindo diferentes fontes
lipidicas (6leo de linhaga, gordura de coco, gordura hidrogenada,
oleo de soja) e controle (6leo de soja), submetidos ou nio a
administragao de ara-C.

A altura das vilosidades intestinais foi semelhante (p>0,05) nos grupos
tratados ou ndo com citarabina. Também nao houve diferenca (p>0,05) entre a
altura das vilosidades intestinais, considerando-se os quatro tipos de lipideos
utilizados.

Ramos et al. (1997), utilizando uma dose de citarabina de 3,6 mg/dia em
camundongos suicos com peso médio de 30+2 g (NMRI) por dois dias,
observaram redugdo significativa (p<0,05) do trofismo intestinal, que foi menos
intensa no grupo que recebeu acido graxos de cadeia curta por via oral. Os
mesmos autores verificaram maior redugdo do trofismo intestinal quando
administraram a citarabina por 4 dias, mas parte dos camundongos ndo resistiu e
morreu antes de se completar 4 dias do tratamento.

Apesar de ter sido administrada uma dose maior (média de 5,25 mg/

camundongo/dia ou 1,5 mg/10 g de animal/dia) de citarabina, quando se
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compara com a utilizada por Ramos (2003) (3,6 mg/camundongo/dia ou 1,2g de
animal/dia), a agressdo na mucosa intestinal foi menor neste experimento. A
diferenga observada entre os estudos pode ter ocorrido pela utilizacdo de
camundongos isentos de germes (germefree), portanto, sem uma flora intestinal
protetora e camundongos mais jovens, de linhagem diferente € com menor peso
por Ramos (2003). Além desses fatores, a dieta utilizada era uma ragdo
comercial com menor teor de lipideos (3%) e de proteina. Assim, os animais
experimentais poderiam estar com uma desnutri¢do incipiente, potencializando o
efeito do ara-C no intestino.

Ao se comparar o efeito protetor dos TCC relatados por Ramos (2003)
com os efeitos observados neste trabalho, deve-se considerar que, apesar de os
TCM e TCC terem digestdo e absorcdo semelhantes, suas atividades biologicas
no trato digestorio, provavelmente, sdo diferentes, podendo nio ter o mesmo
efeito de protecdo. A gordura de coco ndo contém acidos graxos de cadeia curta.
Alguns autores, inclusive, ndo consideram o acido laurico, Cjy, (47% de sua

composi¢ao) como acido graxo de cadeia média.

4.6 Proteinas na mucosa intestinal

A média das proteinas dosadas na mucosa dos 5 cm proximais do
intestino delgado dos camundongos ¢ mostrada na Figura 13.

A média das proteinas na mucosa intestinal, corrigidas para o que seria

encontrado em 1 grama de mucosa, pode ser observada no grafico da Figura 14.
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FIGURA 13 Média das proteinas dosadas (em mg/5 cm) na mucosa dos 5 cm
proximais do intestino delgado de camundongos, consumindo
diferentes fontes lipidicas (6leo de linhaga, gordura de coco,
gordura hidrogenada, 6leo de soja) e controle (6leo de soja),
submetidos ou ndo a administracdo de ara-C.
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FIGURA 14 Proteinas (mg/g) dosadas na mucosa dos 5 ¢m proximais do
intestino delgado de camundongos, consumindo diferentes fontes
lipidicas (6leo de linhaga, gordura de coco, gordura hidrogenada,
oleo de soja) e controle (6leo de soja) e submetidos ou ndo a
administragdo de ara-C.
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A quantidade de proteina encontrada na mucosa intestinal dos
camundongos mostrou-se igual (p>0,05) entre os tratamentos, tanto para
proteinas em miligrama por 5 cm de mucosa intestinal, como em miligrama por
grama de mucosa intestinal (Figuras 12 e 13, respectivamente). Este fator pode
estar relacionado a presenca de moléculas inflamatorias ou a perda da
integridade celular. Foi utilizada a unidade de mg por cm, ao serem analisadas as
dosagens, pois o intestino atréfico tem menor quantidade de células. Assim, ao
se corrigir para gramas, estariam sendo superestimadas a mucosa € sua
celularidade, distorcendo o valor real.

Ramos (2003) relatou uma menor quantidade de proteina (p<0,05) na
mucosa intestinal em camundongos tratados com citarabina por 2 dias em
relacdo ao grupo controle. Esta diferenga foi maior ainda quando o tratamento se
estendia para 4 dias. Camundongos de idades, peso e linhagens diferentes e
recebendo dietas com conteudo proteico menor justificam a diferenca dos

resultados apresentados neste trabalho.
4.7 DNA da mucosa intestinal

A média do DNA dosado na da mucosa dos 5 cm proximais do intestino

delgado dos camundongos ¢é apresentada na Figura 15.
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FIGURA 15 DNA (mg/5cm) dosado na mucosa dos 5 cm proximais do intestino
delgado de camundongos, consumindo diferentes fontes lipidicas
(6leo de linhaga, gordura de coco, gordura hidrogenada, 6leo de
soja) e controle (6leo de soja), submetidos ou ndo a administragdo
de ara-C.

Analisando o contraste entre os grupos tratados com citarabina ¢ sem
citarabina, foi detectada uma diferenca significativa, com maior conteudo de
DNA no grupo que ndo sofreu a quimioterapia. Embora anatomicamente
(histologia) o efeito do ara-C ndo tenha sido visto, a reducdo de DNA reflete
uma alteracdo funcional na mucosa intestinal ¢ diminui¢do do numero de células
(quanto maior o numero de DNA, maior o numero de células). Portanto, este
resultado confirma a redugdo do trofismo intestinal. No entanto, ndo ocorreu
diferenca estatistica entre os grupos tratados com diferentes fontes lipidicas e
citarabina, sugerindo que o tratamento com essas diferentes dietas ndo altera a
mucosa intestinal em relagdo aos dos efeitos da citarabina.

No grafico da Figura 16 mostra-se o DNA dosado na mucosa intestinal

em mg/g de mucosa.
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FIGURA 16 DNA (mg/g) dosado na mucosa dos 5 cm proximais do intestinal
delgado de camundongos, consumindo diferentes fontes lipidicas
(6leo de linhaga, gordura de coco, gordura hidrogenada, 6leo de
soja) e controle (6leo de soja), submetidos ou ndo a administragdo

de ara-C.

Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos com e sem
citarabina, nem entre os grupos tratados com diferentes lipideos. Nao ha
controvérsia entre os resultados, este ¢ o discutido anteriormente, pois o0 DNA
deve ser proporcional a quantidade de mucosa raspada, que estd diminuida na
atrofia intestinal. Se esta quantidade for corrigida, também sera aumentada a
quantidade de DNA, distorcendo o resultado real.

O grafico da Figura 17 ilustra a relagdo proteina/DNA, encontrada na

mucosa intestinal.
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FIGURA 17 Relagdo proteina/DNA encontrada na mucosa intestinal de
camundongos consumindo diferentes fontes lipidicas (6leo de
linhaca, gordura de coco, gordura hidrogenada, 6leo de soja) e
controle (6leo de soja), submetidos ou ndo a administragdo de
ara-C.

Nao houve diferenga estatistica entre os grupos tratados com e sem

citarabina, nem entre os grupos tratados com diferentes lipideos.

4.8 N-acetilglicosaminidase (NAG)
A quantidade de NAG dosada na primeira por¢ao do tecido intestinal,
expressa na forma de células, macrofagos, por grama de tecido, ¢ mostrada na

Figura 18.
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FIGURA 18 Macrofagos (células x 10%/g de tecido) dosados por meio da NAG,
em segmento da 1* por¢do do intestino delgado de camundongos
consumindo diferentes fontes lipidicas (6leo de linhaca, gordura
de coco, gordura hidrogenada, 6leo de soja) e controle (6leo de
soja), submetidos ou ndo a administragdo de ara-C.

Foi encontrada maior quantidade de macrofagos na primeira por¢do do
intestino delgado do grupo que ndo recebeu citarabina (p<0,05). Os grupos que
receberam diferentes lipideos e citarabina tiveram comportamento semelhante
em relacdo a presenga de macroéfagos na primeira porg¢ao do intestino delgado.

A migracdo de macrofagos, que pode ser avaliada pela medida da
atividade de N-acetilglicosaminidase (NAG), ¢ de extrema importancia para a
vitalidade das mucosas. A presenga de mais de um tipo NAG em de células da
mucosa intestinal ja foi relatada por alguns autores (Mian et al., 1979). Este fator
pode significar que a NAG, no caso das mucosas intestinais, ndo seja um bom
pardmetro para avaliar a migracdo de macrofagos em tecidos com alteracdes
troficas. A diminuicdo da atividade de NAG no tecido intestinal de

camundongos tratados com citarabina pode ser interpretada como mais um dado
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sugestivo de uma alteragdo funcional do intestino desses animais, refletindo
indiretamente a diminui¢do do trofismo intestinal pelo quimioterapico.

No grafico da Figura 19 observa-se a quantidade de NAG dosada na
segunda por¢do do tecido intestinal, expressa na forma de células, macréfagos,

por grama de tecido.
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FIGURA 19 Macrofagos (cels x 10%/g de tecido) dosados, por meio do NAG, em
segmento da 2* por¢ao do intestino delgado de camundongos
consumindo diferentes fontes lipidicas (6leo de linhaga, gordura de
coco, gordura hidrogenada, 6leo de soja) e controle (6leo de soja),
submetidos ou ndo a administragdo de ara-C.

Na segunda porgdo do intestino delgado, obteve-se um resultado
diferente ao encontrado na primeira porgdo, ou seja, ndo foi encontrada maior
quantidade de macrofagos no grupo que ndo recebeu citarabina (p<0,05). Os
grupos que receberam diferentes lipideos e citarabina tiveram comportamento

semelhante em relacdo a presenga de macrofagos.
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Apesar das diferentes caracteristicas de cada fonte lipidica e de varios
estudos mostrarem um efeito pro-inflamatorio dos acidos graxos n-6 (linoleico),
nas condi¢des experimentais estudadas, ndo foram encontrados tais efeitos.
Também nao foi identificada agdo anti-inflamatoria no grupo que recebeu dieta
rica em acido graxo dmega-3, gordura trans, também fonte de n-6, inerte e a

gordura de coco também sem efeito.
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5 CONCLUSOES

A dose e a duragdo do tratamento com citarabina foram suficientes para
reduzir o peso, a concentracdo de DNA e a migracdo de macrdéfagos, mas,
alteragdes anatdmicas na mucosa intestinal ndo puderam ser detectadas.

O modelo experimental utilizado sugere que as diferentes fontes
lipidicas ndo apresentam caracteristicas especificas (benéficas ou maléficas) que
possam indicar ou restringir seu uso concomitante com citarabina. Trabalhos
com maiores doses, nimero de ciclos ou tempo de tratamento com ara-C sao

necessarios para conclusdes mais consistentes a esse respeito.
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TABELA 1A Resumo das andlises de variancia do peso dos camundongos para
os tratamentos com diferentes fontes lipidicas, com e sem

citarabina.

Peso animal (em g) no dia inicial — DO (Cv=_8,180)

FV GL QM p-valor
Tratamento 4 1,09253375 0,9676
Erro 35 7,9894907

Peso animal (em g) no inicio da citarabina — D7 (Cv=11,161)

Tratamento 4 0,80679125 0,9949
Erro 35 16,8036007

Peso animal (em g) no dia do sacrificio — D9 (Cv=12,283)

Tratamento 4 14,26977875 0,5650

Erro 35 19,0389464

* Significativo a 5%

TABELA 2A Resumo da analise de varidncia da diferenca dos pesos dos
camundongos entre o dia do inicio da quimioterapia e o
sacrificio, para os tratamentos com diferentes fontes lipidicas,
com e sem citarabina.

Diferenca do peso (em g) (Cv=150,0234)

FV GL QM p-valor
Tratamento 4 14,43092125 0,0063
Erro 35 3,3691950

* Significativo a 5%
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TABELA 3A Resumo da analise de varidncia da dosagem dos triacilglicer6is do
soro para os tratamentos com diferentes fontes lipidicas, com e
sem citarabina.

Triacilglicerdis (em mg/dl) (Cv=37,632)

FV GL QM p-valor
Tratamento 4 765,2857500 0,3523
Erro 35 669,21786

* Significativo a 5%

TABELA 4A Resumo da analise de variancia da morfometria das vilosidades
intestinais para os tratamentos com diferentes fontes lipidicas,
com e sem citarabina.

Morfometria (Cv=13,128)

FV GL QM p-valor
Tratamento 4 2352,975000 0,4512
Erro 35 2497,62500

* Significativo a 5%
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TABELA 5A Resumo das analises de variancia da dosagem das proteinas na

mucosa intestinal para os tratamentos com diferentes fontes
lipidicas, com e sem citarabina.

Proteinas (em mg/g de tecido) (Cv=33,813)

FV GL QM p-valor
Tratamento 4 287,541448 0,7304
Erro 35 566,41899

Proteinas (em mg/5 cm de tecido) (Cv=27,323)

Tratamento 4 1,17145625 0,5498

Erro 35 1,51420036

* Significativo a 5%

TABELA 6A Resumo das analises de varidncia da dosagem do DNA na mucosa

intestinal e relagdo proteina/DNA para os tratamentos com
diferentes fontes lipidicas, com e sem citarabina.

DNA (em mg/g de tecido) (Cv=41,909)

FV GL QM p-valor
Tratamento 4 5,15049625 0,6297
Erro 35 7,9056164
DNA (em mg/5cm de tecido) (Cv=36,518)
Tratamento 4 0,05107760 0,0924
Erro 35 0,02351143
Relacdo proteina/DNA (Cv=40,353)
Tratamento 4 27,6440838 0,2909
Erro 35 21,3496161

* Significativo a 5%
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TABELA 7A Resumo das analises de variancias da dosagem da N-
acetilglicosaminidase (NAG) para os tratamentos com
diferentes fontes lipidicas, com e sem citarabina.

NAG na 1? por¢do do intestinol (em cels/g de tecido) (Cv==8,180)

FV GL QM p-valor
Tratamento 4 4,3719761E15 0,0609
Erro 36 5,3903324E14

NAG na 2% por¢ao do intestino (em cels/g de tecido) (Cv=32,485)

Tratamento 4 7.3671428E14 0,7036
Erro 36 1.35140688E15

* Significativo a 5%

TABELA 8A Teste de Tukey para as médias dos tratamentos das varidveis
significativas encontradas na Tabela 2A.

Diferenca de peso (em g) entre a data de sacrificio e o inicio da quimioterapia

Tratamento médias

Soja sem citarabina 0,0750a
Gordura hidrogenada com citarabina -0,4650a
Linhaca com citarabina -0,8362a
Coco com citarabina -1,4925ab
Soja com citarabina -3,3987¢

*Significativo a 5%
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TABELA 9A Teste de Tukey para as médias dos tratamentos das variaveis
significativas encontradas na Tabela 7A

NAG na 1? por¢ao do intestino ( em cels/g de tecido)

Tratamento médias
Soja sem citarabina 6858619a
Soja com citarabina 4042509b
Gordura hidrogenada com citarabina 4532274b
Coco com citarabina 3802677b
Linhaga com citarabina 3732878b

* Significativo a 5%

TABELA 10A Contrastes entre grupos de tratamento com citarabina versus sem

citarabina.
Contraste GL QM p-valor
Peso animal (em g) DO 1 2,30160062 0,5949
Peso animal (em g) DO 1 1,72848062 0,7503
Peso animal (em g) DO 1 28,67095563 0,2280
Diferenca de peso (D9-D7) 1 16,86102250 0,0318
Tracilglicer6is (em mg/dl) 1 812,2515625 0,2781
Morfometria 1 6039,306250 0,1289
Proteinas (em mg/5cm) 1 0,58201562 0,5393
Proteinas (em mg/g) 1 1058,480881 0,1803
DNA (em mg/5 cm) 1 0,11647806 0,0326
DNA (em mg/g) 1 0,76176000 0,7581
Relagdo proteinas/DNA 1 47,48041000 0,1448
NAG 1 (em cels/g) 1 4.1882171E15 0,0085
NAG 2 (em cels/g) 1 6.2273342E14 0,5016

* Significativo a 5%
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