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Influéncia da vitamina C na lipoperoxidac¢ao hepatica e muscular
de camundongos C57BL/6 submetidos a dieta de cafeteria

Influence of vitamin C on hepatic and muscular lipoperoxidation of
C57BL/ 6 mice conducted on the cafeteria diet

Betina Fernanda Dambros', Camila Irigonhé Ramos?,
Renata Torres Abib®, Sandra Costa Valle*

Resumo

Analisar o efeito do tratamento com vitamina C sobre a lipoperoxidagdo hepatica e muscular, assim como
sobre pardmetros bioquimicos de camundongos C57BL/6 submetidos a dieta de cafeteria durante nove
semanas. Dezessete camundongos da linhagem C57BL/6, com dois meses de idade foram alocados em
trés grupos: 1) Controle, 2) Cafeteria e 3) Cafeteria + Vitamina C. O ensaio biologico foi conduzido
por nove semanas, os animais foram mantidos em jejum de doze horas, e depois de sacrificados, o
sangue e os tecidos foram coletados para dosagens bioquimicas. A partir de amostras de figado e
musculo sdleo, foram quantificados os teores de espécies reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS)
e de lipideos totais. Os figados dos camundongos alimentados com dieta de cafeteria tratados ou ndo
com vitamina C apresentaram maiores teores de TBARS comparados aos controles (p<0,05). Ja o teor
de TBARS muscular foi maior nos camundongos do grupo Cafeteria + Vitamina C comparado aquele
encontrado para os animais Cafeteria e Controle (p<0,05). As concentragdes de colesterol hepatico e
muscular foram mais elevadas no grupo Cafeteria + Vitamina C comparadas as dos grupos Controle
e Cafeteria (p<0,05). O tratamento com vitamina C aumentou a lipoperoxida¢do muscular, mas nao
influenciou esse parametro no figado de camundongos C57BL/6 alimentados com dieta de cafeteria.
Além disso, a vitamina C elevou a concentragao de colesterol nos tecidos hepatico e muscular, mas ndo
alterou a glicemia ¢ os lipideos séricos dos animais apds nove semanas de tratamento.

Palavras-chave: Acido ascorbico. Dieta ocidental. Camundongos.

Abstract

To analyze the effect of vitamin C treatment on hepatic and muscular lipoperoxidation, as well as on
biochemical parameters of C57BL / 6 mice submitted to the cafeteria diet for nine weeks. Seventeen
mice of the C57BL / 6 lineage, two months old, were allocated to three groups: 1) Control, 2) Cafeteria
and 3) Cafeteria + Vitamin C. The biological assay was conducted for nine weeks, the animals were
kept in fasting for 12 hours and after being sacrificed, blood and tissues were collected for biochemical
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dosages. From the samples of liver and muscle, the contents of thiobarbituric acid reactive species
(TBARS) and total lipids were quantified. The livers of mice fed with a diet of coffee or not treated with
vitamin C showed higher levels of TBARS compared to controls (p <0.05). The muscle TBARS content
was higher in the mice of the Cafeteria + Vitamin C group compared to that found for the Cafeteria and
Control animals (p <0.05). The concentrations of hepatic and muscular cholesterol were higher in the
Cafeteria + Vitamin C group compared to the Control and Cafeteria groups (p <0.05). Treatment with
vitamin C increased muscle lipoperoxidation, but did not influence this parameter in the liver of C57BL/
6 mice fed with cafeteria diet. In addition, vitamin C increased cholesterol concentration in liver and
muscle tissues, but did not change serum glycemia and serum lipids after nine weeks of treatment.

Keywords: Ascorbic acid. Western diet. Mice.

Introduciao

Nas ultimas décadas a prevaléncia de
obesidade aumentou expressivamente em todo
o mundo."’ Esta doenga é um importante fator
de risco para o desenvolvimento de alteragdes e
doengas metabolicas como resisténcia a insulina,
inflamacdo crénica de baixo grau, dislipidemia,
doenca hepatica gordurosa nao alcodlica e
doengas cardiovasculares.? Embora multiplos
fatores estejam implicados na génese e progressao
destas alteracdes, o estresse oxidativo e a resposta
inflamatoria relacionada ao aumento da gordura
visceral sdo eventos frequentemente observados.(-?
Por outro lado, um maior consumo de frutas,
legumes e verduras tem sido associado a reducao
de doengas metabodlicas, aumentando o interesse
sobre substancias (nutrientes/fitoquimicos) que
possam auxiliar na prevengdo e controle dessas
patologias.(¥ Neste contexto, a vitamina C (Vit.C)
tem se mostrado um nutriente promissor em razao
de sua influéncia sobre a redugdo do peso corporal,
a melhora do perfil bioquimico sérico e o estimulo
da resposta antioxidante em diferentes modelos
experimentais.*®

Estudos®? indicam que a suplementagido
com Vit.C associa-se a melhora do perfil lipidico
e a redugdo da adiposidade em mamiferos. A
suplementagdomedicamentosadavitaminaemratos
Wistar reduziu os niveis de colesterol total, LDL e
VLDL.® De maneira similar, em animais obesos a
suplementacdo dietética com suco de camu-camu
diminuiu significativamente o nivel de colesterol
total e fragdes e ainda os niveis de triglicerideos
e o teor de tecido adiposo epididimal.” Ja em

ratos Wistar alimentados com dieta de cafeteria
(hipercalorica e hiperlipidica) a suplementagdao com
Vit.C melhorou significativamente a resisténcia
insulinica e ocasionou menor ganho de peso.®

O estresse oxidativo ¢ o desequilibrio entre
producdo e depuragdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), decorrente da formagao excessiva
de EROs e/ou diminuicdo de antioxidantes
endogenos.®!1? Esta condigdo implica em oxidagdo
de lipideos e dano as estruturas celulares.*!?
Pesquisadores”? ao submeterem camundongos
a dieta hiperlipidica, observaram aumento de
marcadores
endoplasmatico. Esse resultado foi associado a
degradacdo proteica e a morte celular programada
nos tecidos hepatico e muscular dos animais.

Em mamiferos a resposta ao aumento de
compostos oxidantes é distinta entre as espécies.*'?
Os ratos e camundongos, por exemplo, sdo capazes
de sintetizar Vit.C e de regular sua disponibilidade
celular perante o aumento de compostos
oxidantes.*'? Uma pesquisa® observou que
camundongos submetidos a dieta hiperlipidica
aumentaram a sintese enddgena de Vit.C, avaliada

de estresse oxidativo no reticulo

pela atividade da enzima gulonolactona oxidase,
bem como a disponibilidade sérica da vitamina.
Esses efeitos foram atribuidos ao aumento da
atividade mitocondrial e da formagdo de compostos
oxidantes resultantes da dieta hiperlipidica.!?

reconhecida capacidade
antioxidante a Vit.C tem
investigada frente a condigdes relacionadas ao
aumento de EROs e ao estresse oxidativo em

Devido a sua

sido amplamente

animais experimentais e seres humanos.®'? Em
particular, um estudo® mostrou que pacientes
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criticos suplementados com uma associacdo
de vitaminas C, A e E, nas doses de 600 mg,
10000 UI e 400 mg, respectivamente, reduziram
significativamente a lipoperoxidacdo sérica.” Ja a
suplementagdo medicamentosa (sintética) isolada
de Vit.C tem sido questionada quanto a seus efeitos
pro-oxidantes.*” A biodisponibilidade da vitamina
pode variar conforme a espécie animal e a fonte de
ingestdo, se sintética (substancia quimica isolada)
ou natural (encontrada nos alimentos).*'V Em
roedores foi observada maior biodisponibilidade
quando a vitamina é proveniente de fonte natural,
associada aos alimentos.® Contudo, em humanos
ha uma minima interferéncia na biodisponibilidade
da vitamina conforme sua fonte.!®

O cendrio atual de investigagdes sobre a
Vit.C motiva a realizagdo de estudos adicionais
direcionados a analise de sua influéncia sobre
alteragdes decorrentes do consumo de dieta
hiperlipidica. Dessa maneira, a hipotese deste
estudo foi de que o tratamento com Vit.C sintética,
contiguo a indugdo da obesidade, seria capaz
de reduzir a peroxidagdo lipidica em figado e
musculo, medida pela formacdo de espécies
reativas ao acido tiobarbitirico, em camundongos
submetidos a um modelo experimental de dieta
de cafeteria. Sendo assim, o objetivo foi analisar
o efeito da administracdo de Vit.C sobre a
lipoperoxidag@o hepatica e muscular, assim como
sobre parametros bioquimicos de camundongos
C57BL/6 submetidos a dieta de cafeteria durante
nove semanas.

Métodos

Foram utilizados 17 camundongos da
linhagem C57BL/6 com, aproximadamente, dois
meses de idade alocados em trés grupos: Controle
(n =5), Cafeteria - Caf (n = 6) e Cafeteria tratado
com vitamina C - Caf + Vit.C (n = 6). O protocolo
do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimenta¢do Animal da Universidade Federal
de Pelotas - UFPel (codigo cadastro CEEA-9827).

Os camundongos
experimentais receberam agua e alimentagdo

dos trés grupos

ad libitum. Os animais do grupo Controle foram
alimentados com ragdo padrio AIN93-M para
roedores (Nuvilab®). Ja os camundongos dos grupos
Cafe Caf+ Vit.Creceberam ragao padrao AIN93-M
associada a alimentos densamente caldricos,
hiperpalatdveis e ricos em gordura obedecendo
a seguinte descricdo:
(Baconzitos), salsicha (Itali), bacon (Santa Clara),
biscoito recheado (Isabela), chocolate ao leite
(Arcor) e leite condensado (Triangulo). A ingestao
alimentar e de liquidos foi monitorada diariamente
e o peso corporal semanalmente.

Os animais do grupo Caf + Vit.C foram
tratados com vitamina C em p6 (grau de pureza
farmacéutica - Extractus Farmacia de Manipulacao),
na quantidade de 6 mg/g de peso corporal. A
vitamina C foi solubilizada e veiculada na agua
oferecida via oral diariamente aos camundongos.

O ensaio biologico foi conduzido por 65
dias, sendo os cinco primeiros destinados a
adaptacdo dos animais ao ambiente de laboratorio.
Os camundongos foram mantidos em caixas de
polipropileno com temperatura ¢ umidade relativa
de 22-24 °C e 65-75%, respectivamente, ¢ ciclo
claro/escuro de doze horas, no Laboratorio de
Ensaios biolodgicos da Faculdade de Nutrigao da
Universidade Federal de Pelotas.

Ao final do periodo experimental os animais
foram mantidos em jejum de doze horas (ragdo
e agua) e ecutanasiados por decapitacdo. Neste
momento, o sangue foi coletado e centrifugado
a 3500 rotagdes por minuto (rpm) durante dez
minutos,
Centrifuge 5415. O soro obtido foi congelado a
-20 °C até o momento das analises. Imediatamente
apds a eutanasia, o figado, os musculos soéleos,
o tecido adiposo epididimal e os rins foram
dissecados, pesados e congelados a -80 °C.

Com o soro previamente obtido, utilizando-
se kits comerciais ¢ com base nas recomendagoes
dos
colorimétrica de albumina (Doles®, GO-Brasil),
glicose (Doles®, GO-Brasil), triglicerideo (Vida
Biodiagnéstica®, MG-Brasil) e colesterol total
(Vida Biodiagnostica®, MG-Brasil).

salgado industrializado

em centrifuga modelo Eppendorf/

fabricantes realizou-se a quantificagdo
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Asamostras dos figados e dos musculos foram
adicionadas de solucao salina na propor¢ao de 1:5
(peso:volume) e homogeneizadas, separadamente,
em Potter-Elvehjem. Apds a obtencdo dos
homogenatos, utilizando-se kits comerciais e
seguindo a recomendacdo do fabricante, realizou-
se a quantificagdo colorimétrica dos triglicerideos
(Doles®, GO-Brasil) e do colesterol (Doles®,
GO-Brasil). Os resultados foram expressos em
mg/100 mg de tecido umido.

A peroxidagdo lipidica foi determinada por
meio da formacdo de malondialdeido (MDA).
A avaliacdo se deu pela quantificagdo da reacao
destas substincias ao 4cido tiobarbitlrico
TBARS, segundo descrito por Ohkawa et al.'"V
Apoés pesagem das estruturas, as amostras foram
homogeneizadas com tampdo TFK 20 mM na
propor¢ao 1:9 e centrifugadas a 3500 rpm por dez
minutos. A partir do homogenato foram separados
200 uL do sobrenadante e os seguintes reagentes
foram adicionados: 50 uL de SDS 8,1%, 375 uL de
Acido Acético 20% e 375 uL de TBA 0,67%. Ap6s,
as amostras foram homogeneizadas em vortex
e incubadas a 95° por uma hora. Na sequéncia,
as amostras foram novamente centrifugadas a
3500 rpm por dez minutos e o sobrenadante foi
obtido para leitura em espectrofotdmetro a um
comprimento de onda de 535 nm. Os resultados
foram expressos em nmol/mg de proteina tecidual.

Os resultados foram expressos como média =
desvio padrao (x£dp), para testar a distribuigdo das
variaveis de desfecho utilizou-se o teste de Shapiro
Wilk. Para os dados que apresentaram distribui¢ao
simétrica a comparacao entre grupos foi realizada
por meio de ANOVA de 1 via, seguido do post-
hoc de Tukey. Ja para os dados com distribui¢ao
assimétrica foram aplicados testes estatisticos
equivalentes Kruskal Wallis, seguido do teste U de
Mann Whitney. O nivel de significancia adotado
foi de 5%. Todas as analises foram realizadas no
software GraphPad Prism 5°.

Resultados

O consumo energético (kcal/dia e kcal/g de
peso corporal), o ganho de peso total e o peso do
tecido adiposo foram maiores nos grupos Caf e
Caf + Vit.C, quando comparados aos respectivos
parametros no grupo Controle (p<0,05; Tabela
1). O conteudo do tecido adiposo epididimal foi
menor nos camundongos do grupo Caf + Vit.C
comparado ao dos animais grupo Caf (p<0,05;
Tabela 1). Quanto aos parametros bioquimicos do
soro a concentragao de glicose, de colesterol total
e de triacilglicerdis foi maior nos grupos Caf e
Caf + Vit.C, quando comparada a dos respectivos
parametros no grupo Controle (p<0,05; Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas de consumo, peso e bioquimicas de camundongos C57BL/6 alimentados com
dieta de cafeteria e tratados com vitamina C durante nove semanas. N = 5 a 6 animais/grupo.

CONTROLE CAF CAF +VIT. C

x dp x dp x dp
Consumo
Energético (kcal/dia) 11,81 (2,11) 114,86 (3,42)* 114,34 (2,87)*
Liquidos (mL/dia) 5,73 (0,93) 4,67 (1,15) 3,28 (1,74)
Energia/PC (kcal/g) 0,41 (0,07) 2,70 (0,08)* 2,60 (0,06)*
Peso corporal - PC (g)
Inicial 28,36 (1,23) 26,57 (1,46) 27,75 (3,18)
Final 28,63 (1,27) 42,50 (2,98)* 43,97 (7,69)*
APC 0,27 (0,05) 15,93 (1,52) 16,22 4,51)

Continua
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Continuagdo

Peso dos érgaos (g)

Figado 1,37 (0,15)
Tecido adiposo epididimal 0,18 (0,08)
Rins 0,30 (0,03)
Analises bioquimicas

Albumina (g/dL) 1,44 (0,31)
Glicose (mg/dL) 70,97 (21,17)
CT (mg/dL) 84,86 (22,74)
TG (mg/dL) 58,30 (13,87)

1,44 (0,20) 1,58 (0,44)
2,14 (0,27)* 1,28  (0,68)%**
0,37 (0,02)* 0,36 (0,02)*
1,23 (0,11) 1,37 (0,32)

178,54  (34,59)* 169,60  (69,78)*

151,70 (20,12)* 15430  (16,75)*

127,40 (26,10)* 99,24 (15,43)*

Fonte: Autoras

X = média; dp = desvio padrao; APC = peso corporal final-inicial; g = grama; kcal = quilocaloria; mg = miligrama;

dL = decilitro; CT = colesterol total; TG = triglicerideos.

*Indica p<0,05 comparado ao Controle; **indica p<0,05 comparado a Caf.

A concentragdo de triglicerideo hepatico e
muscular foi mais elevada nos grupos Caf e Caf
+ Vit.C do que a verificada nos animais Controle
(p<0,05; Figura 1A e 1D). Ja o teor de colesterol
hepatico e muscular foi maior nos camundongos
do grupo Caf + Vit.C comparado ao dos grupos
Controle e Caf, respectivamente (p<0,05; Figura

1B e 1E). A concentragdo de TBARS foi mais
elevada nos figados de animais dos grupos Caf
e Caf + Vit.C em relagdo aos Controles (p<0,05;
Figura 1C). O tratamento com Vit.C associou-se a
niveis mais elevados de TBARS no musculo séleo
(p<0,05; Figura 1F).

Figura 1 - Concentragao de triglicerideos, colesterol e TBARS em figado e musculo
de camundongos C57BL/6 alimentados com dieta de cafeteria e tratados
com vitamina C durante nove semanas. N = 5 a 6 animais/grupo.

A Figado

s

Triglicerideos
(mg/100 mg de tecido)
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Colesterol
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F " Musculo
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Fonte: Autoras

*Indica p<0,05 comparado ao Controle; **indica p<0,05 comparado a Caf.
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Discussao

No presente estudo investigou-se a influéncia
do tratamento com Vit.C sobre a lipoperoxidagao
hepatica e muscular, medida pela concentragdo
de espécies reativas ao acido tiobarbiturico, em
camundongos C57BL/6 alimentados com dieta
de cafeteria. Paralelamente, investigou-se nestes
animais o efeito da Vit.C sobre parametros
bioquimicos
energético e peso corporal. Considerou-se que
o tratamento com Vit.C sintética seria capaz de
atenuar o dano oxidativo aos lipideos teciduais e as
modificagdes bioquimicas resultantes do consumo
de dieta de cafeteria por camundongos.

O modelo de indugdo de obesidade testado
implicou em aumento do consumo energético,
do peso corporal, da gordura visceral e das
concentracdes séricas de glicose, colesterol e
triglicerideos dos animais. Alguns estudos®!5-19
experimentais constataram hiperfagia e compulsao
alimentar ocasionada pelo consumo de alimentos
hipercaloricos e hiperpalataveis. Além disso,
demonstraram que animais alimentados com dieta
de cafeteria desenvolvem obesidade, intolerancia
a glicose,
oxidativo.®10)

e caracteristicas de consumo

resisténcia insulinica e estresse

Diferentemente de outros estudos,®®
verificou-se que o tratamento com Vit.C ndo causou
melhora da glicemia e dos lipideos séricos de
camundongos alimentados com dieta de cafeteria.
Esses resultados requerem estudos adicionais,
uma vez que poderiam ser explicados por motivo
da dose/forma quimica de Vit.C administrada.
No entanto, observou-se que a Vit.C influenciou
significativamente a reducdo (40%) da massa
adiposa epididimal. Este resultado pode indicar a
relacdo da Vit.C com multiplos fatores ja mostrados
estudos,*® que
regulatorios que se estendem desde a diferenciacao
dos adipdcitos até o metabolismo e armazenamento

em outros incluem efeitos

de lipideos teciduais.'”"'® A Vit.C mostra-se
relevante para o metabolismo oxidativo de lipideos
por participar da biossintese de carnitina, atuando
como cofator das enzimas responsaveis pelas

reagoes de hidroxilagdo, a e-N-trimetil- L-lisina-
hidroxilase e y-butirobetaine hidroxilase.®

Estudos com seres humanos ou com
roedores sugerem que a suplementacdo ou adi¢ao
de Vit.C melhora a disponibilidade celular de
carnitina e o gasto energético.*® Em particular,
pesquisadores,”® ao avaliarem individuos
adultos saudaveis submetidos ao exercicio fisico
submaximo, constataram um aumento de 25% na
taxa de oxidacdo lipidica quando suplementados
com Vit.C. Ja em ratos e camundongos, o impacto
da Vit.C sobre o metabolismo de lipideos pode
apresentar divergéncias as quais foram atribuidas
a regulacdo de seus processos de mobilizagao/
re-sintese (“turnover”).'? Ainda a composigdo
da dieta parece ter um papel relevante sobre essa
regulacdo em roedores, espécies ndo dependentes
de Vit.C."” Nesse sentido, tem sido postulado que
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica
mostram aumento da disponibilidade celular de
Vit.C, em contraste a espécies dependentes da
molécula, a exemplo da humana.!'? Deste modo,
ratos e camundongos sdo capazes de aumentar a
disponibilidade enddgena de Vit.C em resposta ao
estresse oxidativo resultante do consumo de uma
dieta rica em lipideos.'?

Quanto a deposi¢dao de lipideos teciduais,
no presente estudo a dieta de cafeteria foi
associada ao aumento de colesterol e triglicerideo
hepatico e muscular, porém estes efeitos nao
foram influenciados pelo tratamento com Vit.C.
A exposicao cronica a alimentagdo hipercalérica
e hiperlipidica aumenta a atividade da carnitina
palmitoil- transferase I, redirecionando os acidos
graxos livres para os tecidos.!” O desequilibrio
entre a acilagdo/transporte e a oxidacdo
mitocondrial de acidos graxos de cadeia longa,
especialmente no musculo, tem sido observado em
modelos experimentais de obesidade.'” No atual
estudo a adic¢do de Vit.C sintética, na concentracdo
de 6 mg/g e associada a dieta, possivelmente, ndo
atenuou o redirecionamento de &cidos graxos livres
para musculo em decorréncia da obesidade.-2%

Constatou-se aumento do teor TBARS
hepatico ap6s nove semanas de tratamento com
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dieta de cafeteria. Estudos®*!? mostraram que
o consumo de uma alimentagdo hipercalorica e
hiperlipidica esta associado ao aumento da geragao
de compostos oxidativos e de lesdo tecidual. Esse
efeito foi parcialmente atribuido ao acréscimo
na formag¢do de EROs,
maior liberacdo de citocinas pro-inflamatorias,
sobretudo, do fator de necrose tumoral alfa
(TNF a) e da interleucina-6 (IL-6).2°2) Porém,
verificou-se efeito diferencial da Vit.C sobre os

decorrente de uma

teores de TBARS hepatico e muscular em animais
alimentados com dieta de cafeteria. No figado a
vitamina ndo alterou o nivel de TBARS relacionado
a dieta, j& no musculo a Vit.C associou-se ao
aumento da lipoperoxidacdo. Sobre este aspecto
infere-se que a vitamina poderia ter apresentado
uma agdo pro-oxidante atribuida i) a dosagem e a
forma quimica administradas ou ii) a sua interagao
com a dieta hipercalorica e lipidica.*? Neste
caso o aumento do fluxo de substratos e de EROs
aumentaria a demanda muscular de Vit.C que na
dose administrada neste estudo desempenharia
papel pro-oxidante.?%?» Entretanto, estas ¢ outras
hipéteses necessitam ser melhor avaliadas a partir
de estudos que contemplem um grupo controle
tratado com a Vit.C.

Os resultados do atual estudo diferem de
outros,®31620 og quais evidenciaram a capacidade
da Vit.C de suplantar os efeitos negativos
relacionados a alimentagdo hipercalorica e
hiperlipidica em roedores. Nesse sentido, as
propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias
da Vit.C foram conferidas a sua capacidade de
modular a expressdo de citocinas que participam
da resposta inflamatoria a dieta.'“**?) Em especial,
alguns pesquisadores®? identificaram que a Vit.C
pode reduzir o estresse oxidativo e o dano tecidual,
via redu¢do dos niveis plasmaticos de mediadores
inflamatorios, TNF-a e IL-6, através de regulagdo
negativa da expressao de RNAm no figado.

Como limitagdes deste estudo pode-se
citar a falta de um grupo controle tratado com
Vit.C, a fonte de Vit.C administrada, o tempo de
tratamento, assim como a dose testada. A Vit.C
de fonte sintética, a exemplo da utilizada neste

estudo, pode implicar em menor impacto nos
efeitos ocasionados, quando comparada a vitamina
de fonte dietética.!'> Além disso, diferentes doses
de Vit.C poderiam ser administradas, uma vez
que esta ainda ¢ uma questdo importante a ser
investigada em roedores.

Conclusao

Conclui-se que o tratamento com Vit.C
aumentou a lipoperoxidacdo no musculo de
camundongos C57BL/6 alimentados com dieta
de cafeteria durante nove semanas. De modo
diferente ao esperado, o tratamento com Vit.C
contiguo a indugdo da obesidade, aumentou a
concentragao de colesterol hepatico e muscular,
mas nao alterou os niveis de glicose e lipideos
séricos dos animais.
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