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RESUMO GERAL

O emprego do glicerol em dietas para animais desp®eresse por se
tratar de um residuo da industria do biodiesel eitoenergia. Desta forma, com
este estudo objetivou-se avaliar parametros metalsée fisiolégicos de ratos
recebendo suplemento de glicerol puro por gavagemam utilizados 30 ratos
Wistar (peso inicial de 202,7 + 29,98 g) que recebergeoatrole/salina), 200,
400, 800 e 1600 mg de glicerol/kg de peso vivoc@ina bidestilada com
99,85% de glicerol), além de racdo e aguhlibitum durante 28 dias. Foi
utilizado um delineamento inteiramente casualizadm cinco tratamentos e
seis repeticbes, com um animal por parcela expetaheAo final do
experimento os animais foram eutanasiados e, delaamm os resultados
pdde-se observar que nédo houve alteracéo (P>0008dmsumo e excrecdo de
agua, bem como no ganho de peso médio diario, igadet de matéria seca,
cinzas e proteina bruta na carcaca e niveis plasmadte triacilgliceréis. Houve
efeito benéfico (P<0,05) até a dose de 800mg/kgliderol sobre o consumo de
racdo, porcentagem de gordura na carcaga, nivas@mpticos de aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferA&d)(além dos niveis de
lipoproteinas de alta (HDLc) e baixa/média densdéddLc + VLDLc). Os
niveis de colesterol total e glicemia se elevarsraalose de 800 mg/kg, porém,
permanecendo dentro da faixa de normalidade daiespéduzindo a partir da
dose de 1600 mg/kg. Em relacdo a contagem de lgtosdmtais, houve
tendéncia de reducédo, porém, também dentro dosesalte referéncia para
ratos. N&do foram observadas lesBes renais e p#naedConclui-se que o
glicerol apresentou-se como um suplemento seguso doges empregadas,
causando alteracdes inclusive benéficas dose-depersdem ratos.

Palavras-chave: Glicerina. Metabolismo. Nutricaionah toxicidade.



GENERAL ABSTRACT

The use of glycerol in diets for animals arousdsrast for being a
biodiesel industry waste rich in energy. Thus, ttisdy aimed at evaluating
metabolic and physiological parameters of rats kmpented with pure glycerol
through gavage. ThirtWistarrats (initial weight of 202.7 + 29.98 g) received
(control / saline) 200, 400, 800 and 1600 mg ofcgipl / kg of live weight
(doubly distilled glycerin with 99.85% glyceroly iaddition to food and water
deliveredad libitum,for 28 days. We used a completely randomized desith
five treatments and six replicates, with one anip@l experimental plot. At the
end of the experiment the animals were euthaninddaccording to the results,
we observed that there was no change (P> 0.05)aber\intake and excretion,
as well as the average daily weight gain, dry ma#teh and crude protein in the
carcass and triglyceride plasma levels. There vienaficial effect (P <0.05) up
to the dose of 800mg/kg of glycerol over feed istgbercentage of carcass fat,
plasma levels of aspartate transaminase (AST) Emiha transaminase (ALT),
in addition to high HDLc) and low/very low densifDLc + VLDLc)
lipoproteins. The levels of total cholesterol arldcgse increased to a dose of
800mg/kg, however remaining inside the normalithge of the species,
reducing from the dose of 1600mg/kg. Regardingaked leucocyte count, there
was a tendency of reduction, but also within tHerence values for rats. There
were no renal or pancreatic lesions. We concludatiglycerol was presented as
a safe supplement, causing even dose-dependeriiciErahanges in rats.

Keywords:Animal nutrition. Glycerin. Metabolism. toxicity.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O aumento da demanda mundial de combustiveis, tpata uso
residencial como para a induastria, tem promovida unmaior necessidade de
producdo de fontes alternativas de energia. Nestéexto, o Brasil vem se
destacando como um dos maiores produtores murdbaisodiesel, com uma
producdo estimada no ano de 2011 de 2,4 bilhdeditrds (AGENCIA
NACIONAL DO PETROLEO, GAS NATURAL E BIOCOMBUSTIVEIS
ANP, 2011). Como consequéncia dessa producéo, grarahtidade de residuos
€ gerada, causando preocupacdes sobre o destiaptausl dos mesmos.

Entre os residuos gerados da producdo de biodoesthca-se a
glicerina ou propano-1, 2,3-triol. Trata-se de uomposto organico rico em
energia que especialmente devido as elevacdesagw plo milho (principal
componente das racdes) e sua abundancia provedeapt®ducdo do biodiesel,
tem sido empregado como substituto e/ou complentantautricdo animal. No
entanto, diferentes protocolos com variados graespdreza tém gerado
resultados contraditérios, inclusive com relatos lelgbes renais bem como
efeitos anorexigénicos criando incertezas sobregaranga de utilizagdo do
glicerol do ponto de vista de toxicidade, alteraceetabdlicas e prejuizos na
producao animal.

Portanto, ha necessidade de mais pesquisas paificagdio de
protocolos seguros de substituicdo e/ou suplem@&mtegm glicerol em dietas
animais na tentativa de se propor doses ideaistbunasmo a viabilidade
econdmica na nutricdo animal. Neste sentido, otiebjeom este estudo foi
avaliar o efeito do glicerol puro como suplemenimentar sobre os parametros

fisiolégicos e metabdlicos de ratos Wistar.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Glicerol

A glicerina pura ou glicerol é obtido através de pmocesso de
transesterificacdo de 6leos vegetais ou gorduraariom alcodis (metanol ou
etanol) através de catalisadores que podem serobagicidos ou enzimaticos.
Esta transesterificagdo consiste na separacaaceairgh do éleo vegetal (Figura
1). A glicerina torna o 6leo mais denso e viscgewianto deve ser removida
deixando o lipidio mais fino e reduzindo a viscesliel. Esta se apresenta na
forma de um liquido viscoso pardo escuro. Assiieegha é, portanto, o nome
dado ao produto comercial com um minimo de 95% l@ergl puro em sua
formulagéo, onde o restante de sua composicaoempeepequenas fracdes de
agua, metanol ou etanol e sais dissolvidos, com@xyamplo, cloreto de sédio
(MOTA,; SILVA; GONCALVES, 2009).

O (glicerol em sua forma pura (1,2,3-propanotriofpssui as
caracteristicas de um liquido viscoso, incolordoro e higroscopico, com sabor
doce, solivel em agua e alcool, insollvel em éemmecloroformio (RIVALDI
et al., 2008). O ponto de fusdo do glicerol ocomgemperatura de 17,8 °C e 0
de ebulicdo em 290 °C. Gorduras e 6leos contémaodec10% de glicerol
ligado a cadeia principal, que é liberado como wbprduto durante a
producdo do biodiesel (DASARI, 2007), onde cadaelmma de biodiesel
produzido estd associada com o aumento de cerchOdekg de glicerol
(KOVACS, 2012).
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PROCESSO DE PRODUGAD DE BIODIESEL

Sementes
PRENSAGEM

metanol

Figural Producéao de biodiesel e glicerina bruta
Fonte Adaptado de Biodiesel BR (2013).

2.2 Metabolismo do Glicerol

De forma geral, o glicerol pode ser encontradoareeate sanguinea e
nas células dos animais, sendo derivada de lipgligsetecido adiposo,
triglicerideos em lipoproteinas plasmaticas ou péata (ALVARENGA et al.,

2012). Estes mesmos autores citam que as prindipa¢des do glicerol séo:
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constituinte do esqueleto de triacilgliceréis t@orte de equivalentes redutores
como o glicerol-3-fosfato, a partir do citosol pardosforilagdo oxidativa nas
mitocéndrias e precursor da gliconeogénese, assimoco esqueleto de
carbono.

O gliceral proveniente da dieta apresenta absogédtrica e entérica,
sendo que no intestino esta absorcdo é mais rd@UW&TON, 1991). Em
monogastricos, o glicerol consumido é absorvido viea paracelular, nos
enterdcitos, por dois mecanismos: transporte alaendente de um sistema de
transporte e € inibido pelo uso de sodio e respehgdr 70% do transporte do
glicerol e baixas concentracdes, e transporte \masdATO; HAYASHI,
INOUE, 2005).0 glicerol é metabolizado principalieenos tecidos hepatico e
renal. Por ser um composto sollvel em &gua, eiMraniente na veia porta
sendo transportado até o figado onde é metaboli@aMBROOK, 1980). A
taxa de absorcdo é equivalente a aproximadamefted2btaxa de absorcao
para a glicose (LIN et al., 1976; TAO, 1983).

No figado, o glicerol é fosforilado pela gliceralogse e resulta em
glicerol-3-fosfato, que €é oxidado em diidroxiacetomosfato. A enzima
glicolitica triose fosfato isbmeras e converte essaposto em gliceraldeido-3-
fosfato (LENINGHER, 2006). Os rins e o tecido muactambém apresentam a
enzima glicerol quinase, porém, em menor conceftrgge no figado (KREBS;
LUND, 1996). No tecido adiposo, o0 glicerol-3-fogfaté obtido da
dihidroxiacetona fosfato por meio da acdo da ghie®+fosfato desidrogenase.
Por outro lado, o glicerol liberado no catabolisdwotriacilglicerol é convertido
a glicose no figado por meio de fosforilacdo encegbl-3-fosfato catalisado
pela glicerolquinase iniciando entdo a gliconeogérn®OUROT et al., 1994).
Desta maneira, o destino metabélico do glicerolepser dirigido, dependendo
do tecido e do estado metabdlico do animal, pdeanecimento de energia (22

ATPs) ou como precursor da sintese de triacilgliserf(EMMANUEL;
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BERZINS; ROBBLEE, 1983; MENTEN; MIYADA; BERENCHTEIN2012).
Segundo Lin et al. (1976), o figado é responséeelaproximadamente 3/4 da
capacidade total do organismo metabolizar o glicefd o rim é o 6rgao
responsavel por cerca de 1/5 desta capacidade @déatieacdo sendo também
essencial para a reabsor¢cao do glicerol, evitaaduesdas pela urina. A figura 3
ilustra 0 metabolismo do glicerol no figado quandarganismo esta em déficit

de energia e quando esta suprido (BEST, 2006).

| GLICOSE ’ l[ Sintese de acidos
= ¥ - graxos

Gliconeogénese
- ‘  Déficit de
glicose | Glicerol-3-fosfato

L = .

j— giicemlquinase! : .

Excesso de
glicose

Déficit de ——
AR .Tnatl1g|1cer1dec=|

Ciclo de Krebs GLICEROL

F
Deposigdo de
gordura/excrecd

22 mol ATP/mol GiicErDL

Figura 2 Metabolismo hepatico do glicerol em fundaaeestado
alimentar

Fonte Adaptado de Best (2006).

Segundo Yuasa (2003), ao infundirem 0,2 mM de gliceo intestino
delgado de ratos, a fracdo de glicerol absorvidodé 92% e esta nao foi
alterada quando a dose de 1,0 mM foi administr&stdretanto, a absor¢céo

reduziu para 73% quando a concentragéo da sulsténelevada para 40 mM.
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Portanto, a absorcéo de glicerol pode ser dependentoncentragéo de glicerol
(saturavel).

Damiano et al. (1999) observaram aumento da tgiaeridemia,
insulinemianormale diminuicdo da pressao na agéeitta apdés administracéo
oral de glicerol em ratos. Porém, as informacdebrescas implicacbes
metabolicas da suplementagéo de glicerol na désaescassas, principalmente
guando a suplementacdo atinge grandes propor¢c@e® con ingrediente
energético das ragcbes (MENTEN; MIYADA; BERENCHTEIN012). Ja
Goulet (2009) observou que a combinacdo de gliaayol uma dieta rica em
glicose na proporgdo de 3:1 pode acelerar a alsagdluidos no intestino,
podendo assim, aumentar potencialmente o processdiper-hidratacéo.
Segundo estes autores, maiores investigacdes séssadas para elucidar este
processo.

Na membrana plasmética das células existem pretéfegrais (Pl),
gue sao responsaveis pelo equilibrio osmotico, itiedn o transporte de agua e
de pequenos solutos, como por exemplo, o glicetnées lados da membrana
(FROGER et al., 2001). Estas séo classificadasassdibgrupos: aquaporinas
(transporte somente de agua) e aquagliceroporitragsporte de agua e
glicerol), sendo estas ultimas denominadas: AQR3PAe AQP9. A AQP3 é
uma proteina necessdria ao transporte de glicavointestino de ratos e
humanos, e também encontrada nos olhos, rins, agtinbaco, eritrocitos e
células da epiderme (MACDOUGALD; BURANT, 2005). AQR7 ¢é
encontrada em alta quantidade no tecido adiposmle funcionar como canal
de liberacdo do glicerol deste tecido. No figadeoetra-se a AQP9 que
controla a entrada de glicerol para ser utilizadma substrato gliconeogénico
(MAEDA et al., 2004). No tecido muscular, ocorrgtegédo do glicerol contido

no sangue. Apesar deste tecido ndo possuir a emgiceaol quinase, o glicerol
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pode ser metabolizado através da enzima glicedoitage, com a participacdo
de NADPH, como evidenciado no musculo diafragmeattes (TOEWS, 1996).

2.3 Uso do glicerol como suplemento alimentar

Uma area que esta chamando a atengdo recentemeniélizgacdo da
glicerina como ingrediente na alimentacdo animahwsmana. Devido as
alteracdes no preco do milho e o excesso do glipesweniente da producéo de
biodiesel, cogita-se a possibilidade da utilizagio mesmo como alimento
substituto e/ou complementar na nutricdo animal. glizerol, principal
componente da glicerina, é reconhecido como umat&nitia segura para uso
em boas praticas de alimentacdo,porém, ainda existatrovérsias sobre o fato
deste produto ser considerado fonte de energia nousimples hidrato de
carbono. A razéo para essa divida reside no fa@@ecréscimo de glicerol ndo
afeta a glicemia ou os niveis de insulina como &wamia com carboidratos
(DASARI, 2007).

De acordo com Food and Agriculture Organizationtloé United
Nations - FAO (2011), o glicerol é reconhecido caaddivo pertencido a classe
dos umectantes e espessantes e tem sua incluséitigeerem diferentes
espécies animais. Em maio de 2010 o Ministério daicAltura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) autorizou o uso da glicerinamo insumo na
alimentacao animal, desde que atenda os seguedassitos: valor minimo de
800 g glicerol/kg, maximo de 13% de umidade e méxitm 159 mg metanol/kg
(PAULO, 2010).

Os valores de energia metabolizavel determinad@spglicerina bruta
sdo muito proximos quando comparados aos valoremndegia metabolizavel

aparente do milho para suinos (3.340 kcal/kg) es a{@&381 kcal/kg)
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(ROSTAGNO, 2011). Isto evidencia o uso potencial glecerina como
ingrediente energético de racdes para estas esp@aitet e Schenieder (2002)
propuseram que os valores de energia metaboliziweglicerol puro para
frangos de corte, poedeiras e 0s suinos variavaacatelo com sua inclusdo na
dieta. Estes mesmos autores sugeriram que a redacépergia metabolizavel
aparente ocorre pela auséncia de reabsorcao rerglicdrol, sendo o excesso
excretado pela urina. Concomitantemente a issf@iei (2009) relatou que
guando ha ingestdo de quantidades crescentexdmglideve existir um nivel a
partir do qual a capacidade de metabolizacdo éadgecausando entdo, um
aumento no glicerol no sangue, o qual deve seet@dw pela urina.

Doppenberg & Van Der Aaf2007) propuseram que a glicerina
acrescentada a dieta de terminacdo para suinosneuume capacidade dos
animais em reter umidade da carne na carcaca, eiopado pelo seu efeito de
hidratacdo. Mourot et al. (1994) também sugerirara g glicerina dietética
aumentou a capacidade de reter agua nos muscujosjoacomo hiper
hidratante, o que, consequentemente, provocou imiauicdo de gotejamento
da carcaca na camara de resfriamento e menoresaspera cozimento.
Adicionalmente, estes mesmos autores sugerirana glieerina pode ser muito
util em dietas destinadas as porcas em lactacdovamague ajuda a prevenir
perda excessiva de gordura de cobertura proporgionanelhor uso de
aminoacidos.

Berenchtein et al. (2010) realizaram um estudo eofimalidade de
verificar os efeitos de diferentes concentracfegyldmrol na dieta sobre a
gualidade da carne, desempenho e caracteristicaardaca de suinos. Apds
analise dos resultados, os autores concluirameguieora a dieta com glicerol
nao tenha gerado alterag8es significativas soldesempenho e a qualidade da
carne, ndo houve efeitos negativos sobre as ceHstictes de carcaca, e que,

sendo assim, o glicerol pode participar em até 8%liata destes animais nas
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fases de crescimento e terminacdo. Em outro estedlivado com suinos,
Lammers et al. (2008) observaram que a inclus@até&@0% de glicerina bruta
(com alta concentracdo de glicerol) na dieta, n#terferiu nos metabdlitos
sanguineos assim como na frequéncia de lesdescideg oculares, renais e
hepaticos.

Em frangos de corte, Simon, Schwabe e Bergner j12%aliando 5,
10, 15, 20 e 25% de glicerina bruta na dieta, edramh que a inclusdo de até
10% deste produto pode ser utilizado promovendaltesos benéficos aos
animais, entretanto, ao utilizarem acima desta,do®e observaram efeitos da
adicado da glicerina no desempenho dos animais. Maentemente Cerrate et
al. (2006) avaliaram a inclusdo de 5 e 10% de mtiaebruta, proveniente da
producdo do biodiesel em racdes de frangos de earttataram que o nivel de
10% afetou negativamente o consumo de racdo, o pew e,
consequentemente, a conversao alimentar dos fraQgasito as caracteristicas
de carcaca, nivel de 10% de glicerina bruta redoipaso (absoluto e relativo a
carcaca) do peito das aves.

Miller (2006) sugeriu que o glicerol pode ser usadomo um
suplemento dietético por ser capaz de prover emd¢igica da dieta de frangos
(glicose e lipideo). Resultados desta pesquis@anain que 10% de glicerina
para pintinhos até 16 dias de idade néo alteroeserdpenho e 5% de glicerina
para dietas de acabamento até o abate ndo prejudicmgestao de alimentos,
nao sendo observado efeito negativo, como excesgordura e diminuicdo de
proteina bruta, na qualidade de carne destes animai

Na pecuaria também ha uma grande aplicacdo doralicemo um
substrato gliconeogénico (CHUNG et al., 2007), memque o glicerol pode ser
convertido em glicose no figado e pode fornecergimepara o metabolismo
celular. Alguns autores (CHUNG et al., 2007; DEFRAdt al., 2004) tém

avaliado o uso de doses relativamente altas derglipara prevenir Cetose em
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fémeas lactantes, porém, ha poucos trabalhos adalias efeitos na producao e
composi¢do do leite e também quanto aos params#émguineos. O glicerol
pode ser incluido em ra¢cBes para ruminantes conte fnergética e substituto
de ingredientes para alimentacdo animal como o®sgmrde cereais e,
consequentemente, reduz os custos da alimenta¢g@@HIVBACH; DEVANT,
2009). Kristensen e Raun (2007) avaliaram a absod@ glicerol e o
metabolismo do mesmo no figado de vacas que resebgor canula ruminal
925¢g/dia de glicerina, com 85% de glicerol. Os mgaecuperaram, na veia
porta, 10% do glicerol administrado, que foi quastealmente absorvido pelo
figado e convertido em glicose e, o glicerol ndouperado na veia porta,
presumivelmente, foi convertido a propionato, nmed, contribuindo com a
gliconeogénese.

Em ovinos foi verificado que a inclusdo de 6% deegina bruta, com
36,2% de glicerol em sua composicao, reduziu oocdstganho de carcaca e
otimizou a conversao alimentar destes animais (LASBEI.,2010). Abdalla et
al. (2008) consideraram que tortas e farelos piemtes dos residuos da
producao do biodiesel apresentaram caracteristigasionais adequadas para a
insercdo destes produtos na dieta de ruminantesertiEnto, estes autores
chamaram a atencdo para possiveis efeitos deketérovocados por
metabdlitos bioativos presentes nestas substancias.

Silva et al. (2012) realizaram experimento utildanglicerol na
producdo de dourados, avaliando os parametroscroodé e pdde-se observar
que a dieta contendo 5% de glicerol ndo causotosfpiejudiciais. Verificou-se
ainda que esta mesma dosagem de glicerol ndo cdifismnca significativa em
relacéo ao peso dos animais,porém, houve maioinnentb de filé, melhorando
a proteina da carne e retencdo de gordura.

Lin et al. (1976) utilizaram ratos alimentados cdietas contendo 22%

de glicerol da dieta durante 3 semanas. Esta giaaiatide glicerol ndo afetou o
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desempenho dos animais, porém, verificou-se um rtonm®s niveis séricos das
enzimas citratoliase e malica, sem observar um atom@a sintese de acidos
graxos. Logo, os autores concluiram que o glicediol influenciou a sintese de
triacilglicerdis. Lin et al. (1976) avaliaram a esjdo de glicerol em ratos,
observando que animais que receberam 30% de dlitardieta apresentaram
aumento no ganho de peso, o peso do figado e urima pwncentracdo de
lipideos neste 6rgdo. Os niveis de HDLc tambémnfosignificativamente
aumentados em ratos recebendo a dieta contendoajlic

O efeito do glicerol dietético na atividade lipog@nfoi estudado de
forma comparativa em ratos e frangos por Lin ef18l76). A adicdo de 20% de
glicerol na dieta de ratos por trés semanas caasmento do peso do figado e
um marcante aumento na atividade de enzimas lipoagdo figado, entretanto
sem um aumento concomitante na sintese de acidrssgfin vivo” no figado.
Por outro lado, em frangos alimentados por trésases) com dieta contendo
20% de glicerol, ndo houve altera¢éo no peso daldige ocorreu uma queda na
atividade das enzimas lipogénicas do figado, assimo a sintese de acidos

graxos.

2.4 Glicerol como hiper-hidratante

A ingestdo de glicerol pode induzir hiper hidratagin ambientes com
altas temperaturas, resultando em uma maior retengsd fluidos quando
comparado com a ingestdo de apenas agua. Tal falackonado a sua répida
absorcdo e atividade osmdética, que no trato udngromove reabsorcdo de
glicerol e agua (O'BRIEN et al., 2005).

Lions e Riedesel (1993) verificaram os efeitos daniaistracdo de
solucdo de 5% de glicerol por gavagem em ratoge@sdtados mostraram que

esta dose aumentou a retencao de fluidos e atenooagéo por trés horas em
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relacdo aos animais que consumiram apenas agugantss entdo os efeitos
hidratantes do glicerol. Reynolds, Sneddon e ReirfB@12) afirmaram que a
ingestdo de solu¢cdes com glicerol pode ser cormldenma maneira segura e
efetiva de induzir um estado de hiper hidratacacc@es, ndo causando efeitos
adversos no trato gastrointestinal, renal ou fumgéscular.

Em humanos, Freund et al. (1995) compararam respastsculares,
renais e hormonais de repouso, apés ingestdo deralicom agua ou apenas
agua. Ambos os tratamentos produziram expansatasite volumes de plasma
e sangue, mas o fluxo de urina e a depuracéo deli&gel (medida da perda de

agua renal) foi muito superior com a ingestao teesste agua.

2.5 Toxicidade do glicerol

Estudos prévios mostram que, em ratos, a admigésirantramuscular
de glicerol pode causar lesdes renais (HWANG; YZN11; LOCHHEAD;
KHARASCH; ZAGER, 1998; MARTIM et al., 2007; NATH edl., 2000).
Lochhead et al. (1998) investigaram os efeitos riEst@sico isoflurano sobre a
funcéo renal de ratos Sprague Dawley com lesdd agala. Para que fossem
causados danos renais, em cada rato, foi injetadasolucéo de glicerol (50 %,
9 ml/Kg), divididas por igual, na parte superior cgda um dos membros
inferiores do animal. Foi observado, neste exparimeajue a lesdo renal aguda
causada pelo glicerol resultou em necrose tubukaregamento da proteina
heme intrarrenal, hemoconcentracdo (devido ao aspago de liquido no
tecido afetado) e alteracdes na frequéncia cardiaca

O comportamento da fungdo renal de ratos submetiddsjecdes
semanais de solucédo de glicerol (50%, 7,5 ml/kgaal) durante seis meses foi

analisado por Nath et al. (2000). Observou-se lgge, apds a primeira injecao,
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houve queda na taxa de filtracdo glomerular, segdédum declinio progressivo
até o final do sexto més.

Quando administrado via intraperitoneal, foi obados/por Rieger et al.
(2008) que 50% (v/v) de glicerol provocou dimindigi atividade das enzimas
creatina quinase e piruvato quinase nos rins, atomen formacédo de radicais
livres renais e plasméticos, assim como, peroxaaedlipideos e carbonilagdo
proteica, sugerindo assim estresse oxidativo. Naném neste mesmo estudo,
foi observada uma diminuicdo da atividade do LDl&.Whitlock, Guerrant e
Dutcher (1944) compararam os efeitos de trés difeseséries experimentais de
dieta acrescida de glicerol ou propilenoglicol etos. Observou-se que, quando
incorporado na dieta, concentracdes de 40; 50 &ud®glicerol deprimiram o
crescimento de ratos jovens (idade entre 21 e a8),dporém, os efeitos
deletérios foram menores nos animais tratados dmerg do que os tratados

com propilenoglicol, o que mostra menores efeibacbs desta substancia.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

A partir da revisado de literatura realizada, obserse que o glicerol é
utilizado amplamente na nutricdo animal em difereloses, purezas e periodos
de administracéo, tanto como suplemento alimeateno ingrediente substituto
do milho. No entanto, diferentes protocolos tém ader resultados
contraditérios, inclusive com relatos de lesdesaisenbem como efeitos
anorexigénicos criando incertezas sobre a segudingélizacdo do glicerol do
ponto de vista de toxicidade, alteracbes metal®leprejuizos na producao
animal. Desta forma, com o presente estudo objetheoverificar os efeitos
metabdlicos e fisiolégicos deste suplemento (semtaoainantes, como o
metanol), em rato®Vistar a fim de se encontrar uma dose ideal evidenciando

seus efeitos sobre pardmetros metabdlicos e bidgzpgm
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Resumo

O emprego do glicerol em dietas para animais despetieresse por se
tratar de um residuo da producdo do biodiesel eitoenergia. Desta
forma, com este estudo objetivou-se avaliar pan@menetabdlicos e
fisiologicos de ratos recebendo suplemento dergligriro por gavagem.
Foram utilizados 30 ratod/istar (peso inicial de 202,7 + 29,98 g) que
receberam, 0 (controle/salina), 200, 400, 800 & 168 de glicerol/kg de
peso Vvivo (glicerina bidestilada com 99,85% deggtit), além de racéo e
agua ad libitum durante 28 dias. Foi utilizado um delineamento
inteiramente casualizado com cinco tratamentosi® repeticbes. Ao
final do experimento os animais foram eutanasiajae acordo com 0s
resultados pdde-se observar que nao houve alteré@d0,05) no
consumo e excrecao de agua, bem como no ganhcsderplio diario;
quantidade de matéria seca, cinzas e proteina bratearcaca e
triacilglicerdis plasmaticos. Houve efeito benéf(€s<0,05) até a dose de
800mg/kg de glicerol sobre o consumo de racdo.gpteigem de gordura
na carcaca, niveis plasmaticos de aspartato amitsbarase (AST),
alanina aminotransferase (ALT), lipoproteinas da dénsidade (HDLc)

e baixa/média densidade (LDLc+VLDLc). Os niveiscaéesterol total e
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glicemia se elevaram até a dose de 800 mg/kg, popémmanecendo
dentro da faixa de normalidade da espécie, redoznpartir da dose de
1600 mg/kg. Com relacdo a contagem de leucOcitdaistohouve
tendéncia de reducéo, porém, dentro dos valoresfeencia para ratos.
Ndo foram observadas lesdes renais e pancrea@icaxlui-se que o
glicerol apresentou-se como um suplemento segurs dases
empregadas, causando alteraces inclusive bendéfasesdependentes

em ratos.

Palavras-chave glicerina, metabolismo, nutricdo animal, toxicdda
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Abstract

The use of glycerol in diets for animals arousderest because it is a
residue of biodiesel production rich in energy. $hthis study aimed to
evaluate metabolic and physiological parametersraif receiving
supplemental pure glycerol by gavage. We used 3&tawrats (initial
weight 202.7 £ 29.98 g) receiving O (control / sa)i, 200, 400, 800 and
1600 mg glycerol / kg of body weight (bidistilledygerin 99.85 % of
glycerol) besides food and watad libitum for 28 days. We used a
completely randomized design with five treatmemtd aix replications.
At the end of the experiment the animals were ¢ided, according to the
results it was observed that there was no chang® @) on intake and
excretion of water, as well as the average dailigitegain; dry matter,
ash and crude protein in the carcass and plaseylglycerols. There
was an beneficial effect (P <0.05) up to a dos80ffmg/kg of glycerol
on feed intake, percentage of carcass fat, plasmelsl of aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferadelfAhigh density
lipoprotein (HDLc) and low / medium density (LDLc ¥LDLc). The
levels of total cholesterol and glucose rose up tiose of 800mg/kg(but

remaining within the normal range). reducing withet dose of
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1600mg/kg. The total leucocyte count tended toehes®, although within
the reference values for rats. There were no r@nphncreatic lesions. It
was concluded that glycerol was presented as assgdplement in the
studied doses, causing even some beneficial efiecsdose-dependent
manner in rats.

Keywords: glycerin, metabolism, animal nutrition, toxicity.
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Introducgé&o

O aumento constante no consumo mundial de combistpara
motores de uso industrial, residencial e automadgwo gerado uma maior
demanda de producdo de energia (GOLDEMBERG, 2000
atualidade, os recursos energéticos mais utilizasdos derivados de
compostos fosseis do petrdleo. Porém, o uso destehitos tem se
tornado ambientalmente e economicamente desfavor@we causar
grandes impactos dificeis de serem previstos (CRENT£t al. 2008).
Assim, novas fontes de energia sdo requeridas)dariaondi¢cdes para o
desenvolvimento, producédo e pesquisa sobre biocstinbis.

Apesar de ser uma forma alternativa de energiapdugdo do
biodiesel gera residuos, como o glicerol, sendcessias medidas
sustentaveis de reutilizacdo destes coprodutos.UNiosos anos, varios
estudos tém demonstrado os efeitos da utilizacagliderol residual
como fonte energética em racdes de diferentes iespé&nimais
(LAMMERS, et al. 2008; BERENCHTEIN, et al., 2010).

Por ser um produto rico em energia (aproximadaméi320 kcal
de energia bruta por kg de glicerol puro), o empreg glicerol na

formulagdo de dietas para animais desperta intergsgdiato, com
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eficiéncia na sua utilizacdo (BERENCHTEIN et all@f) e tem sido
utiizado também como regulador de fluidos corporaiurante a
reidratacdo ou exercicio fisico para cavalos (SCH@fal. 2001) e até
seres humanos (KAVOURAS et al. 2006; DINI et al0D20
De acordo com a Agéncia Nacional do Petrdleo (AR®L0),

existem no Brasil 66 plantas sendo utilizadas pargroducdo de
biodiesel, correspondendo a uma producéo totalbd&lé m3/dia. Além
disso, conforme a Resolugcédo n° 6/2009 do ConseHdwoNal de Politica
Energética (CNPE), o Oleo diesel comercializadaréirpdo ano de 2010
em todo territorio brasileiro, deve conter 5% dedmsel (ANP, 2011).
Neste mesmo cenario, o Brasil apresentou uma péodagual de 2,4
bilhdes de litros de biodiesel, com uma capacidiadéalada para o
mesmo ano, para cerca de 5,8 bilhdes de litrospmalucdo colocou o
pais entre os maiores produtores e consumidoresoddustivel no
mundo (ANP, 2011). Uma vez que os coprodutos ddiésel podem ser
utilizados na nutricdo animal, tal situacdo levaataecessidade de se
verificar a toxicidade desta substancia, sua ddeal ie suas vantagens
como substituto ou suplemento no alimento, viste Qoucos sao o0s

estudos encontrados onde estas variaveis saodaslia
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Neste sentido, o objetivo com o presente estudaviaiar o efeito
do glicerol puro como suplemento alimentar, a feredcontrar uma dose
ideal e benéfica sobre os parametros fisiolégicosetabdlicos de ratos

Wistar.
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Material e métodos

Local do experimento, animais e instalacoes.

O experimento foi conduzido no periodo de julhogasto de
2012, no Biotério Setorial do Departamento de Madid/eterinaria da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), no municiggoLavras, regido
Sul do Estado de Minas Gerais, Brasil. O protocastperimental foi
aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Anin&E4JA — protocolo
022/12) da Universidade Federal de Lavras.

Foram utilizados 30 ratos machos adultéxat{us norvegicus
albinus, Wistar), em estado higido, pesando 202,7 + 29,98sganimais
foram colocados em gaiolas metabdlicas individeagibmetidos a um
periodo de sete dias de aclimatacdo com o ambientzuipe de
execucdo. A sala foi climatizada a uma temperater22+2 °C e com
ciclos de 12/12 horas claro-escuro. Racdo comekiglgua foram

fornecidasad libitumdurante todo o periodo experimental.
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Dietas experimentais

A dieta base consistiu de racdo comercial para r@davilab®),
contendo por peso: 19% de proteina, 56% de cadioid3,5% de
lipideos, 4,5% de celulose, 5,0% de vitaminas eemis e 12% de
umidade, contendo 17,03 kJ/g.

Para suplementar as dietas, utilizou-se o gliceunb (glicerina
bidestilada com 99,85% de glicerol - ALMAD, Arach#&iy SP, Brasil)
solubilizado em agua administrado via gavagem emvalutme 0,3 mL
por animal. As caracteristicas fisico-quimicas dlicegpl foram
determinadas pela empresa Mapric (Ipiranga, SKsilBracidos graxos e
ésteres - 0,02%; metais pesados - < 5 ppm; dersaad, 2604 g/ml; pH
6,09; teor de 4gua- 0,20%, teor de glicerol-99,85%.

Os grupos experimentais foram distribuidos dedcoom a dose
de glicerol administrada diariamente: 0 (contraks), 200, 400, 800 e

1600 mg de glicerol/kg de peso vivo (Figura 1).
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GRUPO 4 —800mg/ke de glicerol  (n=6)
GRUPO 3 — 400mg/kg de glicerol  (n=6)

GRUPO 2 - 200mg/kg de glicerol  (n=6)

GRUPO 1 - Omg/kg de glicerol (n=6)

LS
! ! |

-7 1 28 .
\ ) Eutanasia
Aclimatagéo Administracéio do glicerol

Figura 1. Fluxograma e grupos experimentais.

Procedimento experimental

O periodo experimental foi de 28 dias, no quaBoag agua foram
mantidosad libitum O glicerol foi fornecido nas doses especificas de
cada grupo, sempre as 08:00 horas da manha. A fagdecida e as
sobras foram pesadas e registradas para determinlac&onsumo de
racdo diario individual. Os animais foram pesadwsnicio e ao final do

experimento para determinacdo do ganho de pesmrdedio (Peso final
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— Peso inicial / 28 dias). O volume de agua ingebedm como o volume
urinério diarios foram mensurados com auxilio devptas.

No vigésimo oitavo dia, os animais foram submetidogjum
alimentar de8 horas e foram eutanasiados por eMs&THO POr puncao
cardiaca sob anestesia geral (Tiopental sodicogkgmp). O sangue foi
coletado em um tubo de ensaio, imediatamente apéstanmasia. Em
seqguida, foi centrifugado e o soro armazenado 2G2@ara avaliacdes
dos perfis plasméticos dos animais. Analises deosgi, triacilglicerol,
colesterol total e fragbes HDLc e LDLc + VLDLc phadticos foram
quantificados por Kit colorimétrico enzimatico (ltabt Diagnostica SA.).

Posteriormente, a cavidade abdominal dos animadisatberta
cirurgicamente até a exposicdo dos O6rgdos interBos. sequéncia,
pancreas, rins e figado foram coletados para detagdo do peso
relativo (peso do orgdo / peso vivo do animal antda
eutanasia).Fragmentos de figado foram retiradostsims em isopentano
e imediatamente criopreservados em nitrogéniodimei posteriormente
armazenados efmeezera -80 °C. Para este tecido, foram obtidas seccbes

de 10 pm de espessura em criostato LEICA (Berliamanha) a -20 °C
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e os cortes foram submetidos a coloracdo com heitiaéoe eosina para
caracterizacdo da integridade estrutural.

A analise das laminas histolégicas foi realizadareitroscopio
trinocular Olympus CX31(Olympus Optical do Brasida, Sao Paulo,
SP, Brasil), com aumento de 40x e camera (SC30 CKa@I&r Camera
for Light Microscopy, Olympus Optical do Brasil ladS&o Paulo, SP,
Brasil).

Os demais 6rgaos (pancreas e rins) foram coletadiesdos em
solucéo de formalina a 10% por 24 horas e, posteeiote, armazenadas
em alcool etilico 70% até o processamento histogiodas as amostras
foram submetidas as técnicas rotineiras para i&clusm parafina.
Seccdes de 5 pum de espessura foram obtidas e s@@dahematoxilina-
eosina. Imagens digitais foram obtidas utilizandsistema de captura e
analise de imagens (camera SC30 CMOS Color CanmraLight
Microscopy, Olympus Optical do Brasil Ltda, S&o IBaGP).

Para quantificac@o de extrato etéreo foi utilizadoétodo Soxhlet
e para avaliacdo de proteina bruta o método Kje@eBAC, 2000). A
matéria seca e as cinzas foram quantificadas del@aom Silva &

Queiroz (2006).
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Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de varianem seguida a
analise de regressdo. Para as variaveis tria@igis, AST,
VLDLc+LDLc, porcentagem de gordura na carcaca, gatépeso médio
diario e volume urinario foi utilizada a transforgda de dados pela opcéao
raiz quadrada. Toda andlise estatistica foi reddizano programa

estatistico Sisvar.

Resultados

A administracdo de diferentes niveis de glicerob dietou o
ganho de peso médio diario (Tabela 1). De formaefieante, ndo houve
influéncia (P>0,05) do glicerol sobre o consumo &lgia e excrecao
urinaria; bem como na analise de proteina bruteérfohouve diferenca
(P<0,05) em relagdo ao consumo de racdo médimdkapercentual de

gordura presente na carcaga.
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Tabela 1. Desempenho, balanco hidrico e carditadsde carcaca
(proteina bruta, extrato etéreo, matéria seca zsjnde ratos
Wistar recebendo diferentes niveis de glicerol por gavagem
durante 28 dias.

Variavel Glicerol, mg/kg %/V Valgr de VR
0 200 400 800 1600( 0) L Q
Desempenho
Ganhodepeso , ;1495 250 213 195 19,8851 0,77 2,08 + 0,8t
(g/dia)
Consumo de

N . 30,90 26,28 27,23 25,39 23,32 19,46 0,04 0,47 17,92
racao (g/dia)

Consumo de agt
(mL/dia)
Volume de urina
(mL/dia)

Caracteristicas
da carcaca

Umidade (%) 73,61 70,82 72,04 70,30 71,38 3,62 0,300,13 69,2 +0,3*
(F;;Ste'”a bruta 5 o8 2854 28.32 27,21 28,11 9,24 0,340.35 21,4 + 0,2-
Gordura (%) 264 3,00 2,72 255 2,01 13,9804 0,41 4,1+0,2?
Cinzas (%) 22,62 25,33 23,91 25,41 24,43 9,22 0,390,14 -
L: regressao linear; Q: regressdo quadratica; \dRires de referéncia
1:Franco et al., 2007
2:Carvalho et al., 2006

22,91 21,49 21,84 22,69 22,56 11,60 0,78 0,78 24,92

563 452 5,18 7,12 6,53 20,8820 0,62 7,82

Como apresentado na Tabela 1, os valores de condemagao e
guantidade de gordura na carcaca apresentaramécetingar, conforme

0 aumento da dose de glicerol (Figura 2).
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Figura 2. Consumo de racdo e porcentagem de gomarcarcaca de
ratos recebendo glicerol via gavagem durante 28 dia
Os parametros plasmaticos analisados mostrarama gtiezacao
do glicerol como suplemento ndo alterou os niveistrihcilglicerdis.
Quanto as variaveis glicemia, colesterol total, ldPVLDLc + LDLc,
ALT e AST, houve efeito quanto a utilizacdo de wifdges niveis de

glicerol na dieta (Tabela 2).
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Tabela 2 Parametros sanguineos de rathstar suplementados com
diferentes niveis de glicerol por gavagem duraBtdias.

Glicerol, mg/kg CV ValordeP VR

Variavel  —5—755"400 800 1600 (%) L O
Glicemia o, 44 89,83 95,67 99,00 84,5010,00 0,28 0,02 108 * 17,4
(mg/dL)

T”"’(‘ﬁ:'g/':jcgo's 28,26 27,46 30,12 24,68 27,2214,13 0,65 0,67 26 a 1452

Co'fns]g%oﬂ)t‘)ta' 95,52 91,00 96,47 107,15 85,29 10,65 0,25 <0,01 87 + 18,12

HDLc (mg/dL) 39,44 44,65 55,45 59,53 48,2215,83 0,08 <0,01 48 +11,43
VL'(Drh;;' dLBLC 56,08 46,36 40,47 37,62 37,3221,62<0,010,04 352 + 13,4
ALT(U/L) 47,83 46,30 36,48 40,69 40,4414,35 0,07 0,04 48,4 +6,48
AST (U/L) 109,9101,5 75,3 66,7 126,413,05 0,24 <0,01131,7 £ 231
ALT: alanina aminotransferase ; AST: aspartato atnamsferase ; CT: Colesterol Total
; HDLc: High Density Lipoproteins ; LDLc + VLDLc: aw Density Lipoproteins +
Very Low Density Lipoproteins; VR: valores de réfacia.
1: Canadian Council on Animal Care, 1993
2:Harkness &Vagner, 1993
3 :Dantas et al., 2006
*:Guimaraes & Mazaro, Unifesp, 2004
®: Melo et al., 2012

Como evidenciado na Tabela 2, para a variavel migee
colesterol total houve um efeito quadratico com extm até a dose de
800 mg/kg, seguido de queda com a maior dose. ¥ gsgniveis de
HDLc, houve um aumento até a dose de 800 mg/kg, teoéncia de
queda na dose de 1600 mg/kg,porém, ainda dentrpadcdo para a
espécie. Para os niveis de VLDLc + LDLc, houve guweda conforme o
aumento da dose também se mantendo dentro dosepadr@ enzimas

hepéticas AST e ALT apresentaram comportamentorgtienl decaindo
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até a dose de 800 mg/kg de glicerol (P<0,05), améncia a aumento

na maior dose, como apresentado na Figura 3.
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Figura 3. Parametros sanguineos de ratos recelgiindml| via gavagem
durante 28 dias. ALT: Alanina transaminase; ASTpasasto

transaminase.
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Considerando todos os niveis de suplementacdo iderail
estudados, ndo houve alteracdo do peso relativo 6dgaos
parenquimatosos (P>0,05). Os dados referentesuaogeama diferiram
(P>0,05) entre os grupos experimentais (Tabelag@ra 4), porém, na
contagem diferencial para linfocitos e neutrofilodo houve alteracdo

entre os grupos experimentais (P<0,05) (Tabela 3).

Tabela 3. Peso relativo dos o6rgdos e leucogramaraties Wistar
suplementados com diferentes niveis de glicerolgamagem
durante 28 dias.

Glicerol, mg/kg CV ValordeP VR
0O 200 400 800 1600(%) L Q

Variavel

Peso relativo de

orgédos
Figado (%) 3,203,21 3,24 3,29 3,10 10,08 0,85 0,25 2,90
Rins (%) 0,43 0,42 0,41 0,39 0,41 10,07 0,36 0,30 0,61t

Coracéo(%) 0,390,38 0,39 0,37 0,42 9,77 0,19 0,38 0,32t
Leucograma
6000 a

Leucdcitos totai
(CeI/mmg) s.|.56751612514258155801146717,80<0,0l 0,30 170002
66,6 a

Linfocitos (%) 62,3363,1761,1764,6060,67 7,67 0,61 0,39 90 33

Neutrofilos (%) 34,334,8338,5034,0038,67 14,01 0,24 0,786,0 a 42,0
VR : valores de referéncia

1: Dantas et al., 2006

2:Harknes & Wagner, 1993

3 :Laborat6rio Charles River, 2008

4 :Mitruka & Rawnsley, 1997
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Figura 4. Leucdcitos totais de ratos recebendoegll via gavagem
durante 28 dias.

Quanto a avaliagdo histologica dos 6rgdos analssgpancreas,
rins e figado), ndo se observaram lesbes em quaisteridos
provenientes dos animais recebendo diferentes snigdei glicerol por

gavagem.

Discussao

O emprego do glicerol na formulacdo de dietas paimais de
producédo tem despertado interesse por se tratamdproduto rico em
energia com alta eficiéncia na sua utilizacdo. N@mo, os resultados
encontrados na literatura com relacdo a esta &rgdo conflitantes,
dependendo da espécie, pureza e tempo de utilizegdgirando que o

glicerol pode melhorar o ganho de peso (KIJORA.€1295; VIEIRA et
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al. 2002; SAKOMURA et al. 2004; GROESBECK et al08)) nao ter
efeito (BERENCHTEIN et al. 2010) ou até mesmo r@daz massa
corporea dos animais (KIJORA et al. 1995; DELLA A8t al. 2009;
SCHIECK et al. 2010).

Em animais de producdo, como suinos, aves e rutemam
geral, a dosagem de glicerol é acrescentada na eaggporcentagem por
tonelada, levando a uma grande variacdo na qudstidasse produto
consumido (KIJORA et al. 1995). No presente expenitn, a dosagem
foi efetuada em mg/kg, via gavagem, garantindo msgmo exato do
glicerol puro, com o objetivo de avaliar os posisiedeitos metabolicos e
fisiologicos deste suplemento. O consumo de ragaménor conforme
incremento da dose de glicerol, fato explicado ipessente pelo
aumento da energia. Cerrate et al. (2006) em uraremento avaliando
frangos de corte com incluséo de 5 e 10% de ghaetontendo 3527
kcallkg de energia metabolizavel, também demorstragueda no
consumo de ragcdo para o nivel de 1B8b outro estudo realizado em
humanos (Bjorvell et al. 1982) a administracdo @egrde glicerol antes
das refeicbes também diminuiu o consumo alimeni2e. forma

semelhante, Grinker et al. (1980) avaliando o efaib glicerol,
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administrado via oral e parenteral sobre a ingeatéwentar em ratos
Sprague-Dawley, com doses de 1 g/kg/dia e 160 ndi&kg
respectivamente, também observaram reducdo datangedimentar.
Sugere-se que a diminuicdo do consumo esté rel@ondo somente ao
incremento dos niveis de glicerol plasméatico, caimmbém a outras
acbes metabdlicas, como alteracdes de niveis desagraxos livres no
sangue e a relacao glicerol/acidos graxos livrasnpaticos.

Uma vez absorvido, o glicerol pode ser convertithogiicose, via
gliconeogénese, ou oxidado para a producdo deianeig glicolise e
ciclo de Krebs (ROBERGS E GRIFFIN, 1998). Os reslds do presente
estudo demonstram que o aumento da administracgglicdeol provocou
incremento da glicemia até a dose de 800 mg/kggnpomantendo-se
dentro dos padrfes para a espécie. A partir da dese500 mg/kg foi
observada uma queda neste parametro. Observaraoagaportamento
da glicemia, especula-se que a queda nestes vataresaior dose
empregada seja decorrente da producdo aumentadasdiéna em
resposta a um aumento mais acentuado da glicemixugto prazo
(Moreno et al. 2011), promovendo inclusive intees;o centro da

saciedade e reduzindo o consumo alimentar. Entoetarais estudos sao
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necessarios incluindo a quantificacdo dos niveis imgilina para
confirmacao desta hipétese.

Quanto aos valores de triacilglicerois néo foi figada diferenca
entre as concentracfes deste parametro entre jpgsgisugerindo que o
glicerol foi utilizado para o fornecimento e/ou @es& de energia. Em
revisao de literatura publicada por Brisson e(2001), relatou-se que 0
glicerol pode ser utilizado como precursor para iatese de
triacilglicerdis pelo organismo, porém, o tipo guantidade de gordura
na dieta sdo determinantes para esta sintese. Assisidera-se que a
dose suplementar de glicerol do presente estudwafga (inferior a 2%),
de forma a evitar a toxicidade do glicerol uma gae conforme o SIDS
Initial Assessment Report, (2002), relatou-se udicende mortalidade de
15% com doses proximas a 2300 mg/kg por 44 dias.

De acordo com Narayan & Mcmullen (1979) aves e srato
alimentados com niveis crescentes de glicerinaab(80% na dieta)
incrementaram 0s niveis plasmaticos de colestarofrfoborando o
presente estudo, onde se observou que a inclusgbicdml na dieta na
forma de gavagem promoveu um aumento nos indicesldsterol total

até a dose de 800 mg/kg. Os indices de HDLc acdmapam os valores
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de colesterol total, ocorrendo um incremento attbse de 800 mg/kg,
tornando-se benéfico fisiologicamente aos anim&sto semelhante
também foi encontrado por Neu et al. (2011) ondsfit@am que
quando oferecido glicerol para tilapias-do-nilo,immlice de colesterol
HDLc foi maior quando os niveis de inclusao foraen/¢6%, denotando a
utilizacdo do produto como fonte energética beaéfiza mesma forma,
Lin et al. (1976) acrescentam que o glicerol podesar aumento das
lipoproteinas plasmaticas, como do HDLc, devidaa gquantidade de
energia, assemelhando-se ao etanol quando consuarndobaixas
concentracdes. Estes mesmos autores citam que entundestas
lipoproteinas pode ser interessante, tornando cergli uma ferramenta
para a protecdo de cardiopatias e regressdo des@wpse. Estes
resultados coincidem com relatos prévios de conduegoente de baixas
doses de &lcool (molécula semelhante ao glicerabvgezando um
aumento na fracdo HDLc e estimulando o transpesterso de lipideos
(BAER et al., 2002, VAN DER GAAF et al., 2001).

De acordo com este estudo, ndo foi observado neniparnde
lesdo nos rins, pancreas e figado, mantendo-seodéat normalidade

para a linhagem. Adicionalmente, Reynolds et &98) afirmaram que a
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ingestdo de solugbes com glicerol pode ser cormldeuma maneira
segura e efetiva de induzir um estado de hiperltaddo em caes, néo
causando efeitos adversos no trato gastrointestnealal ou funcéo

muscular. Porém, Lin et al. (1976) demonstraramrgtas que ingeriram

solugdo de glicerol 5% por seis meses apresentaram moderada

injuria renal, que pode ser justificada pelo tend@goadministracdo do
glicerol.

Relativo ao consumo de agua e ao volume urinasgesultados
do presente estudo ndo mostraram diferenca quavdo néveis de
suplementacéo de glicerol, concordando com BriBfaeis (1982) que,
utilizando ratos diabéticos recebendo glicerolsuacutanea (40 mi/kg),
também n&do observaram alteracdo no consumo de &dgudaions e
Riedesel (1993) verificaram que a administracacalacdo de 5% de
glicerol por gavagem em ratos aumentou a retengdloiidos e atenuou a
miccdo em relacdo aos animais que consumiram apeaEs,
demonstrando entédo efeitos hidratantes do glicBarém, cabe ressaltar
que esta variavel pode néo ter sido afetada dea&idpuantidade de

glicerol suplementado ser inferior a 2% em todograpos.
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Quanto as variaveis AST e ALT, tal resultado pezntévantar a
hip6tese de que, dependendo da dose, o glicerobdogfico, fato
confirmado pelas analises histologicas do figadiearéo foi observado
nenhum tipo de lesdo tecidual neste 6rgdo. A datagéo simultanea
das enzimas AST e ALT fornece uma clara indicagi@rdvavel lesao
hepética quando aumentadas, porém, no presenti ggide-se observar
uma diminuicdo das mesmas até o nivel de 800 mgidigzando que o
glicerol pode ser considerado um protetor, poréem Previsdo de
padrdo. Na literatura ha caréncia de informacOéseamtes aos niveis
destas enzimas e o efeito do glicerol sobre as amsteixando evidente
a necessidade de maiores estudos quanto a esiesepas (SILLERO et
al. 2005).

Do ponto de vista de producdo animal, € importapte haja
avaliacdo do peso visceral ja que o conhecimerdardalancas nos pesos
dos oOrgdos é essencial para entender os fatoresfgtean o uso de
energia pelos diferentes tecidos, considerandaugéaidos érgaogersus
atividade metabdlica por unidade de peso (KOUAKQle1997). De
acordo com as dosagens empregadas, ndo houvenddesntre os

tratamentos para esta variavel. Logo, as respéfstasn semelhantes as
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encontradas por Lin et al. (1976) em pesquisasaadil 0 peso do figado
em frangos alimentados por trés semanas com dogtiercdo 20% de
glicerina, sugerindo que o glicerol ndo acarreta modancas nesse
parametro fisiolégico, mantendo-o dentro da nordaale.

Referente a contagem de leucdcitos totais, houvelegnéscimo
conforme o aumento de glicerol nos grupos, poréantemdo-se dentro
do padrdo para a espécie, ndo causando nenhundeipwanstorno
fisiologico aos animais. Quanto a contagem diféee@nmao houve
alteracdo decorrente das doses administradas, mandeétro da faixa
normal para ratodNistar. Esses resultados ja eram de certa forma,
esperados, uma vez que estes animais estavam aosaetidl ambiente
controlado e na auséncia de desafios.

Quanto aos parametros de analise quimica da caggateina
bruta ndo alterou conforme os diferentes niveigliderol. Sabe-se que o
glicerol pode, possivelmente, promover efeitos fieog na retencéo de
aminoacidos e nitrogénio muscular (CHANG et al. 1)98rém, neste
estudo, niveis de até 1600mg/kg na alimentacdoatiess mao causou
alteracdo nas caracteristicas de carcaca pardnadieuta nos animais.

Estes resultados corroboram Cerrate et al.(200&) agaliaram niveis de
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até 9% de glicerina na dieta de suinos sem altesad® carcaca para este
parametro.Ja para o0s niveis de extrato etéreo dmgea o0s indices
decairam conforme o aumento dos niveis de glictatinistrado, fato
que pode ser explicado pelo glicerol ser um agetitneogénico,
estimulando a remoc¢ao da gordura da carcaca pgeeagdo de energia.
Lin et al (1976) relatam que o glicerol apreseméét@ negativo na sintese
de acidos graxos na carcaga, sugerindo que acaateg@tude do tecido
hepético ficar com um potencial redox reduzido aposgestdo de

glicerol.

Conclusao

A partir dos dados obtidos sugere-se que o gliceasl doses
estudadas pode ser utilizado como suplemento a#@ne@a composicao
da dieta. Houve efeito supostamente benéfico anésgeara os animais,
até a dose de 800 mg/kg para os parametros AST, édl€sterol total,
HDLc, LDLc + VLDLc e gordura da carcaca, porém,gadquirir maior

seguranga quanto ao seu uso, necessitam-se mestudss.
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Figura 1. Glomérulos e tlbulos renais dos gruppementados com diferentes
niveis de glicerol na dieta. Objetiva de 40. (Ao@érulo Grupo 1; B: Tubulo
Grupo 1; C: Glomérulo Grupo 2; D: Tubulo Grupo 2;G&omérulo Grupo 3; F:
Tdbulo Grupo 3; G: Glomérulo Grupo 4; H: Tudbulo @ou4; I: Glomérulo
Grupo 5; J: Tubulo Grupo 5.
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Figura 2. Histologia de figado e pancreas dos gupaplementados com
diferentes niveis de glicerol na dieta. Objetivad@e (Figado: A: Grupo 1; B:
Grupo 2; C: Grupo 3; D: Grupo 4; E: Grupo 5 — Paasr F: Grupo 1; G: Grupo
2; H: Grupo 3; I: Grupo 4; J: Grupo 5)
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Tabela 1 A Andlise de variancia e coeficiente déagdo para triacilgliceréis de
ratos Wistar suplementados com diferentes niveggiderol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Glicerol 4 0,587177 0,146794 0,271 0,8939
Linear 1 0,111887 0,111887 0,206 0,654
Quadrético 1 0,100263 0,100263 0,185 0,671
Erro 24 13,014504 0,542271

CV (%) = 14,13

Tabela 2 A Analise de variancia e coeficiente diéagdo para ALT de ratos
Wistar suplementados com diferentes niveis derglice

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Glicerol 4 515,774374 128,943594 3,480 0,0223
Linear 1 126,810770 126,810770 3,423 0,077
Quadratico 1 168,455615 168,455615 4,546 0,043
Erro 24 889,245150 37,051881

CV(%) = 14,35

Tabela 3 A Analise de variancia e coeficiente déagdo para AST de ratos
Wistar suplementados com diferentes niveis derglice

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Glicerol 4 35,600576 8,900144 5,534 0,0027
Linear 1 2,336224 2,336224 1,452 0,078
Quadratico 1 32,356255  32,356255 20,118 0,000
Erro 24 38,599499 1,608312

CV (%) = 13,05

Tabela 4 A Analise de variancia e coeficiente diéagdo para peso de coracao
de ratos Wistar suplementados com diferentes ndeeggicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Glicerol 4 0,052770  0,013192 1,301 0,2979
Linear 1 0,018520  0,018520 1,826 0,189
Quadratico 1 0,008106  0,008106 0,799 0,380
Erro 24 0,243417  0,010142

CV (%) = 9,77
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Tabela 5 A Andlise de variancia e coeficiente déagdo para peso de rim de
ratos Wistar suplementados com diferentes niveggiderol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Glicerol 4 0,039317  0,09829 0,835 0,5163
Linear 1 0,010308  0,010308 0,876 0,359
Quadratico 1 0,013090  0,013090 1,112 0,302
Erro 24 0,282503  0,011771

CV (%) = 10,07

Tabela 6 A Andlise de variancia e coeficiente déagdo para peso de figado de
ratos Wistar suplementados com diferentes niveggiderol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Glicerol 4 2,437760 0,609440 0,836 0,5160
Linear 1 0,026792 0,026792 0,037 0,850
Quadratico 1 1,007925 1,007925 1,382 0,251
Erro 24 17,504337 0,729347

CV (%) = 10,08

Tabela 7 A Andlise de variancia e coeficiente déagdo para colesterol total de
ratos Wistar suplementados com diferentes niveggiderol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Glicerol 4 1411,904693 352,976173 3,471 0,0226
Linear 1 142,547147  142,547147 1,402 0,248
Quadratico 1 859,337693 859,337693 8,449 0,008
Erro 24 2440,943803 101,705992

CV (%) = 10,65

Tabela 8 A Andlise de variancia e coeficiente déagdo para proteina bruta na
carcacga de ratos Wistar suplementados com difereinteis de glicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Glicerol 4 42,783911  10,695978 1,657 0,1927
Linear 1 6,185971 6,185971 0,959 0,337
Quadratico 1 5,954822 5,954822 0,923 0,346
Erro 24 154,888820  6,453701

CV (%) = 9,24
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Tabela 9 A Andlise de variancia e coeficiente déagdo para extrato etéreo na
carcacga de ratos Wistar suplementados com difereiteis de glicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Glicerol 4 0,336272  0,084068 1,704 0,1820
Linear 1 0,246398  0,246398 4,994 0,035
Quadratico 1 0,034543  0,034543 0,700 0,411
Erro 24 1,184077  0,049337

CV (%) = 13,96

Tabela 10 A Andlise de variancia e coeficiente aléagdo para matéria seca na
carcaca de ratos Wistar suplementados com diferenteis de glicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Glicerol 4 0,379279 0,094820 1,486 0,2377
Linear 1 0,082143 0,082143 1,287 0,268
Quadratico 1 0,164927 0,164927 2,585 0,121
Erro 24 1,531490 0,063812

CV (%) = 4,75

Tabela 11 A Andlise de variancia e coeficiente aléagédo para cinzas na
carcacga de ratos Wistar suplementados com difereinteis de glicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Glicerol 4 30,440376 7,610093 1,515 0,2294
Linear 1 3,788311 3,788311 0,754 0,394
Quadratico 1 11,636060 11,636060 2,316 0,141
Erro 24 120,565083  5,023545

CV (%) = 9,22

Tabela 12 A Andlise de variancia e coeficiente aléagdo para ganho de peso
diario de ratos Wistar suplementados com diferemitasis de glicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Glicerol 4 0,132254 0,033063 0,415 0,7962
Linear 1 0,035447 0,035447 0,445 0,511
Quadratico 1 0,006747 0,006747 0,085 0,774
Erro 24 1,912622 0,079693

CV (%) = 19,84
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Tabela 13 A Andlise de variancia e coeficiente aléagdo para consumo de
racdo diario de ratos Wistar suplementados cometlifes niveis de glicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Glicerol 4 186,114635 46,528659 1,727  0,1768
Linear 1 134,572753  134,572753 4,996 0,035
Quadratico 1 14,525701  14,525701 0,539 0,470
Erro 24 646,444620  26,935192

CV (%) = 19,46

Tabela 14 A Andlise de variancia e coeficiente aléagdo para consumo de
agua diario de ratos Wistar suplementados cometlifes niveis de glicerol.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Glicerol 4 8,526571 2,131643 0,319 0,8624
Linear 1 0,539660 0,539660 0,081 0,779
Quadratico 1 0,525483 0,525483 0,079 0,782
Erro 24 160,351953  6,681331

CV (%) = 11,60

Tabela 15 A Andlise de variancia e coeficiente aléagdo para volume de urina
diario de ratos Wistar suplementados com diferemitasis de glicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Glicerol 4 1,180031 0,295008 1,228 0,3255
Linear 1 0,418055 0,418055 1,740 0,200
Quadratico 1 0,060327 0,060327 0,251 0,621
Erro 24 5,767619 0,240317

CV (%) = 20,88

Tabela 16 A Andlise de variancia e coeficiente aléagédo para glicemia de
ratos Wistar suplementados com diferentes niveggiderol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Glicerol 4 695,643278 173,910920 2,065 0,1171
Linear 1 103,850160 103,850160 1,233 0,278
Quadratico 1 515,065345 515,065345 6,115 0,021
Erro 24 2021,666667 84,236111

CV (%) = 10,00
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Tabela 17 A Andlise de variancia e coeficiente aléagédo para leucécitos totais
de ratos Wistar suplementados com diferentes nileeggicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Glicerol 4  85292359,195402 21323089,7988%,163 0,0319
Linear 1 61324673,076923 61324673,076923097 0,006
Quadratico 1 7667872,447032  7667872,447032 1,138970,
Erro 24 161780916,666667 6740871,527778

CV (%) = 17,80

Tabela 18 A Andlise de variancia e coeficiente aléagéo para linfécitos de
ratos Wistar suplementados com diferentes nivegiderol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Glicerol 4 54,673563 13,668391 0,599 0,6668
Linear 1 6,219391 6,219391 0,273 0,606
Quadratico 1 17,314852 17,314852 0,759 0,392
Erro 24 547,533333 22,813889

CV (%) = 7,67

Tabela 19 A Andlise de variancia e coeficiente aléagdo para neutrofilos de
ratos Wistar suplementados com diferentes niveggiderol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Glicerol 4 0,919528 0,229882 1,221 0,3282
Linear 1 0,275201 0,275201 1,461 0,238
Quadratico 1 0,019799 0,019799 0,105 0,749
Erro 24 4,519703 0,188321

CV (%) = 7,24

Tabela 19 A Andlise de variancia e coeficiente aléagdo para umidade de
carcacga de ratos Wistar suplementados com difereinteis de glicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Glicerol 4 37,515557 9,378889 1,391 0,2670
Linear 1 7,633504 7,633504 1,132 0,298
Quadratico 1 16,269559 16,268559 2,413 0,133
Erro 24 161,838767  6,743282

CV (%) = 3,62
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Tabela 20 A Andlise de variancia e coeficiente aléagdo para HDLc de ratos
Wistar suplementados com diferentes niveis derglice

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Glicerol 4 1572,785020 393,196255 6,401 0,0012
Linear 1 203,492135 203,492135 3,313 0,081
Quadratico 1 1248,241592 1248,241592 20,320 0,000
Erro 24 1474,278367 61,428265

CV (%) = 15,83

Tabela 21 A Analise de variancia e coeficiente aléagdo para VLDLc + LDLc
de ratos Wistar suplementados com diferentes ndeeggicerol.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Glicerol 4 1368,044524 342,011131 3,737 0,0182
Linear 1 784,324918 784,324918 8,570 0,008
Quadratico 1 456,297492  456,297592 4,986 0,036
Erro 24 2013,533883 91,524267

CV (%) = 21,62



