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AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DO

ACIDO TRANS-9,10-EPOXIESTEARICO, UM
PRODUTO DA TERMOXIDACAO DE OLEOS
E GORDURAS USADOS EM FRITURAS

Resumo

Na fritura, o éleo/gordura estd sujeito a oxidagio. Dentre as substincias provenientes da oxida-
¢30, o grupo dos monoepodxidos é de grande importancia sob o ponto de vista nutricional por sua
alta absor¢do e sua presenca em niveis considerdveis em dleos e gorduras usados em fritura. A
toxicidade dos monoepoxidos de dcidos graxos e de seus metabdlitos tem sido demonstrada. En-
tio, estudos adicionais sdo necessarios para a determinagio da toxicidade de substancias produzi-
das em 6leos e gorduras durante o uso em frituras para avaliagdo de risco dos alimentos fritos. O
objetivo deste estudo foi avaliar a citotoxicidade in vitro do acido trans-9,10-epoxiestedrico (EPO)
em cultura de células hepaticas HTC (hepatoma de rato) através do ensaio de viabilidade celular,
mediado pelo diacetato de fluoresceina e brometo de etidio. Vinte e quatro horas ap6s o estabe-
lecimento das culturas (210x10® células em meio MEM / placa de 35 mm), as células HTC foram
tratadas durante 2 h a 37°C e em atmosfera de 5% de CO,, com DMSO 2,5% (controle solvente)
e com sete concentracdes de EPO em DMSO 2,5%, na faixa de 2,5 a 125 yM. O EPO, na faixa de
concentragdes de 2,5 a 10 pM n3o foi citotdxico quando comparado ao controle, diferentemente
do EPO na faixa de 15 a 125 pM com decréscimo significativo de viabilidade celular de 20 a 100%.
O EPO e/ou seus metabolitos formados apresentaram um grau significativo de citotoxicidade in
vitro em células HTC metabolicamente competentes.

Palavras-chave: acido trans-9,10-epoxiestearico, monoepdxidos de acidos graxos, 6leos
de fritura, citotoxicidade, células HTC

SuMMARY

During frying, the fat or oil is subjected to oxidation at high temperature. Among the new subs-
tances formed, the monoepoxy compounds are of great importance from the nutritional point
of view due to both their high absorption and their presence in significant levels. The toxicity of
the monoepoxy fatty acids and its metabolites has been demonstrated. Then, further studies are
necessary for the evaluation of the risks associated to the consumption of fried foods. The objec-
tive of this study was to evaluate the in vitro cytotoxicity of the trans-9,10 epoxystearic acid (EPO)
in a hepatic tumor cell line (HTC) through the cellular viability assay mediated by the fluorescein
diacetate and ethidium bromide. Twenty four hours after seeding 210 x 10* HTC cells in mini-
mum essential medium into plates (35 mm), the cells were treated for 2 h at 37°C ina CO, (5%)
incubator with 2.5% DMSO (solvent control) and with seven concentrations of EPO (dissolved
in DMSO) in the range of 2.5 to 125 uM. The EPO (2.5 to 10 pM) was not cytotoxic compared
to the control, differently from the EPO in the range of 15 to 125 pM with significant decrease of
the cellular viability from 20 to 100%. The EPO and/or its metabolites formed showed a significant
level of the in vitro cytotoxicity in metabolically competent HTC cells.

Keywords: trans-9,10 epoxystearic acid, monoepoxy fatty acids, frying oils, cytotoxicity,
HTC cells
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INTRODUCAO

O consumo de alimentos fritos vem crescendo a cada dia
em todo o mundo, por isso, a qualidade destes alimentos
deve ser garantida. Estudos tém relatado que varias substin-
cias de oxidagdo lipidica sdo suspeitas de prejudicar o valor
nutricional dos 6leos e gorduras e estio relacionadas com um
grande numero de doengas (1,2). Além disto, os alimentos
preparados nestes processos absorvem consideravelmente o
6leo, onde o mesmo esta sendo preparado, e as substancias
de degradacio dissolvidas nele (3). Avaliagdes da qualidade
destes Oleos e gorduras (4), também tém demonstrado a ne-
cessidade de mais estudos sobre este processo, pois foram
encontradas porcentagens altas de amostras insatisfatérias,
em relagio a legislagdes internacionais (5).

Na fritura, o éleo/gordura é alterado por agio de altas
temperaturas, ar e agua que propiciam a formagio de um nu-
mero consideravel de substéncias (6,7, 8,9, 10, |1, 12, 13).

Das substincias provenientes desta alteragdo, o grupo
dos mondémeros de triacilglicerois oxidados é de grande im-
portancia do ponto de vista nutricional por seu alto grau de
hidrolise pela lipase pancreitica, sua alta absorgdo em cobaias
dos dcidos graxos oxidados liberados por esta enzima e sua
presenca nestes oleos/gorduras em niveis significativos (14,
I5, 16, 10). Fazem parte desta fragio, os monoepoxiicidos,
um dos principais produtos em termos quantitativos (17).

Consideraveis quantidades de monoepoxiacidos foram
encontradas em oleo de oliva e em 6leo de girassol ter-
moxidados a 180°C por 5, 10 e I5 h; e em 4leos usa-
dos em frituras de restaurantes e lanchonetes da Espanha
mostrando que estas substancias constituem o principal
grupo dentre os mondmeros de acidos graxos oxidados
formados a altas temperaturas (18). Os mesmos autores
verificaram que o grupo dos éleos/gorduras monoinsatu-
rados, como o 6leo de oliva, apresentou maiores quan-
tidades do acido 9,10-epoxiestedrico do que “os polin-
saturados como exemplo” o 6leo de girassol; e que os
isdbmeros trans foram formados em quantidades maiores
que os isébmeros cis nos 6leos monoinsaturados ao con-
trario dos 6leos polinsaturados.

A absorgio de epdxidos de acidos graxos, normalmente
consumidos na dieta na forma de triacilglicerdis, foi recente-
mente relatada em humanos. Foi verificado que os monoepo6-
xidos foram mais absorvidos do que os diepéxidos (19).

Com relagio aos efeitos téxicos dos epdxidos e hi-
dréxidos de acidos graxos, estudos demonstraram que
os monoepdxidos do acido linoléico e seus metabdlitos
(didis) estdo relacionados a necrose tissular em pacientes
com queimaduras severas (20) e ao mecanismo de lesdo
aguda do pulmio em humanos (21). Também apresentou
relevante citotoxicidade em sistema teste de tubulo renal
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de coelho (22). Em estudos com camundongos, sugeriu-se
que o 9,10-epoxi-12-octadecenoato de metila como me-
diador téxico na sindrome da angustia respiratoria aguda
(SARA) (23). Em estudo in vitro em células Sf-21, células
do inseto Spodoptera frugiperda, verificou-se que os éste-
res metilicos de monoepdxidos de 4dcidos graxos de cadeia
longa e seus metabolitos dids foram potentes pré-toxinas
(24). Também em células Sf-21 a citotoxicidade do cis-mo-
noepoxido e do dihidréxido do acido linoléico na auséncia
de albumina, e a citotoxicidade do dihidréxido deste acido
na presenca de albumina, foram demonstradas (25).

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi obter dados de citotoxi-
cidade in vitro do acido trans-9,|0-epoxiestearico (EPO) em
cultura de células hepaticas HTC (hepatoma de rato).

MaTerIAL E METODO
Material

Células HTC

As células HTC (hepatoma tissue culture) de figado de rato
(Rattus norvegicus) foram provenientes do banco de células
da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Sdo células epi-
teliais estabelecidas a partir do liquido ascitico de hepatoma
de Morris originariamente induzido em rato inbred macho da
cepa Buffalo por carcinogénese quimica (26, 27). Estas células
apresentam alta atividade metabdlica, por isso sdo largamente
utilizadas em pesquisas para verificar in vitro a influéncia da
metaboliza¢do do figado na toxicidade de substincias (28).

Solucbes

Meio de cultura MEM (Meio Essencial Minimo com sais de
Eagle) completo: MEM suplementado com soro fetal bovino
(10%, v/v); glutamina (2mM); penicilina G potassica (100 Ul/
mL) e sulfato de estreptomicina (100ug/mL).

Solucdo PBS (salina tamponada de fosfato): cloreto de
sédio (32%); cloreto de potassio (0,8%); fosfato de sédio di-
basico (4,6%) e fosfato de sédio monobasico (0,8%) em agua
desionizada.

Solugdo corante: acetato de fluoresceina (30 pg/mL) e
brometo de etidio (8 pg/mL) em PBS. Deve ser preparada
no dia do ensaio

Solugdo de tripsina 0,15% com EDTA, sal dissodico, a
0,08 % em PBS.

Os reagentes utilizados foram de grau P. A. O acido trans-
9,10-epoxiestearico, meio MEM, acetato de fluoresceina e
brometo de etidio foram obtidos da Sigma. A tripsina (1:250)
foi obtida da Difco.
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Artigo

Equipamentos e outros itens

Estufa de CO,; Fluxo laminar vertical; Microscépio de flu-
orescéncia equipado com filtro de excitagdo (515 a 560 nm),
filtro de barreira de 590 nm, objetiva (aumento de 20x) e
ocular (aumento 10x).

Ensaio de viabilidade celular mediado pelo acetato
de fluoresceina e brometo de etidio (29)

As células HTC foram mantidas em meio MEM completo
ajustado ao pH 7,3, em estufa a temperatura de 37°C e em
atmosfera de 5% de CO, e 99% de umidade. Vinte e quatro
horas anteriores ao tratamento, as culturas celulares foram
estabelecidas a partir de 210 x 103 células/orificio de 35 mm
em placa Costar® e mantidas nas condi¢des experimentais
descritas acima. Nestas condi¢gdes experimentais as culturas
celulares foram tratadas durante 2 h como a seguir: com o
solvente DMSO a 2,5% (controle-solvente), e com sete so-
lucSes de distintas concentragdes do acido trans-9,10-epo-
xiestedrico (EPO) em DMSO a 2,5%, resultando na faixa de
concentragdes finais de 2,5 a 125 uM, por cultura celular,
como mostrado na Tabela |. Adicionalmente uma cultura foi
empregada como controle, sem a adi¢do do solvente e da
substincia em estudo.

ApO&s o tratamento, o meio de cada cultura foi removido
e as culturas foram lavadas, duas vezes, com 3 mL da solucio
de PBS sem Ca*™ e Mg™*. Apds a remogdo do PBS, as cultu-
ras foram tratadas com 200 plL da solugio de tripsina.
Apos a tripsinizagao, ocorrida em 4 minutos, as células foram
suspensas em 100 uL de MEM completo.

Para o ensaio de viabilidade celular 100 pL de cada suspen-
sdo de células obtida foi transferida para um frasco contendo

Tabela 1. Concentracdes do dcido trans-9,
| 0-epoxiestedrico (EPO) por cultura celular

Volumes (uL) de MEM completo e | Concentragao
de solucoes* do EPO por cultura (uM) do EPO
2.925 pL de MEM + 75 pL 55

de EPO (100 uM) ’
2.925 plL de MEM + 75 pL 50
de EPO (200 uM) ’
2.925 pL de MEM + 75 pL 10.0
de EPO (400 uM) '
2.925 plL de MEM + 75 pL 15.0
de EPO (600 uM) ’
2.925 plL de MEM + 75 pL 20 0
de EPO (800 uM) ’
2.925 pL de MEM + 75 pL 62 4
de EPO (2.500 pM) '
2.925 uL. de MEM + 75 pL 1250
de EPO (5.000 pM) '
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100 uL da solugao corante. Apés homogeneizagao, 100 pL da
suspensao foram adicionados em lamina microscépica seguida
de colocagio de laminula para observagiao ao microscépio. O
percentual de citotoxicidade (% de letalidade) foi obtido atra-
vés da andlise de duzentas células por grupo experimental.
As células viaveis mostram fluorescéncia verde enquanto
nucleos corados em laranja indicam células mortas (30).

ResuLTADOS E Discussio

Os percentuais de citotoxicidade obtidos para as culturas
controle-solvente e controle foram, 10 e 4 %, respectivamente.

A Tabela 2 mostra os percentuais de citotoxicidade obti-
dos do EPO na faixa de 2,5 a 125 yM no ensaio de viabilidade
celular mediado pelo acetato de fluoresceina e brometo de
etidio. Na faixa de 2,5 a 10,0 yM o EPO nio foi citotdxico
quando comparado ao controle-solvente, e o EPO na faixa de
I5a 125 pM foi citotoxico, com decréscimo significativo de
viabilidade celular de 20 a 100%.

Tabela 2. Ensaio de viabilidade celular do 4cido trans-9,10-epoxiestedrico
(EPO) em células HTC

Tratamento das Percentual de
culturas citotoxicidade
Controle* 4

Controle-solvente™ 10
Concentragoes finais
(uM) de EPO
2,5 5
5,0 7
10,0 10
15,0 24
20,0 20
62,4 60
125,0 100

* Cultura empregada como controle, sem a adicao do solvente e da
substancia em estudo
##; Cultura tratada com DMSO com concentragdo de 2,5%

Dados obtidos de estudos relatados em artigo (3), de-
monstraram que os compostos polares migram, em quanti-
dades similares do 6leo da fritadeira para batatas que estio
sendo preparadas na fritura.

“A ingestdo dos epdxidos de dcidos graxos pode também
acontecer em decorréncia da migragdo do 6leo de soja epo-
xidado (OSE), presente como material plastificante e/ou ve-
dante utilizado em polimero de poli-(cloreto de vinila) (PVC),
para o alimento gorduroso em contato” (31).
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A absor¢io do monoepoxido do écido estearico foi consta-
tada, através de estudo (19) envolvendo treze mulheres aparen-
temente sauddveis que consumiram com a alimentagdo normal
o acido 9,10-epoxiestedrico marcado, obtido a partir da reagio
do 4cido oléico com o pericido m-cloro peroxibenzéico, ad-
ministrado na forma de triacilglicerol habitual da dieta. Como a
epoxidagdo do acido oléico por peracidos forma o acido cis-9,10-
epoxiestearico (CIS EPO) (31), concluimos que o monoepdxido
daquele estudo (19) foi o CIS EPO. Neste estudo, este acido foi
recuperado no plasma na propor¢ao de 17%. Embora este valor
de porcentagem possa nao representar risco a salde, uma bai-
xa absor¢io significa niveis altos desta substincia no célon (19).
Como o consumo de carne vermelha tem sido relacionado ao
cancer de colon (32), cujo mecanismo acredita-se estar relacio-
nado a peroxidagio lipidica e a formagéo de epoxidos de acidos
graxos (33, 34), podemos supor que estes epdxidos também re-
presentam risco a esta doenga.

Os acidos graxos depois de ingeridos sdo absorvidos no in-
testino delgado, e a partir da corrente sanguinea podem seguir
trés destinos: o tecido muscular, o tecido adiposo e o figado (35).
Considerando as etapas da digestdo do EPO similar as dos acidos
graxos, a figura | sugere, com base em dados da bibliografia (24,
32, 33, 34, 35), o que ocorre no organismo quando consumimos
alimentos fritos em 6leos/gorduras impréprios para o uso. No
figado, esta substancia seria metabolizada a seu respectivo diol
(34). O mesmo ocorreria com o CIS EPO.

Um dado relevante para a discussdo sobre a toxicidade
dos epéxidos de acidos graxos é que o 6leo de soja epoxida-
do, um plastificante que é utilizado em embalagens de alimen-
tos e que entra em contato com estes, apresenta uma inges-
tao diaria aceitavel (IDA) de | mg/kg de peso corporeo (SFC
apud FANKHAUSER-NOTI et al., 2006, p. 1279). Sabendo-se
que o OSE é composto de 53% de diepoxido do dcido lino-
léico, 25% de monoepdxido do acido oléico (CIS EPO) e 7%
de triepdxido do dcido linolénico e dos acidos palmitico e
estedrico ndo alterados (31), podemos considerar a IDA do
CIS EPO de 0,25 mg/ kg de peso corpoéreo. Entdo, a IDA desta
substincia para um adulto de 60 kg seria de 15 mg.

Com os dados obtidos a partir do estudo de Machado
et al., 2007', os seguintes teores (em mg) do EPO foram es-
timados em 100 g de batata frita em 6leo de palma: 28,50;
na gordura hidrogenada: 18,08; e no éleo de soja: 4,18, com
valores de degradagido em torno de 40 %, m/m, de compos-
tos polares. Considerando a IDA do EPO, para um adulto de
60 kg, igual ao do CIS EPO (15 mg), verifica-se que niveis do
EPO acima da sua IDA poderiam ser encontrados em 100 g
de batata frita preparada em 6leo de palma ou em gordura
hidrogenada de soja, com alto grau de degradagio.

'Avaliagdo quantitativa de monoepoxidcidos, monocetoicidos e monohidroxidci-
dos em 6leos e gorduras provenientes de fritura descontinua de batatas, de autoria
de Eliana Rodrigues Machado et al., artigo cientifico elaborado e a ser submeti-
do a publicagdo em periédico em 2007.

Batata frita em
Oleo Degradado
EPO
Toxico
Estébmago
Intestino o Intestino Risco de
Delgado  Nio Absorvido Grosso EPO Cancer
Absorvido Toxico
Tecido Adiposo +——— Sangue ——_ > Mdsculo
EPO EPO
Toéxico Toéxico
N NADPH ‘
— CH — CH— > — CH — CH—
EPO P s, (Hidrolases ) DIOL
| Toéxico (METABOLISMO) Toéxico

Figura 1. Provdveis destinos e metabolismo do EPO apds exposicao oral, suposicao feita com base em dados da bibliografia (24, 32, 33, 34,35).
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CONCLUSOES

O EPO e/ou seus metabdlitos formados apresenta-
ram um grau significativo de citotoxicidade in vitro em
células HTC.

Com os dados obtidos verifica-se a importancia de
estudos adicionais para verificar possivel toxicidade dos

mondmeros de triacilglicerdis oxidados formados em 6le-
os/gorduras provenientes de frituras.
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