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RESUMO

As gorduras desempenham importante papel em vérios alimentos. A
indGstria alimenticia utiliza tecnologias de modificacdo de 6leos e
gorduras para melhorar as caracteristicas relacionadas ao comportamento
de fusdo, teor de gordura sélida, plasticidade e estabilidade oxidativa,
tornando-as mais funcionais. A hidrogenacdo parcial de 6leos vegetais
por alterar a configuracdo isomérica de acidos graxos insaturados de cis
para trans, vem sendo substituida pela interesterificacdo, uma vez que o
consumo de &cidos graxos trans (AGT) tem sido associado a doencas
cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2 e céancer. Gorduras
interesterificadas sdo livres de trans, mas ricas em &cidos graxos
saturados (AGS), que ocupam principalmente a posi¢do sn-2 dos
triglicerideos (TAG), com melhor aproveitamento pelo organismo,
segundo a literatura. Neste trabalho foram avaliados os efeitos do
consumo de dietas ricas em gordura interesterificada, gordura nao
interesterificada e gordura vegetal parcialmente hidrogenada no ganho de
peso corporal, no perfil bioquimico sérico e na modulacdo do estresse
oxidativo hepéatico em camundongos Balb-c; e no desenvolvimento do
tumor ascitico de Ehrlich (TAE) em camundongos C57BL-6. Dois
modelos experimentais foram realizados. Em ambos, os animais foram
divididos em quatro grupos. O grupo controle (GC) recebeu dieta
normolipidica e os demais receberam dietas hiperlipidicas (40% kcal),
contendo gordura interesterificada (Gl), gordura ndo interesterificada
(GGNI), ou gordura vegetal parcialmente hidrogenada (GGPH). As
andlises das gorduras utilizadas indicaram que a gordura interesterificada
(GI) continha aproximadamente 60% de AGS, principalmente &cido
palmitico (39%); que o blend n&o interesterificado tinha 0 mesmo perfil
de acidos graxos da Gl e continha duas vezes menos AGS na posi¢ao sn-
2 dos TAG do que a Gl; e a gordura vegetal parcialmente hidrogenada
apresentava AGT (20%) e continha 4cido linolénico (6%). No modelo
experimental 1 os camundongos Balb-c (n=6) foram tratados por um
periodo de 75 dias com dietas experimentais. No modelo experimental 2,
ap6s 70 dias de tratamento, os camundongos (n=16) receberam
intraperitonealmente células do TAE e ap6s 10 dias o desenvolvimento
do tumor foi avaliado. Os camundongos Balb-c e C57BL-6 (p<0,001) dos
grupos hiperlipidicos apresentaram maior ganho de peso corporal,
comparado ao GC. Porém, sem diferenca entre GGI, GGNI e GGPH. No
modelo experimental 1, os pardmetros bioquimicos séricos e
biomarcadores do estresse oxidativo hepéatico do grupo GGPH foram
semelhantes aos do GC, exceto pelo aumento do colesterol total (CT)



(p<0,05). Em comparacdo ao GGPH, camundongos do GGI apresentaram
aumentos significativos nos valores plasmaticos de CT (p<0,01), ndo-
HDL-C (p<0,05) e glicose (p<0,05) e glutationa reduzida (GSH) (2,7
vezes, p<0,05) e atividade da glutationa redutase (2,4 vezes, p<0,001)
hepéaticos. No modelo experimental 2, os camundongos C57BL-6 do
GGPH apresentaram resultados semelhantes aos do GC, quanto ao
crescimento do tumor (%), percentual de células apoptéticas e
biomarcadores do estresse oxidativo. Em comparacdo ao GC,
camundongos do GGl e GGNI apresentaram reducdo na sobrevida (20%
a menos), menor percentual de células apoptoticas (3 vezes menos),
elevados niveis de peroxidacéo lipidica (p<0,01) e contetdo depletado de
glutationa reduzida (GSH) (p<0,01) nas células tumorais. O estresse
oxidativo observado nas células tumorais ndo foi suficiente para
prolongar a vida dos camundongos dos grupos (GGl e o GGNI). Em
ambos os modelos experimentais, 0 GGl e o GGNI apresentaram
resultados semelhantes em todos os parametros avaliados. Os resultados
obtidos indicam que a modificacdo da estrutura dos triglicerideos causada
pela interesterificagdo, ndo alterou os resultados dos pardmetros
metabdlicos avaliados, nem afetou de forma diferente o desenvolvimento
do tumor TAE. As dietas contendo acido palmitico (GGl e GGNI)
apresentaram resultados mais deletérios do que a dieta contendo GVPH,
fonte de AGT e &cido linolénico. Os resultados sugerem a necessidade de
mais estudos in vivo com diferentes gorduras interesterificadas, uma vez
que sua utilizagdo tende a aumentar ainda mais em funcdo do intenso
movimento para eliminacdo da gordura trans.

Palavras-chave: Gordura interesterificada. Gordura vegetal parcialmente
hidrogenada. Gordura trans. Acido palmitico. Estresse oxidativo. Cancer.



ABSTRACT

Fat plays an important role in various foods. The food industry uses oil
and fat modification technologies to improve characteristics related to
fusion behavior, solid fat content, plasticity and oxidative stability,
making it more functional. The partial hydrogenation of vegetable oils,
by altering the isomeric configuration of unsaturated fatty acids from cis
to trans, has been replaced by interesterification, since the consumption
of trans fatty acids (TFA) has been associated with cardiovascular
diseases, diabetes mellitus type 2 and cancer. Interesterified fat is trans-
free but rich in saturated fatty acids (SFA), which occupy the sn-2
position of triacylglycerides (TAG), with better absorption by the body,
according to literature. In this work, we evaluated the effects of the
consumption of diets rich in interesterified fat, non-interesterified fat and
partially hydrogenated vegetable fat in body weight gain, in serum
biochemical profile and in the modulation of hepatic oxidative stress in
Balb-c mice; and the development of Ehrlich ascites carcinoma (EAC) in
C57BL-6 mice. Two experimental models were performed. In both, the
animals were divided into four groups. The control group (CG) received
a normolipid diet and the others received hyperlipidic diets (40% kcal),
containing interesterified fat (IFG), non-interesterified fat (NIFG) or
partially hydrogenated vegetable fat (PHFG). Analysis of the fat used
indicated that the interesterified (IF) fat contained approximately 60% of
SFA, mainly palmitic acid (39%); that the non-interesterified blend had
the same IF fatty acid profile and contained twice less SFA at the sn-2
position of TAGs than did the IF; and partially hydrogenated vegetable
fat had TFA (20%) and contained linolenic acid (6%). In the experimental
model 1, the Balb-c mice (n=6) were treated for a period of 75 days with
experimental diets. In experimental model 2, after 70 days of treatment,
the C57BL-6 mice (n=16) received EAC intraperitoneal cells and after 10
days, tumor development was evaluated. Balb-c and C57BL-6 mice
(p<0.001) from the hyperlipidic groups presented higher body weight
gain, compared to CG. However, there was no difference between IGF,
NIFG and PHFG. In the experimental model 1, the serum biochemical
parameters and biomarkers of hepatic oxidative stress in the PHFG were
similar to those of the CG, except for the increase in total cholesterol (TC)
(p<0.05). Compared to PHFG, IFG mice showed significant increase in
plasma values of TC (p<0.01), non-HDL-C (p<0.05) and glucose
(p<0.05) and reduced glutathione (GSH) (2.7-times, p<0.05) and hepatic
reductase glutathione activity (2.4-times, p<0.001). In the experimental
model 2, PHFG C57BL-6 mice presented CG-like results regarding tumor



growth (%), percentage of apoptotic cells and oxidative stress biomarkers.
In comparison to CG, IFG and NIFG mice showed a reduction in survival
(20% less), lower percentage of apoptotic cells (3 times less), and high
levels of lipid peroxidation (p<0.01) and reduced glutathione (GSH)
depleted content (p<0.01) in tumor cells. The oxidative stress observed in
tumor cells was not sufficient to prolong the life of the mice in these
groups. In both experimental models, IFG and NIFG presented similar
results in all evaluated parameters. The results indicate that the
modification of the triacylglycerol structure caused by the
interesterification did not alter the results of the metabolic parameters
evaluated, nor did it affect the development of the EAC tumor differently.
Diets containing palmitic acid (IF and NIF) presented more deleterious
results than the diet containing partially hydrogenated vegetable fat, TFA
source and linolenic acid. The results also suggest the need for more in
vivo studies with different interesterified fat, as their use tends to increase
as a result of the intense movement to eliminate trans fat.

Keywords: Interesterified fat. Partially hydrogenated vegetable fat. Trans
fat. Palmitic acid. Oxidative stress. Cancer.
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INTRODUCAO

Oleos e gorduras s&o constituintes indispensaveis na alimentago
humana, por serem fontes de vitaminas lipossollveis, de acidos graxos
(AG) essenciais, de outros compostos funcionais e de energia. Estas
biomoléculas sdo fundamentais para os processos metabolicos basais e
fazem parte da composicdo de membranas celulares, mantendo sua
integridade e fluidez. Além disso, nos alimentos, os 6leos e gorduras estdo
relacionados as caracteristicas de textura, aparéncia e sabor (BLOCK;
BARRERA-ARELLANO, 2009; DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010).

As gorduras desempenham um papel importante em uma grande
variedade de alimentos processados, como por exemplo shortenings,
margarinas, chocolates, produtos de panificacdo e confeitaria e 6leos de
fritura (MILLS; HALL; BERRY, 2017). A indstria alimenticia utiliza
tecnologias de modificacdo de d&leos e gorduras, tais como a
hidrogenacéo, a interesterificacdo, o fracionamento e a mistura (blending)
- para melhorar as caracteristicas relacionadas ao comportamento de
fusdo, teor de gordura sdlida, plasticidade e estabilidade oxidativa,
tornando-as mais funcionais. Isso porque 0s Oleos vegetais em suas
formas originais tém aplicacGes limitadas (MENSINK et al., 2016).

O século XX foi marcado pela substituicdo das gorduras animais,
como a manteiga e a banha de porco, por 6leos/gorduras vegetais
modificados, como as gorduras parcialmente hidrogenadas (MONDINI;
MONTEIRO, 1994). Essas gorduras tem sido amplamente utilizadas no
ltimo século, uma vez que foram desenvolvidas como uma alternativa
mais barata e mais saudavel em relagdo as gorduras animais, por serem
livres de colesterol e por conterem menor quantidade de AGS (Acidos
graxos saturados) (MENSINK et al., 2016; O’BRIEN; FARR; WAN,
2000).

A hidrogenagcdo parcial de 6leo caracteriza-se pela rea¢do quimica
na qual moléculas de hidrogénio reagem com AGI (&cidos graxos
insaturados), reduzindo o nimero de duplas ligagGes. Entretanto, esse
processo altera a configuragdo isomérica da molécula de AG insaturados,
da configuracéo cis para trans (MENAA et al., 2013b). A gordura vegetal
parcialmente hidrogenada (GVPH) representa a principal fonte de acidos
graxos trans (AGT) na dieta humana (SUNDRAM; KARUPAIAH;
HAYES, 2007).

A partir da década de 1990, evidéncias cientificas passaram a
associar o consumo de AGT, em especial do AG elaidico (18:1 9t), com
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doencas cardiovasculares (MENSINK; KATAN, 1990; ZOCK;
MENSINK, 1996). Posteriormente também foi associada com diabetes
mellitus tipo 2 (LIU et al., 2018; RISERUS, 2006), cancer (CHAJES et
al., 2008; HIRKO et al., 2018a), entre outras doencas. Por essa razéo
varios paises tém adotado medidas para reduzir ou eliminar os AGT de
alimentos processados (L’ABBE et al., 2009). Recentemente a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) langou o programa "Replace”,
cujo objetivo é tornar o mundo livre de gordura trans até 2023
(GHEBREYESUS; FRIEDEN, 2018; WHO, 2018a).

Neste contexto, surgiram as gorduras interesterificadas (GI), com
aplicabilidade nos alimentos semelhante & GVPH, mas, com a vantagem
de serem livres de AGT, pois o processo de interesterificacdo nédo
promove a isomerizacdo das duplas ligagdes dos AG (MENAA et al.,
2013b). A interesterificacdo, por acdo de catalisadores quimicos ou
enzimaticos, promove um rearranjo na distribuicdo dos AG, intra e entre
os triglicerideos (TAG), formando novas espécies de TAG com os AGS
ocupando prioritariamente a posicdo sn-2. Diferentemente do que ocorre
na natureza, onde 0s AGS de alimentos vegetais ocupam prioritariamente
as posicoes sn-1 e 3. Na interesterificacdo, a composicdo em AG da(s)
matéria(s) prima(s) é mantida, mas a composicdo de TAG ¢é modificada,
alterando também suas propriedades fisicas e funcionais (MARANGONI;
ROUSSEAU, 1995; SHAHIDI; SENANAYAKE, 2009).

A alteracdo na distribuicdo dos AG nos TAG, além de alterar
propriedades fisicas da gordura, tais como alteragéo do perfil de fuséo e
retardo da rancificagdo, também pode alterar suas propriedades
nutricionais (BERRY, 2009a; MENAA et al., 2013a). Estudos tem
indicado que os AG presentes na posicdo sn-2 do TAG tendem a ser
melhor absorvidos pelo organismo humano, uma vez que as lipases
pancreaticas hidrolisam especificamente as ligacfes nas posicdes sn-1 e
sn-3. Teoricamente 0s AG livres oriundos das posi¢des sn-1 e sn-3 podem
formar sabdes no ambiente intestinal e se perder nas fezes, ao contrério
dos 2-monoacilglicerdis que sdo rapidamente absorvidos. Portanto, os
efeitos dos AG ocupantes da posicdo sn-2 podem ser potencializados no
organismo (ALFIERI et al., 2018; MILLS; HALL; BERRY, 2017).

As gorduras interesterificadas normalmente séo formuladas com
blends de diferentes dleos e/ou gorduras. Tendem a ser ricas em acidos
graxos saturados (AGS) de cadeia longa, uma vez que apresentam em
suas formulacgdes gordura(s) com alto ponto de fusdo, geralmente fonte
de 4cido palmitico (16: 0) ou acido esteérico (18: 0) (BERRY, 2009b).

Muitos alimentos ultraprocessados contém gorduras modificadas
em sua formulagdo, como gorduras parcialmente hidrogenadas e
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interesterificadas (MONTEIRO etal., 2016). Alimentos ultraprocessados
podem ser entendimentos como formulagdes alimenticias industriais
prontas para o consumo e feitas de substancias extraidas de alimentos
(gorduras, agucar), ou derivadas de constituintes de alimentos (gorduras
hidrogenadas, gorduras interesterificadas) ou sintetizadas em laboratorio
(corantes, aromatizantes e outros aditivos) (LOUZADA et al., 2015).

Pesquisas tém alertado sobre o rapido aumento na producdo e
consumo desses produtos em todo 0 mundo e sua potencial associacdo
com a atual pandemia de obesidade e outras doencas néo transmissiveis
relacionadas a dieta (MONTEIRO et al., 2016; MOODIE et al., 2013;
MOUBARAC et al., 2017).

Alguns estudos abordaram o papel da Gl no metabolismo. No
entanto, as implica¢des nutricionais e de salde do consumo de Gl a longo
prazo precisam ser melhor compreendidas. Além disso, existem
resultados controversos e de dificil interpretagdo, uma vez que as Gl
podem ser formuladas com diferentes combinagdes de 6leos e gorduras e
podem ser comparadas com gorduras diversas. Além disso, varias Gl
utilizadas nas pesquisas nao sao disponiveis comercialmente (MENSINK
etal, 2016; MILLS; HALL; BERRY, 2017).

Por outro lado, estudos epidemioldgicos e experimentais
utilizando modelos animais tém associado o elevado consumo de
gorduras com o risco de desenvolvimento do cancer de mama (GU et al.,
2011; LAMAS et al., 2015; SCHULZ et al., 2008; SIERI et al., 2014;
TURNER, 2011). Adicionalmente, outros estudos tém associado o
aumento do risco de cancer de mama, principalmente a alta ingestdo de
AGS (DANDAMUDI et al., 2018; FASANO et al., 2017; HIRKO et al.,
2018a) e também de AGT de alimentos processados (CHAJES et al.,
2008; HIRKO et al., 2018b; SEILER et al., 2018). Convém destacar, que
0 carcinoma mamario é o tipo de cancer mais incidente entre as mulheres
e é também o que apresenta a maior mortalidade por cancer em todo o
mundo (SEILER et al., 2018).

Assim, o alto consumo de alimentos processados, fontes de
gorduras modificadas (gordura parcialmente hidrogenada e/ou gordura
interesterificada) e a limitada disponibilidade de estudos que
investigaram os efeitos metabdlicos da ingestdo, de longo prazo, de
gorduras interesterificadas comercialmente disponiveis, e sua relacdo
com o cancer justificam a presente pesquisa.

A hip6tese deste estudo é que os efeitos do consumo de uma dieta
hiperlipidica - no perfil nutricional, perfil bioquimico sérico e modulagéo
do estresse oxidativo hepético e no desenvolvimento do tumor ascitico de
Ehrlich em camundongos - seriam mais deletérios quando do consumo de
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uma gordura vegetal parcialmente hidrogenada (por ser fonte de &cidos
graxos trans), seguida da gordura interesterificada (por conter maior
guantidade de &cidos graxos saturados na posicao sn-2). Portanto, menos
deletérios no caso da gordura ndo interesterificada, que ndo é fonte de
graxos trans e apresenta menor quantidade de acidos graxos saturados na
posi¢do sn-2, quando comparada & gordura interesterificada.

O presente documento foi organizado na forma de artigos e esta
dividido da seguinte forma:

Capitulo 1 - Revisdo Bibliografica: neste capitulo sdo abordados
os principais temas envolvidos no trabalho: 1. Oleos e gorduras
alimentares; 2. Gorduras modificadas (gordura vegetal parcialmente
hidrogenada, gordura interesterificada); 3. Gorduras modificadas e
metabolismo lipidico e glicémico; 4. Gorduras modificadas e estresse
oxidativo e 5. Gorduras modificadas e cancer de mama.

Capitulo 2 - Efeitos da suplementacdo de gordura
interesterificada, ndo interesterificada e parcialmente hidrogenada nos
parametros bioquimicos plasmaticos e estresse oxidativo hepatico em
camundongos Balb-c.

Capitulo 3 - Efeitos da suplementacdo de gordura
interesterificada, ndo interesterificada e parcialmente hidrogenada no
desenvolvimento do tumor ascitico de Ehrlich em camundongos C57BL-
6.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar os efeitos da suplementacdo de gordura interesterificada
(GI), gordura ndo interesterificada (GNI) e gordura vegetal parcialmente
hidrogenada (GVPH) no perfil nutricional, perfil bioquimico sérico e
modulagdo do estresse oxidativo hepatico em camundongos Balb-c e no
desenvolvimento do tumor ascitico de Ehrlich em camundongos C57BL-
6.

Objetivos especificos

a) Analisar a composicdo em 4acidos graxos e a distribuicdo
regioespecifica de acidos graxos das Gl, GNI e GVPH.

b) Investigar a composi¢do em triglicerideos da GI, GNI e GVPH.

¢) Avaliar os efeitos da suplementacdo das diferentes gorduras no
consumo alimentar e o ganho de peso corporal nos camundongos
Balb-c e C57BL-6.

d) Awvaliar os efeitos da suplementacéo das diferentes gorduras nos
depositos de gordura abdominal nos camundongos Balb-c.

e) Awvaliar os efeitos da suplementacéo das diferentes gorduras nas
concentracBes séricas de lipideos, glicose e enzimas
transaminases nos camundongos Balb-c.

f) Avaliar os efeitos da suplementagdo das diferentes gorduras na
defesa antioxidante e nos biomarcadores de dano oxidativo
hepético nos camundongos Balb-c.

g) Investigar os efeitos pré ou antitumoral da suplementacdo das
diferentes gorduras em camundongos C57BL-6 inoculados com
tumor ascitico de Ehrlich (TAE), por meio da avaliacdo do
crescimento do tumor e da sobrevida dos animais.

h) Auvaliar os efeitos da suplementacéo das diferentes gorduras no
tipo de morte celular induzido e no ciclo celular de células do
TAE implantadas em camundongos C57BL-6.

i) Avaliar os efeitos da suplementacdo das diferentes gorduras nos
niveis de marcadores de estresse oxidativo e indicadores de
defesas antioxidantes de células de TAE implantadas em
camundongos C57BL-6.
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CAPITULO 1: REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 OLEOS E GORDURAS ALIMENTARES

Oleos e gorduras sdo lipideos compostos predominantemente por
trés AG esterificados a uma molécula de glicerol, os TAG (Figura 1.1).
Os Oleos e gorduras apresentam diferentes composicGes em AG e em
TAG e diferenciam-se por sua consisténcia a temperatura ambiente, sendo
0s Oleos liquidos e as gorduras sélidas (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010).

Figura 1.1 - Estrutura quimica de um exemplo de triacilglicerol

H H
Il ]
CHz—D—C\ /CHE C"iz ,C".i\z JE=¢C ,Cl'iz ,Cl'lz ,Cl'iz LCH:
o CHs \{:HE CHz CHz CHz "CHz 'CHz 'CH:
]
CH—D—C\ ,CH; CH; CH; CH; CH; CH;
CHz “CHz “CHz “CHz “CHy “CHz “CHa
o]
L H, H
L;HE_O_C CHZ GHF! CHZ c—C CH; EH: CH: EH3
M R s T T T Ty
CHz 'CH: 'CH: 'CH; CH: 'CH; CHz CH;

Fonte: Chegg Study (2018).

As caracteristicas fisicas, quimicas, funcionais e propriedades
nutricionais de um 6leo / gordura estdo diretamente relacionadas a
composicdo em 4cidos graxos e a distribuicdo regioespecifica dos
mesmos nas moléculas de TAG (posi¢des sn- 1-3 ou 2) (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2010; SHAHIDI; SENANAYAKE, 2009). A
maioria dos AG encontrados na natureza apresenta cadeia linear, com
nimero par de carbonos (de 14 a 24). Grande parte dos AG insaturados
distribuidos na natureza possuem as duplas liga¢des na configuracdo cis
(os carbonos da dupla ligagdo da cadeia alifatica estdo do mesmo lado),
separadas por um carbono metilénico (duplas ndo conjugadas)
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

No Quadro 1.1 pode ser observada a composicdo em AG de
diferentes 6leos e gorduras. A maioria dos dleos vegetais, como o 6leo de
soja, milho e girassol é predominantemente insaturada, contendo
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principalmente os acidos linoleico (C18:2), oleico (C18:1) e linolénico
(C18:3). A gordura de palma contém quantidades elevadas de AGS,
principalmente de palmitico (C16:0). As gorduras lauricas de palmiste e
coco sao ricas em AGS de cadeia curta, principalmente o acido laurico
(C12:0). Gorduras de origem animal séo ricas em AGS. A manteiga é rica
em AG palmitico (C16:0), estearico (C18:0) e miristico (C14:0).

No Quadro 1.2 estdo apresentados a composicdo em TAG de
diferentes 6leos e gorduras. Os TAG apresentam uma estrutura de “garfo
torcido”, com dois dos acidos graxos nos terminais da molécula do
glicerol apontando para a mesma diregdo (posi¢des sn-1 e sn-3) e outro
apontando para direcdo oposta (posicdo sn-2). De um modo geral, 0s
TAG de origem vegetal tendem a apresentar um AG insaturado na
posicdo sn-2, j& os TAG de origem animal tendem a apresentar um AGS
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). O 6leo de palma, por
exemplo, apresenta na posicdo sn-2 principalmente o &cido oleico
(C18:1), e 0 sebo bovino apresenta o acido palmitico (C16:0) (BERRY;
SANDERS, 2005).

Na digestdo dos TAG no trato digestivo humano, a lipase
pancredtica atua sobre os acidos graxos da posicdo sn-1 e sn-3 (Figura
1.2). Como resultado tem-se AG livres e um monoacilglicerol composto
pelo AG esterificado na posicao sn-2 do glicerol. Os AG livres podem
formar sabes de calcio e/ou de magnésio e ndo serem absorvidos pelo
organismo, por esta razdo atribui-se aos AG das posi¢des sn-1 e sn-3
menor biodisponibilidade e aos AG ocupantes da posi¢do sn-2 um melhor
aproveitamento  pelo  organismo (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010; MU; HOY, 2004).

Figura 1.2 - Lipo6lise de triglicerideos por lipases pancreética e
lipoprotéica.
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Legenda: AG — 4cido graxo
Fonte: adaptado de Berry; Sanders, 2005.
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Desta forma, conhecer a distribuicéo régio-especifica dos AG nos
TAG é uma informacdo relevante, tanto para avaliar as propriedades
fisico-quimicas de um 6leo/gordura, quanto na avaliacdo dos efeitos do
consumo desses sobre parametros relacionados a saude.
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Quadro 1.1 - Composicao de &cidos graxos de diferentes dleos / gorduras

Oleos / gorduras de

/ Acidos graxos Algodio | Coco Esgt;g:i;ie Girassol h"[a'r(l.tfiga Milho | Palma @ |[Palmiste %liim:mj gf Soja
C6:0 Ac. caproico ND ND-0.7 ND ND NI ND ND ND-0.8 ND ND
C8:0 |Ac. caprilico ND |[4.6-10.0 ND ND NI ND ND 2.4-62 ND ND

C10:0 ||Ac. capnico ND 5.0-8,0 ND ND 1732 | ND ND 2,6-5.0 ND ND
C12:0 |Ac. laurico ND-0,2 |45.1-53,2) 0.1-0,5 ND-0.1 || 2,2-4,5 || ND-0.3 | ND-0.5 || 45,0-55.0 || 0,1-0,5 || ND-0.1
C14:0 |Ac. muristico 0,6-1.0 [[16.8-21,0] 1.0-2.0 | ND-0.2 |[5.4 - 14.6]] ND-0,3 | 0.52.0 |[ 14,0-18.0 | 0,5-1,5 || ND-0.2
C16:0 [Ac. palmitico 21,4-26,4| 7.5-10,2 | 48,0-74,0 || 5,0-7.6 || 25 —41 || 8,6-16.5 ||39,3-47.5|| 6.5-10,0 |38,0-43,5| 8,0-13.5
C16:1 ||Ac. palmitoléico || ND-1.2 ND ND-0.2 | ND-0.3 || 2.0-6.0 || ND-0,5 | ND-0,6 || ND-0.2 | ND-0.6 || ND-0,2|
C17:0 [Ac. Arico ND-0.1 ND ND-0.2 || ND-0.2 NI ND-0.1 | ND-0.2 ND ND-0.2 | ND-0.1
C18:0 ||Ac. esteanico 2133 | 2.040 | 3960 | 2.765 | 6-12 || ND-3.3] 3.5-60 || 1.0-3.0 | 3.5-5.0 || 2.0-5.4
C18:1 [[Ac. oléico 14,7-21,7| 5.0-10,0 || 15.5-36,0 |[14,0-359.4|(18,7-33.4(|20,0-42,2|(36,0-44.0|( 12,0-19,0 ||39,8-46,0|/17.0-30,0|
C18:2 ||Ac. linoleico 46.7-58.2| 1.0-2.5 | 3.0-10.0 |[48.3-74.0| 0.9-3.7 |[34.0-65.6] 9.0-12.0|[ 1,0-3.5 |10,0-13.5|[48.0-59.0)
C18:3 |Ac. linolénico ND-0,4 || ND-0.2 ND-0,5 ND-0.3 NI ND-2,0 || ND-0,5 | ND-0.2 | ND-0.6 || 4,5-11.0
C20:0 |Ac. araquidico 0.2-05 |[ND-02 ] ND-1.0 [ 0.1-05 [[12—-24] 0.3-1.0 [ ND-1.0 || ND-0.2 | ND-0.6 |[ 0.1-0.6
C20:1 |Ac. gadoléico ND-0.1 || ND-0.2 | ND-0.4 [ ND-0.3 NI 0.2-0,6 || ND-0.4 | ND-0,2 || ND-0.4 | ND-0.5
C22:0 ||Ac. beénico ND-0.6 ND ND-0.2 || 0.3-1.5 NI ND-0.5 | ND-0.2 || ND-0.2 | ND-02 || ND-0.7
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ND: Néo detectado, definido como 0,05%

NI: N&o informado

(1) Estearina de palma é a fracdo com mais alto ponto de fuséo originaria do fracionamento da gordura de palma
(Elaeis guineensis).

@ Gordura de palma é derivada do mesocarpo (polpa) do fruto da palma (Elaeis guineensis).

@ Oleo de palmiste é derivado da améndoa do fruto da palma (Elaeis guineensis).

@) Oleina de palma ¢ a fracéo liquida derivada do fracionamento da gordura de palma (Elaeis guineensis).

Fonte: (CODEX STANDARDS FOR FATS AND OILS FROM VEGETABLE SOURCES, 1999), adaptada
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Quadro 1.2 - Principais triglicerideos de diferentes 6leos e gorduras

Oleo / gordura Principais Triglicerideos

Algodao PLIiLi POLi LiLiLi

Coco LLL CLL CLM

Girassol LiLiLi OLiLi LiOO
Manteiga PPB PPC POP

Milho LiLiLi LiOLi LiLiP

Palma POP POO POL.i

Palmiste LLL MOL OLO

Soja LiLiLi LiLiO LiLiP

B = C4:0 (Acido butirico); C = C10:0 (Acido caprico); L = C12:0 (Acido
Laurico); Li = C18:2 (Acido Linoleico); M = C14:0 (Acido Miristico); O
= C16:1 (Acido Oléico); P = C16:0 (Acido Palmitico); S = C18:0 (Acido
Estearico).

Fonte: adaptado de Mu; Hoy (2004).
1.1 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE OLEOS E GORDURAS

O comportamento de cristalizacdo de lipideos apresenta forte
influéncia sobre as propriedades fisico-quimicas e sensoriais de produtos
a base de gorduras (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Os
oOleos e gorduras sao polimérficos e apresentam uma tendéncia a formar
predominantemente determinado tipo de cristal (o, B e §°) o que vai
definir a sua aplicabilidade na produgdo de alimentos. A forma a é a
menos estavel, forma B’ é o polimorfo de estabilidade intermediaria e o
polimorfo [ é o mais estavel (O’BRIEN; FARR; WAN, 2000).

Oleos vegetais, tais como o de soja, estearina de palma, girassol e
milho apresentam tendéncia cristalina estavel na forma 3, enquanto que a
gordura de palma, de algodéo, a oleina de palma e a manteiga tendem a
desenvolver cristais do tipo B (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA,
2010).

O contetido de gordura s6lida (conhecido pela sigla SFC, do inglés
Solid Fat Content) € a percentagem de lipideos que se encontra em estado
solido em determinada temperatura (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010). O SFC e a natureza dos cristais de gorduras existentes
influenciam no comportamento de fusdo do produto (ZHONG; ALLEN;
MARTINI, 2014).
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O perfil de fusdo de um 6leo ou gordura tem grande influéncia
sobre a sua aplicacdo nos alimentos e esta na dependéncia direta das
propriedades quimicas dos AG que o compdem. Quanto maior o grau de
saturacdo, o tamanho da cadeia e a presenga de ligacGes na configuracao
trans, mais elevado serd o ponto de fusdo do AG (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2010). Uma gordura apresenta uma mistura
complexa de TAG, cada qual com um ponto de fusdo diferente, por esta
razdo cada gordura apresenta um perfil de fusdo e ndo um ponto
especifico de fusao.

Quanto maior o nimero de duplas ligacdes na configuracao cis,
mais curvada a molécula de AG, o que impede o empacotamento espacial
de agregados desses AG dentro dos cristais (Figura 1.3), enfraquecendo
assim as interacdes de van der Waals, 0 que resulta em menor ponto de
fusdo. Quanto maior o empacotamento, maior a densidade do lipideo. Por
esta razao, os 6leos (ricos em AG insaturados) sdo liquidos a temperatura
ambiente, ou seja, seu ponto de fusdo é baixo, e as gorduras (ricas em
AGS ou AG na configuracdo trans) tendem a ser solidas, uma vez que as
moléculas desses AG sdo mais lineares (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010). A molécula de um AGT se assemelha a de uma AGS,
diferentemente de um AG insaturado na configuracéo cis.

Os TAG podem ser divididos em quatro tipos, de acordo com 0s
tipos de AG que estejam esterificados com a molécula de glicerol
(trissaturados, dissaturados-monoinsaturado, monossaturado-
dinsaturados e totalmente insaturados). No Quadro 1.3 estdo apresentados
alguns exemplos de TAG, seus pontos de fusdo e sua aplicacdo nos
alimentos.

A distribuico regioespecifica dos AG nos TAG também apresenta
influéncia sobre o perfil de fuséo de um éleo e gordura. Quando um AGS
ocupa a posicdo sn-2 do TAG alteram-se as propriedades fisicas da
gordura, tais como a elevacao do ponto de fusdo e retardo da rancificacao
(BERRY, 2009b; MENAA et al., 2013a, 2013b).
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Figura 1.3 - Configuragéo isomérica e grau de saturacao dos &cidos graxos
e justaposicdo de acidos graxos em agregados estaveis.

Grupo 0, ) Q, 0
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hidrocarbdnica
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Acidos graxos Mistura de dcidos graxos saturados e
saturados insaturados
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(a) Configuracéo de &cidos graxos saturado (C18:0). (b) Configuragdo de
acidos graxos insaturado (C18:1). (c) acidos graxos totalmente saturados,
estabilizados por muitas ligagcdes hidrofébicas. (d) presenca de acidos
graxos saturado e insaturados com ligagdes cis, interferindo no
empacotamento, resultando em agregados menos estaveis.

Fonte: Nelson; Cox (2014).
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Quadro 1.3 - Tipos de triglicerideos, estado fisico, ponto de fuséo e
aplicacdo nos alimentos.

Tipos Exemplos de TAG Estado Ponto de Aplicacao
fisico Fusio (°C)
Trissaturados LLL (12:0-12:0-12:0) 46
MMM (14:0-14:0-14:0) 58
PPP (16:0-16:0-16:0) Solido 66 Coberturas duras

SPP (18:0-16:0-16:00) -

SSS (18:0-18:0-18:0) 73

Dissaturados- SSO (18:0-18:0-18:1) Solido-
monoinsatura SOS (18:0-18:1-18:0) semisolido 43 Confeitaria
dos
Monossatura SO0 (18:0-18:1-18:1) | Semisolido 23
dos-Di- -s6lido Margarinas
insaturados
Totalmente 000 (18:1-18:1-18:1) 5 Oleos liquidos
insaturados Lilili (18:2-18:2-18:2) Liquido -13 para fritura, 6leos

LnLnln (18:3-18:3-18:3) -24 para saladas

Legenda: L = C12:0 (Acido laurico); M = C14:0 (Acido miristico); P =
C16:0 (Acido palmitico); S = C18:0 (Acido estearico); O = C16:1 (Acido
oleico); Li = C18:2 (Acido linoleico); Ln = C18:3 (Acido linolénico).

Fontes: Adaptado de Damodaran; Parkin; Fennema (2010); Shahidi;
Senanayake (2009).
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1.2 GORDURAS PARA PRODUTOS DE PANIFICACAO E
CONFEITARIA

As gorduras desempenham importantes fun¢des nos produtos de
panificacdo e confeitaria como incorporacdo de ar, lubrificacéo,
transferéncia de calor, maciez, umidade, sabor, aroma, estrutura e
aumento da vida uatil. A performance das gorduras durante o
processamento e no produto final é afetada pelas propriedades fisico
quimicas da gordura utilizada, tais como relagdo entre o teor de gordura
solida e liquida; o tamanho dos cristais e 0 comportamento de fuséo
(ZHONG; ALLEN; MARTINI, 2014).

As gorduras plasticas sdo desejaveis para produtos de panificacdo
e confeitaria. Gorduras plasticas sdo aquelas que apresentam uma
pequena variacdo no teor de s6lidos em uma ampla faixa de temperatura.
Essa caracteristica permite a submissdo do produto a temperaturas
diversas sem que haja perda da capacidade de aeracdo, nem de sua
consisténcia. Um shortening, gordura vegetal modificada, sélida em
temperatura ambiente e utilizada pela indUstria de alimentos, é um
exemplo cléssico de uma gordura plastica (GRIMALDI; GONCALVES;
ESTEVES, 2000).

A plasticidade de uma gordura é dada pela proporcdo das fases
s6lida e liquida. As propriedades reoldgicas podem ser entendidas como
0 comportamento de corpos solidos e fluidos. As propriedades reoldgicas
“plasticas” desejaveis de gorduras comestiveis costumam ocorrer em
intervalo de temperaturas no qual os lipideos encontram-se parcialmente
cristalinos, ou seja, formando redes tridimensionais de pequenos cristais
de gordura dispersos em matrizes de 6leo liquido, unidos por forcas
internas de coesdo em uma adequada proporcdo (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2010).

A forma B’ apresenta-se como a forma cristalina mais adequada
para a fabricacdo de grande parte dos produtos de panificacdo e
confeitaria. A forma 3’ caracteriza-se por cristais pequenos e delicados
capazes de capturar mais liquido, conferindo textura suave, boa
plasticidade, resisténcia térmica, palatabilidade e brilho ao produto. Por
outro lado, a forma [ caracteriza-se por cristais grandes, podendo produzir
efeitos como granulosidade e arenosidade no produto, mais adequado
para a producdo de massas crocantes para tortas (O’BRIEN; FARR;
WAN, 2000; SHAHIDI; SENANAYAKE, 2009).
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No passado eram utilizadas para a fabricacdo de produtos de
panificacdo e confeitaria, gorduras animais como a banha e a manteiga,
mas, por questdes econdmicas, nutricionais (sdo fontes de colesterol e de
AGS) e de disponibilidade essas gorduras foram substituidas por gorduras
de origem vegetal modificadas (O’BRIEN; FARR; WAN, 2000). Sobre a
questdo nutricional, embora a manteiga e a banha sejam ricas em
colesterol e AGS, hoje sabe-se que as gorduras modificadas,
especialmente se fontes de AGT ndo apresentam vantagens nutricionais
(MENSINK; KATAN, 1990; ZOCK; MENSINK, 1996).
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2 GORDURAS MODIFICADAS

Os 6leos vegetais e as gorduras em sua forma natural tendem a ndo
apresentar caracteristicas plasticas adequadas para serem incorporadas
em um grande nimero de alimentos. Por esta razdo, a industria de
alimentos tem desenvolvido tecnologias de modificacdo de OGleos e
gorduras tornando-as mais adequadas para aplicagdes especificas
(COSTALES; FERNANDEZ, 2009).

Alimentos ultraprocessados apresentam em sua composi¢do
gorduras modificadas (MONTEIRO et al., 2016). Alimentos
ultraprocessados sdo formulagdes alimenticias industriais prontas para o
consumo humano e feitas de substancias extraidas de alimentos (gorduras,
aclcar), ou derivadas de constituintes de alimentos (gorduras
hidrogenadas, gorduras interesterificadas) ou sintetizadas em laboratorio
(corantes, aromatizantes e outros aditivos) (LOUZADA et al., 2015).
Pesquisas tém alertado sobre o rapido aumento na producdo e consumo
desses produtos em todo o mundo (MONTEIRO et al., 2016; MOODIE
etal., 2013; MOUBARAC et al., 2017).

Dentre as tecnologias de modificacdo de 6leos e gorduras estdo,
além da mistura (blending), o fracionamento, a hidrogenacdo e a
interesterificago. Para a producdo de uma gordura modificada pode-se
fazer uso de uma dessas tecnologias ou de uma combinacgdo entre elas
(COSTALES; FERNANDEZ, 2009). Por exemplo, pode-se utilizar para
a fabricacdo de uma gordura interesterificada uma mistura (blending) de
6leo de soja totalmente hidrogenado (hidrogenacgdo total), estearina de
palma (produto do fracionamento) e dleo de algoddo, a qual serd
submetida ao processo de interesterificagéo.

A mistura (blending) consiste em combinar 6leos e/ou gorduras
com o objetivo principal de obter um sistema com propriedades de fuséo
especificas. O fracionamento é um processo fisico através do qual 6leos
e gorduras, frequentemente ricos em AGS, sdo submetidos a diferentes
temperaturas com o objetivo de separar fragGes com diferentes pontos de
fusdo, como as fracdes solida (estearina) e liquida (oleina) (SHAHIDI,
SENANAYAKE, 2009).

A hidrogenacdo de 6leo é um processo no qual sdo adicionados
hidrogénio as duplas ligacGes dos AG, podendo ser parcial ou total. O
objetivo é torna-lo mais sélido em temperatura ambiente, com
comportamento adequado de cristalizacdo e com maior estabilidade
oxidativa, aumentando o tempo de vida de prateleira do produto
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).
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A hidrogenagédo pode ser total ou parcial. A hidrogenacéo total
produz gorduras muito sélidas, totalmente saturadas. E a hidrogenacgdo
parcial caracteriza-se pela producdo de gorduras semi-solidas,
parcialmente saturadas e pela presenca de AG insaturados com
configuragdo isomérica trans, em especial o acido elaidico - C18:1 n-9t
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

A interesterificacdo de um dleo ou de uma gordura, ou de uma
mistura de dleos e gorduras, € 0 processo que consiste em quebra
simultanea das ligacdes éster existentes e formacao de novas ligagdes nas
moléculas de glicerol. A interesterificacdo promove rearranjo na
distribuicdo dos AG, intra e entre os TAG, formando novos TAG, com
novas propriedades fisicas, quimicas e funcionais (MARANGONI;
ROUSSEAU, 1995; RIBEIRO et al., 2007; SHAHIDI; SENANAYAKE,
2009).

O processo de hidrogenagdo parcial era o mais utilizado até
recentemente. Porém, atualmente, em funcdo da formacdo de isdbmeros
trans pelo processo de hidrogenacdo parcial, 0 mesmo vem sendo
substituido pelos processos de hidrogenagdo total, fracionamento e
principalmente pela interesterificagéo.

2.1 GORDURA VEGETAL PARCIALMENTE HIDROGENADA

O processo de hidrogenacdo de 6leos vegetais foi patenteado em
1903. A partir de 1950 a industria de alimentos passou a utilizar
amplamente as GVPH na producdo de biscoitos, bolos, produtos de
panificacdo, batatas fritas, sorvetes. Em nivel doméstico, margarinas,
cremes vegetais e gorduras vegetais culindrias passaram a substituir a
manteiga e a banha (MARTIN; MATSHUSHITA; SOUZA, 2004;
MONDINI; MONTEIRO, 1994; ZOCK; MENSINK, 1996).

Varios fatores contribuiram para o crescente aumento da utilizacdo
da GVPH. Entre eles, o baixo custo, boa disponibilidade, boa
plasticidade, faixa de fusdo adequada para a producdo de diversos
alimentos, boa estabilidade oxidativa e a alegacdo de ser uma gordura
livre de colesterol e com menos gordura saturada que as gorduras de
origem animal (MENAA et al, 2013a; SCHEEDER, 2007;
VALENZUELA; MORGADO, 1999; WASSELL; YOUNG, 2007). A
popularizagdo da GVPH foi impulsionada pela descoberta dos impactos
negativos na salde dos AGS, nas décadas de 1950 a 1970 (WHO, 2018b).

A GVPH ¢ a principal fonte de gordura trans de origem
tecnoldgica (ndo bioldgica) presente na alimentagdo. No inicio dos anos
2000 contribuiam com cerca de 80% a 90% de todos os isdmeros trans
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que estavam presentes na alimentacdo (LARQUE; ZAMORA,; GIL,
2001).

Apesar dos beneficios tecnoldgicos da GVPH, a partir da década
de 90, pesquisas passaram a associar 0 consumo de gordura trans com
problemas relacionados a saude, em especial com as doencas
cardiovasculares (BAYLIN et al.,, 2003; FOURNIER et al., 2012;
KARBOWSKA; KOCHAN, 2011; MENSINK; KATAN, 1990;
MOZAFFARIAN; ARO; WILLETT, 2009; MOZAFFARIAN;
CLARKE, 2009; WILLETT, 2012). Além de outros problemas, como
diabetes mellitus (BALLESTEROS-VASQUEZ et al., 2012; MALIK;
WILLETT; HU, 2013; MENAA et al., 2013a; SANTOS et al., 2013;
WANG; PROCTOR, 2013); doenca inflamatéria (BENDSEN et al.,
2011; MOZAFFARIAN et al., 2004), obesidade (THOMPSON;
MINIHANE; WILLIAMS, 2011), depressdo (SANCHEZ-VILLEGAS et
al., 2011), infertilidade feminina (CHAVARRO et al., 2007), infertilidade
masculina (CHAVARRO et al., 2011), aumento do estresse oxidativo
(BALLESTEROS-VASQUEZ et al., 2012; CASSAGNO et al., 2005;
DHIBI et al., 2011); maior tendéncia ao desenvolvimento de esteatose
hepatica ndo alcodlica (BALLESTEROS-VASQUEZ et al., 2012;
MENAA et al., 2013b) e o cancer, em especial 0 de mama (BAKKER et
al., 1997; CASSAGNO et al., 2005; CHAJES et al., 2008; HOLMES et
al., 1999; HU et al., 2011; KIM et al., 2006; KOHLMEIER et al., 1997;
LAAKE et al., 2013; MAKAREM et al., 2013; WIRFALT et al., 2011).

Diante deste cenério, a Organizacdo Mundial da Saude em 2004
estabeleceu como meta a eliminacdo do consumo de gordura trans,
através da Estratégia Global para Promoc¢édo da Alimentacdo Saudavel,
Atividade Fisica e Saude (WHO, 2004), por considerar ndo haver limite
seguro de ingestdo para este tipo de gordura. Recomendacdo esta
reforcada em 2013 no Plano de Ac¢do para a Prevencdo e Controle de
Doencas Nao-Transmissiveis (WHO, 2013) e em 2018 no Programa
“Replace: a roadmap to make the world trans fat free by 2023 (WHO,
2018a).

Governos e associacdes de diversos paises passaram também a
criar politicas e estratégias para controlar a oferta e o consumo da gordura
trans. A Dinamarca foi a pioneira, ao determinar em 2003 o limite de 2%
de AGT para 6leos e gorduras. A partir de entdo, outros paises, como a
Suica, Estados Unidos da América, Canada, Australia e paises da
América do Sul delinearam outras acfes para reduzir o consumo de
gordura trans (L’ABBE et al., 2009).

No Brasil destacam-se trés estratégias que visam reduzir o
consumo de gordura trans pela populagdo: (a) declaracdo obrigatéria do
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contetido de gordura trans presente em alimentos embalados (BRASIL,
2003); (b) acordo de cooperacdo técnica entre o Ministério da Saude e a
Associacdo Brasileira das Industrias de Alimentos (ABIA) para a reducao
da gordura trans nos alimentos processados (ABIA, 2010) e (c) a
publicacdo dos Guias Alimentares para a Populacdo Brasileira o qual
recomenda evitar o consumo de alimentos ricos em gorduras trans
(BRASIL, 2005) e de alimentos ultraprocessados, frequentemente ricos
em gordura trans (BRASIL, 2014).

A indUstria também tem desenvolvido processos, como a
hidrogenacdo seletiva, que reduz a formagédo de AGT, mas ndo a elimina.
O dleo de soja parcialmente hidrogenado, por exemplo, quando obtido
por diferentes técnicas de hidrogenacao seletiva podem formar diferentes
quantidades de AGT, podendo variar de 2,6% a 34,3% (COSTALES;
FERNANDEZ, 2009).

Neste contexto, surge como substituta da gordura parcialmente
hidrogenada a gordura interesterificada, uma gordura com aplicabilidade
semelhante a GVPH, mas, com a vantagem de ser livre ou com pequena
guantidade de AGT, pois o processo de interesterificacdo ndo promove a
isomerizacdo das duplas liga¢bes dos AG (MENAA et al., 2013a).

2.2 GORDURA INTERESTERIFICADA

A interesterificacdo de 6leos e gorduras tem-se mostrado como
importante método para produgdo de gorduras plasticas com baixos teores
ou auséncia de isbmeros trans.

A interesterificacdo pode ser usada com o objetivo de ampliar o
intervalo pléstico, ou seja, influenciar o comportamento de fusdo,
fornecendo consisténcia desejada em temperatura ambiente e de
refrigeracdo; melhorar o comportamento térmico; e melhorar ou
modificar o comportamento cristalino, estimulando cristais 3° como
polimorfos mais estaveis, de forma a facilitar os processos de producéo e
diminuir a tendéncia a recristalizacdo durante a vida Util do produto
(RIBEIRO et al., 2007). O comportamento de cristalizacéo é alterado, por
dificultar a formacdo de cristais mais estaveis (B), uma vez que a
composicdo de TAG torna-se mais heterogénea (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2010).

Diferentemente da hidrogenacéo, a interesterificagdo ndo afeta o
grau de saturagdo, nem causa isomerizacao das duplas ligagdes dos AG,
ou seja, uma gordura interesterificada apresenta o mesmo perfil de AG da
matéria prima utilizada na sua fabricagdo (COSTALES; FERNANDEZ,
2009; MENAA et al., 2013b). No entanto, ocorre uma alteragdo quanto a
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ocupacdo de &cidos graxos da posicdo sn-2 do TAG, que passa a ser
ocupada prioritariamente por um AGS, o que altera suas propriedades
fisica, funcionais e nutricionais (BERRY/, 2009a; MENAA et al., 2013a).
De acordo com Gouk et al. (2013) o 6leo de palma que apresentava 7,4%
de AGS na posicdo sn-2, ap0s a interesterificacdo passou a apresentar
49%.

Por outro lado, a interesterificacdo frequentemente conduz a uma
reducdo de TAG trissaturados e triinsaturados (COSTALES;
FERNANDEZ, 2009). As alterac@es fisicas que ocorrem nas gorduras
apos a interesterificacdo podem ser justificadas também pela mudanca na
estrutura cristalina das gorduras, cujas formas polimérficas a, B e
apresentam diferentes pontos de fusdo (22,4 °C; 36,5 °C e 41,6 °C,
respectivamente) (BERRY; MILLER; SANDERS, 2007).

Uma gordura interesterificada pode ser obtida a partir de uma
gordura ou de uma mistura de 6leos e gorduras. Podem ser usados 6leos
como o de soja, girassol, canola e milho; gorduras completamente
hidrogenadas e fracdes sélidas obtidas da gordura de palma e de coco
(BERRY, 2009a). Em func¢do da necessidade de utilizacdo de gorduras
com alto ponto de fusdo, uma gordura interesterificada tende a ser rica em
AGS (SANTOS et al., 2013).

Para Hayes; Pronczuk (2010), o 6leo de palma e o 6leo de soja
totalmente hidrogenados interesterificados com outros 6leos sdo 0s mais
utilizados na fabricacdo de GI. No Brasil, Rekson (2007) sugeriu, a partir
de analises dos perfis de AG, gque os 6leos mais comumente utilizados na
producdo de margarinas e cremes vegetais zero trans foram o 6leo de soja,
6leo de soja totalmente hidrogenado, algoddo ou palma e Oleo de
palmiste.

2.2.1 Tipos de interesterificacdo

A interesterificacdo pode ser realizada por processo quimico ou
enzimatico; a interesterificacdo quimica é o método mais utilizado, pelo
menor custo e facilidade de aplicacdo em larga escala (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2010). Neste tipo de processo o catalisador mais
frequentemente empregado é o metoxido de sddio (MeONa), embora
outras bases, acidos e metais também possam ser utilizados (GIOIELLI,
2008; RIBEIRO et al., 2007).

Na interesterificagdo quimica a redistribui¢do dos AG na molécula
do glicerol ¢ feita de forma randomizada (SHAHIDI; SENANAYAKE,
2009). Neste processo sdo formados durante a reacdo produtos
indesejaveis, tais como sabdes, ésteres metilicos, diacilglicerdis e
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monoacilglicerdis, exigindo a etapa de refino posterior (RIBEIRO et al.,
2007).

Na interesterificacdo enzimatica sdo utilizados biocatalisadores,
tais como lipases microbianas (GIOIELLI, 2008; RIBEIRO et al., 2007).
As enzimas utilizadas podem ter seletividade para diferentes AG ou por
regioespecificidade, principalmente para as posi¢cbes sn-1 e sn-3,
permitindo desta forma, maior controle sobre os produtos formados
(SHAHIDI; SENANAYAKE, 2009).

A interesterificacdo enziméatica é mais adequada para a produgdo
de lipideos com composicGes especificas, inclusive aquelas destinadas a
aplicagcdes medicas e funcionais, como por exemplo, na producdo de
substitutos de manteiga de cacau e lipideos para formulagfes infantis
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010; GIOIELLI, 2008;
MENAA et al., 2013a).

A interesterificacdo enzimética apresenta algumas vantagens em
relacdo a interesterificacdo quimica. Além da maior especificidade, o
processo é mais simples, apresenta elevada eficiéncia catalitica e ocasiona
menos impacto ao meio ambiente. O processo enzimatico produz menor
guantidade de subprodutos, necessita de menor quantidade de agua,
menor consumo de energia e ndo utiliza produtos quimicos agressores ao
meio ambiente. Além disso, em funcdo das condicGes de pH e de
temperaturas mais brandas, tendem a produzir menos danos ao produto
(PULIGUNDLA et al, 2012; SHAHIDI; SENANAYAKE, 2009;
SPERANZA; RIBEIRO; MACEDO, 2016).

2.2.2 Consumo de gorduras interesterificadas

A interesterificacdo ndo é um processo novo, os principios basicos
foram documentados pela primeira vez em 1969 (MENAA et al., 20133;
WASSELL; YOUNG, 2007). Porém, a producdo de gorduras
interesterificadas iniciou de forma mais significativa a partir da década de
1990, quando o conhecimento sobre os maleficios da gordura trans
tornaram-se mais evidentes (MENAA et al., 2013b).

Muitos alimentos industrializados estéo sendo formulados com Gl
(BERRY, 2009a). Shortenings, margarinas e cremes Vvegetais
comercializados estdo sendo fabricados com Oleos vegetais
interesterificados (CAVENDISH et al., 2010; REKSON, 2007). A
reducdo da presenga de gordura trans em alguns alimentos, como
apontado por algumas pesquisas, pode também indicar de forma indireta
0 uso crescente deste tipo de gordura (ARCAND et al., 2014; HOOKER,;
DOWNS, 2014; INNIS; GREEN; HALSEY, 1999; OTITE et al., 2013).
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A Gl ja faz parte da alimentacdo de muitas populagdes, porém,
pouco se sabe sobre as implicacdes da sua ingestdo sobre a salde dos
consumidores.

2.2.3 Estudos sobre o efeito do consumo de Gordura Interesterificada

Foram encontrados vinte estudos experimentais com animais que
avaliaram os efeitos do consumo de Gl sobre a salde (Quadro 1.4).
Alguns estudos compararam os efeitos do consumo de uma GI com uma
gordura similar, com o mesmo perfil de AG, mas sem passar pelo
processo de interesterificagdo e outros com outras gorduras, como a
GVPH e a gordura de palma, principalmente.

Os animais mais frequentes nesses experimentos foram ratos
Wistar, utilizados principalmente por uma equipe da india liderada pelo
pesquisador Lokesh, cujo objetivo dos experimentos era verificar os
efeitos do consumo de uma diversidade de misturas de O6leos,
interesterificados e ndo interesterificados, e comparar com a gordura de
coco, bastante utilizada naquele pais. Nos Ultimos anos surgiram
pesquisas com camundongos C57BL/6 (AFONSO et al., 2016; GOUK et
al., 2014, 2013; MAGRI et al., 2015; MISAN et al., 2015; VELASCO et
al., 2015, 2017).

O tempo dos experimentos, além de avaliagdo dos efeitos pos-
prandiais, variou de 21 a 120 dias, sendo 60 dias o periodo mais frequente.
Foram diversos os tipos de 6leos e gorduras usados na formulagéo das Gl,
sendo a maioria produzida em laboratério. Apenas um pequeno nimero
de estudo utilizou GI comercial (BISPO et al., 2015; MAGRI et al., 2015;
MISAN et al., 2015; VELASCO et al., 2015), com o objetivo de avaliar
os efeitos do consumo materno de GI, durante a gestacao e lactacéo, sobre
a prole. Outro estudo (RODRIGUES; SCHIESSEL, 2009), utilizou Gl
comercial, com diferentes percentuais na racdo. Com relacdo a quantidade
de GI, a maioria das pesquisas substituiu a gordura da racdo pela gordura
teste, mantendo uma quantidade de 6leo de soja para garantir o
fornecimento dos AG essenciais. Apenas trés estudos trabalharam com
dieta hiperlipidica. Gouk et al (2013) e Gouk et al (2014) avaliaram o
acumulo de gordura corporal e Afonso et al (2016) investigaram os efeitos
do consumo sobre o desenvolvimento de leséo aterosclerotica.

Quanto as pesquisas com seres humanos, foram encontrados
dezessete estudos (Quadro 1.5). Desses, oito estudaram os efeitos pds-
prandiais (até 6 ou 8 horas, ap6s o consumo) e 8 realizaram avaliacdes
por periodos mais longos, sendo os mais frequentes de 3 a 4 semanas. No
primeiro grupo o tamanho da amostra variou de 9 a 50 participantes
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(média 23) e no segundo grupo de 27 a 60 participantes (média 40).
Metade dos estudos incluiu homens e mulheres, sendo quase todos
saudaveis. Apenas dois estudos crénicos trabalharam com individuos
hipercolesterolémicos (NESTEL et al., 1995; NOAKES; CLIFTON,
1998); um estudo de avaliacdo pds-prandial trabalhou com individuos
obesos (ROBINSON et al.,, 2009) e outro com individuos com
hipertrigliceridemia (HALL et al., 2014).

Assim como nos estudos com animais, algumas pesquisas com
seres humanos compararam os efeitos do consumo de uma determinada
gordura antes e apds a interesterificacdo, tais como oleina de palma
(BERRY et al., 2007; FILIPPOU et al., 2014b; HALL et al., 2014; YLI-
JOKIPII et al., 2001; ZOCK et al., 1995), manteiga (CHRISTOPHE et
al., 2000), gordura de karité (BERRY; MILLER; SANDERS, 2007),
misturas de O6leos e gorduras (MEWNER; WESTSTRATE, 1997;
ROBINSON et al., 2009). Outros estudos compararam a Gl com gordura
trans, 6leo de girassol alto oleico, manteiga e banha (NESTEL et al.,
1995; NOAKES; CLIFTON, 1998; SANDERS et al., 2011; SUNDRAM,;
KARUPAIAH; HAYES, 2007; ZAMPELAS et al., 1994). A propria Gl
apresentou diferentes composi¢des, entre os estudos descritos.
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Quadro 1.4 - Resumo das pesquisas com gordura interesterificada, envolvendo experimentos com animais.

Estudo / Dieta / Tipos de % de Variaveis Principais resultados
Animais / Tempo gordura gordura investigadas
do experimento da dieta
(VELASCO etal., | Idem Idem Bioenergética | - Gl elevou glicemia
2017) Velasco et al (2015) | Velasco et | mitocondrial e | - Gl e trans elevaram Triglecerideos
Camundongos al (2015) metabolismo - Figado com menos AG mono e poli-
C57BL/6 lipidico insaturados, possivelmente alterando funcéo
(mées e prole (&) hepético mitocondrial.
(AFONSOetal,, |- AGPI (6leo | Dietarica | - Lipideos | - Interesterificacdo ndo altera lipideos
2016) girassol e canola) em gordura | plasmaticos e | plasmaticos.
- Trans (100% | (40% kcal | lipoproteinas - Trans aumentou mais colesterol do que OP
Camundongos GVPH de 6leo soja) | de - Area de lesdo | IE, mas ambos aumentaram LDL
LDLr-KO - OP — (95% oleo | lipideos) arterial - OP IE induziu maior secre¢do de IL-1pB,
(C57BL/6). palma, 4% soja, 1% - Inflitragdo de | MCP-1 e IL-6 de macréfagos peritoniais
16 semanas canola) Tipo  de | macrofagos - OP IE - maior lesdo aterosclerotica,
-OPIE interesterif | - Conteldo de | infiltracdo de macrofagos e conteldo de
- Estearico (42% | icacdo ndo | colageno col&geno do que os demais grupos.
6leo de canola TH | citada. - inflamacéo - Gl com C16:0 induz o desenvolvimento da
40,5% girassol alto - Efluxo de | aterosclerose pelo acimulo de colesterol nas
oleico, 2% soja) colesterol dos | particulas de LDL e células macrofagicas,
- Estedrico IE macrdfagos ativando o processo inflamatorio.

Legenda: C16:0 — acido palmitico; AGPI — acidos graxos polissaturados; Gl — gordura interesterificada; GVPH — gordura
vegetal parcialmente hidrogenada; IE — interesterificado; OP — éleo de palma; TH — totalmente hidrogenado.
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Quadro 1.4 - Resumo das pesquisas com gordura interesterificada, envolvendo experimentos com animais (cont.)

Estudo / Dieta / Tipos de % de Variaveis Principais resultados
Animais / Tempo gordura gordura investigadas
do experimento da dieta

(BISPO et al., Idem Idem - Indice de - Trans, 6leo de palma e Gl consumidas pela
2015) Velasco et al (2015) | Velasco et | adiposidade mée durante a gestacéo e lactacdo, afeta

al (2015) - Proteinas: negativamente a regulacéo na ingestéo de
Ratos Wistar Receptor de alimentos na prole, em resposta a
(maes e prole insulina e Akt | administracdo de insulina.
machos). quinase B
Gestacdo e (PBK)
lactacdo (3 meses)
(MISAN et al., Idem Idem - Perfil de AG | - Trans, 6leo de palma e Gl consumidas pela
2015) Velasco et al (2015) | Velasco et | no cérebro mée durante a gestacdo e lactacdo, pode

al (2015) - Densidade de | desencadear os passos iniciais da inflamacéo
Camundongos capilares no cérebro da prole, na fase adulta.
C57BL/6 cerebrais - Mudancgas do perfil de AG
(prole machos) -Interagdes - aumenta interagdo leucécito-endotélio
Gestacdo e leucécito- - Tendéncia em aumentar TLR4
lactacdo (3 meses) endotélio

- Inflamacéo

Legenda: cont. — continuacdo; Gl — gordura interesterificada; TLR4 - Toll-like receptor 4 ou receptor do tipo Toll 4
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Quadro 1.4 - Resumo das pesquisas com gordura interesterificada, envolvendo experimentos com animais (cont.)

C57BL/6 fémeas.
Gestacdo/ lactacdo

Estudo / Dieta / Tipos de % de Variaveis Principais resultados
Animais / Tempo gordura gordura investigadas
do experimento da dieta
(VELASCO et al., | Dieta materna: Normoli | - Adiposidade - Gl e OP > ganho de peso e mais gordura em
2015) AIN-93 G, pi-dica - Perfil de AG do | algumas areas; Depdsito gordura >em Gl
Normolipidica, ¢/ | (7%). cérebro - GVPH > area de adipdcitos em outras areas;
Camundongos uma das gorduras: - Densidade OP > n° de adipdcitos em uma das areas;
C57BL/6 GVPH, OP e Gl Tipo de capilar funcional - GVPH, OP e GI — alteracdo da micro
Gestacéo e (6leo palmiste interester | cérebro; circulagio no cérebro, c/aumento de
lactagdo (3 meses) | 2,5%; estearina ificacéo interacdes leucécitos. Mas GVPH maior adeséo.
palma 45%; 6leo | ndo leucdécito- - Gl e OP como substituto de GVPH na dieta
de soja 45%; e citada. endotélio materna pode predispor a prole a obesidade e
GVTH 7,5%. inflamacao no cérebro, quando adulta.
(MAGRI et al., Idem Idem - Ganho de peso - Maior ganho de peso nos grupos palma e
2015) Velasco et al Velasco |- Avaliacdo da | GI, do que GVPH.
(2015) etal adiposidade - Ingestdo materna de Gl e / ou Gord. palma
Camundongos (2015) - Histologia e | durante a gravidez e lactacdo predispde a

morfometria do
tecido adiposo.

prole ao desenvolvimento da obesidade na
vida adulta em camundongos.

Legenda: cont. — continuacdo; Gl — gordura interesterificada; GVPH — gordura vegetal parcialmente hidrogenada; GVTH —
gordura vegetal totalmente hidrogenada; IE — interesterificado; OP — dleo de palma.
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Quadro 1.4 - Resumo das pesquisas com gordura interesterificada, envolvendo experimentos com animais (cont.)

Estudo / Dieta / Tipos de % de Variaveis investigadas Principais resultados
Animais / Tempo gordura gordura da
do experimento dieta
(GOUK et al., Manteiga de | Racdo com | - Peso/ Massa corporal - C18:0 nas posigbes sn-1,3
2014) cacau, Oleo de | 150 g da |- Gordura subcutanea, | acumulou menos gordura corporal
palma, de girassol | gordura visceral e total do que C16:0.
Camundongos rico em oleico. Na | teste/lkg de | - Lipideos fecais — Indice
C57BL/6. posicdo sn-2 18:1. | racdo (60% | de excrecdo de &cidos
15 semanas Nas posicdes 1 e | kcal graxos
3: 16:0, 18:0 ou | lipideos)
18:1.
(GOUK et al., Oleina de palma | Ragdo com | - Peso/ Massa corporal - OP GNI (rico em AGS nas
2013) GNI (sn-2 - AGS | 150 g da |- Gordura subcuténea, | posicbes 1 e 3) levou ao menor
7,4%); OPI (sn-2 - | gordura visceral e total acimulo de gordura corporal
Camundongos AGS 49%); ou | teste/kg de | - Lipideos fecais — indice | (massa de gordura: consumo) e
C57BL/6. 6leo de soja. racdo (60% | de excrecdo de acidos | maior excrecdo de AGS nas fezes,
15 semanas Interesterificagdo | kcal lip.). graxos do que OP GI.
quimica - Correlagdo negativa entre

acumulo de gordura por consumo
alimentar e o conteldo de AGS
nassn-1le3

Legenda: cont. — continuacdo; AGS — acidos graxos saturados; C16:0 — acido palmitico; C18:0 — &cido estedrico; Gl — gordura
interesterificada; GNI — gordura ndo interesterificada; OP — oleina de palma.
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Quadro 1.4 - Resumo das pesquisas com gordura interesterificada, envolvendo experimentos com animais (cont.)

Estudo / Dieta / Tipos de % de Variaveis investigadas Principais resultados
Animais / Tempo gordura gordura da
do experimento dieta
(FARFAN et al., GNI e GI (IE) - |4g / 100 g | - Perfil de  AG | - Qto maior o ponto de fusdo mais
2013) Mistura 60/40 de | ragdo (AIN- | plasmaticos (pg/ml) lenta a absor¢éo, mas sem efeito
6leo de linhaga | 93) + 1 mla | - AUC plasméatico de | sobre o total absorvido.
Ratos  Sprague- | (rico em C18:3) + | 36 °C, por | C18:3n3 - Sem diferenga significativa na
Dawley, estearina de palma | gavagem. absorc¢do de AG linolénico.
Machos. (>60% AGS; rico
Pés-prandial em C16:0 e
(tempo O e 12h) tripalmitina).
(SHARMA,; Racdo AIN 76, ¢/ |10 g de |- Colesterol, HDL-C, | Gl reduziu LDL e Triacilglicerol
LOKESH, 2013) | 10gde Gl (IE) ou | gordura LDL-C/ VLDL-C, TAG,
GNI, compostas | (20% kcal de | fosfolipideos
Ratos Wistar | por:  Oleo  de | lipideos). - Perfil AG soro
machos. amendoim e de - Atividade HMG-CoA
60 dias linhaca. redutase

- Eficiéncia alimentar

Legenda: cont. — continuagdo; AGS — cidos graxos saturados; C18:3 — acido linolénico; GI — gordura interesterificada; GNI
— gordura ndo interesterificada; IE — interesterificacdo enzimatica; 1Q — interesterificacdo quimica.
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Quadro 1.4 - Resumo das pesquisas com gordura interesterificada, envolvendo experimentos com animais (cont.)

desmama-dos
(ambos sexos).
8 semanas

- Perfil de lipideos sangue
e insulina

- Perfil de &cidos graxos
no musculo e tecido
adiposo

Estudo / Dieta / Tipos de % de Variaveis investigadas Principais resultados
Animais / Tempo gordura gordura da
do experimento dieta
(REENA; Racdo AIN 76, ¢/ | 10 g de | - AG figado e soro - Gl reduziu (-10%) LDL,
LOKESH, 2012) | 10 g de GI (IE) ou | gordura - colesterol, HDL-C, | comparado a mesma gordura GNI
GNI, compostas | (20% kcal de | LDL-C+VLDL-C, TAG | - Gl reduziu peso do figado,
Ratos Wistar | por:  Oleo  de | lipideos). - Fosfolipideos comparado a mesma gordura GNI.
machos. palma / de farelo
8 semanas de arroz.
(PONNAMPALA | 4 grupos: Banha; | 11 g/ 100 g | - Ganho de peso; | - Consumo e ganho de peso —
M etal., 2011) Oleina de palma | de racdo | Eficiéncia alimentar Maior OP IE.
(OP) natural; OP | (31% kcal de | - Massa gorda / massa | - TAG — Maior em OP |E e Banha
Leitdes récem | IQ e OP IE. lipideos). magra - LDLc — Tendéncia a ser menor

no OP natural

- AGS no tecido adiposo — Maior
no grupo Banha

- Gordura corporal — Maior no
grupo Banha

Legenda: cont. — continuacdo; AGS — &cidos graxos saturados; C18:3 — &cido linolénico; GI — gordura interesterificada; GNI
— gordura ndo interesterificada; IE — interesterificagdo enzimética; 1Q — interesterificagdo quimica; OP — oleina de palma
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Quadro 1.4 - Resumo das pesquisas com gordura interesterificada, envolvendo experimentos com animais (cont.)

Estudo / Dieta / Tipos de % de Variaveis investigadas Principais resultados
Animais / Tempo gordura gordura da
do experimento dieta
(REENA; Racdo AIN 76, ¢/ |10 g de |- Colesterol, HDL-C, | - Gl reduziu colesterol e LDL /
GOWDA; 10 g de GI (IE) ou | gordura LDL-C/VLDL-C VLDL de forma mais significativa
LOKESH, 2011) | GNI, compostas | (20% kcal de | -  Atividade enzima | que GNI (-15%)
por: Oleo de coco | lipideos). HMG-CoA redutase - Efeitos atribuidos provavelmente
Ratos Wistar | / de farelo de arroz - Genes (RNAm) | a > captacéo de colesterol LDL no
machos. / de gergelim. envolvidos com  a | figado (regulagdo + de LDL-R) e
60 dias homeostase do colesterol | aumento da via catabolica atraves
no figado da ativacdo de expressdo do gene
CYP7AL.
(REENA; Racdo AIN 76, ¢/ | 10 g de | No figado e namembrana | - Sem diferenga entre Gl e GNI
LOKESH, 2011) | 10 g de GI ou | gordura do eritrocito: - Misturas Gl e GNI (ricos em
GNI, compostas | (20% kcal de | - Peroxidacao lipidica, AGP) apresentaram > peroxidagao
Ratos Wistar | por: Oleo de coco | lipideos). - Enzimas antioxidantes lipidica e > atividade enzimatica
machos. / de farelo de arroz - Perfil de AG do que dleo de coco.
60 dias / de gergelim. - Relacdo AGPI/AGS importante

para stress oxidativo.

Legenda: cont. — continuacdo; AGS — acidos graxos saturados; AGPI — &cidos graxos polissaturados; Gl — gordura
interesterificada; GNI — gordura ndo interesterificada; IE — interesterificagdo enzimatica.
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Quadro 1.4 - Resumo das pesquisas com gordura interesterificada, envolvendo experimentos com animais (cont.)

Estudo / Dieta / Tipos de % de Variaveis investigadas Principais resultados
Animais / Tempo gordura gordura
do experimento da dieta
(REENA; Racdo AIN 76,¢/10 | 10 g de | Parametros trombdticos: | - Sem diferenga significativa entre
KRISHNAKANT | gde Gl (IE) ou GNI, | gordura - agregacdo plaquetéria, Gl e GNI.
HA; LOKESH, compostas por: | (20% kcal | -Eicosanoides no soro
2010) Oleo de coco / de | de
Ratos Wistar | farelo de arroz / de | lipideos).
machos. 60 dias gergelim.
(RODRIGUES; Racdo padrdo p/ # % de GI | - peso e consumo racéo - Redugdo de 27% nas
SCHIESSEL, Cobaias BioBASE | adicionada | - Glicemia, TAG, | concentragdes de colesterol (grupo
2009) BioTec (35% de |a racdo: | Colesterol Total e HDL- | 8%)
Ratos Wistar | lipideos). Mix de 3 | 0%, 2%, | C - Demais sem diferenca estatistica.
machos. 50 dias Gl. 4% e 8%.
(NAGARAJIU; Racdo AIN 76,¢/10 | 10 g de | - Peroxidacdo lipidica Né&o houve diferengas
LOKESH, 2007) | gde Gl (IE) ou GNI, | gordura - Atividade enzimas | significativas entre as misturas Gl
Ratos Wistar | compostas por coco | (20% kcal | antioxidantes no figado e GNI
machos. 60 dias + amendoim ou | de - Suscetibilidade a

oliva lipideos). oxidacdo LDL

Legenda: cont. — continuacdo; Gl — gordura interesterificada; GNI — gordura ndo interesterificada; IE — interesterificacdo

enzimatica.
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Quadro 1.4 - Resumo das pesquisas com gordura interesterificada, envolvendo experimentos com animais (cont.)

Estudo / Dieta / Tipos de % de Variaveis investigadas Principais resultados
Animais / Tempo gordura gordura da
do experimento dieta
(NAGARAJU; Gl (IE) e GNI, |10 ¢/100 g | - perfil de AG do soro e | - Misturas Gl reduziram mais o
LOKESH, 2007) | composta por: Coco + | racdo (20% | figado. Colesterol, | colesterol (no figado: 11% x
amendoim ou Coco + | energia). TAG, HDL-C, VLDL + | 21%) e TAG sem diferencas
Ratos Wistar | oliva LDL e fosfolipideos. entre Gl e GNI.
machos. 60 dias
(REENA,; Racdo AIN 76, ¢/ 10g | 10g/100g - TAG, colesterol e |- Gl apresentou efeito
LOKESH, 2007) | de GI (IE) ou GNI, | racdo (20% | perfil AG hepético. hipolipidémico, reduziu no
compostas por: Oleo de | energia). - Soro - Colesterol total, | figado — colesterol e TAG e no
Ratos Wistar | coco/ de farelo de arroz HDL-C, LDL-C /| soro — colesterol, LDL/VLDL
machos. 60 dias / de gergelim. VLDL, TAG, fosfolip. | e TAG.
e perfil de AG.

(SAKONO etal., | Racdo AIN 76, ¢/ 12 g | 12  g/100g | - Absor¢do de AG (por | - GI melhorou a absorcéo de
1997) de gordura - Mistura | ragdo. anadlise de AG nas | &cidos graxos, mas ndo alterou
GNI ou GI com: fezes) colesterol.

Ratos  Sprague- | tripalmitina c/ - Soro, linfa, figado e
Dawley, triestearina + Oleo de tec. Adiposo -
Machos. girassol rico em oléico colesterol, TAG e
3 semanas + 6leo girassol. fosfolipideos

Legenda: cont. — continuacdo; AG — Acidos graxos; Gl — gordura interesterificada; GNI — gordura néo interesterificada; 1E
— interesterificacdo enzimatica.
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Quadro 1.5 - Resumo das pesquisas com gordura interesterificada envolvendo experimentos em seres humanos.

canola (GVTH) - 70:30
(gorduras ricas em Ac.
oleico e estearico)

1 g de gordura / kg de
massa corporal

digestéo e absorcédo), com
0s resultados encontrados
no estudo de ROBINSON
et al. (2009).

Estudo / Tipo / Dietas / e . Lo
Amostra / Tempo Quantidade Gordura Variaveis investigadas Principais resultados
(THILAKARATHN | - GNI Compararam a | - Estrutura molecular dos TAG e ponto
Acetal., 2016) -Gl (IQeIE) digestibilidade in vitro e | de fusdo impactam sobre a digestdo
(invitrox in Oleo de girassol rico em | bioacessibilidade usando | lipidica. Temperatura de fusdo mais
humanos). oléico e Estearina de | o TIM-1 (simulador de | baixas associados a maior

biodisponibilidade de lipideos.

- Maior quantidade de 18:00 néo
digerido de GNI

- Bioacessibilidade de 18:1 foi > do que
18:00 em GNI (18:1 em sn-2). Em Gl
foi 0 contrério

(FILIPPOU et al.,
2014b)

Estudo randomizado,
cruzado. 53 adultos.
6 semanas p/ cada
tipo de gordura.

- OP GNI; OP Gl; 6leo de
girassol rico em oléico (p/
confirmar  adesdo  as
dietas). 20% do contetdo
energético. Gl (1Q)

- Peptidio C, insulina,
glicose, polipeptideo
insulinotropico  glicose-
dependente do plasma e
(GLP-1); Lipideos e
apolipoproteinas.

- Menor valor de glicose plasmatica
(8%) ap6s consumo de OP IE. Demais
sem diferencas significativas

- Acido palmitico na posi¢do sn-2 ndo
prejudica a secrecdo de insulina e a
homeostase da glicose em individuos
saudaveis.

Legenda: Gl — gordura interesterificada; GLP-1 - glucagon-like peptide-1 ou peptideo semelhante a glucagon 1; GNI —
gordura ndo interesterificada; GVTH — gordura vegetal totalmente hidrogenada; IE — interesterificacdo enzimatica; 1Q —
interesterificacdo quimica; OP — oleina de palma.
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Quadro 1.5 - Resumo das pesquisas com gordura interesterificada envolvendo experimentos em seres humanos (cont.).

Estudo / Tipo / Amostra /
Tempo

Dietas /
Quantidade Gordura

Variaveis
investigadas

Principais resultados

(FILIPPOU et al., 2014a)
Estudo randomizado,
cruzado.

Pés-prandial

50 adultos saudaveis

4 refeigBes, ¢/ gorduras
(509): Girassol alto em
oléico (controle); OP
GNI; OP Gl e Banha (0,6;
9,2; 39,1 e 70,5 mol% de
16:0 na sn-2). 50 g em
uma refeicéo

- glicemia

- insulina
-peptideo-C, GIP,
(PYY),

- GIP — liberagdo menor p/ OP Gl e
banha

- Tendéncia p/ menor aumento de PYY
p/ mulheres ¢/ OPIE e banha.

- Dieta c/ altas proporcoes de 16: na sn-
2 ndo afeta insulina e glucose, mas
reduz liberagdo de GIP e tende a
aumentar menos PY'Y (em mulheres)

(HALL etal., 2014)

Estudo randomizado,
cruzado e duplo cego.
Pés-prandial (6 horas)
11 homens (40-70 anos)
com hipertrigliceridemia.

OP nativo e OP Gl.

Refeicdo ¢/ 75 g da
gordura teste (muffin e
milkshake, com 1047
kcal e 75 g gordura teste
(64,4% kcal)

-TAG e colesterol
de quilomicrons e
de IDL

- Perfil de AG do
plasma e apo B48
da fracdo IDL

- Primeiras 4 hs. — absorcdo TAG mais
lenta de OP GI. Ao final sem diferenca.
TAG nos quilomicrons entre 4 e 6 h —
reduzida. Sem diferenca em TAG
fracdo IDL, col., apolipoproteina B48

- OP Gl reduziu lipemia na fase inicial
do periodo pés-prandial

Legenda: cont — continuacdo; AG — acido graxo; Gl — gordura interesterificada; GIP - Peptideo insulinotrépico dependente
de glicose; GNI — gordura néo interesterificada; OP — oleina de palma. PY'Y — Peptideo PP relacionado a saciedade.
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Quadro 1.5 - Resumo das pesquisas com gordura interesterificada envolvendo experimentos em seres humanos (cont.).

Estudo randomizado,
cruzado.
Pés prandial

25 homens e 25 mulheres
saudaveis (idade média
24 anos)

- Controle (6leo de girassol
rico em oléico) 0,6 mol% de

16:00 em sn-2

- Oleina de palma (OP) - 9,2

mol%

- OP GI - 39,1 mol%
- Banha - 70,5 mol%

50 g de gordura

livre no plasma;
TAG)

- Apoliproteina
B48

- Citoquinas (IL-
6, IL-8, TNF-a e
E-selectina)

Estudo / Tipo/ Dietas / Variaveis L
Amostra / Tempo Quantidade Gordura investigadas Principais resultados
(SANDERS et al., 2011) | RefeicGes ricas em gordura | - Lipideos (AG | - TAG — diminuicéo 1- 4 h p/ OP Gl em

comparagdo com OP (e 6leo de girassol
alto oleico) — Menor pico das
concentragdes plasmaticas de TAG e
AG néo esterificados.

- Apolipoproteina B48 — Para homens,
foi menor que o controle, para banha
(14%) e OP Gl (16%)

- IL-6 aumentou e demais reduziram

- Gorduras sélidas a temperatura
ambiente (com alta concentracdo de
C16:00 em sn-2 (OP Gl e banha)
reduzem lipemia pos-prandial em
sujeitos saudaveis, comparado c/ 6leos
liquidos.

Legenda: cont — continuagdo; AG — acido graxo; Gl — gordura interesterificada; GNI — gordura ndo interesterificada; OP —

oleina de palma.
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Quadro 1.5 - Resumo das pesquisas com gordura interesterificada envolvendo experimentos em seres humanos (cont.).

Estudo / Tipo / Amostra / Dietas / Variaveis
Tempo Quantidade Gordura investigadas

(ROBINSON et al., 2009) Trés dietas - margarina | - TAG, colesterol | - TAG aumentou (> que 85% do que
passada em 50 g de pdo: | total, HDL-C e | GNI) em obesos, em especial com Gl

Principais resultados

Estudo randomizado, | - GNI LDL (1IQ)

cruzado. Pds-prandial (até 6 | - GI (IQ) - glicose, insulina | - A interesterificacdo pode afetar de

horas) - GI (IE) e é&cidos graxos | forma diferente individuos saudaveis
Oleo de girassol rico em | livres. em comparacdo com aqueles ja em risco
oléico e estearina de de diabetes tipo 2 e / ou com doenca

10 obesos, homens, idade | canola GVTH - 70:30 cardiovascular.

59,3 (TG plasma >1,69 mmol | (gorduras ricas em &c.
/ L, e IMC >30 ou| oleico e estearico)
circunferéncia da cintura >
102 cm) e 11 ndo obesos | Espécie de margarina (1 g
(idade = 55,8) de gordura / kg de massa
corporal).

Legenda: cont — continuagdo; AG — acido graxo; Gl — gordura interesterificada;; GNI — gordura ndo interesterificada; GVTH
— gordura vegetal totalmente hidrogenado; IE — interesterificacdo enzimatica; 1Q — interesterificacdo quimica.
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Quadro 1.5 - Resumo das pesquisas com gordura interesterificada envolvendo experimentos em seres humanos (cont.).

Estudo / Tipo/
Amostra / Tempo

Dietas /
Quantidade Gordura

Variaveis investigadas

Principais resultados

(BERRY et al., 2007)

Estudo randomizado,
cruzado. Pés-prandial

Duas refeigcdes teste —
Com uma semana entre
cada refeicéo.

2 muffins e milkshake c/

- Perfil de AG e posicéo
sn-2 nos quilomicrons;
TAG, colesterol, LDL-
C e HDL-C; Glicose e

- OPI reduziu TAG e insulina pros
prandial (duas primeiras horas), quando
comparado com OP (aumento mais lento
de TAG); OPI reduziu o aumento do Fator

2) 3 semanas, (n = 13)

(GK e GKI - + 10% de
6leo de girassol)

e conteldo de sélidos
das gorduras teste.

(até 6 horas). 50 g de gordura: insulina; Fator VIlla | Vlla, gdo comparado com OGAQ; Todas

Dois estudos: 1) OP x OPI (coagulagdo) e | as gorduras elevaram leucécitos.

1) Homens saudaveis / | 2) OPIE x OGAO leucéeitos;  Atividade | - OPI ndo leva a alteragBes adversas

n=20;2)n=18 das lipases. comparado com OP e OGAO.

(BERRY; MILLER,; 1) 2 muffins e milkshake | - TAG, colesterol t, | - Sem diferenca entre GK e GKI.

SANDERS, 2007) (50 9) HD-c; AG do plasma e | - Em comparagdo com OGAO, GKI
2) 2 muffins (30g) quilomicrons; glicose, | resultou em menor (53%) lipidemia pds-

Estudo randomizado, insulina, HOMA-IR; | prandial, maior (23%) atividade de lipase

cruzado. Dois estudos: | - Gordura de kareté | Atividade lipases; | hepéatica e menor aumento pés-prandia do
(GK) (C18:0) Gorduras e perfil AG | FVlla

1) Pos-prandial (15 | - GKI das fezes; | - O elevada % de gordura sélida pode

minutos a 8h); (n=16) | - OGAO caracteristicas de fusdo | explicar a resposta lipidémica reduzida da

GK e GKI. Contetdo de gordura sélida
/37 °C: GK 22%, GKI 41% e OGAOQ 0%.

Legenda: cont — continuagdo; AG — acido graxo; C18:0 — acido estearico; GK — gordura de Kareté; GKI - gordura de Kareté
interesterificada; GNI — gordura ndo interesterificada; HOMA-IR - Indice de resisténcia insulinica; OGAO - dleo de girassol
alto oleico; OP — oleina de palma; OPI - oleina de palma interesterificada.
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Quadro 1.5 - Resumo das pesquisas com gordura interesterificada envolvendo experimentos em seres humanos (cont.).

Estudo / Tipo/
Amostra / Tempo

Dietas /
Quantidade Gordura

Variaveis
investigadas

Principais resultados

(SUNDRAM;
KARUPAIAH; HAYES,
2007)

Estudo randomizado,
cruzado, com adultos
saudaveis. Dois estudos:
1) 4 semanas cada (3
refei¢des / dia); n=30

2) Efeitos pds prandiais
(No 15° dia, receberam
refeicdo teste); n =19

Trés grupos:

-GI (IQ) - OSTH + OS +
OP

- Trans — 40% de OSPH
(10% AGT) + 30% de OS
+30% OP

- Oleina de palma (OP) —
por fracionamento.

Dietas com 31% de
gordura (todas com a
mesma plasticidade),
sendo >70% gordura
teste.

Refeicdo teste (53 g da
gordura teste)

- Lipoproteinas
LDL-C/HDL-C

- Glicose, insulina
e peptideo C

- Perfil de AG
(confirmacdo da
ingestdo da dieta)

Comparando ¢/ OP:

- HDL-C - GT (-8%) e GI (-9%); LDL-C —
Trans (+7%); Colesterol total / HDL-C — +
10% em Gl e GT ; LDL-C/ HDL-C - + 15%
em Gl e Trans; Gl — glicemia (quase +20%)
e insulina (-22%); Trans — glicemia (+10%)
e insulina (-10%).

- Gl aumentou a glicemia de jejum e a
relagdo LDL-C/ HDL-C, além reduzir a
concentragdo de insulina em jejum no
plasma, em comparacdo com oleina de
palma nativa.

- Pos-prandial — GI - glicose (+ 40%);
reducdo da insulina e Peptideo C.

- Trans e Gl aumentam a relagdo LDL/
HDL-C e glicose em relacdo a uma gordura
saturada ndo modificada (OP) em humanos.

Legenda: cont — continuacdo; AG — é&cido graxo; AGT - acido graxo trans; Gl — gordura interesterificada; 1Q —
interesterificacdo quimica; OSPH — 6leo de soja parcialmente hidrogenado; OSTH — 6leo de soja totalmente hidrogenado;
GVTH - gordura vegetal totalmente hidrogenado; OP — oleina de palma; OS — 6leo de soja.
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Quadro 1.5 - Resumo das pesquisas com gordura interesterificada envolvendo experimentos em seres humanos (cont.).

Estudo / Tipo / Amostra /
Tempo

Dietas /
Quantidade Gordura

Variaveis
investigadas

Principais resultados

(YLI-JOKIPII et al., 2003)

Estudo randomizado,
cruzado e duplo cego. Pos-
prandial (20 minutos a 8
horas)

Adultos normolipidemicos
(n=9)

Chocolate quente com:

- Banha (B) (68% 16:0
em sn-2) ou

- B1 (52% 16:0 em sn-2)

55 g por m? de &rea
corporal; 4 semanas entre
0s dois testes.

- TAG, colesterol
e AG livres
- glicose e insulina
- TAG e colesterol
de quilomicrons e
de VLDL-C

- TAG no plasma tendéncia de maior
aumento p/ BI, mas sem diferenga
estatistica

- Area sob a curva de TAG em VLDL-
C foi maior p/ Bl

- TAG dos quilomicrons com mais
C18:01 em sn-2 e menos 16:00, do que
gordura ingerida.

(YLI-JOKIPII et al., 2001)

Estudo randomizado,
cruzado e duplo cego. Pds
prandial (6 horas)
Mulheres saudaveis pré
menopausa (N=10)

Leite com baunilha e:
-0P

- OP interesterificada —
¢/ PF superior a OP.

- TAG, colesterol

e AG livres;
insulina e
glicose; TAG e
colesterol de

quilomicrons e de
VLDL

- IE — menor concentracdo e TAG e
maior aumento dos niveis de insulina no
inicio da resposta pds-prandial. Porém,
quantidade  total sem  diferenca
estatistica.

Legenda: cont — continuacéo; AG — acido graxo; B — banha; Bl — banha interesterificada; OP — 6leo de palma.
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Quadro 1.5 - Resumo das pesquisas com gordura interesterificada envolvendo experimentos em seres humanos (cont.).

gordura usada no preparo
de alimentos foi
substituida por uma das
manteigas testes, por 4
semanas.

Homens adultos (n=32)

22,5 g/dia (17% do total
de lipideos)

Obs.: interesterificagéo
ndo foi confirmada por
analise régio-especifica.

fosfolipideos, apo
Al e apo B; Perfil
de AG dos TAG
do soro, AG
livres, colesterol e
fosfolipideos.

Estudo / Tipo/ Dietas / Variaveis Lo
Amostra / Tempo Quantidade Gordura investigadas Principais resultados
(CHRISTOPHE et al., - Manteiga ou - Colesterol t, | - Sem diferencas significativas.
2000) - Manteiga IE LDL-C, HDL-C, | - N&o ha justificativas para a substituicdo de
A “margarina” e a colesterol livre, | manteiga por manteiga IE.

(MELJER;
WESTSTRATE, 1997)

Estudo cross-over, com
dois periodos de 3
semanas (sem intervalo)

60 adultos saudaveis
(50% de cada sexo)

- Margarina composta por
80% da mistura (36%
6leo de coco + 33% Oleo
palma + 22% estearina de
palma + 9% O6leo de
canola) + éleo de soja.

- Margarina
interesterificada (1Q)

20 ou 40 g /dia, ou seja,
4% a 8% da energia.

30 pardmetros
(enzimas,
lipoproteinas,
proteinas,
creatinina,
glicose, etc.)

uréia,

- N&o alterou os vérios parametros
analisados, com excegdo:

- Menor concentracdo (10%) de dimeros-D
para margarina interesterificada. Como néo
foi acompanhada de alteracfes de outros
parametros relacionados & coagulacdo foi
considerada ndo significativa.

Legenda: cont — continuacao; IE — interesterificagdo enzimatica; 1Q — interesterificacdo quimica.
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Quadro 1.5 - Resumo das pesquisas com gordura interesterificada envolvendo experimentos em seres humanos (cont.).

Estudo / Tipo/

(com C12:0e C14:0) ou
- Gordura parcialmente hidrogenada
(trans)

Amostra / _Dletas/ . Varlgvels Principais resultados
Tempo Quantidade Gordura investigadas
(NOAKES; 2 grupos e 3 intervencdes dietéticas | Lipideos Gl x trans:
CLIFTON, 1998) | (20% de energia da dieta): plasmaticos | - Canola - sem diferenga significativa
1) Manteiga; mistura de O6leo de | (colesterol t, | - AGPI - Colesterol total, LDL-C, TAG —
Adultos com canola (OC) com trans; OCI HDL-C, trans >
hiper- 2) Manteiga; mistura de 6leo com | LDL-C, - Resultados de canola + AGPI - Colesterol
colesterolemia AGPI com trans; AGPI | VLDL-C e | total e HDL-C —trans <
leve (n=38); TAG)
3 semanas para Margarinas contendo 25% de: Manteiga x Gl x trans:
cada tipo de - Gl (rica em AGS) - palmoleina + - colesterol total e LDL-C > g trans e Gl
gordura 6leo vegetal totalmente hidrogenado (canola; AGPI e todos)

- TAG - > que IE (todos)

- HDL-C - sem diferenca

- colesterol total:HDL-C > que trans e Gl
(canola); > q IE (AGPI e total)

Legenda: cont — continuagdo; AGS — acidos graxos saturados; AGPI — acidos graxos poli-insaturados; C12:0 — acido laurico;
C14:0 — &cido miristico; GI — gordura interesterificada; OC — dleo de canola; OCI - éleo de canola interesterificada
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Quadro 1.5 - Resumo das pesquisas com gordura interesterificada envolvendo experimentos em seres humanos (cont.).

prandial

Estudo / Tipo / Amostra / Dietas / Variaveis Principais resultados
Tempo Quantidade Gordura investigadas
(ZOCK et al., 1995) Mesmo cardapio com margarinas contendo: | - TAG, | GI aumentou colesterol e
- Oleo de palma (OP) (18% de 16:0 em sn- | colesterol, LDL-C, em homens, mas
Cruzado. Dois periodos de | 2) ou LDL-C e | ndo em mulheres.
3 semanas cada - coletade | - OP (IE) (65% de 16:0 em sn-2) - HDL-C
sangue dias 1,17 e 21,38 | (87,5% de estearina de palma + 11% de
e 42. 6leo de girassol alto oléico + 1,5% de
Adultos (n=60) girassol alto linoleico).
Lipideos - 30% de energia, sendo a
margarina 64% dos TAG da dieta.
(NESTEL et al., 1995) Trés margarinas (com espalhabilidade #): | - TG, | - Sem diferenca entre OP e
- Oleo rico em écido linoléico e moderado | colesterol, OPI
Estudo randomizado, de AGT LDL-C, HDL- | - Colesterol total, LDL-C e
cruzado e duplo cego, com | - Mistura 6leo de palma (OP) CeVLDL-C HDL-C mais reduzidos
homens levemente - OPI (16:0 sn-2) - P6s prandial | para 6leo rico em acido
hipercolesterolémicos — distribuicdo | linoléico e moderado AGT
(n=27) Pds prandial - Margarina + cokkies | posicional de | - quando comparado com
3 semanas p/ cada | preparados com a margarina - 1 g de | AG nos | OP e OPI.
margarina e avaliagdo pds | gordura por kg de peso quilomicrons - Quilomicrons no plasma -

¢/ mais AGS na posicéo sn-
2 para OPI

Legenda: cont — continuagdo; AGS — acidos graxos saturados; AGT — acidos graxos trans; C16:0 — acido palmitico; GI —
gordura interesterificada; IE — interesterificacdo enzimatica; OP — éleo de palma; OPI - 6leo de palma interesterificada
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Quadro 1.5 - Resumo das pesquisas com gordura interesterificada envolvendo experimentos em seres humanos (cont.).

Estudo / Tipo/

saudaveis (n=16)

Pés prandial
(6 horas)

oleina/estearina de palma, dleo de
girassol alto em oléico.

409

- AG ndo
esterificados

- cetonas

- glicose, insulina

e GIP

Amostra / _Dletas/ . Varlévels Principais resultados
Tempo Quantidade Gordura investigadas
(ZAMPELAS et - OP (6% 16:0 em sn-2) com Betapol | - TAG - Sem diferenca significativa
al., 1994) (73% 16:0 sn-2) - concentracdo de | - A distribuigdo posicional de AG nos
quilomicronsricos | triglicerideos da dieta ndo foi
Homens - Mesmo perfil de AG, a base de | e pobresem TAG | determinante para a lipemia pds-

prandial em individuos adultos do
sexo masculino.

Legenda: cont — continuacdo; AG — acido graxo; C16:0 — &cido palmitico; Gl — gordura interesterificada; OP — 6leo de palma.
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3 GORDURAS MODIFICADAS E METABOLISMO LIPIDICO E
GLICEMICO

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), a doenca
cardiovascular (DCV) é a principal causa de morte no mundo, totalizando
30% das mortes. A formacdo da placa de ateroma na parede dos vasos
sanguineos, conhecida como aterosclerose, tem como consequéncias
clinicas o infarto do miocardio e o acidente vascular encefalico. Os fatores
de risco associados a estas doencas sdo a hipercolesterolemia,
hipertrigliceridemia, diminuicdo do HDL-C, hipertensdo arterial
sistémica, diabetes mellitus e obesidade (SANTOS et al., 2013).

O padrao alimentar modula diferentes aspectos do processo
aterosclerdtico e fatores de risco cardiovasculares, como concentragfes
lipidicas no plasma, resisténcia & insulina e metabolismo glicidico,
pressdo arterial, processos oxidativos, funcdo endotelial e inflamagéo
vascular (SANTOS et al., 2013).

No que diz respeito a dislipidemia, a primeira meta lipidica para
prevencdo cardiovascular € a reducdo do LDL-C, seguida da reducéo das
concentracGes de TAG e a elevacdo das concentragcdes de HDL-C. O
consumo de gordura saturada e trans é classicamente relacionado com
elevacdo do LDL-C plasmético e aumento de risco cardiovascular. As
repercussdes da ingestdo de gordura, no entanto, ndo se restringem ao
metabolismo lipidico; o tipo de gordura ingerida pode influenciar também
outros fatores de risco, como a resisténcia a insulina e a presséo arterial
(SANTOS et al., 2013).

3.1 GORDURA VEGETAL PARCIALMENTE HIDROGENADA E
METABOLISMO LIPIDICO E GLICEMICO

3.1.1 Metabolismo lipidico

Estudos clinicos e epidemioldgicos indicam que o consumo de
gordura trans provoca alteragdo do perfil lipidico, aumentando o
colesterol total e 0 LDL-C e reduzindo o HDL-C, elevando assim o risco
de doencas cardiovasculares (BAYLIN et al., 2003; FOURNIER et al.,
2012; KARBOWSKA; KOCHAN, 2011; MENSINK; KATAN, 1990;
MOZAFFARIAN; ARO; WILLETT, 2009; MOZAFFARIAN;
CLARKE, 2009; WILLETT, 2012).



80

Alguns mecanismos foram propostos para justificar a acdo da
gordura trans sobre a elevagdo da colesterolemia e o desenvolvimento da
aterogénese.

Os AGT, assim como os saturados, aumentam as concentragdes do
colesterol total e do LDL-C, por empacotamento destes AG nas particulas
de LDL, disponibilizando maior espago para o transporte de colesterol.
Além disso, 0s AGT reduzem a expressao génica dos receptores hepéaticos
responsaveis pela captacdo das particulas de LDL-C (SANTOS et al.,
2013). O consumo de gordura trans esta associado também ao aumento
das particulas de LDL-C pequena e densa, reconhecidamente mais
aterogénicas (MAUGER et al., 2003).

De acordo com Chen et al. (2011), os AGT da dieta incorporam-se
aos fosfolipideos da membrana plasmatica de células vasculares,
suprimindo a atividade do fator de transformacdo do crescimento beta
(TGF-B - transforming growth factor B), por um lado induzindo o
aumento da afinidade da membrana por colesterol e por outro aumentando
as concavidades dos lipideos da membrana, o que facilita o acimulo dos
receptores da proteina TGF- B (TR-I e TR-II), prejudicando a sinaliza¢éo
celular.

Os mecanismos envolvidos na reducdo do HDL-C por acdo dos
AGT foi explicado por Santos et al. (2013) em sua revisdo. Os AGT
induzem aumento da atividade da proteina envolvida no transporte
reverso de colesterol, a CETP (Cholesteryl ester transfer protein),
responsavel pela transferéncia de colesterol éster das HDL-C para VLDL-
C e LDL-C. Além disso, os AGT aumentam o catabolismo das Apo Al
(principal proteina das HDL-C) e reduzem as Apo B-100 (principal
proteina das LDL-C). A HDL-C é responsavel em parte pela retirada de
colesterol presente nos macrofagos das placas de ateroma. Os AGT
também estdo envolvidos no aumento do catabolismo do HDL-C, uma
vez que induzem a producéo de particulas de HDL-C mais ricas em TAG,
melhor substrato para a lipase hepética.

A ingestdo de gordura trans esta também relacionada ao aumento
da inflamac&o e disfuncéo endotelial, associados com o desenvolvimento
de aterosclerose (BALLESTEROS-VASQUEZ etal., 2012; GANGULY;
PIERCE, 2015; MENAA et al., 2013a, 2013b; MICHAS; MICHA,;
ZAMPELAS, 2014; SANTOS et al., 2013; WANG; PROCTOR, 2013;
WILLETT, 2012).
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3.1.2 Glicemia e resisténcia insulinica

Alguns estudos sugerem que a ingestdo elevada de gordura trans
esta relacionada ao desenvolvimento ou agravamento de resisténcia
insulinica, especialmente em individuos com predisposicéo, elevando
assim, o risco de desenvolvimento e/ou progressao de diabetes mellitus
tipo 2 (BALLESTEROS-VASQUEZ et al., 2012; MALIK; WILLETT;
HU, 2013; MENAA et al.,, 2013a; SANTOS et al., 2013; WANG;
PROCTOR, 2013).

Foram propostos alguns mecanismos que tentam justificar a
diminuicdo da sensibilidade & insulina. Segundo Saravanan; Haseeb;
Ehtesham (2005), os AGT derivados da dieta podem incorporar-se aos
lipideos da membrana celular, afetando possivelmente a interacdo da
glicose com o seu receptor de membrana. Também observaram aumento
na expressdo do RNAm da resistina, proteina associada a resisténcia
insulinica em mamiferos. Supde-se também que o aumento do estresse
oxidativo e da inflamag&o, assim como a disfuncéo endotelial podem estar
envolvidos no aumento da resisténcia insulinica (RISERUS, 2006).

De acordo com Santos et al. (2013), os AGT provocam maior
lipogénese hepética, quando comparado aos AGS e poli-insaturados.
Além disso, outro mecanismo que parece estar envolvido é a reducdo da
sintese das proteinas estimuladoras de acilacdo (ASP - human acylation-
stimulating protein), as quais captam glicose, independentemente da a¢éo
da insulina e atuam favorecendo a lipogénese.

3.1.3 Atuacéo sobre o figado e sobre o peso corporal

Estudos em animais sugerem que os AGT tendem a depositar-se
em maior propor¢do na gordura visceral e especialmente hepatica
(BALLESTEROS-VASQUEZ et al., 2012; MENAA et al., 2013b), como
maior tendéncia ao desenvolvimento de esteatose hepética ndo alcodlica
(NASH), devido a maior lipogénese (SANTOS et al., 2013). Parece ainda
haver uma tendéncia em aumentar a gordura corporal total
(BALLESTEROS-VASQUEZ et al., 2012; MENAA et al., 2013b).
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3.2 GORDURA INTERESTERIFICADA E METABOLISMO
LIPIDICO E GLICEMICO

3.2.1 Metabolismo lipidico

A maioria dos estudos realizados em animais ou em seres humanos
tem focado prioritariamente os efeitos das Gl sobre as concentragcfes de
lipideos no plasma.

Como apresentado no Quadro 1.4, a maioria dos estudos com
animais envolvendo o consumo de Gl avaliou parametros do metabolismo
lipidico em ratos Wistar, os quais comparam uma Gl com gordura
semelhante (mesmo perfil de AG) ndo interesterificada e os resultados
indicam reducdo das concentragfes de colesterol total (NAGARAJU;
LOKESH, 2007; REENA; GOWDA; LOKESH, 2011; REENA;
LOKESH, 2007; RODRIGUES; SCHIESSEL, 2009), de LDL-C
(REENA; GOWDA; LOKESH, 2011; REENA; LOKESH, 2007, 2012;
SHARMA,; LOKESH, 2013) e TAG (SHARMA,; LOKESH, 2013).

Reena; Gowda; Lokesh (2011) atribuem a redugdo do LDL-C &
maior captacdo da LDL-C, por aumento dos seus receptores hepaticos e
aumento da via catabdlica do colesterol através da ativacdo da expressao
do gene CYP7AL. Tais resultados sugerem que a modificacdo da posi¢do
do AG na molécula do glicerol ocasionado pelo processo de
interesterificacdo pode modular as concentragcfes circulantes de LDL-C
pela regulacdo de enzimas-chave envolvidas no metabolismo do
colesterol. Porém, em leitbes, foi observada uma tendéncia a elevagéo das
concentragBes de LDL-C e um aumento de TAG no grupo que recebeu
oleina de palma interesterificada, quando comparada a oleina de palma
GNI ou banha (PONNAMPALAM et al., 2011).

Com relacdo a absorcdo dessas gorduras, Farfan et al. (2013)
verificaram em ratos Sprague-Dawley que quanto maior o ponto de fusdo
da gordura, mais lenta é a absorcdo, mas o total absorvido ndo sofre
alteracdo. Enquanto Sakono et al. (1997) observaram também em ratos da
mesma linhagem maior aumento na absorcdo de AG provenientes de Gl.

Reena; Gowda; Lokesh (2011) avaliaram alguns parametros
tromboticos, como agregacdo plaquetéria e eicosandides no soro e nao
encontram diferencas significativas entre Gl e GNI. No entanto, Afonso
et al. (2016), ao estudarem os efeitos do elevado consumo de Gl (40%
kcal de lipideos), contendo &cido palmitico na posi¢cdo sn-2, em
camundongos LDLr-KO por 16 semanas, verificaram a inducdo no
desenvolvimento de aterosclerose pela promogdo do acimulo de
colesterol em particulas de LDL-C e macrdfagos, 0 que ativa a processo
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inflamatério. Fato ndo observado com Gl contendo &cido esteédrico na
posicao sn-2.

No entanto, quase todas as pesquisas com animais que encontraram
reducdo nas concentragdes de colesterol total, LDL-C e TAG e que ndo
encontraram diferengas quanto aos parametros tromboticos utilizaram Gl
obtidas a partir da mistura de 6leos ricos em AG insaturados, tais como
de linhaga, de farelo de arroz, de gergelim e de amendoim. Contudo, ha
grande predominancia de AGS nas Gl comercializadas (SANTOS et al.,
2013). Alem disto, ratos Wistar ndo sdo bons modelos para estudo de
perfil lipidico (AFONSO et al., 2016).

As investigagOes cientificas em humanos que avaliaram os efeitos
agudos e cronicos sobre os parametros lipidicos a partir do consumo de
gorduras IE estdo apresentados no Quadro 1.5. Estudos tém avaliado a
lipemia pos-prandial, por ser um fator considerado importante no
desenvolvimento de doenga arterial coronariana (YLI-JOKIPII et al.,
2001).

No que diz respeito a lipemia pés-prandial, a maioria dos estudos
mostrou lipemia reduzida quando do consumo de 50 a 75 g de oleina de
palma (OP) IE (com maior proporcao de C16:0 na posicao sn-2), quando
comparada a OP GNI, especialmente durante a fase inicial do periodo
pos-prandial, seja em individuos saudaveis (BERRY et al., 2007;
SANDERS et al, 2011; YLI-JOKIPIl et al., 2001), como com
hipertrigliceridemia (HALL et al., 2014). No estudo de Zampelas et al.
(1994), ndo houve diferenca entre 0s grupos.

Os pesquisadores atribuem a reducao da lipemia ao maior contetido
de gordura sélida ou ponto de fusédo das Gl utilizadas (BERRY'; MILLER;
SANDERS, 2007; SANDERS et al., 2011; THILAKARATHNA et al.,
2016; YLI-JOKIPII et al., 2001). De acordo com Yli-Jokipii et al. (2003)
uma gordura com menor contelldo de gordura sélida, sera melhor
emulsificada e, consequentemente, melhor absorvida.

No entanto, nos estudos com manteiga de Kkarité (com maior
proporcdo de C18:0 na posicdo sn-2), banha ou 6leo de soja ndo foram
observadas diferencas na lipemia p6s prandial entre Gl e GNI (BERRY;
MILLER; SANDERS, 2007; SUNDRAM; KARUPAIAH; HAYES,
2007; YLI-JOKIPII et al., 2003).

Por outro lado, Robinson et al. (2009) observaram aumento de
TAG no plasma de individuos obesos, apds o consumo de margarina
contendo Gl produzida por processo enzimatico, formulada com 6leo de
girassol alto oleico e estearina de canola, na proporcdo de 1 g de
gordura/kg de peso corporal.
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Com relagdo aos resultados encontrados nas pesquisas de 3 a 6
semanas, alguns estudos ndo encontraram diferencas significativas nos
parametros relacionados ao metabolismo lipidico, ao pesquisar Gl e
gordura semelhante néo interesterificada (CHRISTOPHE et al., 2000;
FILIPPOU et al., 2014b; MEIER; WESTSTRATE, 1997). Meijer;
Weststrate (1997) utilizaram uma pequena quantidade de GI, 9% na
margarina teste.

Outros estudos compararam os efeitos do consumo de Gl com
outras gorduras, como gordura fontes de trans ou gordura de palma
(NESTEL et al., 1995; NOAKES; CLIFTON, 1998; SUNDRAM,;
KARUPAIAH; HAYES, 2007).

Nestel et al. (1995) demonstraram que a margarina de 6leo de
palma (OP) interesterificada influenciou de forma semelhante lipideos
plasmaticos em homens hipercolesterolémicos, quando comparado com
OP GNI. Porém, observaram elevagdo nas concentracfes de colesterol
total, LDL-C e HDL-C, quando comparado com 6leo contendo AGT.
Além disto, verificaram que a transferéncia de acido palmitico para a
posicdo sn-2, pelo processo de interesterificacdo foi refletida nos
quilomicrons do plasma.

Noakes; Clifton (1998) compararam manteiga, gordura trans e Gl
(as duas altimas a base de 6leo de canola ou de 6leos poli-insaturados) e
observaram que quando as gorduras trans e Gl foram formuladas com AG
poli-insaturados, a Gl teve menos efeito no aumento do colesterol total,
no LDL-C e nos TAG, do que a gordura trans. No entanto, ndo foram
observadas diferencas significativas quando as gorduras eram & base de
6leo de canola, fonte de AG monoinsaturados.

Por outro lado, Sundram; Karupaiah; Hayes (2007) observaram
aumento da relagdo LDL-C/HDL-C quando do consumo de Gl rica em
acido estearico (composto por dleo de soja e palma), em comparacdo com
oleina de palma GNI, 22% do contelido de energia. A justificativa foi
pautada nas quantidades de acido esteérico na posi¢éo sn-2 (15%) e de
AGS nesta mesma posicéo (2,5 vezes mais), em comparacao com a oleina
de palma. No entanto, o método utilizado para a discriminacdo
regioespecifica dos AG nas moléculas de TAG (cromatografia de fase
reversa liquida de alta eficiéncia - HPLC) foi considerada inadequada por
Destaillats; Moulin; Bezelgues (2007).

Zock et al. (1995) encontraram concentracbes mais elevadas de
colesterol total e LDL em homens, mas ndo em mulheres, ao consumir Gl
a base de estearina de palma, comparada com a mesma gordura GNI. Os
mecanismos envolvidos ndo foram descritos pelos autores.
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Em suma, pode-se concluir que ndo h& consenso sobre os efeitos
do consumo de GI sobre o metabolismo lipidico. Em ratos Wistar a Gl a
base de AG insaturados reduziu colesterol total, LDL-C e TAG. Em
suinos, elevou LDL-C e TAG. No contexto de dieta hiperlipidica, a Gl
com predominancia de C16:0 na posicdo sn-2 induziu aterosclerose em
camundongos LDLr-KO, diferentemente de C18:0.

Em seres humanos, nos estudos de avaliagdo pés-prandial a oleina
de palma interesterificada (fonte de C16:0 na posicdo sn-2) reduziu a
lipemia, especialmente nas primeiras horas da digestdo. Fato néo
observado quando a Gl havia sido elaborada com outras gorduras, com
C18:0 nesta mesma posi¢do por exemplo. Em obesos Gl elevou TAG no
plasma. Nas avaliagbes de consumo cronico metade dos estudos nédo
apresentou diferencas significativas e dois estudos indicaram aumento na
relagdo LDL-C/HDL-C ou no colesterol total e LDL-C (em homens, mas
ndo em mulheres).

3.2.2 Metabolismo glicémico

Poucas pesquisas com animais avaliaram parametros do
metabolismo glicémico (Quadro 1.4). Ponnampalam et al. (2011) nédo
encontraram diferencas significativas nos niveis de insulina em leitdes e
Rodrigues; Schiessel (2009) ndo encontraram diferencas na glicemia de
ratos Wistar, quando avaliaram os efeitos do consumo de Gl.

Nas pesquisas com seres humanos, a maioria dos estudos de
avaliagBes pos-prandiais ndo observou diferenga significativa nas
concentracdes de glicose e/ou insulina ap6s o consumo de Gl (BERRY;
MILLER; SANDERS, 2007; ROBINSON et al., 2009; YLI-JOKIPII et
al., 2001, 2003). Tais estudos avaliaram diferentes gorduras, tais como
6leo de girassol alto oleico (OGAQ) com estarina de canola; manteiga de
kareté comparado com OGAO e banha. Por outro lado, Berry; Miller;
Sanders (2007) observaram reducdo nas concentragdes de insulina nas
duas primeiras horas. Em um estudo da mesma equipe (FILIPPOU et al.,
2014a) foi observado que dieta com altas proporc¢des de Gl (16:0 na sn-
2) ndo afetou as concentragdes de insulina e glicose, mas reduziu a
liberacdo de GIP (glucose-dependent insulino-tropic peptide), de
incretina (que promove aumento da producdo de insulina pelo pancreas),
e em mulheres tendeu a aumentar de forma menos expressiva 0 PYY
(peptide YY), que suprime a secre¢do pancreatica.

A maioria dos estudos com seres humanos, de 3 a 6 semanas nao
apresentou diferencas significativas quanto ao metabolismo glicémico
(BERRY; MILLER; SANDERS, 2007; MEIJER; WESTSTRATE, 1997;
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ZAMPELAS et al., 1994). Porém, Sundram; Karupaiah; Hayes (2007)
observaram em individuos saudaveis que a GI rica em &cido estearico
aumentou a glicemia de jejum e diminuiu a concentracdo de insulina no
plasma, em comparacdo com oleina de palma. Tais resultados foram mais
acentuados com Gl do que com gordura trans.

Segundo Sundram; Karupaiah; Hayes (2007), o mecanismo
envolvido na alteragdo do metabolismo glicémico tem relacdo com a
producdo reduzida de insulina. Porém, outros estudos indicam que AGS
podem aumentar a resisténcia insulinica, por modificar a composicdo de
AG das membranas celulares, o que prejudica as fun¢des como fluidez,
permeabilidade idnica e a ligagio do receptor de insulina (RISERUS,
2006).

Por outro lado, Filippou et al. (2014b) encontraram menor valor de
glicose plasmaética (8%) nas duas primeiras horas apds consumo de OP
interesterificada, mas ndo encontraram diferencas com relagéo aos outros
pardmetros, como glicemia de jejum, pico de glicose, HOMA 2-IR (do
inglés Homeostatic Model Assessment, método que avalia a resisténcia a
insulina), glicose IAUC (area incremental sob a curva da resposta
glicémica) e peptideo C. Os autores concluiram que 16:0 na posicao sn-
2 ndo prejudica a secrecdo de insulina e a homeostase da glicose em
individuos saudaveis.

Assim, pode-se observar que ndo ha consenso na literatura em
relacdo a influéncia da ingestdo de Gl sobre o metabolismo glicémico.

3.2.3 Atuacdo sobre o peso corporal e sobre os marcadores hepaticos

Pesquisas com animais tém encontrado uma tendéncia a maior
ganho de peso, quando do consumo de GI, conforme exposto no Quadro
1.4. Nos estudos com seres humanos, o ganho de peso corporal e a
adiposidade ndo tém sido investigados.

Gouk et al. (2013) em pesquisa com dieta hiperlipidica, com
camundongos C57BL/6, observaram que a gordura de palma
interesterificada levou ao maior acimulo de gordura corporal € menor
excrecdo de AGS nas fezes, quando comparado com gordura de palma
GNI. Magri et al. (2015); Velasco et al. (2015) avaliaram o ganho de peso
e a adiposidade em camundongos C57BL/6, cujas maes receberam Gl
durante a gestacdo e a lactagdo e concluiram que a ingestdo materna de
Gl (e/ou gordura de palma) predisp6s a prole ao desenvolvimento da
obesidade na vida adulta, quando comparado a GVPH.
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Bispo et al. (2015) observaram que a Gl (bem como a gordura de
palma e a GVPH) consumidas pela mae durante a gestacdo e lactacdo,
afeta a regulacdo na ingestdo de alimentos na prole, ao avaliar a expresséo
de proteinas (receptores de insulina e proteina quinase B) no cérebro de
ratos Wistar.

Ponnampalam et al. (2011) também observaram maior ganho de
peso em leitbes que receberam dieta com oleina de palma interesterificada
enzimaticamente, quando comparada a banha, oleina de palma natural e
oleina de palma interesterificada quimicamente.

Nao foram encontrados experimentos com animais que avaliaram
a atividade de enzimas no figado. Porém, em humanos, Meijer; Weststrate
(1997) ao comparar um pequeno consumo de gordura interesterificada e
GNI (na forma de margarina, correspondendo de 4% a 8% das kcal totais
vindas dos lipideos), por um periodo de trés semanas cada, em adultos
saudaveis, ndo encontraram diferencas nas concentracBes de AST
(aspartato aminotransferase) e a ALT (alanina aminotransferase).

4 GORDURAS MODIFICADAS E ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo pode ser definido como um desequilibrio
significativo entre a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a
protecdo antioxidante, em favor do primeiro, o que causa dano oxidativo
(HALLIWELL, 2011).

EROs podem ser atomos ou moléculas que possuem um ou mais
elétrons desemparelhados, sendo capaz de existéncia independente
(espécies radicalares) ou espécies ndo radicalares, que mesmo ndo
possuindo elétrons desemparelhados em seu Gltimo orbital, possuem
reatividade devido a sua instabilidade (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007).

Entre as principais EROs radicalares estdo o radical hidroxil
(HOe), o anion superdxido (Oze-), o radical peroxil (ROO¢), o alcoxil
(RO°) e o 6xido nitrico (*NO). Entre os ndo radicalares estdo o oxigénio
singlete (102*) e o peréxido de hidrogénio (H202). Além dos EROs
existem outras espécies reativas, tais como o nitrogénio, o cloro, o ferro,
0 cobre e espécies de enxofre, cada qual com sua reatividade quimica
particular. Esse conjunto pode ser chamado de espécies reativas (ER)
(HALLIWELL, 2011).

O organismo produz em condicdes fisiologicas certa quantidade de
EROs, as quais exercem importantes func@es bioldgicas atuando como
mediadores para a transferéncia de elétrons em reagdes bioquimicas e
como sinalizadores fisioldgicos. Sdo fundamentais em processos como a
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geracdo de energia na forma de ATP, fertilizacdo do 6vulo, ativacdo de
genes e participagdo de mecanismos de defesa durante processos
infecciosos. Porém, quando produzidas em excesso, podem trazer
consequéncias danosas (BARBOSA et al., 2010; HALLIWELL, 2011).

Os organismos dispdem de um sistema de defesa antioxidante que
inibem e/ou eliminam os EROs, atenuando as consequéncias danosas
causadas por sua acdo deletéria. Esse sistema de defesa antioxidante pode
ser enzimatico e ndo-enzimatico. As enzimas antioxidantes como a
superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase
(GPx), reagem com 0s compostos oxidantes e protegem as células e os
tecidos do estresse oxidativo. Os radicais Oze sdo convertidos a H,O>
pelas enzimas Cu/Zn-SOD e Mn-SOD. Por conseguinte, CAT e a GPXx,
de forma independente, convertem o H.O, em HO e O,. Na reacdo
catalisada pela GPx, ocorre consumo de GSH, porém este tripeptideo
pode ser novamente convertido a sua forma reduzida (GSH), pela agéo da
glutationa redutase (GR), as custas de NADPH, portanto, com acédo
antioxidante de forma indireta (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Dentre o0s antioxidantes ndo enzimaticos estdo incluidos os
antioxidantes naturais, como 0 GSH (glutationa reduzida) e o 4cido (Urico,
e 0s nutrientes a-tocoferol, vitamina E, vitamina C, carotendides (como o
B-caroteno e licopeno) e compostos fendlicos (flavonoides,
principalmente) (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). A GSH é um
antioxidante de primeira linha de acdo, além de apresentar grande
ubiquidade (HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008).

Dentre 0s ndo enzimticos existem ainda o0s antioxidantes
sintéticos, como o butil-hidroxi-anisol (BHA), o butil-hidroxi-tolueno
(BHT), terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e propil galato (PG), os quais s&o
0s mais utilizados pela industria de alimentos, inclusive na fabricacdo de
gorduras modificadas (RAMALHO; JORGE, 2006).

O desequilibrio entre a producéo de EROs e a defesa antioxidante,
Ou seja, 0 estresse oxidativo, pode causar danos as macromoléculas
bioldgicas, tais como aglcares, proteinas, lipideos e DNA, e/ou morte
celular. O principal alvo sdo as membranas celulares que apresentam uma
estrutura bilipidica e uma variedade de proteinas e acgucares
(HALLIWELL, 2011; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

O dano ao DNA pode ocasionar mutagénese e/ou carcinogénese.
As EROs podem causar modificacdo dos pares de bases nitrogenadas e
ligagdo cruzada do DNA com proteinas (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006).

A modificacdo oxidativa ocorrida nas proteinas aumenta a
suscetibilidade a protedlise enzimatica, 0 que prejudica 0 mecanismo de
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transducdo de sinal, da atividade enzimatica, da estabilidade ao calor e
protedlise (LOBO et al., 2010). Durante o estresse oxidativo ocorre a
fragmentacdo das cadeias proteicas e oxidacdo de quase todos os tipos de
aminoéacidos, particularmente a prolina, arginina e lisina, com produ¢éo
de compostos carbonilados (BERGER et al., 1999).

A peroxidacdo lipidica é um processo de oxidacdo dos lipideos
poli-insaturados. Algumas espécies reativas retiram um atomo de
hidrogénio do grupo metileno das cadeias de AG poli-insaturados, o que
ocasiona o inicio do processo de peroxidacdo. Os radicais de carbono
formados podem reagir espontaneamente com o oxigénio e formar
radicais peroxila que propagam a cadeia de peroxidagdo, retirando atomos
de hidrogénio para formar hidroperdxidos lipidicos e novos radicais de
carbono, levando a oxidacdo de muitas moléculas de AG. Como
consequéncia, ocorre a producdo de produtos como isoprostanos e
malondialdeido (MDA). O MDA constitui-se em bioindicador para a
peroxidacdo lipidica (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

A peroxidacdo de fosfolipidios da membrana, juntamente com a
oxidacdo de proteinas, prejudica a fluidez e compromete fungdes
importantes, como regulacdo da atividade enzimatica, permeabilidade,
transporte de nutrientes e estabilidade osmotica das células (REENA,;
LOKESH, 2011).

Desta forma, as espécies reativas desempenham papéis
fundamentais na origem e patologia de vérias doencas, como cancer,
aterosclerose, acidente vascular cerebral, doencas neurodegenerativas,
como a deméncia. No cancer, em particular, as espécies reativas podem
estar envolvidas na sua génese, progressao e as vezes até mesmo na cura
(HALLIWELL, 2011), uma vez que podem estar relacionados ao
processo de morte das células cancerigenas.

Estudos tém demonstrado que dieta hiperlipidica ocasiona estresse
oxidativo. Dieta hiperlipidica, composta por 40 g de manteiga de
cacau/100 g, induziu o estresse oxidativo em camundongos C57BL/6J e
em ratos Sprague Dawley, no periodo de 6 semanas (MATSUZAWA-
NAGATA et al., 2008; YIDA et al., 2015). No estudo com ratos Wistar
gue receberam dieta hiperlipidica a base de gordura de coco, por 10
semanas, apresentaram concentragdes elevadas de TBARS e atividades
reduzidas de SOD, CAT, GSH e GPx no figado, quando comparado ao
grupo controle, normolipidico (VIJAYAKUMAR; SURYA; NALINI,
2004).

Uma dieta hiperlipidica, em especial rica em gordura saturada,
aumenta a concentracdo de AG livres no figado, que faz aumentar a R3-
oxidacdo de AG nas mitocdndrias, levando a um aumento de transferéncia
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de elétrons com o auxilio do Citocromo C, o que eleva a producdo de
EROs (KESH; SARKAR; MANNA, 2016).

Por outro lado, AG poli-insaturados dietéticos sdo mais propensos
a oxidacdo, podendo aumentar a formagéo de biomarcadores do estresse
oxidativo, como o malondialdeido (MDA), especialmente no contexto de
uma dieta desequilibrada entre compostos anti-oxidantes e pré-oxidantes
(GUERAUD et al., 2015). A relagilo de AG P/S (poli-
insaturado/saturado) aumentada eleva o risco de suscetibilidade de
estresse oxidativo (REENA; LOKESH, 2011). Mas, apesar dos AG poli-
insaturados serem mais propensos a oxidacdo, estudos sugerem que 0s
mesmos podem reduzir os danos oxidativos in vivo (HALLIWELL,
2011).

4.1 GORDURA VEGETAL PARCIALMENTE HIDROGENADA E
ESTRESSE OXIDATIVO

Alguns estudos tém associado o consumo de gordura trans ao
estresse oxidativo. Ratos Wistar alimentados por quatro semanas com
dieta hiperlipidica com diferentes quantidades de acidos graxos trans
apresentaram aumento da peroxidacao lipidica e diminuicdo da atividade
das enzimas antioxidantes hepaticas (SOD, CAT e GPx). Neste estudo
um grupo havia recebido 20% de 6leo de soja oxidado e outro recebeu
20% de margarina. O grupo que tinha margarina na ra¢do apresentou
maior resposta inflamatéria no figado (DHIBI et al., 2011).

Camundongos C57BL/6J alimentados durante sete semanas com
uma dieta suplementada com 6éleo de canola parcialmente hidrogenado
(13,6% da energia, sendo 3% de 4cido graxo trans 18:1t) apresentaram
defesa alterada para o estresse oxidativo. Foram observados redugdo na
concentracdo plasmatica de vitamina E e elevacdo das concentracfes de
F2-isoprostanos, sugerindo estresse oxidativo aumentado. Além de
elevacdo de RNAm da proteina glicose-regulada 78 (GRP78), cuja
expressdo é induzida durante o estresse oxidativo (CASSAGNO et al.,
2005).

Em estudo com adultos saudaveis ao receberem durante seis
semanas suplementacdo de gordura trans foi observado aumento em
marcadores de estresse oxidativo, Em outro estudo foi verificado forte
associacdo entre a ingestéo de trans e marcadores de inflamag&o sistémica
(BALLESTEROS-VASQUEZ et al., 2012).
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4.2 GORDURA INTERESTERIFICADA E ESTRESSE OXIDATIVO

Estudos com ratos Wistar ndo encontraram diferencas
significativas com relagdo a peroxidacao lipidica e a atividade de enzimas
antioxidantes com o consumo de Gl ou gordura semelhante néo
interestrificada (NAGARAJU; LOKESH, 2007; REENA; LOKESH,
2011). Porém, tais GI foram produzidas em laboratério a partir de 6leos e
gorduras de consumo ndo frequente para a maioria das populacdes, tais
como gordura de coco, 6leo de farelo de arroz, dleo de gergelim, 6leo de
amendoim e azeite de oliva.

Por outro lado, Misan et al. (2015) e Velasco et al. (2015) ao
estudarem o efeito do consumo materno de diferentes gorduras (Gl,
gordura de palma e GVPH) durante a gestacdo e a lactacdo, sobre o
cérebro da prole de camundongos C57BL/6, observaram maior
predisposicdo a inflamacdo, quando comparado ao grupo controle.

No estudo de avaliagdo pos-prandial de Sanders et al. (2011) com
adultos saudaveis foi observado aumento nas concentracdes das
citoquinas IL-6, mas ndo de outros marcadores de inflamacéo, apos a
ingestdo de refeicdo rica em gordura composta por oleina de palma
interesterificada.

5 GORDURAS MODIFICADAS E CANCER DE MAMA

Céncer é um conjunto de mais de cem doencgas que tém em comum
0 crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e drgaos.
Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e
incontrolaveis, determinando a formacgdo de tumores malignos, que
podem espalhar-se para outras regides do corpo (INCA, 2019).

O céncer de mama é um grupo heterogéneo de doencas, com
comportamentos distintos, tanto com relagdo as manifestagGes clinicas e
morfoldgicas, quanto as assinaturas genéticas e respostas terapéuticas. O
carcinoma ductal infiltrante é o tipo histolégico mais comum e
compreende entre 80% e 90% do total de casos (INCA, 2019).

O céncer de mama é o mais incidente na popula¢do feminina
mundial e brasileira, sem considerar o de pele ndo melanoma. Estatisticas
indicam aumento da sua incidéncia tanto nos paises desenvolvidos,
guanto nos em desenvolvimento. No Brasil, estimou-se a ocorréncia de
59.700 novos casos para 0 ano de 2018. Dados sobre a mortalidade
revelam mais de 15.400 mortes no ano de 2015 no Brasil e estima-se que
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em todo 0 mundo mais de 627.000 mulheres morreram em 2018 devido
ao cancer de mama (INCA, 2019; WHO, 2019).

Diversos fatores estdo relacionados ao aumento do risco de
desenvolver a doenca, tais como a idade, especialmente a partir dos 50
anos; fatores enddcrinos/histéria reprodutiva, principalmente envolvendo
0 horménio estrogénio; fatores genéticos/hereditarios, envolvendo
mutagBes nos genes, sobretudo em BRCAL, BRCA2 e p53; e fatores
comportamentais e ambientais. Dentre os fatores comportamentais e
ambientais estdo - além da ingestdo de bebida alcodlica e exposicéo a
radiacdo ionizante - o sobrepeso e obesidade ap6s a menopausa (INCA,
2016).

A recomendacéo alimentar para a prevencdo de cancer de mama é
evitar o consumo de alimentos com alta densidade energética, tais como
alimentos processados e fast foods, em sua maioria ricos em gordura e
acucar, com o intuito de prevenir e controlar o ganho de peso, sobrepeso
e obesidade (INCA, 2007).

Por outro lado, embora haja controvérsias (CAO; HOU; WANG,
2016; THOMSON, 2012), pesquisas tém associado o consumo de dietas
hiperlipidicas com o risco aumentado de cancer de mama (SCHULZ et
al., 2008; SIERI et al., 2014; TURNER, 2011).

O cancer de mama esta classificado em subtipos, que diferem em
prognostico e fatores de risco. Esses subtipos sdo expressos como sendo
positivos ou negativos para 0s receptores de estrogénio (RE),
progesterona (RP) e receptor 2 do fator de crescimento epidérmico
humano (HER2 - Human Epidermal growth factor Receptor-type 2). Para
Sieri et al. (2014) os resultados controversos encontrados nas
investigacdes sobre consumo de gordura e risco de cancer de mama
podem ser justificados pelo fato desses subtipos ndo terem sido
devidamente considerados.

Um estudo de coorte prospectivo em uma grande e heterogénea
amostra de mulheres (n = 337.327), com 10.062 casos de cancer de mama,
concluiu que uma dieta rica em gordura aumenta o risco de cancer de
mama (SIERI et al., 2014).

Maior risco de cancer de mama também foi encontrado em
mulheres na pds-menopausa que consumiam dietas ricas em gordura, na
meta-analise conduzida por Turner (2011).

No estudo de Schulz et al. (2008), o elevado consumo de gordura
(> 40% de energia de gordura), caracterizado por uma maior ingestéo de
carnes processadas, margarina e manteiga foi associado com um risco
duas vezes aumentado para cancer de mama.
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Estudos com animais também relacionaram o elevado consumo de
gordura com o cancer de mama. No experimento conduzido por Gu et al.
(2011), camundongos C57BL/6 em p6s-menopausa foram alimentados
com dietas hiperlipidicas (60% kcal de gordura) por doze semanas. Foi
constatada promoc¢do da angiogénese tumoral e progressdo do tumor
(EQ771 — cancer de mama RE+), possivelmente pelo aumento da massa
de tecido adiposo e adipocinas, tais como o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF - vascular endothelial growth factor).

Por outro lado, alguns experimentos tém observado progressao do
tumor, mesmo na auséncia de ganho de peso. O experimento de Lamas et
al. (2015) com camundongos fémeas atimicos Balb-c (Nu/Nu)
alimentados com uma dieta hiperlipidica (36% kcal de banha) por cinco
meses e submetidos ao implante de células MCF-7, demonstrou que
embora sem ganho de peso, a dieta hiperlipidica aumentou a proliferacdo
celular no tumor RE+ e reduziu a apoptose tumoral. E na pesquisa de Kim
et al. (2011), com camundongos Balb-c com implante de células de
carcinoma mamario 4T1, alimentados com dieta hiperlipidica (60% kcal,
54% kcal de banha) por dezesseis semanas, foi observado também
crescimento do tumor mamario, metastase e aumento da mortalidade,
mesmo na auséncia de ganho de peso.

Makarem et al. (2013) propuseram mecanismos potenciais que
podem estar envolvidos na associa¢do entre uma dieta rica em gorduras e
a progressdo do cancer de mama. Os principais mecanismos incluem a
sintese de eicosanoides, desequilibrios hormonais, estresse oxidativo e
dano ao DNA e alteragdo da expressao do gene, como mostrado na Figura
14.

Embora ndo haja consenso, gorduras saturadas e trans parecem
estar relacionadas ao aumento do risco de cancer de mama. J& gorduras
poli-insaturadas do tipo émega 3 e uma relacdo positiva entre dmega 3/
Odmega 6 tendem a desempenhar papel benéfico na prevencéo e na reducéo
da mortalidade deste tipo de cancer. Estudos que avaliaram a ingestao de
Omega-3 sugerem uma associacao inversa com a incidéncia e mortalidade
entre vitimas de cancer de mama (BASSETT et al., 2016; MAKAREM et
al., 2013). Outros estudos destacam a importancia da relagdo 6mega-3/
O0mega-6 (BASSETT et al., 2016; KHANKARI et al., 2015; SIMONSEN
etal., 1998).
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5.1 GORDURA VEGETAL PARCIALMENTE HIDROGENADA E
CANCER DE MAMA

Estudos relacionaram o consumo de gordura trans com risco
aumentado para cancer de mama (BAKKER et al., 1997; CHAJES et al.,
2008; HU et al., 2011; KOHLMEIER et al., 1997), especialmente entre
mulheres pds menopausa (KIM et al., 2006; LAAKE et al., 2013) e nos
casos especificos de tumores RE-negativo / RP-negativo (WIRFALT et
al., 2011); risco aumentado de morte, entre mulheres com cancer de mama
(HOLMES et al., 1999; MAKAREM et al., 2013); reducédo da sobrevida
entre camundongos portadores de tumor de Ehrlich (AWAD, 1981) e
aumento de estresse oxidativo, predispondo ao cancer, entre
camundongos (CASSAGNO et al., 2005).

O mecanismo envolvendo AGT e cancer parece estar relacionado
a incorporacdo desses acidos graxos nos fosfolipidios da membrana
celular, o que ocasiona redugdo da sua fluidez e faz aumentar a atividade
dos radicais livres, resultando em estresse oxidativo e consequente dano
ao DNA (SMITH et al., 2009). Além disso, segundo Chen et al. (2011) os
AGT da dieta ao serem incorporados nos fosfolipidios das membranas
plasmaticas suprimem a capacidade de resposta do fator de transformacéo
do crescimento B (TGF- - Transforming growth factor ), proteina que
atua como fator antiproliferativo em estagios iniciais da oncogénese.

Segundo Chajés et al. (2008), a avaliacdo da ingestdo de AGT por
meio de questionarios dietéticos é susceptivel a erros, uma vez que 0s
alimentos podem ser elaborados com diferentes tipos de 6leos e gorduras.
Tal fato pode justificar parcialmente as evidéncias insuficientes e
inconsistentes ligando a gordura trans ao cancer de mama. Smith et al.
(2009) concluem no estudo de revisdo e afirmam que ha necessidade de
mais pesquisas para avaliar com precisdo a relacdo entre gordura trans e
0 cancer de mama.

5.2 GORDURA INTERESTERIFICADA E CANCER DE MAMA

Publicacdes cientificas que relacionam o consumo de gordura
interesterificada e cancer ndo foram encontradas. Porém, uma Gl tende a
ser rica em AGS que ocupam prioritariamente a posi¢do sn-2 do glicerol,
isto significa que além da maior proporcéo de AGS, esses tendem a ser
absorvidos em maior quantidade.

Estudos epidemioldgicos indicam que alta ingestdo de gordura
saturada aumenta o risco de cancer de mama (BASSETT et al., 2016;
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MAKAREM et al., 2013). Em especial nos casos de tumores dos tipos
receptor-hormonio-positivo (SIERI et al., 2014). Dentre os AGS, o 4cido
palmitico foi destaque principalmente nos casos de tumores RE+ e EP+
(BASSETT et al., 2016). A ingestdo de gordura saturada também esta
relacionada com impacto negativo na sobrevivéncia de pacientes
diagnosticados com este tipo de cancer (BRENNAN et al., 2017).

5.3 TUMOR ASCITICO DE EHRLICH (TAE)

Trata-se de um tumor transplantavel, introduzido na oncologia
experimental por Paul Ehrlich em 1906, sendo um dos primeiros tumores
transplantaveis descritos na literatura. O tumor de Ehrlich é reconhecido
€omo um tumor mamario espontaneo, do tipo carcinoma, de camundongo
fémea (FECCHIO et al., 1990).

Ha dois tipos de tumor de Ehrlich, um de forma sélida e outro de
forma ascitica. Na forma sélida as células tumorais séo inoculadas no
tecido subcutaneo ou na veia dos animais, as quais crescem em diferentes
locais do organismo. Na forma ascitica as células tumorais séo
transplantadas na cavidade peritoneal do animal, onde crescem em
suspensao e formam ascite (FECCHIO et al., 1990).

O TAE ¢é mantido por meio de passagens intraperitoneais de
células do tumor de um animal para outro. Apds aproximadamente sete
dias de inoculacdo do tumor na cavidade peritoneal é possivel observar
grande quantidade de fluido levemente viscoso e de aspecto leitoso. Apos
10 dias da inoculagdo, cerca de 90% das células peritoneais séo células
tumorais (FECCHIO et al., 1990; GUERRA, 1983).

Trata-se de um modelo animal bastante usado na oncologia
experimental pela sua facil manipulagdo e transplante em camundongos
(QUEIROZ et al., 2004) e também pelo curto tempo de desenvolvimento
do tumor. Neste modelo é possivel observar o desenvolvimento do tumor
no prazo de dez dias.

Entre os parametros observados para avaliar o desenvolvimento do
tumor estd a contagem de vasos sanguineos do peritdnio dos animais.
Parte-se do principio que quanto maior a angiogénese (ou
neovascularizagdo), mais condices para o desenvolvimento do tumor.
Durante o desenvolvimento tumoral as necessidades metabolicas
teciduais excedem a demanda de oxigénio e de nutrientes
disponibilizados pelos capilares existentes. Desta forma, ha uma resposta
fisiol6gica para aumentar a densidade da rede capilar, ocorrendo assim a
proliferacdo vascular (ADORNO, 2008; JAKOBISIAK; LASEK; GOLB,
2003; OLIVEIRA et al., 2010).
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CAPITULO 2

DIFERENTES GORDURAS MODIFICADAS NA DIETA E SEUS
EFEITOS NO PESO CORPORAL, NOS PARAMETROS
BIOQUIMICOS E INDICADORES DO ESTRESSE OXIDATIVO
E DEFESA ANTIOXIDANTE EM CAMUNDONGOS

RESUMO:

A gordura interesterificada tem sido usada em muitos produtos
alimenticios, como substituta da gordura parcialmente hidrogenada, fonte
de acidos graxos trans. O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da
suplementacdo de gorduras interesterificada, ndo interesterificada e
parcialmente hidrogenada no peso corporal, nos parametros bioquimicos
e nos biomarcadores hepatico do estresse oxidativo e defesa antioxidante,
em camundongos. Camundongos Balb-c foram divididos em quatro
grupos (n=6) alimentados por 75 dias com diferentes dietas: um grupo
recebeu dieta normolipidica (CG) e trés grupos receberam dieta
hiperlipidica (40% kcal), contendo gordura interesterificada
comercialmente disponivel (GGI), rica em acido palmitico (39%); um
blend néo interesterificado (GGNI), com o mesmo perfil de acidos graxos
da gordura interesterificada, mas com 2 vezes menos &cidos graxos
saturados na posicdo sn-2 dos triglicerideos; ou gordura vegetal
parcialmente hidrogenada (GGPH) também disponivel comercialmente,
fonte de acido graxo trans (20%) e de acido linolénico (6%). As dietas
hiperlipidicas aumentaram o peso corporal dos animais. Camundongos
dos grupos GGl e GGNI apresentaram resultados semelhantes em todos
0s parametros avaliados. Os parametros bioquimicos séricos e 0s
marcadores de estresse oxidativo hepatico e defesa antioxidante do grupo
GGPH foram semelhantes aos do GC, exceto pelo aumento do colesterol
total (p<0,05). Em compara¢do com o GGPH, camundongos do grupo
GGl apresentaram aumentos significativos nas concentracdes séricas de
colesterol total (p<0,01), ndo-HDL-C (p<0,05) e glicose (p<0,05); e
aumentos significativos na concentracéo hepatica de glutationa reduzida
- GSH (2,7 vezes, p<0,05) e na atividade da glutationa redutase - GR (2,4
vezes, p<0,001). Em conclusdo, a modificacdo da estrutura dos
triglicerideos, causada pela interesterificacdo, ndo alterou os resultados
dos parametros avaliados; e a gordura vegetal parcialmente hidrogenada
apresentou resultados mais favoraveis que a gordura interesterificada rica
em &cido palmitico. Mais estudos in vivo com gordura interesterificada
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sd0 necessarios, visto que ha um intenso movimento mundial para
eliminag&o da gordura trans.

Palavras-chave: ~ Gordura interesterificada. ~ Gordura  vegetal
parcialmente hidrogenada. Gordura trans. Acido palmitico. Estresse
oxidativo. Defesa antioxidante. Colesterol.

ABSTRACT

Interesterified fat has been used in many food products and was
introduced as a substitute for partially hydrogenated fat, the source of
trans fatty acids. The objective of this study was to investigate the effects
of different of interesterified, non - interesterified and partially
hydrogenated fat supplementation on body weight, biochemical
parameters and hepatic biomarkers of oxidative stress and antioxidant
defense in mice. Balb-c mice were divided into four groups (n = 6) fed 75
days with different diets: one group received a normolipid diet (CG) and
three groups received a hyperlipidic diet (40% kcal) containing
commercially available interesterified fat, rich in palmitic acid (39%)
(IFG); a non-interesterified blend (NIFG), with the same fatty acid profile
as interesterified fat, but with 2 times less saturated fatty acids at the sn-
2 position of the triglycerides; or partially hydrogenated vegetable fat
(PHFG) also commercially available, source of trans fatty acid (20%) and
linolenic acid (6%). Hyperlipid diets increased the animals' body weight,
but with no statistical difference. Mice of the IFG and NIFG presented
similar results in all evaluated parameters. The serum biochemical
analytes and hepatic oxidative stress biomarkers of the PHFG were
similar to CG, except for increased total cholesterol (TC) (p <0.05). In
comparison to PHFG, mice of IFG presented significant increases of
serum TC (p<0.01), non-HDL-C (p<0.05), and glucose (p<0.05) and
significant increases in hepatic glutathione reduced GSH (2.7 times, p
<0.05) and glutathione reductase - GR activity (2.4 times, p <0.001). In
conclusion, the modification of the structure of triacylglycerols, caused
by interesterification, did not alter the results of the evaluated parameters;
and the partially hydrogenated vegetable fat presented more favorable
results than interesterified fat rich in palmitic acid. Further in vivo studies
with interesterified fat are needed, as there is an intense worldwide
movement to eliminate trans fat.

Keywords: Interesterified fat. Partially hydrogenated vegetable fat. Trans
fat. Palmitic acid. Oxidative stress. Antioxidant defense. Cholesterol.
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1. INTRODUCAO

Muitos alimentos ultraprocessados contém gorduras modificadas
em sua formulagdo, como gorduras parcialmente hidrogenadas e
interesterificadas (MONTEIRO et al, 2016). Os alimentos
ultraprocessados incluem por exemplo: pizzas e massas congeladas,
nuggets, salgadinhos embalados, biscoitos, bombons, guloseimas,
produtos de confeitaria e barras de cereais (MOODIE et al., 2013).
Pesquisas tém alertado sobre o rapido aumento na producgdo e consumo
desses produtos em todo o mundo e sua potencial associa¢do com a atual
pandemia de obesidade e outras doengas ndo transmissiveis relacionadas
a dieta (MONTEIRO et al., 2016; MOODIE et al., 2013; MOUBARAC
etal., 2017).

As gorduras modificadas sdo utilizadas com o objetivo de obter
caracteristicas sensoriais adequadas no produto final e melhorar a
estabilidade oxidativa dos produtos alimenticios. As tecnologias de
modificacdo de Oleos e gorduras visam modificar a plasticidade,
melhorando as caracteristicas de cristalizacdo e fusdo das gorduras
resultantes, tornando-as adequadas para a aplicacdo em alimentos,
principalmente os industrializados (MENSINK et al., 2016a).

O processo de hidrogenacdo parcial de dleos altera a
configuragdo de acidos graxos insaturados de cis para trans. O consumo
de acidos graxos trans (AGT) tem sido associado ao aumento do risco de
doencas cardiovasculares (MENSINK; KATAN, 1990; ZOCK;
MENSINK, 1996), diabetes mellitus tipo 2 (RISERUS, 2006; LIU et al.,
2018) e cancer (CHAJES et al., 2008; HIRKO et al., 2018). Por esta razo,
a ingestdo de AGT produzidos por hidrogenacdo parcial de 6leos tem sido
desencorajada nos ultimos anos e varios paises adotaram acgbes para
reduzi-los ou elimind-los em alimentos processados. Recentemente, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) anunciou o programa "Replace”,
gue tem por objetivo tornar o mundo livre de gordura trans até 2023
(GHEBREYESUS; FRIEDEN, 2018; WHO, 2018).

As gorduras interesterificadas tém sido amplamente utilizadas
pela industria de alimentos para substituir a gordura trans como uma
alternativa economicamente vidvel, com propriedades funcionais
desejaveis e com a vantagem de ser uma gordura zero- trans. Misturas de
diferentes 6leos e/ou gorduras e catalisadores quimicos ou enzimaticos
sdo utilizados na fabricagdo de gorduras interesterificadas. A
interesterificacdo altera as propriedades fisico-quimicas da gordura. A
composicdo de triacilglicerol (TAG) é modificada pela reorganizacdo dos
acidos graxos na molécula do glicerol. No entanto, a composicdo inicial



118

de &cidos graxos ¢ mantida (MENSINK et al., 2016; MILLS; HALL;
BERRY, 2017).

As gorduras interesterificadas tendem a ser ricas em 4acidos
graxos saturados (AGS) de cadeia longa, uma vez que apresentam em
suas formulacBes gordura(s) com alto ponto de fusdo, frequentemente
fonte de acido palmitico (16: 0) ou acido estearico (18: 0) (BERRY,
2009). Além disso, tendem a conter uma maior quantidade de AGS na
posicdo sn-2 do glicerol, ao contrario dos 6leos vegetais ndo modificados.
Acredita-se que os acidos graxos (AG) presentes na posi¢ao sn-2 possam
ser melhor absorvidos pelo organismo humano, uma vez que as lipases
pancredticas hidrolisam especificamente as ligagfes nas posigdes sn-1 e
sn-3. Os AG livres oriundos das posi¢bes sn-1 e sn-3 podem formar
sabdes no ambiente intestinal e se perder nas fezes, ao contrario dos 2-
monoacilglicerdis que sdo rapidamente absorvidos. Portanto, os efeitos
dos AGs ocupantes da posicdo sn-2 podem ser potencializados no
organismo (ALFIERI et al., 2018; MILLS; HALL; BERRY, 2017).

Estudos anteriores abordaram o papel da gordura
interesterificada no metabolismo, no entanto, as implicagdes nutricionais
e de salde do consumo de gordura interesterificada a longo prazo
precisam ser melhor compreendidas (MENSINK et al., 2016a; MILLS;
HALL; BERRY, 2017). Além disso, existem resultados controversos e de
dificil interpretacdo, uma vez que as gorduras interesterificadas podem
ser formuladas com diferentes combinacdes de 6leos e gorduras. Do
mesmo modo, em alguns estudos (NOAKES; CLIFTON, 1998;
SUNDRAM; KARUPAIAH; HAYES, 2007) a comparagao ocorreu entre
uma gordura interesterificada e outra com composi¢do diferente de AG,
como por exemplo gordura fonte de gordura trans. Em outros estudos
(REENA; LOKESH, 2012; SHARMA,; LOKESH, 2013), a comparagdo
foi realizada com a mesma gordura sem passar pelo processo de
interesterificacdo, ou seja, com a mesma composicdo de AG. Porém,
muitas vezes nao disponiveis comercialmente

O alto consumo de alimentos processados, fontes de gordura
modificadas (gordura parcialmente hidrogenada ou gordura
interesterificada) e a limitada disponibilidade de estudos que investigaram
os efeitos da ingestdo, de longo prazo (mais de trés semanas), de gorduras
interesterificadas comercialmente disponiveis, justificam a presente
pesquisa.

Assim, 0 objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da
suplementacdo de i) gordura interesterificada rica em AGS
comercialmente disponivel, especialmente localizados na posicédo sn-2 do
TAG, ii) uma mistura com a mesma composi¢cdo AG como a gordura
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interesterificada, mas com menor quantidade de AGS na posigéo sn-2 e,
iii) uma gordura vegetal parcialmente hidrogenada, fonte de AGT - nos
perfis nutricional e bioquimico e nos biomarcadores do estresse oxidativo
hepatico de camundongos Balb-c.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. PRODUTOS QUIMICOS E GORDURAS

Solugdo salina tamponada com fosfato ou phosphate buffered
saline (PBS) (Gibco; Cultilab, Campinas, SP, Brasil). Albumina sérica
bovina (BSA) e acido tiobarbitdrico foram adquiridos da Sigma-Aldrich
Brasil Ltda. (Sdo Paulo, SP, Brasil). Os demais reagentes foram usados
com grau de pureza atendendo as normas da American Chemical Society
(ACS). Foram utilizados os kits colorimétricos da LABTEST® (Lagoa
Santa, Minas Gerais, Brasil).

A gordura interesterificada (Gl) foi produzida por
interesterificacdo quimica, especifica para aplicacdo em produtos de
panificacdo e que encontrava-se comercialmente disponivel durante a
realizacdo desta pesquisa. A Gl e a gordura ndo interesterificada (GNI)
foram doadas pela Indastria Triangulo Alimentos Ltda. (Sdo Paulo, SP,
Brasil) e segundo informacdes do fabricante, sdo compostas por 6leo de
palma, estearina de palma e 6leo de soja totalmente hidrogenado.
Destaca-se que a participacdo da Industria Triangulo Alimentos Ltda. na
presente pesquisa limitou-se a doacdo das gorduras. A gordura vegetal
parcialmente hidrogenada (GVVPH) foi adquirida no mercado local e foi
formulada com uma mistura de 6leo de soja e de palma.

2.2 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DAS GORDURAS

Os ésteres metilicos dos acidos graxos foram preparados
seguindo o procedimento descrito por O’Fallon et al. (2007). Os perfis de
AG das amostras foram determinados por cromatografia em fase gasosa,
usando cromatégrafo GC-2014, Shimadzu® (Kyoto, Japdo), equipado
com coluna capilar (RTX® 2330, 105 m de comprimento, 0,25 milimetros
de didmetro interno e 0,20 um de espessura de filme; Restek®, Bellefont,
USA). Condigdes operacionais: temperatura do injetor 250 °C, volume
injetado de 1,0 pL, divisdo 1:40, detector de ionizacdo de chama (FID) a
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260 ° C, temperatura do forno: inicialmente a 130 °C /5 min; seguido 130
a 180 °C (5 °C/min), 180 °C / 10 minutos, 180 a 240 °C (3 °C/mim) e
permanecendo 240 °C/13 min; gas auxiliar (make up gas): nitrogénio (30
mL/min); gas de arraste: hidrogénio (1 mL/min); volume injetado de 1
pul. A composi¢do qualitativa foi determinada pela comparagdo dos
tempos de pico de retencdo com os respectivos padrdes de acidos graxos.
A composicdo quantitativa foi determinada pela normalizagdo da &rea e
expressa em porcentagem de massa. Os valores foram expressos em g de
acidos graxos / 100g de gordura.

2.3 DISTRIBUICAO POSICIONAL DOS ACIDOS GRAXOS NOS
TRIGLICERIDEOS DAS GORDURAS

Para verificar a distribuicdo regioespecifica dos acidos graxos
nas posicdes sn-2 e sn-1,3 dos TAG foi utilizado o método de
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de alta resolugdo do *C
das carbonilas das cadeias acil. Foi analisada solugdo de 250 mg de
gordura dissolvida em 0,5 mL de cloroférmio deuterado em
Espectrometro de RMN Bruker Advance DPX 300 MHz (Atibaia, SP,
Brasil). A determinacéo de *3C foi realizada com um probe multinuclear
de 5 mm, operando a 30 °C, em frequéncia constante de 75,8 MHz,
segundo metodologia descrita por Vlahov (1998). As andlises foram
realizadas no Laboratério de RMN da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (USP).

2.4 COMPOSICAO DE '[RIGLICERiDEOS DAS GORDURAS
INTERESTERIFICADA E NAO INTERESTERIFICADA

Os TAG das amostras foram determinados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), de fase reversa com base no nimero de
carbono equivalente (NCE), segundo o método descrito por Segura et al.
(2011). Foi utilizado um HPLC Shimadzu Prominence 20A (Shimadzu®
Corporation, Kyoto, Japdo), acoplado ao detector de dispersdo de luz por
evaporacdo (ELSD-LTII Shimadzu®), com duas colunas em série
(Supelcosil™ C18; 25 cm x 4,6 mm X 5 um) operando a 20 ° C. Cada
amostra (5 mg) foi primeiramente dissolvida em acetona (1 mL) e depois
injetada (1 pL) utilizando acetona / acetonitrila (1: 1; v / v) como fase
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movel que apresentou fluxo constante (ImL / min). As amostras
receberam aumento do gradiente de cloroformio (20%), durante 60min.,
permanecendo nessas condi¢Bes por 20 minutos, depois retornou a
composigdo inicial e se manteve por 85 minutos. Os picos foram
identificados usando padrées TAG puros e considerando a ordem de
eluicdo de acordo com o NCE correspondente. Os resultados forma
expressos em valores percentuais.

2.5. ESTUDO IN VIVO

Todas as etapas do estudo in vivo foram realizadas no
Laboratério de Bioquimica Experimental — LABIOEX, do Centro de
Ciéncias Biologicas (CCB) da UFSC.

Camundongos isogénicos Balb-c fémeas (60 dias; 20,0 £ 1,0 g de
peso corporal) foram mantidas em ambiente sob condi¢des controladas
(fotoperiodo de 12 h; temperatura 22,0 + 2,0 °C) mantendo a umidade do
ar (53,0 £ 2,0%). Os animais foram alojados em gaiolas plasticas
(maximo de seis animais / gaiola) recebendo agua e racdo comercial ou
formulada peletizada ad libidum. A manutencdo e os tratamentos dos
animais seguiram o protocolo aprovado pelo Comissio de Etica no Uso
de Animais (CEUA / UFSC PPOO784) e de acordo com as Diretrizes do
National Institutes of Health (NIH).

2.5.1 Delineamento experimental e dietas

Um total de 24 animais foram divididos aleatoriamente em
quatro grupos (n= 6): controle (GC); gordura interesterificada (GGI);
gordura ndo-interesterificada (GGNI) e gordura parcialmente
hidrogenada (GGPH), conforme apresentado na Figura 2.1.

Cada grupo foi tratado com a racdo especifica por 75 dias. O GC
recebeu racdo comercial Bio Tec Camundongos e Ratos, fabricada pela
empresa Bio Base® (Aguas Frias, Santa Catarina, Brasil), composta por
milho moido, farelo de soja, farelo de trigo, 6leo de soja degomado, mix
de vitaminas, mix de sais minerais, aditivo adsorvente, aditivo antifingico
e aditivo antioxidante. O valor nutricional da racéo esta apresentado no
Quadro 2.1.
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Figura 2.1 - Grupos experimentais alimentados com diferentes dietas.
Grupo Controle (GC) recebeu ragdo comercial normolipidica; Grupos

CAMUNDONGOS
BALB-c

N
GRUPO CONTROLE GRUPO GORDURA
(GC) INTERESTERIFICADA

SEM ADIGAO EXTRA (Gal)
DE GORDURA

GRUPO GORDURA
VEGETAL
HIDROGENADA

(GGPH)

GRUPO GORDURA NAO
INTERESTERIFICADA

(GGNI1)

|

DIETAS HIPERLIPIDICAS (40 % kcal)

hiperlipidicos receberam racdo comercial adicionada de diferentes
gorduras: gordura interesterificada (GGI); gordura com a mesma
formulagdo da gordura interesterificada, sem passar pelo processo de
interesterificacdo (GGNI); e gordura vegetal parcialmente hidrogenada
(GGPH).
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Quadro 2.1 - Valor nutricional da ragdo Linha Bio Tec Ratos e
Camundongos (Bio Base®, Aguas Frias, SC), segundo informacoes do
fabricante.

Nutrientes Quantidades
Proteina Bruta (Min.) 220 g/kg
Extrato etéreo (Min.) 40 g/kg
Carboidratos (por dedugéo) 592 g/kg
Matéria fibrosa (Max.) 80 g/kg
Matéria mineral (Max.) 100 g/kg
Energia (Kcal/ Kg) 3.608 Kcal/Kg
Umidade (Max.) 120,0 g/Kg
Calcio (Min.) 10,0 mg/Kg
Célcio (Méx.) 14,0 mg/Kg
Fosforo (Min.) 8.000,0 mg/Kg
Saédio (Min.) 2.000,0 mg/Kg
Lisina (Min.) 12,00 g/kg
Metionina (Min.) 4.600,0 mg/Kg
Vitamina A (Min.) 25.000,0 Ul/kg
Vitamina D3 (Min.) 5.000,0 Ul/kg
Vitamina E (Min.) 60,0 Ul/kg
Vitamina K3 (Min.) 6,0 mg/Kg
Vitamina B1 (Min.) 8,0 mg/kg
Vitamina B2 (Min.) 30,0 mg/kg
Vitamina B6 (Min.) 14,0 mg/kg
Vitamina B12 (Min.) 40,0 mcg/kg
Biotina (Min.) 0,1 mg/kg
Acido Folico (Min.) 3,0 mg/kg
Acido Nicotinico (Min.) 80,0 mg/kg
Acido Pantaténico (Min.) 50,0 mg/kg
Colina (Min.) 1.200,0 mg/kg
lodo (Min.) 2,0 mg/kg
Selénio (Min.) 0,10 mg/kg
Ferro (Min.) 50,0 mg/kg
Cobre (Min.) 10,0 mg/kg
Zinco (Min.) 70,0 mg/kg
Manganés (Min.) 70,0 mg/kg
Cobalto (Min.) 1,5 mg/kg

Legenda: Mé&x. — maximo; Min. — minimo
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Cada grama de racdo comercial continha 3,6 kcal/g (15,07 kJ);
10% de gordura (6leo de soja), 24% de proteina e 66% de carboidratos
como fonte de energia. Os grupos GGI, GGNI e GGPH receberam a
mesma rac¢do (mesmo lote) do GC adicionada de uma das gorduras. As
formulagdes hiperlipidicas (GGI, GGNI e GGPH) eram isocaldricas (5,4
kcal/g ou 22,61 kJ/g) e continham 40% de gordura, 15% de proteina e
45% de carboidratos como fonte de energia.

As racgdes hiperlipidicas foram preparadas de acordo com as

seguintes etapas:
a) A racdo comercial foi triturada em processador de alimentos (Modelo
PA-7, Skymsen®, Brusque / SC, Brasil) e peneirada.
b) Para cada kg de racdo triturada foram adicionados 200 g da gordura
correspondente, conforme Gouk et al. (2014b). A gordura, que
encontrava-se armazenada -18 °C, foi derretida (temperatura aproximada
de 70 °C) e incorporada & ragdo triturada.
c) A essa mistura foram adicionados 400 mL de agua para formar uma
massa capaz de refazer os pellets de igual espessura da racdo comercial.
d) A massa composta pela ragdo triturada, gordura e &gua foi
homogeneizada e colocada em um moedor de carne (PSP-98T Inox,
Skymsen®, Brusque/SC, Brasil), com adaptador de modelar/embutir
linguica. A racdo modelada foi cortada em pedagos de aproximadamente
4 c¢m, tal como a ragdo comercial.
e) Os pellets acondicionados em formas de aluminio foram levados a
estufa de secagem com circulagdo de ar (10027/04, Nova Etica®, Sdo
Paulo/SP, Brasil), no Laboratério de Oleos e Gorduras/CAL/UFSC. A
secagem ocorreu em 48 h, sob temperatura de 40 °C.
f) Os pellets secos, apds resfriamento em temperatura ambiente, foram
acondicionados em sacos plasticos devidamente identificados e foram
armazenados a -18 °C até a sua utilizacao.

Pequenas quantidades de cada tipo de ragdo eram periodicamente
descongeladas, antes de serem ofertadas aos camundongos.

O consumo alimentar diario foi monitoramento trés vezes por
semana e resulta do calculo da diferenca entre o peso (g) de racdo
oferecida aos animais e 0 peso (g) da sobra, dividido pelo nimero de
animais da gaiola e pelo numero de dias correspondentes. O
monitoramento do peso dos animais foi realizado semanalmente. A
variacdo ponderal foi dada pela diferenca entre o peso final (g) e o inicial
(9) do experimento. A eficiéncia alimentar foi calculada pela divisao entre
0 ganho de peso (g) diario e o consumo energético (Kcal) diario.
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2.5.2 Determinagdes bioquimicas

Apobs os 75 dias de tratamento, os animais foram submetidos a
um periodo de 8 horas de jejum. Os camundongos foram entdo
anestesiados (15 mg/Kg de xilasina e 90 mg/Kg de cetamina) e amostras
de sangue foram coletadas por pungéo cardiaca. Imediatamente apés, 0s
animais foram submetidos a eutanasia por deslocamento cervical. Na
sequéncia, os figados foram cirurgicamente removidos, lavados em
solucdo salina (0,9% NaCl) gelada e secos em papel filtro. A estratégia
experimental estd esquematizada na Figura 2.2.

a) Concentracdes sericas de lipidios e glicose

O soro centrifugado (3000 rpm/10 min) foi usado para
guantificar os pardmetros lipidicos e lipoproteicos, glicose e
transaminases.

As concentracdes séricas de triglicerideos e colesterol total foram
quantificadas via reacdo de Tinder (ALLAIN et al., 1974; BUCOLO;
DAVID, 1973). O HDL-C foi determinado pelo método homogéneo
direto (SUGIUCHI et al., 1995) com um kit colorimétrico comercial. As
concentracdes de ndo-HDL-C foram estimadas pela diferenca entre o
colesterol total (CT) e 0o HDL-C. A glicose sérica foi medida por método
enzimatico colorimétrico (TRINDER, 1969). Todas as medicGes foram
realizadas usando leituras de placas de multiplos pogos com o TECAN
Infinity M200®. Os valores foram expressos em mg / dL

b) Atividade das enzimas transaminases séricas

A atividade das enzimas séricas transaminases, aspartato amina
transferase (AST) e alanina amina transferase (ALT) foram medidas pelo
método cinético a 340 nm (REJ; HORDER, 1983), utilizando o kit
comercial LABTEST®. As medicOes foram realizadas usando leituras de
placas de multiplos pogos com o TECAN Infinity M200®. Os resultados
foram expressos em unidade / L.

¢) Defesa antioxidante e biomarcadores de estresse oxidativo hepaticos

Uma fracdo de tecido hepatico de aproximadamente 90 mg foi
retirada e precipitada em &cido tricloroacético - TCA 12% (1:5, p/v), para
a determinacdo do contelido de GSH. Outra fracdo de aproximadamente
100 mg de tecido hepético foi homogeneizada em tampédo (pH 7,4)
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contendo fosfato de sédio (100 mM), NaCl (150 mM) e Triton X-100 a
0,1% (1:9 p/v), para os ensaios de TBARS, proteina carbonilada e das
enzimas antioxidantes. Foi utilizado um homogeneizador de pistdo Teflon
(Tecnal®, Campinas, SP, Brasil), até a completa mistura dos contetidos.
Os eppendorfs com as amostras permaneceram submersas em gelo até o
momento das analises.

Os homogenatos hepaticos foram centrifugados por 5 minutos, em
5.000 rpm e o sobrenadante utilizado. As analises de GSH e de TBARS
foram realizadas no mesmo dia da coleta do material (figado). As
proteinas totais foram quantificadas pelo método de Lowry et al. (1951),
gue utiliza curva padrdo de albumina. Imediatamente ap0s, as amostras
foram acondicionadas a -18 °C, até a realizacdo dos demais ensaios.

O conteldo de glutationa reduzida (GSH) foi determinado pelo
método descrito por Beutler e colaboradores (BEUTLER; DURON;
KELLY, 1963). A peroxidacéo lipidica foi estimada atraves da medida da
formacdo de malondialdeido (MDA) usando o método do 4cido
tiobarbitdrico (TBA) (BIRD; DRAPER, 1984). O dano oxidativo as
proteinas foi quantificado avaliando-se as concentragcBes de proteina
carbonilada (LEVINE et al., 1990). A atividade da enzima superoxido
dismutase (SOD) foi medida conforme descrito por Misra e Fridovich
(1972). A atividade da enzima catalase (CAT) foi determinada
cineticamente através do método descrito por Aebi (1984). A atividade da
glutationa redutase (GR) foi determinada de acordo com Carberg e
Mannervik (1985). A atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi
realizada conforme descrito por Flohé e Giinzler (1984). Um resumo das
metodologias utilizadas nas analises dos biomarcadores de estresse
oxidativo e da defesa antioxidante e esta apresentado na Figura 2.3.

As determinagbes espectrofotométricas foram realizadas com
leitor de microplacas (TECAN Infinity M200®), com uso de placas de 96
pocos. A leitura da atividade da catalase foi realizada em multileitora
Spectramax® (Paradigm; Molecular Devices, EUA), em placas de 96
pocos UV-vis. Todas as leituras foram realizadas no Laboratorio
Multiusuario de Estudos e Biologia (LAMEB), no CCB da UFSC.



Figura 2.2 - Estratégia experimental
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Legenda: ALT - Alanina transaminase; AST - Aspartato transaminase; CAT — Catalase; GPx — glutationa peroxidase;
GR — glutationa redutase; GSH - glutationa reduzida; HDL-C — Lipoproteina de alta densidade; GR - Glutationa
Redutase; Nao HDLc - lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) + lipoproteina de densidade intermediaria (IDL)
+ remanescentes de quilomicrons + lipoproteina (a) [Lp ()] + lipoproteina de baixa densidade (LDL); PTN. CARB. —

proteina carbonilada; SOD - superoxido dismutase; TBARS - substancias reativas ao acido tiobarbitdrico.
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Figura 2.3 - Metodologias utilizadas nas analises dos biomarcadores de estresse oxidativo e defesa antioxidante
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2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados foram
expressos como médias + desvios padrdo. Os dados foram analisados pelo
teste one-way ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni. As
comparacdes foram feitas usando o software GraphPad Prism versdo 6.0
(San Diego, EUA). Valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos.

3. RESULTADOS

3.1 COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS, DISTRIBUICAO
POSICIONAL DOS ACIDOS GRAXOS NOS TRIGLICERIDEOS E
COMPOSICAO DE TRIGLICERIDEOS DAS GORDURAS

A composicdo em &cidos graxos das Gl, GNI e GVPH estéo
apresentadas na Tabela 2.1 e a distribui¢do regioespecifica de acidos
graxos nas posi¢des sn-1,3 e sn-2 dos triglicerideos estdo apresentadas na
Tabela 2.2. Como esperado, a Gl e a GNI apresentaram 0 mesmo perfil
de acidos graxos. Ambas sdo gorduras ricas em AGS (especialmente
acido palmitico) e livres de AGT. A Gl apresentou o dobro da quantidade
de AGS na posicdo sn-2 do triglicerideo quando comparado a GNI.
Quanto & GVPH, o 4cido oleico foi 0 AG em maior concentragdo (mais
de 40%), destaca-se também a presenca de 19,9% de AGT
(principalmente &cido elaidico) e quase 6% de acido linolénico e auséncia
de AGS na posicao sn-2.

O efeito da interesterificacdo sobre a composicdo de
triglicerideos esta exposto na Tabela 2.3. Quando comparado a GNI, a Gl
apresentou  menor quantidade de triglicerideos  trissaturados
(especialmente SSS) e dissaturados (especialmente PPO) (3,5 vezes e 1,3
vezes, respectivamente) e uma quantidade maior (4 vezes) de
triglicerideos tri-insaturados (especialmente OOO).
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Tabela 2.1 - Composicdo de acidos graxos (g / 100 g de gordura) da gordura interesterificada (GI), gordura ndao
interesterificada (GNI) e gordura parcialmente gordura hidrogenada (GVPH).

Acidos graxos Gl GNI GVPH
Acido laurico (C 12:0) 2,050,212 1,95+0,212 0,20 +0,00°
Acido miristico (C 14:0) 1,45+0,072 1,25+0,012 0,20 +0,00°
Acido palmitico (C 16:0) 39,15+0,42% 38,90 +0,14° 11,65 +0,21°
Acido esteérico (C 18:0) 15,10 £ 0,142 15,25 + 0,352 13,25 +0,49°
Acido oléico (C18:1 n9c) 33,2+0,712 33,60+0,642  41,20+0,57°
Acido linoléico (C 18:2 n6c) 8,15+0,212 8,00 £ 0,00 8,05+0,072
Acido linolénico (C 18:3 n3c) 0,20 £ 0,282 0,20 £ 0,282 5,60 +0,85°
Acido elaidico (C18:1 n9t) 0,10+0,14% 0,10+0,14% 17,00 £0,57°
Acido linolelaidico (C 18:2n6t) 0,002 0,002 2,89 +0,69°
Outros 0,60 0,75 0,00

Média £ S.D. Letras diferentes na mesma linha significam diferenca estatistica entre os grupos experimentais (p<0,05).
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Tabela 2.1 - Composicdo de acidos graxos (g / 100 g de gordura) da gordura interesterificada (GI), gordura nao
interesterificada (GNI) e gordura parcialmente gordura hidrogenada (GVVPH) (continuacao).

Acidos graxos Gl GNI GVPH
Total AGS 57,70+ 0,02 57,40 £0,49% 25,30 +0,28"
Total AGMS 33,20+0,71  33,60+0,64% 41,20+0,57"
Total AGPS 8,35+ 0,072 8,20 £ 0,282 13,65 +0,92°
Total AGT 0,10+0,14% 0,10+0,14% 19,89 +1,26"
AGPS n-6/n-3 relacéo 40,75 40 1,44

Legenda: AGS - acidos graxos saturados; AGMS - &cidos graxos monoinsaturados; AGPS - acidos graxos
poliinsaturados; AGT - acidos graxos trans. Média + S.D. Letras diferentes na mesma linha significam diferenca
estatistica entre os grupos experimentais (p<0,05).
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Tabela 2.2 - Distribuigdo regiospecifica de acidos graxos nas posicoes sn-
1,3 e sn-2 dos triglicerideos da gordura interesterificada (GI), gordura ndo
interesterificada (GNI) e gordura parcialmente hidrogenada (GVPH).

s s
AGS (sn-1,3) 59,90 72,60 41,20
AGS (sn-2) 61,20 28,10 0,00
AGMS (sn-1,3) 31,20 20,40 52,00
AGMS (sn-2) 21,30 50,60 49,10
AGPS (sn-1,3) 8,90 7,00 6,80
AGPS (sn-2) 17,50 21,30 50,90

Legenda: AGS: acidos graxos saturados; AGMS: acidos graxos
monoinsaturados; AGPS: &cidos graxos poliinsaturados; AGT: acidos

graxos trans.
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Tabela 2.3 - Composicdo de triglicerideos (TAG) da gordura
interesterificada (Gl) e da gordura ndo-interesterificada (GNI), expressos
em percentual.

TAG (%) NCE Gl GNI
PPP 48 4,72 4,30
PSS 52 1,64 2,90
SSS 54 0,00 15,20
Trissaturados 6,36 22,40
PPL 46 8,01 6,10
PPO 48 5,73 31,00
POS 50 13,70 1,6
SOS 52 1,60 0,00
Dissaturados 29.04 38,7
PLL 44 1,58 0,00
PLO 46 1,51 0,00
POO 48 19,19 22,80
SO0 50 7,35 4,20
Monossaturados 29,63 27,00
LLO 44 2,21 0,00
LOO 46 9,73 6,7
000 48 15,32 0,00
Tri-insaturados 27,26 6,7
Outros 7,71 5,2

Legenda: L: &cido linoléico; NCE: nimero de carbono equivalente; O:
acido oleico; P: &cido palmitico; S: &cido esteérico;
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3.2 INGESTAO ALIMENTAR, GANHO DE PESO CORPORAL E
CONSUMO ENERGETICO

Os dados da ingestdo alimentar revelaram que os animais
expostos as dietas hiperlipidicas (GGI, GGNI e GGPH) tiveram menor
ingestdo alimentar (p<0,001; Fig. 2.4A) em comparacdo ao grupo
controle (GC). Apesar do maior consumo de energia dos animais do GG,
GGNI e GGPH (p<0,001; Fig. 2.4C), ndo foi observada diferenca
significativa em relacdo ao ganho de peso corporal entre 0s grupos
experimentais (Fig. 2.4B), nem em relacdo a eficicia alimentar (Fig.
2.4D). Entretanto, deve-se ressaltar que as dietas hiperlipidicas (GGl,
GGNI e GGPH) contribuiram para 0 aumento do peso corporal dos
animais desses grupos (em quase 40% em comparacdo ao GC), embora
sem diferenca estatistica, provavelmente devido a alta varia¢do de dados.
Os animais dos grupos hiperlipidicos (GGI, GGNI e GGPH)
apresentaram também deposicdo de gordura no abdémen, como mostra a
Figura 2.6, diferentemente dos animais do GC.

A progressao do peso dos animais dos grupos experimentais e a
média do consumo durante os 75 dias de experimento podem ser
observados na Figura 2.5. Eles indicam um perfil semelhante entre os
grupos hiperlipidicos (GGI, GGNI e GGPH).
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Figura 2.4 - Efeitos da gordura interesterificada (GGI), gordura néo
interesterificada (GGNI) e gordura vegetal parcialmente hidrogenada
(GGPH) apos 75 dias de dieta A. Ingestdo alimentar (g/dia), B. Ganho de
peso (g), C. Consumo energético (kcal / dia), D. Eficécia alimentar (ganho
de peso em g / consumo energético em kcal).
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Legenda: GG — Grupo controle; GGI — Grupo gordura gnteresterificada;
GGNI — Grupo gordura néo interesterificada; GGPH — Grupo gordura
vegetal parcialmente hidrogenada. Os valores sdo expressos como média
+ DP. (n = 6). *** denotam diferenca estatistica em relacdo ao controle
(GC) quando p<0,001.
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Figura 2.4 - Efeitos da gordura interesterificada (GGI), gordura néo
interesterificada (GGNI) e gordura vegetal parcialmente hidrogenada
(GGPH) apos 75 dias de dieta A. Ingestao alimentar (g/dia), B. Ganho de
peso corporal (g), C. Consumo energético (kcal / dia), D. Eficacia
alimentar (ganho de peso em g / consumo energético em kcal)
(continuacéo).
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Legenda: GG — Grupo controle; GGI — Grupo gordura gnteresterificada;
GGNI — Grupo gordura néo interesterificada; GGPH — Grupo gordura
vegetal parcialmente hidrogenada.

Os valores sdo expressos como média £ DP. (n = 6). *** denotam
diferenca estatistica em relagéo ao controle (GC) quando p<0,001
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Figura 2.5 — Peso corporal e consumo alimentar dos grupos experimentais, durante os 75 dias de tratamento. A.
Progressdo do peso (g). B. Média do consumo alimentar (g / dia).
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Legenda: Grupos: controle (GC), gordura interesterificada (GGI), gordura ndo interesterificada (GGNI) e gordura
vegetal parcialmente hidrogenada (GGPH). Os valores sdo expressos como média. (n = 6).
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Figura 2.6 - Deposicao gordurosa abdominal.

O deposito de gordura (indicado pela seta preta) ndo foi observado no grupo Controle (GC), mas foi encontrado nos
grupos hiperlipidicos: gordura interesterificada (GGI), gordura ndo interesterificada (GGNI) e gordura vegetal
parcialmente hidrogenada (GGPH).
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3.3 AVALIACAO DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS SERICOS

Os dados revelaram perfil semelhante de concentragdo de
triglicerideos (Fig. 2.7A) em todos os grupos testados, indicando que as
diferentes dietas ndo foram capazes de alterar as concentracdes séricos
deste parametro. Em contraste, o colesterol total (Fig. 2.7B) foi
aumentado nos camundongos Balb-c expostos as dietas hiperlipidicas,
GGl e GGNI (p<0,001) e GGPH (p<0,05) em comparacédo ao GC. Os GGl
e GGNI tiveram aumento mais expressivo (p<0,01 e p<0,001,
respectivamente) em comparacdo com o GGPH. A determinacdo de
HDL-C mostrou que somente 0s GGl e GGNI tiveram as concentragdes
aumentadas, quando comparados com o GC (p<0,01; Fig. 2.7C). No
entanto, ndo foram observadas diferencas significativas de HDL-C entre
0s grupos que receberam dieta hiperlipidica (GGI, GGNI e GGPH).
Quanto as concentracdes séricas de ndo-HDL-C (Fig. 2.7D), 0 GGl e o
GGNI apresentaram aumentos significativos desse parametro em
comparagdo ao GC (p<0,001) e ao GGPH (p<0,05, p<0,001,
respectivamente). As concentragdes séricas de glicose foram
estatisticamente elevadas apenas no GGI em compara¢do com o0 GGPH
(p<0,05; Fig. 2.7E). As enzimas plasmaticas da funcdo hepatica, AST e
ALT (Fig. 2.7F e G, respectivamente), ndo se alteraram com os diferentes
tratamentos.
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Figura 2.7 - Avaliacdo do perfil biogquimico sérico. Analise de: A.
Triglicerideos, B. Colesterol total, C. HDL-C, D. Nao-HDL-C, E.
Glicose, F. AST: aspartato amina transferase e G. ALT: alanina amina
transferase.
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Os valores sdo expressos como média = DP. (n = 6). * e *** denotam
diferenca estatistica em relagédo ao grupo controle (GC), quando p<0,05 e
p<0,001, respectivamente. ## e ### denotam diferenca estatistica entre os
grupos gordura interesterificada (GGI), gordura ndo interesterificada
(GGNI) e gordura vegetal parcialmente hidrogenada (GGPH), quando
p<0,01 e p<0,001, respectivamente.
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Figura 2.7 - Avaliagdo do perfil biogquimico sérico. Analise de: A.
Triglicerideos, B. Colesterol total, C. HDL-C, D. Nao-HDL-C, E.
Glicose, F. AST: aspartato amina transferase e G. ALT: alanina amina
transferase (continuagdo).
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Os valores sdo expressos como média + DP. (n = 6). ** e *** denotam
diferenca estatistica em relagéo ao grupo controle (GC), quando p<0,01 e
p<0,001, respectivamente. # e ## denotam diferenca estatistica entre os
grupos gordura interesterificada (GGI), gordura ndo interesterificada
(GGNI) e gordura vegetal parcialmente hidrogenada (GGPH), quando
p<0,05 e p<0,01, respectivamente.
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Figura 2.7 - Avaliacdo do perfil bioquimico sérico. Analise de: A.
Triglicerideos, B. Colesterol total, C. HDL-C, D. Nao-HDL-C, E.
Glicose, F. AST: aspartato amina transferase e G. ALT: alanina amina
transferase (continuagao).
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Os valores sdo expressos como média + DP. (n = 6).
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3.4 AVALIACAO DA DEFESA ANTIOXIDANTE E DO ESTRESSE
OXIDATIVO HEPATICO

O conteldo de GSH hepético detectado (Fig. 2.8A) foi mais
elevado nos grupos GGI e GGNI (aproximadamente 2,3 e 2,7 vezes,
respectivamente) comparado ao GC e GGPH (p<0,05). O contetdo de
GSH no GGPH foi semelhante ao GC. Os marcadores oxidativos, TBARS
(Fig. 2.8B) e proteina carbonilada (Fig. 2.8C), ndo apresentaram
diferencgas significativas entre os quatro grupos. Perfil semelhante foi
identificado para algumas enzimas antioxidantes, como CAT (Fig. 2.8D),
SOD (Fig. 2.8E) e GPx (Fig. 2.8G), que se mantiveram semelhantes ao
GC. Por outro lado, foi observado um aumento de aproximadamente 3,5
vezes na atividade de GR (Fig. 2.8F) nos grupos GGI e GGNI em
comparagdo ao GC, enquanto a atividade da GR no GGPH foi semelhante
ao GC.
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Figura 2.8 - Avaliacdo da modulacéo do estresse oxidativo hepatico. A.
Anélise do conteudo de GSH, B. Contetido de TBARS, C. Conteldo de
proteina carbonilada, D. Atividade da superoxido desmutase (SOD), E.
Atividade da catalase (CAT), F. Atividade da glutationa redutase (GR),
G. Atividade da glutationa peroxidase (GPx).
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Os valores sdo expressos como média = DP. (n = 6). * denota diferenca
estatistica em relagéo ao grupo controle (GC), quando p<0,05 e # denota
diferenca estatistica entre os grupos gordura interesterificada (GGI),
gordura ndo interesterificada (GGNI) e gordura vegetal parcialmente
hidrogenada (GGPH), quando p<0,05.
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Figura 2.8 - Avaliacdo da modulacdo do estresse oxidativo hepatico. A.
Anaélise do contelido de GSH, B. Contelido de TBARS, C. Contelido de
proteina carbonilada, D. Atividade da superoxido desmutase (SOD), E.
Atividade da catalase (CAT), F. Atividade da glutationa redutase (GR),
G. Atividade da glutationa peroxidase (GPx) (continuacao).
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Figura 2.8 - Avaliacdo da modulacéo do estresse oxidativo hepatico. A.
Anélise do conteudo de GSH, B. Contetido de TBARS, C. Conteldo de
proteina carbonilada, D. Atividade da superoxido desmutase (SOD), E.
Atividade da catalase (CAT), F. Atividade da glutationa redutase (GR),
G. Atividade da glutationa peroxidase (GPx) (continuacéo).
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Os valores sdo expressos como média + DP. (n = 6). *** denota diferenca
estatistica em relacdo ao grupo controle (GC), quando p<0,001 e ###
denota diferenga estatistica entre 0s grupos gordura interesterificada
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(GGI), gordura ndo interesterificada (GGNI) e gordura vegetal
parcialmente hidrogenada (GGPH), quando p<0,001.

4. DISCUSSAO

Um dos objetivos deste trabalho foi investigar os efeitos da
modificacdo da estrutura dos triglicerideos, promovida pela
interesterificacdo quimica, sobre o0s marcadores nutricionais e
metabdlicos, em camundongos Balb-c. A analise de AG indicou
similaridade entre as duas gorduras (Gl e GNI), compostas por
aproximadamente 60% de AGS de cadeia longa, principalmente de acido
palmitico. Esses resultados ja eram esperados, pois a interesterificacdo
ndo altera o perfil de AG. Além disso, 6leo de palma ou fragdes de 6leo
de palma, como estearina de palma (fracdo solida, obtida por
fracionamento) sdo frequentemente utilizadas na fabricacdo de gorduras
interesterificadas (MENSINK et al., 2016b; MILLS; HALL; BERRY,
2017). Ambas as gorduras séo ricas em acido palmitico, o dleo de palma
contém 40-48% e a estearina de palma 48-74% de &cido palmitico
(AAOC, 1999). As gorduras vegetais, como o 6leo de palma, tém
tipicamente altas proporcdes de AGS nas posicles sn-1 e sn-3 (MILLS;
HALL; BERRY, 2017). A interesterificacdo aumentou a quantidade de
AGS na posicdo sn-2, como esperado. Neste estudo, a Gl apresentou o
dobro da quantidade de AGS na posic¢ao sn-2 do TAG. Soares et al. (2009)
reportaram resultados semelhantes para uma mistura de 60:40 de
estearina e oleina de palma.

Aqui, comparamos também os efeitos metabolicos de um GI com
uma GVPH, ambas disponiveis comercialmente e com a mesma aplicagéo
em alimentos. A quantidade de AGT (19,9%) encontrada no GVVPH deste
estudo indica que a industria de alimentos implementou novas tecnologias
para produzir gorduras parcialmente hidrogenadas com quantidades
relativamente baixas de AGT. Nos anos de 1990 e 2000, o teor de AGT
foi expressivamente superior, variando de 30 a 60% nas gorduras
hidrogenadas (BLOCK; BARRERA-ARELLANO, 1994; COSTALES;
FERNANDEZ, 2009; MOZAFFARIAN; STAMPFER , 2010). Mensink
e Katan (1990) em seu estudo classico, por exemplo, identificaram
quantidade de 45,8% de AGT na margarina utilizada. Deve-se notar que
0 GVPH que foi usada no presente estudo apresentou &cido graxo
essencial 6mega-3, o acido linolénico (5,6%). A presenca de &cido
linolénico no GVPH confirma a informagdo do fabricante, que essa
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gordura foi produzida com dleo de soja, que contém 5,5-9,5% deste AG
em sua composicdo (AOAC, 1999).

Durante os 75 dias de tratamento, 0s animais que receberam as
dietas hiperlipidicas (GGI, GGNI e GGPH) apresentaram menor consumo
alimentar (p<0,001) e maior consumo de energia (p<0,001). Resultados
semelhantes também foram observados por Lamas et al. (LAMAS et al.,
2015) em seu estudo com camundongos atimicos Balb / ¢ (Nu / Nu). No
entanto, deve-se notar que, apesar da menor ingestéo alimentar, as dietas
hiperlipidicas aumentaram o ganho de peso em cerca de 40% (embora ndo
significativo), também observado na pesquisa de Nishikawa et al. (2012).
Esse achado pode ser devido ao acimulo de tecido adiposo visceral como
demonstrado aqui. Por outro lado, ao contrario do que foi descrito na
literatura (AFONSO et al., 2016; GOUK et al., 2013), no presente estudo
a gordura interesterificada ndo promoveu ganho de peso significativo e
maior aumento de gordura adiposa visceral, em comparacéo com as dietas
ndo interesterificada e trans, possivelmente devido ao tempo de exposi¢do
adieta. Gouk etal. (2013) e Afonso et al. (2016) observaram maior ganho
de peso em animais alimentados com gordura interesterificada apos 15 e
16 semanas de tratamento, respectivamente. Magri et al. (2015) e Velasco
et al. (2015) avaliaram ganho de peso e adiposidade em camundongos
C57BL-6 cujas mdes receberam gordura interesterificada durante
gestacdo e lactacdo. Os autores concluiram que a ingestdo materna
interesterificada e/ou de gordura de palma pode predispor a prole ao
desenvolvimento da obesidade na vida adulta, quando comparada ao
grupo alimentado com gordura parcialmente hidrogenada. Em
camundongos C57BL-6, o consumo de gordura interesterificada também
levou a desregulagdo na expressdo de proteinas envolvidas na ingestao de
alimentos (BISPO et al., 2015).

No presente estudo, dietas hiperlipidicas - independentemente da
composicdo - ndo alteraram as concentracGes séricas de triglicerideos.
Estudos anteriores relataram resultados controversos para 0s
triglicerideos plasmaticos apds o consumo de gordura interesterificada.
Um estudo com leitdes indicou aumento de triglicerideos apo6s 12
semanas de consumo de oleina de palma enzimaticamente
interesterificada (PONNAMPALAM et al., 2011). Por outro lado, estudos
com ratos Wistar mostraram reducdo apds o consumo de gorduras
interesterificadas compostas de 6leos insaturados (REENA; LOKESH,
2007; SHARMA,; LOKESH, 2013).

No entanto, no presente estudo, as dietas Gl e GNI aumentaram
significativamente os niveis séricos de colesterol total, HDL-C e ndo-
HDL-C, enquanto a dieta contendo AGT (GVPH) aumentou apenas o
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colesterol total. Com base nesses resultados, podemos concluir que alterar
a distribuicdo posicional do acido palmitico ndo altera as concentracOes
séricas das lipoproteinas. Resultados semelhantes foram observados em
humanos (BERRY, 2009; MENSINK et al., 2016). De acordo com Berry
(2009), as evidéncias sugerem que a estrutura dos triglicerideos ndo tem
efeito sobre a digestibilidade ou sobre a lipemia de jejum, ndo provocando
uma resposta metabolica diferente quando comparada com suas
contrapartes nativas. Por outro lado, tem sido relatado que gorduras
interesterificadas (20% de energia como gordura) administradas a ratos
Wistar por um periodo de 60 dias, reduzem as concentrac@es de colesterol
total e LDL-C (NAGARAJU; LOKESH, 2007; REENA; GOWDA,;
LOKESH, 2011; REENA; LOKESH, 2007, 2012; SHARMA; LOKESH,
2013). No entanto, esses estudos usaram misturas compostas de 6leos
insaturados, como linhaca, farelo de arroz, gergelim, amendoim e azeite
- muito diferentes das gorduras interesterificadas disponiveis
comercialmente, na quais os AGS predominam. Em camundongos LDL-
KO alimentados por 16 semanas com dieta hiperlipidica (40% de energia
como gordura), o0 processo de interesterificacdo ndo alterou as
concentracdes plasmaticas de lipidios (AFONSO et al., 2016). Porém,
esse mesmo estudo concluiu que a gordura interesterificada rica em acido
palmitico acelerou o desenvolvimento da aterosclerose, promovendo o
acumulo de colesterol nas particulas de LDL e nas células macrofagicas,
ativando o processo inflamatorio.

O ndo-HDL-C inclui as concentragfes das lipoproteinas que
contribuem para a aterosclerose: lipoproteina de densidade muito baixa
(VLDL), lipoproteina de densidade intermediaria (IDL), remanescentes
de quilomicrons, lipoproteina (a) [Lp (a)], e lipoproteina de baixa
densidade (LDL) (BLAHA et al., 2008). Assim, pode-se inferir que o0s
efeitos de dietas ricas em AGS, especialmente de acido palmitico (Gl e
GNI), sobre as lipoproteinas foram mais deletérios do que a dieta
contendo GVPH, fonte de gordura trans e também do acido linolénico.
Embora a dieta contendo AGT néo tenha aumentado o ndo-HDL-C nos
camundongos Balb-c, a literatura cientifica tem mostrado que o consumo
de AGT aumenta as concentragdes de ndo-HDL-C em humanos
(MENSINK; KATAN, 1990; ZOCK; MENSINK, 1996). Outros estudos
indicaram que o acido palmitico também aumentou a concentracdo de
colesterol total e LDL (MENSINK et al., 2003; SUN et al., 2015),
enquanto o acido linolénico pode contribuir para a reducéo do LDL-C
(RODRIGUEZ-LEYVA et al., 2010). Esses achados indicam que as
respostas lipidicas plasmaticas frente a dieta contendo GI, GNI ou
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gordura trans podem ser especificas, lembrando que os resultados em
animais de laboratdrio devem ser interpretados com cautela.

No presente estudo as dietas Gl e GNI n&o alteraram a glicose
plasmatica. Entretanto, em humanos, foram observados no plasma niveis
aumentados de glicose em jejum e diminuicdo na insulina (SUNDRAN et
al., 2007). Filippou et al. (2014) também encontraram diminuicdo nas
concentracbes de polipeptideo insulinotrépico (GIP) pos-prandial
dependente de glicose, com o consumo de oleina de palma
interesterificada. Em ratos Wistar foi observado aumento da glicemia de
jejum e diminuicdo da tolerancia a glicose em resposta ao consumo de
oleo de soja interesterificado ap6s 16 semanas, mas ndo apos 8 semanas
de consumo (MIYAMOTO et al., 2018). No presente estudo, um aumento
significativo na glicose sérica foi observada nos animais GGI, em
comparagdo ao GGPH. Conforme observado por Miyamoto (2018), o
tempo de exposi¢do a dieta com gordura interesterificada pode ser
determinante para o aumento da glicose plasmatica.

Dietas hiperlipidicas podem levar a danos no figado, incluindo
lesGes de base oxidativa (MASARONE et al., 2018). No presente estudo,
75 dias de tratamento ndo afetaram as atividades da AST e ALT,
principais marcadores da funcdo hepatica. Embora a relacdo entre o
estresse oxidativo e o consumo de dietas ricas em AGT seja bem
conhecida (DHIBI et al., 2011; MONGUCHI et al., 2017), a dieta
contendo gordura trans ndo alterou os valores dos biomarcadores do
estresse oxidativo no figado. Além disso, ndo encontramos diferencas
entre as dietas Gl e GNI, semelhante a um estudo com ratos Wistar
(NAGARAJU; LOKESH, 2007). No entanto, as dietas fontes de acido
palmitico (Gl e GNI), promoveram aumento significativo dos valores de
GSH e GR. Estudos tem demonstrado que o &cido palmitico apresenta
lipotoxicidade sobre varios tipos de células, entre eles os hepatécitos
(GUO et al., 2007; ZHANG et al.,, 2011). Portanto, o aumento da
atividade da GR associado & auséncia de inducdo do estresse oxidativo,
explicitado pelos marcadores TBARS e proteina carbonilada, podem
explicar a elevacdo nas concentracGes de GSH observados nos GGl e
GGNI, indicando uma potencial prote¢do contra os danos induzidos por
radicais livres no figado. E bem conhecido que o sistema redox da GSH
¢ importante protetor contra o estresse oxidativo. O GSH, um eliminador
de radicais, € convertido em glutationa oxidada (GSSG) e o0 GR converte
continuamente GSSG de volta em GSH (YAO; LEONARD; REDDY,
2006). Além disso, 0 aumento nas concentracdes do GSH hepatico pode
estar relacionado ao aumento do colesterol total, HDL-C e ndo-HDL-C,
observados nos grupos GGl e GGNI. Isso porque o GSH é considerado
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um ativador da enzima HMG-CoA redutase (3-hidroxi-3-methyl-glutaril-
CoA redutase), uma enzima da via metabdlica do mevalonato, que produz
0 colesterol (GUSTAFSSON et al., 1990).

Convém destacar que camundongos fémeas apresentam protecao
hormonal contra alteracdes metabolicas causadas por dietas hiperlipidicas
(CARLSSON etal., 2012). Assim, os efeitos do consumo de tais gorduras
poderiam ser ainda mais visiveis se este estudo fosse realizado com
camundongos machos.

O resumo grafico deste estudo esta apresentado na Figura 2.9.

5. CONCLUSAO

No contexto das dietas hiperlipidicas (40% kcal), os
camundongos Balb-c que receberam a dieta com gordura interesterificada
apresentaram resultados semelhantes aos que receberam gordura com o
mesmo perfil de acidos graxos, mas com uma quantidade menor (2 vezes)
de acidos graxos saturados na posicao sn-2 do triglicerideo (gordura ndo
interesterificada), em todos os parametros avaliados. Portanto, pode-se
inferir que a modificacdo da estrutura dos triglicerideos, causada pela
interesterificacdo, ndo levou a diferentes alterages metabdlicas.

Por outro lado, os camundongos que receberam gordura
interesterificada, contendo 39% de acido palmitico, apresentaram maiores
concentracdes séricas de colesterol total, ndo-HDL-C e glicose, e resposta
ao estresse oxidativo hepatico diferente do grupo que recebeu gordura
vegetal parcialmente hidrogenada, contendo 20% de AGT e 6% de 4cido
linolénico. Pode-se concluir que a gordura vegetal parcialmente
hidrogenada apresentou resultados mais favoraveis que a gordura
interesterificada rica em acido palmitico.

Estudos adicionais de longo prazo in vivo que investiguem os
efeitos do consumo das gorduras interesterificadas sdo necessarios, uma
vez que essa gordura esta sendo amplamente utilizada para substituir as
gorduras trans.
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Figura 2.9 — Resumo gréafico do estudo

GGPH
%L e hi T J

Gordura interesterificada

- “Colesterol total (# #)

- 4 Ndo-HDL-C (&)

- T glicose (#)

- 4 glutationa reduzida (#)

- P atividade da glutationa redutase (& # #)

Resultados
similares

Mudanca na
estrutura dos
triacilglicerdis
nao provocou

mudancas
metabdlicas

Substituir gordura vegetal parcialmente hidrogenada
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Figura 2.9 — Resumo gréafico do estudo (continuacao).

Legenda: AGS — Acidos graxos saturados; AGT - Acidos graxos trans; GC - grupo controle; GGI - grupo gordura
interesterificada; GGNI - grupo gordura ndo interesterificada (GGNI); GGPH - grupo gordura vegetal parcialmente
hidrogenada; #, ## e ### denotam diferenca estatistica entre os grupos gordura interesterificada (GGI), gordura ndo
interesterificada (GGNI) e gordura vegetal parcialmente hidrogenada (GGPH), quando p<0,05, p<0,01 e p<0,001,
respectivamente.
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CAPITULO 3

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE GORDURA
INTERESTERIFICADA, NAO INTERESTERIFICADA E
PARCIALMENTE HIDROGENADA EM CAMUNDONGOS
C57BL-6 COM TUMOR ASCITICO DE EHRLICH

RESUMO:

A interesterificacdo tem substituido a hidrogenagdo parcial de 6leos, por
produzir gorduras livres de acidos graxos trans. Por outro lado, gera
novos triacilgliceréis ricos em gordura saturada, ocupando
prioritariamente a posicdo sn-2. A relagdo entre gordura interesterificada
e 0 desenvolvimento de cancer ndo foi estudada até o momento, sendo
este estudo pioneiro. O objetivo foi investigar os efeitos da suplementacéo
de diferentes gorduras modificadas no desenvolvimento do tumor ascitico
de Ehrlich (TAE). Camundongos fémeas CB57-BL-6 foram divididos em
guatro grupos (n=16) e alimentados durante todo o experimento com dieta
normolipidica (GC) ou hiperlipidica (40 kcal%), contendo gordura
interesterificada (GGI); ou blend ndo interesterificado (GGNI); ou uma
gordura vegetal parcialmente hidrogenada (GGPH). Apds 70 dias de
tratamento os camundongos receberam intraperitonealmente células do
tumor ascitico de Ehrlich (TAE). Apds 10 dias o tumor foi avaliado (n=6)
e até 35 dias ap6s o implante do TAE a sobrevida dos animais foi avaliada
(n=10). Apobs os tratamentos, os camundongos do GGI e GGNI
apresentaram resultados semelhantes em todos os parametros avaliados.
Os animais do GGPH apresentaram resultados semelhantes aos do GC,
guanto ao crescimento do tumor (%), percentual de células apoptoticas e
biomarcadores do estresse oxidativo. Em comparagdo ao GC,
camundongos dos GGl e GGNI apresentaram redugdo na sobrevida,
menor percentual de células apoptéticas (3 vezes menos), elevados niveis
de peroxidacdo lipidica (TBARS) (p <0,01) e conteldo depletado de
glutationa reduzida (GSH) (p <0,01) nas células tumorais. O estresse
oxidativo observado nas células tumorais ndo foi suficiente para
prolongar a vida dos animais desses grupos. Em suma, o percentual de
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gordura na dieta influenciou menos no desenvolvimento do TAE, do que
0 tipo de gordura utilizada; a quantidade aumentada de &cidos graxos
saturados na posicdo sn-2 dos TAG, ocasionada pela interesterificacdo,
ndo afetou o desenvolvimento do tumor; dieta com &cido palmitico
(gordura interesterificada) parece favorecer mais ao desenvolvimento do
TAE do que dieta contendo acidos graxos trans e &cido linolénico
(gordura vegetal parcialmente hidrogenada). Mais estudos in vivo com
gordura interesterificada sdo necessarios para avaliar o potencial
carcinogénico desta gordura, cujo consumo tem aumentado.

Palavras-chave: ~ Gordura interesterificada. ~ Gordura  vegetal
parcialmente hidrogenada. Gordura trans. Acido palmitico. Cancer.
Tumor Ascitico de Ehrlich. Estresse oxidativo.

ABSTRACT

Interesterification has replaced partial hydrogenation of oils by producing
trans fatty acid free fats. On the other hand, it generates new
triacylglycerols rich in saturated fat, occupying primarily the sn-2
position. The relationship between interesterified fat and the development
of cancer has not been studied to date, being this one a pioneering study.
The objective was to investigate the effects of supplementation of
different modified fats on the development of Ehrlich ascites carcinoma
(EAC). CB57-BL-6 female mice were divided into four groups (n = 16)
and fed throughout the experiment with either normolipid (CG) or
hyperlipid (40 kcal%) diet containing interesterified fat (IFG); or non-
interesterified blend (NIFG); or a partially hydrogenated vegetable fat
(PHFG). After 70 days of treatment, the mice received Ehrlich ascites
carcinoma (EAC) cells intraperitoneally. After 10 days, the tumor was
evaluated (n = 6) and up to 35 days after the EAC implantation, the
survival of the animals was evaluated (n = 10). After the treatments, IFG
and NIFG mice presented similar results in all evaluated parameters.
PHFG animals presented similar results to CG, regarding tumor growth
(%), percentage of apoptotic cells and biomarkers of oxidative stress. In
contrast to CG, IFG and NIFG mice had a reduction in survival, a lower
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percentage of apoptotic cells (3 times less), high levels of lipid
peroxidation (TBARS) (p <0.01) and reduced glutathione (GSH) depleted
content (p <0.01) in tumor cells. The oxidative stress observed in tumor
cells was not sufficient to prolong the life of the mice in these groups. In
summary, the percentage of fat in the diet influenced less in the
development of the EAC, than the type of fat used; the increased amount
of saturated fatty acids at the sn-2 position of TAG, caused by
interesterification, did not affect tumor development; diet with palmitic
acid (interesterified fat) seems to favor more the development of EAC
than the diet containing trans fatty acids and linolenic acid (partially
hydrogenated vegetable fat). Further in vivo studies with interesterified
fat are needed to evaluate the carcinogenic potential of this fat, whose
consumption has increased.

Keywords: Interesterified fat. Partially hydrogenated vegetable fat. Trans
fat. Palmitic acid. Cancer. Ehrlich ascites Carcinoma. Oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

As gorduras desempenham um papel muito importante em uma
grande variedade de alimentos processados, como shortenings,
margarinas, chocolates, produtos de panificacdo e confeitaria, dleos de
fritura, entre outros (MILLS; HALL; BERRY, 2017). Na indUstria de
alimentos, os 6leos vegetais em suas formas originais tém aplicacdes
limitadas. Propriedades funcionais desejaveis relacionadas ao
comportamento de fusdo, teor de gordura solida, plasticidade e
estabilidade oxidativa, podem ser alcancadas usando tecnologias de
modificacdo de dleos e gorduras. A hidrogenagao, a interesterificacdo, o
fracionamento e a mistura (blending) de dleos e gorduras séo
frequentemente utilizados pela inddstria de alimentos para melhorar as
caracteristicas dos alimentos processados (MENSINK et al., 2016).

A hidrogenacdo parcial de dleos vegetais tem sido amplamente
utilizada no dltimo século, uma vez que foi desenvolvida como uma
alternativa mais barata e mais saudavel as gorduras animais (MENSINK
et al., 2016). Entretando, a hidrogenacéo parcial altera a configuracéo
isomérica de 4cidos graxos insaturados de cis para trans. A gordura
vegetal parcialmente hidrogenada (GVPH) representa a principal fonte de
acidos graxos trans na dieta humana (SUNDRAM et al., 2007). A
ingestdo de &cidos graxos trans (AGT) tem sido associada ao aumento do
risco de doencgas cardiovasculares (MENSINK; KATAN, 1990; ZOCK;
MENSINK, 1996), diabetes mellitus tipo 2 (RISERUS, 2006; LIU et al.,
2018) e cancer (CHAJES et al., 2008; HIRKO et al., 2018). Por essa razao
varios paises tém adotado medidas para reduzir ou eliminar os AGT de
alimentos processados. Recentemente a Organizagdo Mundial da Salde
(OMS) lancou o Programa "Replace”, cujo objetivo é tornar o mundo
livre de gordura trans até 2023 (GHEBREYESUS; FRIEDEN, 2018;
WHO - WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

A interesterificacdo vem substituindo a hidrogenacéo parcial de
oleos vegetais, por alcancar propriedades funcionais desejaveis, sem
produzir AGT (MILLS; HALL; BERRY, 2017). A interesterificacdo de
um 6leo ou de uma gordura, ou de uma mistura de 6leos e gorduras, é 0
processo que consiste em quebra simultanea das ligagdes éster existentes
e formacdo de novas ligagbes nas moléculas do glicerol. A
interesterificacdo promove rearranjo na distribui¢do dos AG, intra e entre
0s TAG, formando novos TAG, alterando assim as propriedades fisicas e
funcionais da gordura resultante. Diferentemente do perfil de TAG, o
perfil de AG é mantido. Para este processo sdo necessarios catalisadores
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qguimico ou enzimatico. A interesterificacdo quimica ainda é mais
frequentemente utilizada pela industria de alimentos. (MENSINK et al.,
2016; MILLS; HALL; BERRY, 2017).

Uma gordura interesterificada geralmente é produzida a partir de
misturas (blends) compostos por gorduras com alto ponto de fusdo e
6leo(s) liquido(s). Por esta razdo, tendem a ser ricas em AGS. O processo
de interesterificagcdo faz aumentar a quantidade de AGS na posic¢do sn-2
das moléculas de TAG, alterando as propriedades fisicas e metabdlicas da
gordura (MENSINK et al., 2016; MILLS; HALL; BERRY, 2017). Os
6leos vegetais geralmente exibem acidos graxos saturados (AGS) nas
posi¢des sn-1 e 3 dos TAG. Tem sido relatado que os AG da posicao sn-
2 sdo melhor digeridos, absorvidos e utilizados pelos tecidos. A lipase
pancredtica e lipoproteica preferencialmente hidrolisam AG nas posicdes
sn-1 e sn-3 do TAG. AG livres sdo capazes de formar sab8es insollveis
de célcio ou magnésio, devido ao ambiente intestinal alcalino e podem ser
eliminados pelas fezes. Por outro lado, os 2-monoacilgliceréis séo
rapidamente absorvidos (ALFIERI et al., 2018; MILLS; HALL; BERRY,
2017).

Estudos epidemioldgicos e experimentais utilizando modelos
animais tém associado o elevado consumo de gorduras com o risco de
desenvolvimento do cancer de mama (GU et al., 2011; LAMAS et al.,
2015; SCHULZ et al., 2008; SIERI et al., 2014; TURNER, 2011).
Adicionalmente, outros estudos tém associado o aumento do risco de
cancer de mama, principalmente a alta ingestao de AGS (DANDAMUDI
et al., 2018; FASANO et al., 2017; HIRKO et al., 2018; SEILER et al.,
2018) e também de AGT de alimentos processados (CHAJES et al., 2008;
HIRKO et al., 2018; SEILER et al., 2018). O cancer de mama, a forma
mais comum de cancer entre as mulheres, é também o que apresenta a
maior mortalidade por cancer em todo o mundo (SEILER et al., 2018).

O elevado consumo de alimentos ultraprocessados, muitas vezes
ricos em gorduras modificadas, portanto, com teores elevados de gorduras
trans ou saturadas (MOODIE et al., 2013; MOUBARAC et al., 2017,
STEELE et al., 2016); a progressiva substituicdo das GVPH por Gl em
todo o mundo (MILLS; HALL; BERRY, 2017) e a necessidade de
estudos que investiguem a relagdo do consumo de Gl com o
desenvolvimento do cancer, justificam a realizagdo da presente pesquisa.

Neste estudo, os efeitos do consumo de dietas suplementadas
com (i) gordura interesterificada rica em AGS, especialmente localizados
na posicdo sn-2 do esqueleto do TAG, (ii) uma mistura com a mesma
composi¢cdo AG da gordura interesterificada, mas com menor quantidade
de AGS na posicao sn-2, e (iii) gordura vegetal parcialmente hidrogenada
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rica em AGT, no desenvolvimento de tumor ascitico de Ehrlich em
camundongos C57BL6 foram investigados.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 PRODUTOS QUIMICOS E GORDURAS

Os produtos quimicos e as gorduras utilizados neste estudo foram
0s mesmos descritos no Capitulo 2 (item 2.1) desta tese.

2.2 ESTUDO IN VIVO

Camundongos isogénicos (inbred) da linhagem C57BL-6,
fémeas (60 dias; 21,0 + 2,0 g) foram tratadas de acordo com o protocolo
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA / UFSC
PPOO784) e em conformidade com as Diretrizes para o Cuidado e Uso
de Animais de Laboratério do National Institutes of Health (NIH). Os
camundongos C57BL-6 foram foram alojados em gaiolas plasticas
(méaximo de seis animais / gaiola) e receberam agua e racdo comercial ou
formulada peletizada ad libidum. As condi¢cBes do ambiente foram
controladas (fotoperiodo de 12 h; temperatura 22,0 £ 2,0 °C), com
umidade do ar em torno de 53% (+ 2,0).

Todas as etapas do estudo in vivo foram realizadas no
Laboratério de Bioquimica Experimental — LABIOEX, do Centro de
Ciéncias Bioldgicas (CCB) da UFSC.

2.2.1 Delineamento experimental e dietas

Os camundongos (n = 64) foram distribuidos em quatro grupos
(n = 16): grupo controle (GC); grupo gordura interesterificada (GGI);
grupo gordura ndo interesterificada (GGNI) e grupo gordura parcialmente
hidrogenada (GGPH), conforme apresentado na Figura 3.1. As
caracteristicas e a formulacdo das dietas recebidas por cada grupo
experimental foram detalhados no capitulo 2 desta tese. Os animais
receberam as referidas dietas ao longo de todo o experimento. O consumo
alimentar - dado pela diferenca entre a quantidade de racéo colocada nas
gaiolas (em g) e a sobra (em g), dividida pelo nimero de animais
presentes na gaiola - foi monitorado e registrado trés vezes por semana.

A estratégia experimental est& resumida na Figura 3.2.



Figura 3.1 - Grupos experimentais alimentados com diferentes dietas.
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Figura 3.2 — Resumo da estratégia experimental

- 4 DIA 70 . DIA 80 DIA 105
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Legenda: CAT: Catalase; GC: grupo controle; GGI: grupo gordura interesterificada; GGNI: grupo gordura nao
interesterificada; GGPH: grupo gordura parcialmente hidrogenada; GSH: glutationa reduzida; Ptn Carb.: proteina
carbonilada; Thars: substancias reativas ao acido tiobarbiturico.
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2.2.2 Peso corporal e avaliagdo do crescimento tumoral e da
sobrevida dos animais

O peso corporal dos animais foi mensurado semanalmente. Apds
70 dias de tratamento com as dietas especificas, todos os camundongos
receberam intraperitonealmente células do TAE suspensas em solugdo
salina isotonica estéril (200 mL; 5 x 10° células). O crescimento do tumor
foi avaliado com base nas medidas de circunferéncia abdominal dos
camundongos (cm) antes da inocula¢do do TAE (dia 70) e no final do
tratamento para alguns animais (dia 80). O crescimento do tumor (%) foi
calculado pela formula:

Crescimento do tumor (%) = [variacdo da circunferéncia
abdominal (final — inicial) x 100] / circunferéncia abdominal antes da
inoculagdo com TAE.

Ap6s dez dias da implantacdo do TAE (dia 80), alguns
camundongos de cada grupo de tratamento (n = 6) foram anestesiados (15
mg/Kg de xilasina e 90 mg/Kg de cetamina), o liquido tumoral foi
coletado na integra e os animais foram submetidos a eutanasia. Células
do TAE foram utilizadas para determinaces bioquimicas, estudos
citologicos para analise de citotoxicidade induzida e efeitos no ciclo
celular. Os animais remanescentes de cada grupo (n = 10) foram mantidos
vivos para a avaliagdo da sobrevida. O dia 105, ou seja, 35 dias apos a
inoculacéo do TAE, foi considerado como limite maximo para a avaliagdo
da sobrevida. A sobrevida foi monitorada ao longo do tempo e foi
estimada através da curva de Kaplan-Meier (KAPLAN, EL; MEIER,
2016), por meio do programa GraphPad Prism versdo 6.0 (San Diego,
EUA).

2.2.3 Avaliacdo do tipo de morte e analise do ciclo celular das células
do tumor ascitico de Ehrlich

A anélise do tipo de morte celular induzida pelos tratamentos foi
realizada de acordo com Mcgahon et al. (1995). As células do TAE
(5x108) coletadas do liquido ascitico de cada camundongo foram lavadas
e coradas com solugdo fluorescente (iodeto de propidio 100 pug / mL e
laranja de acridina 100 pg / mL - 1: 1). Ento, as imagens de fluorescéncia
de 300 células foram capturadas com filtros vermelho e verde. A
aquisicdo de imagens foi feita em triplicata para cada amostra. As
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alteragdes nucleares das células do TAE (necrose e apoptose) foram
identificadas através da sobreposicao dos filtros vermelho e verde.

A anélise da parada no ciclo celular no TAE foi realizada
utilizando o kit de solucéo de iodeto de propidio / RNAse da Immunostep
(Salamanca, Espanha) seguindo o protocolo do fabricante. As células de
tumor (5 x 10°) foram recolhidas, lavadas antes de serem fixadas com
etanol (70%) e mantidas durante a noite a -20 °C. Depois, cada sedimento
foi descongelado, lavado e recebeu a solugcdo de iodeto de propidio /
RNAse. As amostras foram incubadas durante 15 min a temperatura
ambiente a ocorréncia de 10.000 eventos foram analisadas pelo citbmetro
de fluxo (BDFACS Canto IlI; BD Biosciences). Os dados foram
processados usando o Software Flowing versdo 2.5.1 (Turku, Finlandia).

2.2.4 Biomarcadores de danos oxidativos e defesa antioxidante no
tumor ascitico de Ehrlich

Para estas determinacdes foram empregadas amostras de liquido
ascitico coletado da cavidade intraperitoneal dos animais. A peroxidacdo
lipidica foi estimada pela formacdo de malondialdeido (MDA) pelo
método do acido tiobarbitdrico (TBA) (BIRD; DRAPER, 1984). O dano
oxidativo as proteinas foi quantificado avaliando-se os niveis de proteina
carbonilada (LEVINE et al., 1990). O contetdo de glutationa reduzida
(GSH) foi determinado pelo método descrito por Beutler et al. (1963). A
atividade da enzima catalase (CAT) foi determinada cineticamente
através do método descrito por Aebi (1984) e a leitura foi realizada em
multileitora Spectramax (Paradigm; Molecular Devices, EUA). As
demais determinagdes espectrofotométricas foram realizadas com leitor
de microplacas (TECAN Infinity M200). Todas as leituras foram
realizadas no Laboratério Multiusuario de Estudos e Biologia (LAMEB),
no CCB da UFSC.

2.3 ANALISE ESTATISTICA

Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados foram
expressos como meédias e desvios padrdo. Os dados foram analisados pelo
teste one-way ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni. As
comparacdes foram feitas usando o software GraphPad Prism versdo 6.0
(San Diego, EUA). Valores de p <0,05 foram considerados
estatisticamente significativos.
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3. RESULTADOS

3.1 CONSUMO ALIMENTAR E PESO CORPORAL DOS ANIMAIS
DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

A Figura 3.3 mostra a ingestdo alimentar (A), o ganho de peso
corporal (B) e o peso corporal dos animais dos diferentes grupos
experimentais ao longo dos 70 dias iniciais do experimento, anterior a
inoculagdo do TAE. Um aumento significativo (p <0,01) no peso corporal
foi observado nos grupos de camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica (GGI, GNI e GGPH), quando comparados ao grupo que
recebeu dieta normolipidica (CG). Entre os grupos hiperlipidicos nédo
foram observadas diferencas significativas (Fig. 3.3B). A Figura 3.3C
mostra que a diferenca no ganho de peso entre 0s grupos que receberam
dieta hiperlipidica (GGI, GGNI e GGPH) e 0 GC teve inicio em torno do
dia 42.
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Figura 3.3 (A) Consumo alimentar em gramas (B) ganho de peso corporal
em porcentagem e (C) peso corporal em gramas ao longo dos 70 dias

primeiros dias do experimento, anteriores a inoculagéo do TAE.

>
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Legenda: Os valores representam a média e o desvio padrdo de n = 6. GC:
grupo controle; GGI: grupo gordura interesterificada; GGNI: grupo
gordura ndo interesterificada; GGPH: grupo gordura parcialmente
hidrogenada. TAE: tumor ascitico de Ehrlich. (***) denotam diferencas
estatisticas em relacdo ao GC quando p <0,001 e (**) p <0,01; (###)
denotam diferencas estatisticas comparando GGI, GGNI e GGPH (p

<0,001).
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3.2 CRESCIMENTO TUMORAL E SOBREVIDA

N&o foram observadas diferencas significativas no crescimento
do TAE nos camundongos alimentados com as diferentes dietas
administradas por 80 dias (70 dias antes e 10 dias p6s inoculagdo) (Figura
3.4A). Quanto ao tempo de sobrevida dos animais apds a inoculagao do
TAE, a maior area sob a curva (AUC) observada foi a do GC (100),
seguido do GGPH (83) e GGI e GGNI (ambos 80). Os animais que
receberam dieta hiperlipidica apresentaram menor sobrevida, quando
comparado ao GC.

3.3 AVALIAGAO DO TIPO DE MORTE DE CELULAS DO TUMOR

A Figura 3.5 indica o tipo de morte celular possivelmente
induzida pelas diferentes dietas. O percentual de células do TAE em
necrose foi similar para todos os grupos (8+4; 945; 10£2 e 11+5%, GC,
GGI, GGNI e GGPH, respectivamente). No entanto, pode-se observar que
0s grupos com maior sobrevida (GC e GGPH) também apresentaram
maiores percentuais de células do TAE em apoptose (29 £ 9 e 22 + 13%,
respectivamente), quando comparados aos grupos GGl e GGNI (10 x4 e
9 + 3, respectivamente). Logo, o percentual de células do TAE viaveis foi
menor para os grupos GC e GGPH (63 + 15 e 68 + 18%, respectivamente),
do que para aos grupos GGl e GGNI (80 £ 5 e 82 + 4%, respectivamente).
Porém, ndo foram encontradas diferencas significativas.
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Figura 3.4 (A) Crescimento do tumor ascitico de Ehrlich com base na
variacdo da circunferéncia abdominal, n=6, 10 dias ap6s a inocula¢do do
tumor e (B) sobrevida dos camundongos de acordo com a curva de
Kaplan-Meier, n = 10, até 35 dias ap0ds a inoculag¢do do tumor.
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Legenda: Os valores representam a média e o desvio padrdo (A). GC:
grupo controle; GGI: grupo com gordura interesterificada; GGNI: grupo
adiposo ndo interesterificado; GGPH: grupo de gorduras parcialmente
hidrogenadas.
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Figura 3.5 Morfologia das células do TAE e o tipo de morte celular induzida pelas diferentes dietas administradas por
80 dias (70 dias antes do implante e 10 dias ap6s). Avaliacao pelo método de coloragdo com brometo de etidio / laranja
de acridina e visualizadas por microscopia de fluorescéncia (aumento = 400 x); As manchas vermelhas, laranjas e
verdes indicam células necroticas, apoptoticas e viaveis, respectivamente.
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Figura 3.5 Morfologia das células do TAE e o tipo de morte celular induzida pelas diferentes dietas administradas por
80 dias (70 dias antes do implante e 10 dias ap6s). Avaliacao pelo método de coloragdo com brometo de etidio / laranja
de acridina e visualizadas por microscopia de fluorescéncia (aumento = 400 x); As manchas vermelhas, laranjas e
verdes indicam células necrdticas, apoptdticas e vidveis, respectivamente (continuacéo).

Legenda: Os valores representam a média. GC: grupo controle; GGI: grupo gordura interesterificada; GGNI: grupo
gordura ndo interesterificada; GGPH: grupo gordura parcialmente hidrogenada.
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3.4 AVALIAGAO DO CICLO CELULAR DE CELULAS DO TUMOR

As células tumorais dos camundongos tratados com diferentes
dietas foram classificadas de acordo com a fase do ciclo celular (Fig. 3.6A
/ B). O GC apresentou porcentagem consideravel de células do TAE na
fase Sub-G1, 19,6 = 4,9% (p <0,001), em relacdo aos grupos GGI, GGNI
e GGPH (0,6 +0,3; 0,4 £ 0,1 e 0,5 + 0,3%, respectivamente). Por outro
lado, os grupos hiperlipidicos (GGI, GGNI e GGPH) apresentaram maior
percentual de células na fase G1 (38,1 + 3; 39,8 £ 0,5 e 46,2 £ 2%,
respectivamente), comparado ao GC (23,3 + 2%), p <0,001). O grupo
GGPH apresentou maior porcentagem de células na fase G1 que GGl (p
<0,001) e GGNI (p <0,01). Nao foram encontradas diferencas
significativas na fase S entre os grupos GC, GGI, GGNI e GGPH (18,0 +
1,9; 16,8 £ 3,1; 14,6 + 1,1 e 16,2 + 2,0%, respectivamente). Os grupos
GGl (44,3 = 3,4%) e GGNI (45,6 £ 1,1%) apresentaram maior percentual
de células em G2 / M que 0 GGPH (36,7 + 4,1%), p <0,05.

3.5 BIOMARCADORES DE DANOS OXIDATIVOS E DEFESA
ANTIOXIDANTE NO TUMOR

A Figura 3.7 mostra os biomarcadores do estresse oxidativo e
defesa antioxidante medidas nas células do TAE. Ambas as dietas (GGl
e GGNI) causaram estresse oxidativo nas células tumorais, observado nos
resultados da avaliacdo da peroxidacdo lipidica usando a metodologia
TBARS (p <0,01 e p <0,001, respectivamente), (3.7A). Uma reducéo no
conteldo de GSH (p <0,001) também foi observada nesses mesmos
grupos (3.7C).
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Figura 3.6 (A) Histograma e (B) porcentagem de células tumorais nas fases Sub-G1, G1, S e M do ciclo celular do
TAE, dos animais tratadas com diferentes dietas por 80 dias, analisadas por citometria de fluxo.
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Figura 3.6 (A) Histograma e (B) porcentagem de células tumorais nas fases Sub-G1, G1, S e M do ciclo celular do
TAE, dos animais tratadas com diferentes dietas por 80 dias, analisadas por citometria de fluxo (continuacéo).

Legenda: Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo, n = 6. Os valores representam a média e o desvio
padrdo (A). GC: grupo controle; GGI: grupo gordura interesterificada; GGNI: grupo gordura ndo interesterificada;
GGPH: grupo gordura parcialmente hidrogenada. Sub-G1: células em quienescéncia; G1: células que ndo apresentam
duplicacdo de DNA; S: células apresentando conteldo intermediario de DNA; G2 / M: células apresentando DNA
duplicado. (***) denotam diferencas estatisticas em relacdo ao GC quando p <0,001. (#), (# #) e (# # #) denotam
diferencas estatisticas comparando GGI, GGNI e GGPH (p <0,05, p <0,01 e p <0,001, respectivamente).
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Figura 3.7 Biomarcadores do estresse oxidativo e atividade das enzimas antioxidantes medidas em células do TAE
tratadas com diferentes dietas por 80 dias. (A) Niveis de peroxidacao lipidica (TBARS: Substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico) (B) Marcador de dano proteico (Proteinas carboniladas) (C) Contetdo de glutationa reduzida (GSH).

(D) Atividade da enzima catalase.
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Legenda: Os resultados sdo expressos como média * desvio padrdo, n = 6. GC: grupo controle; GGI: grupo gordura
interesterificada; GGNI: grupo gordura ndo interesterificada; GGPH: grupo gordura parcialmente hidrogenada. (**) e
(***) denotam diferencas estatisticas em relagéo ao controle quando p <0,01 e p <0,001, respectivamente. (# #) e (###)
denotam diferencas estatisticas comparando GGI, GGNI e GGPH (p <0,01 e p <0,001, respectivamente).
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Figura 3.7 Biomarcadores do estresse oxidativo e atividade das enzimas antioxidantes medidas em células do TAE
tratadas com diferentes dietas por 80 dias. (A) Niveis de peroxidacao lipidica (TBARS: Substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico) (B) Marcador de dano protéico (Proteinas carboniladas) (C) Contetdo de glutationa reduzida (GSH).
(D) Atividade da enzima catalase (continuacao).
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Legenda: Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo, n = 6. GC: grupo controle; GGI: grupo gordura
interesterificada; GGNI: grupo gordura ndo interesterificada; GGPH: grupo gordura parcialmente hidrogenada. (**) e
(***) denotam diferencas estatisticas em relagéo ao controle quando p <0,01 e p <0,001, respectivamente. (# #) e (###)
denotam diferencas estatisticas comparando GGI, GGNI e GGPH (p <0,01 e p <0,001, respectivamente).
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4. DISCUSSAO

O consumo alimentar dos animais do GGNI foi superior
(p<0,001) quando comparado aos demais grupos. Embora ambas as
gorduras (Gl e GNI) tenham sido elaboradas com a mesma mistura de
6leos e gorduras, sabe-se que a interesterificacdo modifica as
propriedades quimicas e fisicas da gordura e consequentemente sua
funcionalidade no produto alimenticio (MENSINK et al., 2016). A racéo
do GGNI apresentou-se quebradica, causando perdas no momento do
consumo. Por esta razdo, ndo é possivel afirmar que o consumo desse
grupo foi maior que os demais grupos.

Os camundongos alimentados com dieta hiperlipidica (GGl,
GGNI e GGPH) apresentaram maior ganho de peso corporal (p<0,01),
guando comparado ao grupo normolipidico (GC). Como ja reportado,
dietas ricas em gorduras podem induzir obesidade em humanos e roedores
(BUETTNER; SCHOLMERICH; BOLLHEIMER, 2007). No entanto,
ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos de dieta
hiperlipidica, diferentemente do observado em outros experimentos, nos
quais os animais que receberam gordura interesterificada apresentaram
maior ganho de peso (GOUK et al., 2013; AFONSO et al., 2016) ou sua
prole (MAGRI et al., 2015; VELASCO et al., 2015). O tempo de
exposicdo a dieta contendo gordura interesterificada pode explicar essa
divergéncia. Gouk et al. (2013) e Afonso et al. (2016) observaram maior
ganho de peso apds 15 e 16 semanas de tratamento, respectivamente. No
presente estudo o tempo de exposicao foi 10 semanas.

Quanto ao desenvolvimento do tumor, experimentos de modelos
animais tém encontrado relacdo positiva entre 0o consumo de dietas
hiperlipidicas com o cncer de mama. No estudo de Lamas et al. (2015),
0s autores relataram que uma dieta hiperlipidica (60% kcal) composta
principalmente por banha, por 6 meses, estimulou o crescimento de
cancer de mama humano ER (receptores de estrégenos) positivo, reduziu
a expressdo do hormdnio receptor do tumor e diminuiu a citotoxicidade
de células NK (do inglés, Natural Killer) em camundongos Balb-c
atimicos nus implantados com MCF -7, células de cancer de mama. Em
outro estudo, dieta rica em gordura (60% kcal) por 12 semanas promoveu
angiogénese tumoral e progressao do cancer de mama, 0s autores sugerem
que seja pelo aumento da massa de tecido adiposo e adipocinas como fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF) (GU et al., 2011). Neste
estudo, apesar do menor tempo de experimento (11,4 semanas), quando
comparado ao estudo de Lamas et al. (2015) e da menor proporcdo de
lipideos (40% kcal), podemos observar que o grupo que recebeu gordura
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trans (GGPH) apresentou resultados similares ao grupo normolipidico
(GC), quanto ao desenvolvimento do tumor.

Estudos anteriores relataram a associagdo do consumo de AGT
com o desenvolvimento de cancer de mama (CHAJES et al., 2008;
HIRKO et al., 2018; SEILER et al., 2018) e a reducdo da sobrevida em
camundongos tumores ascitico de Ehrlich, alimentados com &cido
elaidico (AWAD, 1981). No entanto, no presente estudo esta relagdo néo
foi evidenciada. Ao comparar os resultados dos grupos GC aos do GGPH
podemos observar semelhangas, quanto ao desenvolvimento do tumor
(%), sobrevida (%), percentual de células apoptéticas e biomarcadores do
estresse oxidativo. Os resultados indicam que a maior sobrevida dos
animais desses grupos se deu provavelmente pelo aumento da apoptose,
confirmada pelo nimero de células na fase sub-G1 para o GC (p<0,001)
e parada celular na fase G1 para 0 GGPH (p<0,001). A fase sub-G1 do
ciclo celular corresponde a area de detritos e células mortas e a fase G1 a
células sem duplicacdo de DNA (SAGAR; GREEN, 2009). A expressdo
da proteina p53, uma proteina pré-apoptoética, pode estar envolvida na
parada celular na fase G1 (DIMRI, 2005). Li e cols. (2017) relataram em
um estudo com células endoteliais de veia umbilical humana, que o acido
elaidico também aumentou o nimero de células apoptoticas e a populagéo
de células na fase G1. Além disso, os resultados dos marcadores de dano
oxidativo e de defesas antioxidantes dos grupos GC e GGPH indicam que
a apoptose observada nos animais destes grupos ndo foi ocasionada por
estresse oxidativo das células tumorais.

A presenca de &cido linolénico na GVPH pode ter tido algum
efeito protetor, quanto ao desenvolvimento do tumor. Hirko et al. (2018)
e Zanoaga et al. (2017) relataram associagdes inversas significativas de
acido linolénico com cancer de mama. Segundo Liu e Ma (2014) o &cido
linolénico pode inibir o desenvolvimento do tumor mamario e alterar a
composicdo dos acidos graxos da membrana celular, o que pode inibir a
producdo de eicosandides e influenciar a sinalizacdo das vias
transcricionais para inibir a proliferacdo celular e induzir a apoptose.

O desenvolvimento do tumor se deu de forma semelhante entre
0s animais dos grupos GGI e GGNI, em todos 0s parametros avaliados.
Em comparaco ao GC, esses grupos apresentaram menor sobrevida
(20% a menos); menor percentual de células em apoptose (3 vezes menos)
e consequentemente maior propor¢do de células tumorais viaveis.
Contraditoriamente, os grupos GGl e GGNI apresentaram niveis elevados
de peroxidacdo lipidica (p <0,01) e niveis depletados de glutationa
reduzida (GSH) (p <0,001). O estresse oxidativo observado nas células
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tumorais néo foi suficiente para prolongar a vida dos camundongos desses
dois grupos.

O principal acido graxo do GGI e GGNI é o acido palmitico.
Efeitos antitumorais e inibitdrios da peroxidacdo lipidica ja foram
atribuidos ao acido palmitico (BOUBAKER et al., 2018). Porém, estudos
revelaram que elevadas quantidades de é&cido palmitico estavam
associadas a um risco aumentado de cancer de mama (MANCINI et al.,
2015). Estudos mostraram que o acido palmitico causa lipotoxicidade em
varios tipos de células. A acumulacdo de acido palmitico e seus
metabdlitos dentro das células produz lipotoxicidade o que pode levar a
significativa disfuncéo celular e lesdo (WEINBERG, 2006). Demonstrou-
se que a lipotoxicidade envolve tanto o estresse de reticulo
endoplasmatico quanto a morte celular apoptética em células 3
pancreaticas (BEEHARRY et al., 2003), pré-adipécitos (GUO et al.,
2007), cardiomiocitos (BORRADAILE et al., 2006), hepatdcitos (GUO
etal., 2007; ZHANG et al., 2011), neurdnios (ALMAGUEL et al., 2009)
e células de Sertoli (HU et al., 2018). Desta forma, sugere-se que acido
palmitico esteja envolvido na lipoperoxicdo observada nos grupos Gl e
GNI. Possivelmente o estresse oxidativo seja generalizado, afetando
assim, a defesa orgénica contra o cancer e contribuindo para o surgimento
de comorbidades.

O resumo grafico deste estudo esta apresentado na Figura 3.8.
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Figura 3.8 Resumo gréafico do estudo
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Legenda: GI: gordura interesterificada; GNI: gordura néo
interesterificada; GVPH: gordura vegetal parcialmente hidrogenada.
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5. CONCLUSAO

O desenvolvimento tumoral se deu de forma similar entre os
animais que receberam dieta com gordura interesterificada (GGI) e com
gordura ndo interesterificada (GGNI). Ou seja, a presenca de duas vezes
mais AGS na posi¢do sn-2 dos TAG (GGI) ndo resultou em efeitos
diferentes em todos os parametros avaliados.

O grupo que recebeu dieta contendo gordura vegetal
parcialmente hidrogenada, com AGT (20%) e &cido linolénico (6%)
(GGPH) apresentou resultados semelhantes ao grupo que recebeu dieta
normolipidica (GC), quanto ao desenvolvimento do tumor (%),
percentual de células apoptoticas e biomarcadores do estresse oxidativo.
A apoptose observada nesses grupos esta relacionada ao nimero de
células na fase sub-G1 para o GC e a parada celular na fase G1 para o
grupo GGPH. A presenga de acido linolénico na GVPH pode ter
apresentado efeito protetor no desenvolvimento do TAE.

Quando comparado ao GC, os grupos que receberam dieta
contendo &cido palmitico (GGI e GGNI) apresentaram menor sobrevida,
menor percentual de células apoptdticas, elevados niveis de peroxidacéo
lipidica e conteldo depletado de glutationa reduzida (GSH) nas células
tumorais. Esses resultados indicam que o estresse oxidativo observado
entre as células tumorais dos grupos GGI e GGNI néo contribuiu para a
sobrevida desses animais. A lipotoxicidade do 4&cido palmitico
demonstrado para diversos tipos celulares pode ter contribuido para esses
resultados. Assim, Destaca-se a necessidade de mais pesquisas in vivo.

Em suma, o percentual de gordura na dieta influenciou menos no
desenvolvimento do TAE, do que o tipo de gordura utilizada; a
guantidade aumentada de &cidos graxos saturados na posi¢do sn-2 dos
TAG, ocasionada pela interesterificacdo, ndo afetou o desenvolvimento
do tumor; dieta com &cido palmitico (gordura interesterificada) parece
favorecer mais ao desenvolvimento do TAE do que dieta contendo acidos
graxos trans e acido linolénico (gordura vegetal parcialmente
hidrogenada). Mais estudos in vivo com gordura interesterificada sdo
necessarios para avaliar o potencial carcinogénico desta gordura, cujo
consumo tem aumentado.
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CONCLUSOES DA TESE

Considerando os resultados obtidos com as andlises das gorduras
modificadas utilizadas neste estudo foi possivel observar que a gordura
interesterificada disponivel comercialmente, como era esperado,
apresentou grande quantidade de &cidos graxos saturados, especialmente
de cadeia longa, com destaque para o acido palmitico; a interesterificacdo
dobrou a quantidade de acidos graxos saturados na posicdo sn-2 dos
triglicerideos; a quantidade encontrada de acidos graxos trans na gordura
vegetal parcialmente hidrogenada foi consideravelmente inferior a
relatada em estudos anteriores; essa mesma gordura apresentou acido
linolénico, tipo de 6mega 3, em sua composicao.

A gordura interesterificada ndo ocasionou maior ganho de peso
ou maior dep6sito de gordura abdominal nos camundongos Balb-c, nem
nos C57BL-6, quando comparada com as gorduras nao interesterificada e
parcialmente hidrogenada.

Os camundongos Balb-c que receberam gordura trans (GGPH)
apresentaram resultados semelhantes ao grupo que recebeu dieta
normolipidica, quanto aos parametros bioquimicos plasmaticos e
biomarcadores do estresse oxidativo hepatico, exceto pelo aumento do
colesterol total. Os camundongos C57BL-6 do GGPH também
apresentaram resultados semelhantes aos do GC, quanto ao crescimento
do tumor (%), percentual de células apoptéticas e biomarcadores do
estresse oxidativo. A Unica divergéncia encontrada diz respeito ao ciclo
celular. Ja& os camundongos Balb-c que receberam dietas contendo acido
palmitico (GIE e GGNI) apresentaram aumentos significativos nos
valores de colesterol total, ndo-HDL-c e glicose plasméaticos e uma
resposta diferente quanto ao biomarcadores do estresse oxidativo
hepético, em comparagédo com o PHFG. Por outro lado, os camundongos
C57BL-6 alimentados com dietas ricas em acido palmitico, apresentaram
reducdo significativa na sobrevida, menor percentual de células
apoptaticas, elevados niveis de peroxidacéo lipidica e contetdo depletado
de glutationa reduzida (GSH) nas células tumorais, em comparacio ao
GC. Em suma, esses resultados indicam que o percentual de gordura na
dieta ndo foi tdo impactante quanto o tipo de gordura utilizada e que as
dietas contendo é&cido palmitico podem apresentar resultados mais
deletérios para a saude do que a dieta contendo AGT e &cido linolénico.
Desta forma, substituir a GVPH por GI ndo representou beneficio a salde,
guanto aos parametros aqui avaliados.

A modificacdo da estrutura dos triacilgliceréis causada pela
interesterificagdo, ndo levou a alteracbes metabdlicas distintas nos
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camundongos Balb-c, nem afetou de forma diferente o desenvolvimento
do tumor ascitico de Ehrlich em camundongos C57BL-6. Desta forma,
pode-se inferir que os resultados ndo tdo favordveis encontrados,
relacionados ao consumo da gordura interesterificada utilizada neste
estudo, estdo relacionados a matéria-prima utilizada e ndo ao processo de
interesterificacdo em si.

Os resultados sugerem a necessidade de cautela no uso de
gorduras interesterificadas tais como esta utilizada neste estudo e a
necessidade urgente de mais estudos in vivo com gorduras
interesterificadas, especialmente em humanos.
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PERSPECTIVAS

Os resultados indicam necessidade de investigagfes mais
detalhadas sobre as alteragBes metabdlicas ocasionadas pela gordura
interesterificada, com tempo maior de experimentacdo e utilizacdo de
camundongos machos e mais estudos em humanos.

Investigar melhor os efeitos do consumo dessa gordura sobre o
metabolismo de lipidios e glicose, respostas inflamatorias e parametros
hemostaticos.

Uma vez que foi observado aumento da GSH destaca-se a
necessidade de maiores investigacfes sobre as alteracbes metabolicas que
possam estar relacionadas.

Continuar estudando outros tipos de gorduras interesterificadas,
formuladas com menor quantidade de AGS e de &cido palmitico.

No estudo do desenvolvimento do tumor ascitico de Ehrlich
investigar no liquido ascitico as atividades das enzimas Gr e GPx e
também o perfil lipidico e inflamatorio.

Realizar pesquisa semelhante com gorduras também usadas em
produtos de panificacdo e confeitaria, tais como manteiga e banha.



