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RESUMO

O atual e crescente interesse em estudar o licopeno provém de sucessivas observagdes sobre o
possivel papel protetor deste componente dietético em doencas degenerativas. Recentemente
tem sido demonstrado que a ingestdo de licopeno ¢ inversamente associada ao risco de
doencgas coronarianas e cancer de prostata. O tomate e seus derivados sdo classicas fontes de
licopeno, no entanto, goiaba, mamdo e pitanga sdo também importantes fontes deste
antioxidante. O objetivo deste estudo foi comparar o efeito do licopeno presente no tomate e
na goiaba sobre o estresse oxidativo. O estudo foi realizado durante 28 dias com ratos machos
adultos Wistar, divididos em 4 grupos que receberam as dietas: controle; cafeteria; cafeteria
suplementada com licopeno, fonte: tomate; cafeteria suplementada com licopeno, fonte:
goiaba. Amostras do figado foram coletadas para andlise das seguintes pardmetros
antioxidantes: 1- enzimas: catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa S-transferase (GST) e glutationa redutase (GR); 2: tripeptideos:
glutationa na forma total (GT) e reduzida (GSH). Para a andlise do dano celular, TBARS e
glutationa oxidada (GSSG) foram analisados. O ganho de peso dos animais submetidos a
dieta cafeteria foi significativamente maior em relacdo ao grupo controle, entretanto, nao
houve diferenca significativa no ganho de peso entre os grupos cafeteria. Na andlise do
consumo alimentar ndo foi observado diferenca no consumo energético entre o controle e
cafeteria, porém, os grupos cafeteria suplementados com tomate ou goiaba apresentam um
consumo energético maior, acompanhado de aumento nos niveis de consumo de carboidratos
e de lipideos. Observou-se um aumento significativo dos biomarcadores de estresse oxidativo,
mensurados a partir dos resultados encontrados nas analises do TBARS e da glutationa
oxidada (GSSG) nos grupos cafeterias. Os valores de SOD e CAT diminuidos nos grupos
com dietas cafeteria suplementadas com tomate ou goiaba em relagdo ao grupo cafeteria ndo
suplementado podem ser representativos de maior capacidade antioxidante das dietas com
licopeno. Os resultados mostram que nos grupos suplementados com licopeno, proveniente
tanto do tomate como da goiaba, houve uma possivel menor utilizagdo das defesas endogenas.
Isto pode sugerir a agdo antioxidante do licopeno contrapondo ao estresse oxidativo induzido
pela dieta rica em gorduras presente na dieta cafeteria. Em conclusdo, o licopeno presente na
alimentagdo, originario tanto do tomate como da goiaba, pode estar envolvido na diminui¢do
do estresse oxidativo provocado por uma ingestao elevada de gordura.

Palavras-chave: estresse oxidativo; antioxidantes; tomate; goiaba; figado de rato.



ABSTRACT

The recent and increasing interest in studying lycopene comes from successive observations
about the possible protective role of this dietetic component over degenerative diseases.
Recently, it has been demonstrated that lycopene ingestion is inversely related to the risk of
coronary disease and prostate cancer. Tomato (Lycopersicum esculentum) and its subproducts
are classical sources of lycopene, however guava (Psidium guajava), papaya (Carica papaya)
and pitanga (Eugenia uniflora) are also important sources of this antioxidant. This study’s
objective was to compare the effect of lycopene present in tomato and guava on the oxidative
stress. The study was performed during 28 days with male adult Wistar rats, divided into four
groups that received the following diets: control, cafeteria, tomato lycopene supplemented
cafeteria and guava lycopene supplemented cafeteria. Liver samples were collected for
analysis of the following antioxidant parameters: 1) enzymes: catalase (CAT), superoxid-
dysmutase (SOD), glutathione peroxidade (GPx), glutathione S-transferase (GST) and
glutathione reductase (GR); 2) tripeptide: total glutathione (GT) and reduced (GSH). For
analysis of cellular damage TBARS and oxidized gluthatione (GSSG) were analyzed. Weight
gain of the animals submitted to cafeteria diets was significantly higher than the control
group, however, there was no significant difference in weight gain between the cafeteria
groups. Food intake analysis showed no difference of energy consumption between control
and cafeteria groups, but the cafeteria groups supplemented with tomato or guava presented a
higher energy ingestion, together with increased carbohidrate and lipid ingestion. Significant
increase of oxidative stress biomarkers was observed from the results found in TBARS and
oxidized glutathione (GSSQ) analyses of the cafeteria groups. The diminished SOD and CAT
values found in the cafeteria groups supplemented with tomato or guava (when compared to
the cafeteria group not supplemented) may be representative of higher antioxidant capacity of
the lycopene-enriched diets. Results showed that in both lycopene supplemented groups
(tomato and guava), a possible lower utilization of endogenous defenses occurred. This may
suggest the antioxidant action of lycopene counteracting to the oxidative stress induced by the
excessive fat present in the cafeteria diet. Concluding, the lycopene present in foods
originated from tomato or from guava, may be involved in the alternative prevention of
oxidative stress induced by high ingestion of fat.

Key-words: oxidative stress, antioxidants, tomato, guava. rat liver
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1 INTRODUCAO

1.1 Espécies Reativas no Estresse Oxidativo

Acredita-se que, ha aproximadamente 4,5 bilhdes de anos, o oxigénio molecular estava
ausente da atmosfera terrestre. A existéncia do oxigénio era somente possivel em moléculas
como monoxido de carbono (CO), didoxido de carbono (CO, ) ou formando vapor d’agua com
o hidrogénio (FRIDOVICH,1997). O aparecimento do oxigénio molecular ocorreria mais
tarde, cerca de 3 bilhdes de anos, pela dissociacdo das moléculas de dgua por agdo dos raios
ultra-violeta, sendo posteriormente, produzido por organismos fotossintéticos que usam a
energia solar para a fotdlise (FLESCHIN et al, 2000). Os primeiros invertebrados aerdbicos
surgiram ha cerca de 1 bilhdo de anos e o Homo sapiens hé 2 milhdes de anos. Descendentes
dos primeiros seres heterotroficos conseguiram desenvolver a capacidade de aproveitar o
oxigénio no processo de nutricdo, utilizando-o como oxidante para liberar energia a partir do

alimento, em rea¢do praticamente inversa a fotossintese (MAYES, 2002).

Nos dias atuais, o oxigénio compde 21% dos gases atmosféricos, imprescindivel para a
respiracdo dos seres aerdbicos através de obtencdo de energia na cadeia mitocondrial de
transporte de elétrons, que gera 80% da adenosina trifosfato (ATP) para as células. Além
disso 65% do corpo do homem adulto ¢ composto por oxigénio, a maior parte dentro da
molécula d'agua (SEN; PACKER, 2000). Paradoxalmente, o oxigénio que sustenta a vida
aerdbica, ¢ letal para os organismos aerobicos em poucos dias se inspirada a 100% na pressao
de uma atmosfera, e apenas em uma hora se inspirado na pressio de cinco atmosferas
(MENDEZ; RODRIGUEZ, 1997). O oxigénio molecular pode atingir uma condigdo toxica
através de suas espécies intermediarias chamadas de espécies reativas de oxigénio (ERO),
estas reagem com biomoléculas envolvendo-se em diversos processos patologicos, tanto na
etiologia como no desenvolvimento deles (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999a). A
toxidade do oxigénio ¢ um fendmeno complexo e, conforme Gershman et al, (1954), resulta
da acdo das espécies reativas de oxigénio nos processos de hiperdxia e na radiagdo ionizante.
Em 1994, Wilhelm Filho relata que esta toxicidade também ¢ um fendmeno continuo e

presente nos estados de normoxia em organismos aerobicos sadios.

Entre as espécies reativas de oxigénio ou formas intermedidrias existem os elementos

mais instaveis e reativos conhecidos como radicais livres. O termo radical livre define toda



espécie que possui um ou mais elétrons ndo pareados na camada eletronica ou orbital atdmico
mais externo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999a). A rotagdao de um elétron impar (livre)
determina a atragdo para um campo magnético, peculiaridade que confere a espécie alta
instabilidade quimica e tendéncia a reatividade inespecifica. As espécies que possuem a
estrutura eletronica com todos os elétrons pareados em spins opostos estdo particularmente
em uma situacdo de estabilidade quimica, de certa forma, protegidos para a atracdo de um
campo magnético e para as reagdes de interacdes de elétrons com outras espécies (FANG et

al, 2002; THOMAS, et al, 2003).

O elétron impar, caracteristico do radical livre, pode estar presente em:

1) uma molécula muito pequena, como o &nion superoxido (O,”) ou 6xido nitrico
(NO™);

2) atomos como o H, N, C e enxofre ou atomos de metais de transicao;

3) parte de uma grande biomolécula como uma proteina, carboidrato, lipidio ou um acido

nucléico.

Estas espécies quimicas assumem acentuada tendéncia de interagir com outras
biomoléculas, buscando combinar seu(s) elétron(s) solitario(s) para adquirir estabilidade,
sendo reconhecidas como espécies muito reativas. A interagdo ocorre através da insercdo de
elétrons (atividade redutora) ou retirando elétrons (atividade oxidante), resultando na
desestabiliza¢do da molécula participante da interacdo, a qual assumira a condi¢do também de

espécie reativa (ROVER et al, 2000; FANG et al, 2002).

As espécies reativas se originam na natureza, a partir de duas importantes substancias:

1) O oxigénio atmosférico, que contém 2 elétrons desemparelhados, cada um
localizado em um orbital distinto na ultima camada e no mesmo estado de spin
(paralelo), podendo originar ERO.

2) O composto gasoso, Oxido nitrico, um poluente atmosférico, mas também
sintetizado em diversas células do organismo humano, podendo originar ERN

(espécies reativas de nitrogénio).

Tanto o metabolismo celular como fatores ambientais, podem induzir o aparecimento
destas espécies reativas. Entre os fatores ambientais, reconhecidos como ativadores destas
espécies, destacam-se os raios solares (gama e ultravioleta), raios-X, a fumaga do cigarro, os

medicamentos, os poluentes ambientais e a dieta. Por exemplo, ondas eletromagnéticas de
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baixa intensidade podem romper a molécula de 4gua no organismo humano e gerar o radical
hidroxil ("OH). Raios ultravioletas podem quebrar a ligagdo covalente O — O no perdxido de
hidrogénio (H,0;), também resultando no radical hidroxil (2'OH). Diversas moléculas no
organismo humano, através do processo fisiologico, podem gerar o radical superoxido (O,"),
como adrenalina, dopamina e substancias de defesa como fagocitos (macrofagos, neutrofilos,
monocitos, eosinofilos). Estas células ativadas produzem espécies reativas de oxigénio (o ion
superoxido, hidroperoxidos e o oxigénio singlete) como parte do mecanismo para eliminar

substancias estranhas, atuando como bactericidas (FINKEL; HOLBROOK, 2000).

No processo inflamatério sdo dois os sistemas que atuam produzindo espécies reativas
de oxigénio: a NADPH oxidase (NADP/NADPH + H' acoplado a membrana celular dos
neutr6filos) e a mieloperoxidase, localizada nos neutrofilos. As plaquetas, ativadas ou ndo,
estdo relacionadas com a geragdo de superoxido de maneira continua, implicados na
agregagdo plaquetaria. O oxido nitrico (NO") liberado pelos neutrofilos, pode impedir a
reatividade plaquetaria que caracteriza as enfermidades cardiovasculares. O 4cido hipocloroso
(HCLO), considerado um forte oxidante, ¢ derivado da mieloperoxidase dos neutrofilos e atua

como microbicida (MENDEZ; RODRIGUEZ,1997).

1.2 Efeitos de Oxidantes em Macromoléculas

A alimentagdo, principalmente pela excessiva ingestdo caldrica, tem despertado
atualmente importante interesse como fonte geradora de radicais livres. O metabolismo
energético celular, particularmente devido a atividade metabolica mitocondrial, faz o
aproveitamento da energia contida nos alimentos através de uma seqiiéncia de reacdes
quimicas finalizando com a produgdo de 38 moléculas de ATP por molécula de glicose,
liberando 686.000 calorias. Este processo se desenvolve em duas etapas: 1) Glicdlise -a
molécula de glicose origina 2 moléculas de acido pirtivico; 2) Ciclo de Krebs - o acido
piruvico entra na mitocondria, transforma-se em acetilcoenzima A, o qual por sua vez, entra
numa série de reagdes que liberam CO, e H,O; e onde, na cadeia respiratéria, - em que 0s
hidrogénios liberados vao para as cristas mitocondrias, passam por diversos transferidores
(NADH2, FADH2 citocromos), liberam energia para a sintese de ATP, e combinam-se com o
oxigénio, formando agua. Desta forma, o oxigénio, por possuir no estado fundamental dois
elétrons desemparelhados nos orbitais mais externos, age como oxidante (combustdo por

oxigénio), recebendo elétrons da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida
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(NADPH) e da flavina adenina dicotinamida reduzida (FADH) que atuam como redutores

(MENDEZ; RODRIGUEZ, 1997; ROVER et al, 2000, HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999a).

Este processo de transporte de elétrons na mitocondria, que finaliza com a reducdo do O,
a H,O, pode se constituir na maior fonte endogena de ERO (MURRAY et al, 1990). A

redugdo de O, para H,O utiliza duas rotas:

1) Citocromo C-Oxidase - formacdo de H,O apos receber simultaneamente 4 elétrons
(redugdo tetravalente). Acredita-se que em torno de 95% do oxigénio metabolizado na

mitocOndria utiliza esta via.

‘Oz + 4elétrons +4H" — 2H20‘

2) Oxigenase — formagao de espécies intermedidrias reativas de oxigénio, como o anion
superoxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxila (redugdo seqiiencial univalente). Em

torno de 2 a 5% do oxigénio metabolizado na mitocdndria pode usar esta rota.

O, + 1e — > 02. )
O, +e+2H —» H,0,

H,0, +e+2H" —® H,0+ 'OH
'OH+e+H 3 H,0

O,+ 4e + 4H —»2H,0

O oxigénio (O,) atmosférico, cujo nimero atdmico ¢ 8 e com a seguinte distribuicdo

eletronica na Ultima camada ‘Tl ‘ ‘Tl Tt ‘ ndo ¢ particularmente reativo com moléculas

biolégicas, pois sua configuracdo com elétrons desemparelhados apresenta-se com spins
paralelos, o que implica na necessidade de inversdo do estado de spin, criando uma restricdo para
a ocorréncia de reacdes rapidas com qualquer biomolécula (restrigio de spin). Desta forma, o
arranjo de spins paralelos do oxigénio diminui a habilidade para remover simultaneamente dois
elétrons de outras moléculas. No entanto, o oxigénio atmosférico, pode converter-se em uma

espécie reativa por dois mecanismos: ativagdo, por absor¢ao de energia, e por reducdo univalente.

Desta forma pode adquirir a seguinte configuragdo na ultima camada : o1l



12

O oxigénio ao absorver energia, suficiente para inverter o sentido de um dos spins
« A e . 1 , .
paralelos forma o oxigénio singlete ('O,) com 2 elétrons desemparelhados em spins opostos,

sobrepondo a restri¢do de spin e adquirindo alta capacidade de reagdo com moléculas organicas.

No processo de redugdo intracelular para H,O, o oxigénio, forma substincias
intermedidrias, que, apesar do curtissimo tempo de vida, estdo condicionalmente propensas a
interagir inespecificamente com moléculas celulares, provocando diversas alteragdes
quimicas, considerando-se, portanto, estas espécies reativas responsaveis pela toxidade
atribuida ao oxigénio. Estima-se que, entre 2 a 5% do oxigénio reduzido durante a cadeia
respiratoria mitocondrial possa ser deslocado da rota oxidase para oxigenase e susceptivel a
formacdo de metabolitos reativos (HALLIWELL, 2000; FANG et al, 2002; THOMAS et al,
2003).

Nas espécies reativas de oxigénio no metabolismo celular, incluem-se todos os
radicais e ndo radicais derivados do oxigénio, como as espécies reativas de nitrogénio e de

cloro. A geragdo de todas estas espécies requer a presenca de O,

Existem varias rotas possiveis para a formagio da espécie superdxido (O,") a partir do
O, pela captacdo de um elétron. O anion superdxido ¢ uma espécie pouco reativa € ndo tem
habilidade para penetrar nas membranas lipidicas, limitando sua agdo ao compartimento onde
¢ produzida. No entanto, podera atuar como oxidante ou redutor, oxidando enxofre e grupos

sulfidricos, acido ascorbico ou NADPH e reduzindo citocromo e ions metalicos.

O peroxido de hidrogénio ¢ considerado pouco reativo, pois ndo ataca diretamente os
varios componentes celulares, mas pode atravessar facilmente as membranas bioldgicas e se
difundir por distancias consideraveis. A formagdo do H,O, pode resultar da conversdo do O,"
pela dismutacdo com a participagdo da superdxido dismutase (SOD), ou mesmo

espontaneamente.

Em sistemas bioldgicos, o radical hidroxila ("OH) é considerado a mais reativa espécie
de oxigénio (ERO), parcialmente reduzido. E capaz de reagir com todas as macromoléculas,
oxidando moléculas organicas por duas possiveis reacdes: introduzindo-se na molécula
organica formando produtos hidroxilados ou retirando H do atomo desta molécula. Produz
derivados que ndo podem ser regenerados pelo metabolismo celular. O *OH pode se originar

da interagdo entre H,O, e O, catalisada por fons metélicos Fe™ ou Cu ™" (Reacdo de Haber-
¢ p
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Weiss), ou pela reagdo do H>O, com metais de transicdo (Reac¢ao de Fenton).

Pode ser formado em sistemas bioldgicos a partir da entrada de energia no oxigénio
(raios ionizantes ou energia térmica) invertendo seu spin ou pela oxida¢do de outras espécies
parcialmente reduzidas como "OCI e H,O,  E capaz de difundir-se por distancias apreciaveis
nas membranas e de danificar as moléculas incluindo proteinas, enzimas e o 4acido

desoxiribonucleico (DNA).

Assim, considera-se que as formas ativadas de oxigénio, além do importante papel na
origem da vida e na evolugcdo biologica, podem também ser extremamente deletérias,
citotdxicas em niveis patologicos, agindo nocivamente sobre proteinas, carboidratos, lipidios
e sobre os acidos nucléicos (FANG et al, 2002; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999b;
FRIDOVICH,1997).

A peroxidacdo lipidica ¢ definida como a acdo oxidativa de lipidios poliinsaturados.
Os acidos graxos poliinsaturados (PUFAS) caracterizam-se por possuirem ao longo de suas
cadeias, mais de uma ligacdo dupla entre carbonos (H,C = CH;), sendo por este motivo,
destacadamente susceptiveis a oxidagcdo por ERO. O rompimento da barreira eletroquimica
entre uma ERO e um 4cido graxo insaturado ¢ o passo inicial para a oxidacdo lipidica em

membranas.

Os fosfolipidios de membrana sdo os principais alvos desta reagdo, que se constitui,
numa reacdo em cadeia, podendo-se propagar pelas membranas celulares, envolvendo as

etapas de iniciagdo, propagacao e terminag¢do (FANG et al, 2002; THOMAS, et al, 2003).

Na etapa de iniciagdo ocorre o seqiiestro do hidrogénio do acido graxo polinsaturado
da membrana celular. Tal seqiiestro pode ser realizado pelo "OH ou pelo LO’ (radical alcoxila
com conseqiiente formac¢do do L' radical lipidico). Na propaga¢do o L° reage com O,
resultando LOO ( radical peroxila), que por sua vez seqiiestra novo hidrogénio do acido graxo
poliinsaturado, tornando-o novamente L’. O término da peroxidagdo lipidica ocorre quando

(L" 0 LOO’) se propagam até destruirem-se (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Os principais produtos finais da oxidac¢do lipidica, compreendem os derivados da
decomposicao de hidroperdxidos como alcoois, aldeidos, cetonas e outros hidrocarbonetos.

Especialmente o malonaldeido pode ser mensurado como indicador da oxidacdo lipidica e
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diversos estudos na literatura cientifica identificam e avaliam o dano oxidativo nos lipidios
pela formagdo de produtos da reacdo entre acidos graxos e espécies reativas de oxigénio

(FERRARI, 1998; NAGYOVA et al, 1998).

A peroxidacao lipidica ¢ uma reagdo freqiliente nos alimentos e compromete o odor € o
sabor, sendo caracteristica da rancificagdo dos alimentos com conteudo lipidico. Da mesma
forma, a peroxidagao lipidica na membrana celular prejudica seriamente sua funcdo, alterando
sua estrutura e fluidez. H4 perda da permeabilidade i6nica, permitindo influxo excessivo de
calcio que ativa as enzimas autoliticas, liberagdo do contetido de organelas celulares e

formacao de produtos citotoxicos, com risco de morte celular.

Reconhecendo que os 4cidos graxos poliinsaturados (PUFAs), sdo destacadamente
susceptiveis a oxidacdo por ERO, devido as suas multiplas duplas ligagdes, aceita-se que alta
ingestdo de PUFAs, juntamente com a presenca de lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
compdem um fator de risco para a peroxidagdo lipidica em diversas células, incluindo as
células musculares dos vasos sanguineos, macrofagos e células [3 pancreaticas (FERRARI,

1998; MELO; GUERRA, 2002).

O DNA ¢ provavelmente o principal alvo bioldgico atacado por oxidacdo
(HALLIWEL, 2000), resultante da interagdo com espécies reativas de oxigénio, em particular

com o radical hidroxila (BRENNAN et al, 1999).

O anion superoxido e o perdxido de hidrogénio ndo sdo normalmente reativos junto ao
DNA, entretanto na presenca de ferro ou cobre (reacdo de Fenton), o H,O, ¢ convertido no
radical hidroxil, altamente reativo, capaz de promover a reagdo de oxidagdo com o aguicar ou
com a base do DNA, podendo resultar na degeneragdo da base (oxidagdo da pirimidina), na
quebra da cadeia do DNA e no entrelagamento de proteinas (KOW, 2002). A 8-
hidroxiguanosina, um produto do ataque do radical hidroxila ao DNA, ¢ utilizado como um
marcador para se estimar o dano oxidativo ao DNA (LUTSENKO et a/, 2002; THOMAS et
al, 2003).

Outra conseqiliéncia do estresse oxidativo ¢ o ataque e modificacdo das proteinas,
resultante de reacdes iniciadas principalmente pelo radical hidroxila, com a conseqiiente
oxidacdo dos aminoacidos, a formacao de entrecruzamento e a oxida¢ao de toda a cadeia

protéica que resulta na perda de sua fungdo bioldgica e fragmentacdo (BERLLET;
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STADTMAN, 1997).

As ERO podem acarretar a oxidacdo da cadeia de residuos de aminoécidos, a
formagdo de entre-cruzamento de proteinas e a oxidagcdo da cadeia protéica resultando na
fragmentacdo da proteina. As proteinas apresentam em sua estrutura muitos sitios reativos
susceptiveis ao ataque por formas reativas de oxigénio. Diversas proteinas podem conter sitios
ligantes de metal, especialmente susceptiveis a eventos oxidativos, o metal pode interagir com
H,0,; através da reagdo de Fenton, formando o radical hidroxila, ocorrendo a oxidagdao do
aminoacido com inativagdo e destruicdo da proteina. Um exemplo cldssico desta interagdo
ocorre com a hidrolase-triptofano cerebral, que gera o radical "OH pela reagdo de Fenton,

resultando na destruicdo da propria molécula (BERLETT; STADTMAN, 1987).

O estresse oxidativo pode ser compreendido como uma situacdo em que se observa um
aumento na velocidade de formagdo de espécies oxidantes ou como uma concomitante
diminui¢do na atividade do sistema de defesa, resultando no aumento continuado das
concentragdes, em estado estaciondrio, de espécies de oxigénio ativo. Em situagdes de
estresse oxidativo, se manifestam os efeitos toxicos dos radicais livres, produzindo-se
primeiro dano celular reversivel, que pode desencadear dano irreversivel e, inclusive, morte
celular se o estresse oxidativo persiste (FLECHA, 1990). Pode ser mensurado pela atividade
dos radicais livres através de trés critérios: determinacdo dos niveis de antioxidantes
enddgenos (enzimatico e ndo enzimatico); mensuragdo dos produtos de oxidagdo de
moléculas pela detec¢do direta de radicais livres e determinagdo de antioxidantes exdgenos

como vitamina E, vitamina C, carotenoides, folato, urato, flavondides, entre outros.

1.3 Doenca Humana e Estresse Oxidativo

A associacdo entre o estresse oxidativo e inimeras doengas em humanos esté relatada
de forma consistente na literatura cientifica. Recentemente tem sido considerado o fator mais
importante na causa de doengas cronicas nio transmissiveis (RAO; AGARVAL, 1999). O
estado estacionario de estresse oxidativo contribui para o declinio das fungdes celulares, o
envelhecimento, a mutacdo “espontdnea” e numerosas patologias (FRIDOVICH, 1997;

KOW, 2002).

Uma conseqiiéncia do estresse oxidativo ¢ a peroxidacdo lipidica (lipoperoxidagdo),

conforme ja mencionado, que se propaga nos acidos graxos poliinsaturados das membranas
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bioldgicas, alterando a permeabilidade e eventualmente rompendo-as. A lipoperoxidacdo tem
sido considerada na patogénese de muitas desordens degenerativas de grande incidéncia atual,
a exemplo do diabetes e doengas cardiovasculares (VANNUCCHI et a/, 1998). Um aumento
na produgdo de superoxido tem sido observado em pacientes portadores de diabetes tipo I e
produtos da peroxidacdo lipidica estdo aumentados no cérebro de ratos com diabetes tipo II,
enquanto a atividade de enzimas antioxidantes como catalase e superoxido dismutase estdo

diminuidas (REAGAN et al, 2001).

A doenga arterosclerdtica vascular tem na elevacdo do nivel de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) um fator de risco, principalmente quando a oxidacdo da LDL esta
identificada e sdo conhecidas varias rotas que envolvem a oxidacdo da LDL, como a geracao
de oxidantes a partir da mieloperoxidase (enzima secretada por fagocitos) e a formagdo do
peroxi-nitrito pela reacdo do 6xido nitrico gerado nas paredes celulares dos vasos sanguineos

com o superoxido (LEEUWENBURG et al, 1997).

A doenga de Alzheimer e o mal de Parkinson, duas das mais prevalentes doencas
neurodegenerativas associadas a idade, tém sido relacionadas a degeneracdo das sinapses e

morte das células nervosas.

Na doenga de Alzheimer, os neurdnios do hipocampo e de outras regides que estdo
ligadas a aprendizagem e a memoria, sdo seletivamente vulneraveis. Um dos mecanismos
bem caracterizados envolvidos na doenga de Alzheimer ¢ a anormalidade no complexo O-
cetoglutarato desidrogenase, um componente mitocondrial do ciclo de Krebs e do
metabolismo do glutamato. Diversas formas reativas de oxigénio podem inibir a atividade
desta enzima, comprometendo o fornecimento de energia para os neurénios do hipocampo e
também prejudicando a remocdo de glutamato, um potencial citotoxico para

neurotransmissores (SHEU; BLASS, 2001).

No mal de Parkinson, neur6nios dopaminérgicos da substantia nigra, regido que
controla 0os movimentos corpdreos, sdo destacadamente vulnerdveis. Os tremores e a rigidez
que o caracterizam, resultam da progressiva degeneragdo de neurdnios dopaminérgicos, que
diminuem ou cessam a produ¢do de L-dopamina. Dados de estudos pds-morte de tecidos
cerebrais de pacientes com mal de Parkinson mostraram evidéncias da peroxidacdo lipidica,
nitratacdo protéica, aumento dos produtos da oxidacdo do DNA (8-hidroxiguanina) na

substantia nigra e o aumento generalizado de carbonilas protéicas por todo o cérebro
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(MATTSON et al, 2001).

As ERO podem danificar o DNA e a divisdo celular, quando ndo ou mal reparada gera
a mutagdo. Se estas mudangas ocorrerem em genes criticos, tais como oncogene ou gene
supressor tumoral, a iniciacdo ou progressao do tumor pode resultar. O dano celular causado
por ERO pode induzir mitoses, aumentando o risco do DNA lesado acarretar mutacdes

(NIJVELDT et al, 2001).

Evidéncias experimentais e epidemioldgicas sugerem que a oxidacdo do DNA ¢
mutagénica ¢ ¢ o maior contribuidor para o cancer em humanos, através de fontes
principalmente como o fumo, inflamagao crdnica, dieta rica em gorduras, pobre em frutas e
verduras e fontes endogenas como a fuga de oxidantes da mitocondria. Muitos estudos tém
provido mais do que simples associagdo entre agentes carcinogénicos e dano oxidativo do
DNA por medir a indu¢do de enzimas de reparo de carcinogénese oxidativa e pela
demonstragdo da supressdo da carcinogénese oxidativa por administra¢do de antioxidantes. O
continuo dano oxidativo ao DNA esta associado com o desenvolvimento da maioria dos
canceres, como os do célon, do pulmao, do reto e da prostata (HERCBERG et a/ 1998;
HALLIWELL, 2000).

1.4 Antioxidantes

Os organismos aerobios, dependentes do metabolismo oxidativo, em sua evolucao
adaptativa a atmosfera rica em oxigénio, desenvolveu um sistema de defesa antioxidante para
detoxificar as formas reativas de oxigénio e nitrogénio. Sob condicdes fisiologicas normais, o
estresse oxidativo produzido por radicais livres ¢ combatido por um complexo sistema de
defesa antioxidante. Os antioxidantes sdo substancias que, quando presentes em baixas
concentragdes, comparadas aos substratos oxidaveis, previnem significativamente a oxidagao

destes substratos (FANG, 2002; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999c).

Os seguintes mecanismos de a¢do dos antioxidantes foram propostos: atuam como
inibidores das reagdes dos radicais (ROVER et al, 2000); impedem o ataque sobre os
aminoacidos das proteinas e evitam a formacdo de lesdes e perda da integridade celular

(BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Os antioxidantes, conforme o mecanismo de acgdo, sdo classificados em antioxidantes
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primarios e secundarios. Os primeiros atuam interrompendo a cadeia da reagdo através da
doacdo de elétrons ou de hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os em produtos
termodinamicamente estaveis. Os antioxidantes secundarios atuam retardando a etapa de
iniciagdo da autoxidagdo, por diferentes mecanismos que incluem formagdo de substancias
complexas com metais; seqiiestro de oxigénio; decomposicao de hidroperdxidos para formar
espécie ndo radical; absor¢do de radiagdo ultravioleta ou desativacdo do oxigénio singlete
(MELO; GUERRA, 2002). Diversas substancias endogenas e exdgenas atuam em sinergismo,
compondo um sistema antioxidante (SEN; PACKER, 2000), que inclui enzimas tais como
superoxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase (GPx), e também substancias
ndo enzimdticas como a glutationa (GSH), [-tocoferol (vitamina E), acido ascorbico,
carotenoides, urato ¢ flavonoides entre outros de menor contribuicdo (NIJVELDT et al,

2001).

O sistema de defesa antioxidante humano inclui antioxidantes produzidos no préprio
organismo e também de fontes externas (nutricionais), que podem prevenir a formagdo de
ERO, remover os radicais antes que ocorra dano, reparar o dano oxidativo, eliminar moléculas

danificadas e prevenir mutacdo (LAMPE, 1999).

1.4.1 Antioxidantes enddgenos

Os antioxidantes enddgenos sdo sintetizados no proprio organismo humano que
compdem um sofisticado sistema enzimatico (principalmente o trindmio superoxido
dismutase, catalase, glutationa peroxidase) e ndo enzimatico de defesa (tripeptideo glutationa)

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999c).

Superoxido dismutase

A superoxido dismutase (SOD) ¢ uma metaloenzima presente nos organismos aerobicos sob
trés formas distintas, de acordo com a presenca do cofator metélico no sitio ativo: o cobre e
Zinco (Cu/Zn- SOD); o manganés (Mn-SOD) e o ferro (Fe-SOD). As SODs sdo encontradas
no citosol de células eucariontes, na mitocondria € no espaco celular dos mamiferos e
catalisam a conversdo do anion superoxido (O,") a peroxido de hidrogénio (H,0,) (reagdo de
dismutagdo). O O, ¢é a base para outras formas ativas de oxigénio € o H,O,, por sua vez, é

capturado e degradado através da acdo da catalase e peroxidase.
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20, +2H" SOD H,0,+ O, (Reagdo de dismutacdo)

Catalase

A catalase se encontra em abundancia em todos os tecidos (perixomas), sendo escassa
no cérebro, no coragdo e no musculo esquelético, componente do figado e possui como sitio

ativo um grupo heme (Fe II). Catalisa a inativacdo do H,O,, convertendo-o em O; e H,O.

catalase
2 H,O, ) H,O + O,

Peroxidases

Peroxidases sdo enzimas que usam varios doadores de elétrons para reduzir o H,O, a
H,O. A principal peroxidase em vertebrados ¢ a glutationa peroxidase (GSH-Px). Nesta
reagdo, o tripeptideo glutationa (GSH), o substrato, ¢ oxidado formando um dissulfeto, mas a
glutationa redutase (GR) converte novamente a GSH, usando NADPH. A rea¢do mostrada a
seguir exemplifica um sistema complexo de varias reacdes que envolvem GSH, o ciclo redox

da GSH.

Peroxidase (GPx)
H,O, + RH, » 2 H,O + R (substrato)
GSH

Ciclo Redox da Glutationa

A GSH ¢ o maior composto tiol de baixo peso molecular em vegetais e animais,
constituindo-se num importante antioxidante natural. Tanto pode estar presente na dieta humana
como pode ser sintetizado no organismo humano (sintese de novo); sendo, portanto, considerado
um antioxidante enddgeno e exdgeno. Detoxifica metabodlitos reativos de oxigénio oriundos do
ambiente e do proprio organismo. O GSH ¢ um tripeptideo (L y-glutamina, L—cisteina-glicina),

contém na cadeia cisteina um grupo funcional CH,-SH que serve como um sitio ativo para muitos
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tidis. Uma caracteristica dos tidis € atuar como um agente redutor, aceitando elétrons das ERO,
neutralizando-os e transformando-os em espécies menos toxicas. O tiol serd oxidado a dissulfito
(C-S-S—C) e um radical tiil (C-S") é produzido quando o tiol perde um atomo de H do grupo SH.
O radical tiil pode ser recombinado para dissulfito e este podera ser reduzido para GSH através da
glutationa dissulfito redutase. Esta regeneracdo necessita de NADPH, mantido pelo metabolismo
da glicose. O ciclo redox da glutationa mantém uma relagdo elevada da glutationa reduzida (GSH)
sobre a glutationa oxidada (GSSG), constituindo-se no principal mecanismo solivel de defesa

antioxidante celular ndo-enzimatica.

NADP+ ROOH

;) 9 H,0,
Glicose 6-fosfato —___y  NADPH GSSG

Glutationa S-transferases

As glutationa S-transferases sdo um grupo de enzimas que catalisam a formacdo de
tioésteres pela adicdo de GSH a um grande ntimero de compostos que contém um carbono
eletrofilico. Este conjunto de enzimas ¢ importante na biotransformacdo de xenobiontes e

inclue-se como enzimas de biotransformagao de fase II (SAGARA et al, 1998).
1.4.2 Antioxidantes exdgenos

Entre os antioxidantes nutricionais, o acido ascorbico ¢ considerado o principal
antioxidante hidrossolivel. A vitamina C atua na fase aquosa como um antioxidante sobre os
ERO, mas ndo ¢ capaz de agir nos compartimentos lipofilicos para inibir a oxidagdo dos
lipidios. A vitamina C reage com O, H,O, e "OH, neutralizando ainda o oxigénio singleto.
Por outro lado, estudos "in vitro" mostraram que essa vitamina, em baixa concentracdo € na
presenca de metais de transi¢cdo, tais como o ferro, pode atuar como uma molécula pro-
oxidante e gerar H,O, e "OH. Do ponto de vista bioldgico, a propriedade mais interessante do

acido ascorbico ¢ sua habilidade em atuar como agente redutor, agindo sobre diversos radicais
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livres, principalmente na acdo indireta como um antioxidante, regenerando o O-tocoferol

resultando no radical ascorbil. Este pode ser removido por dismutagdo, produzindo ascorbato

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999c).

B-caroteno

O B-caroteno ¢ encontrado, especialmente, em vegetais e frutas de cor amarelo laranja.
Possui a importante funcdo bioldogica em humanos de conversdo para vitamina A, quando
ocorre a deficiéncia desta, podendo gerar 2 moléculas de vitamina A. E reconhecido como um
efetivo inativador do oxigénio singlete; para cada molécula de (-caroteno ingerido, pelo
menos 1000 moléculas de oxigénio singlete sdo inativadas. Estudos epidemioldgicos em
humanos sugerem que o (-caroteno ¢ um protetor contra o cancer, exercendo este efeito

independente do seu papel de precursor de vitamina A (OLSON, 1999).

a-tocoferol

O a-tocoferol, um constituinte lipossoliivel da membrana celular, que reage com H,O,
e OH" protegendo a membrana dessas ERO, tem sua maior agdo antioxidante ao reduzir a
propagacdo das espécies radicais peroxil (LOO"). O mecanismo de agdo do O-tocoferol
envolve a perda do atomo de H (doagdo de hidrogénio 1abil) durante a redug¢do do LOO’ para
LOOH, resultando o radical a-tocofemoxil (a-T"), um radical menos reativo, suficientemente
estavel para bloquear a reagdo em cadeia dos radicais livres com os 4cidos graxos
poliinsaturados. O a-T" podera ser novamente convertido a a-tocoferol pela agdo redutora do
acido ascorbico. Outra atividade antioxidante importante do O-tocoferol ¢ sua habilidade para

desativar o oxigénio singleto, embora seja menos eficiente que o - caroteno e o licopeno

(STAHL; SIES, 1999).

Flavonoides

Entre os antioxidantes presentes nos vegetais, os mais ativos e freqlientemente
encontrados sdo os compostos fenolicos, tais como os flavondides (BIANCHI; ANTUNES,
1999). Os flavonoides pertencem a um grupo de substincias vegetais naturais e sao

encontrados em frutas, verduras, graos, flores, sucos, chas e vinhos. Os quatro principais
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grupos de flavonoides sdo flavonas, flavononas, flavondis e antocianinas. Os flavondides
podem interferir com diferentes sistemas produtores de radicais e também aumentar a fung¢ao
dos antioxidantes enddgenos. Ao reagirem com os radicais, sdo oxidados por estes, resultando

num radical mais estavel e menos reativo.

Estes compostos tém a capacidade de doar H e, portanto, inibir as reagdes em cadeia
provocadas pelos ERO. Determinados flavondides podem reagir diretamente com
superoxidos, enquanto outros reagem com 6xido nitrico, inibindo a interagdo entre radicais
livres e o0xido nitrico, na formagdo de peroxido-nitritos que oxidam LDL no processo de
isquemia-reperfusdo. Devido a LDL oxidada estd implicada no desenvolvimento da
aterosclerose, a atividade antioxidante dos flavonodides contribui com efeitos benéficos sobre
o sistema cardiovascular. A rota da xantina oxidase, que reage com oxigénio molecular
resultando em anion superoxido, importante na injuria tecidual, especialmente apds o
fendmeno isquemia-reperfusdo, também ¢ inibida por flavonodides (NIJVELDT et al, 2001;

KNEKT; LOFT, 2003).

Licopeno

O licopeno ¢ um carotendide constituido somente por 4tomos de carbono e hidrogénio
que contém 11 ligacdes duplas conjugadas e 2 ligagcdes ndo conjugadas, um isomero de cadeia
aberta do [-caroteno. Sua formula molecular ¢ CsHss € seu peso molecular é de 53685
daltons. Na biossintese dos carotendides, o licopeno ¢ uma molécula de posi¢cdo central,
estando na rota da biotransformagdo a partir do C-40 (fitoeno), o qual ¢ enzimaticamente
desnaturado sucessivamente para {-caroteno, neurosporeno, licopeno, [3-caroteno e

oxocarotenoides.

Os carotendides, corantes naturais presentes em varias frutas e vegetais, sdo
sintetizados e estocados no aparato fotossintético, constituindo-se em defesa contra a
fotooxidagdo. O licopeno ¢ um pigmento vermelho que absorve a luz na fotossintese, e que,
particularmente protege as plantas da fotooxidagdo (DI MASCIO et al, 1989; STAHL; SIES,
1999). A a¢do antioxidante dos carotenodides envolve a transferéncia da energia excitada do
'0, para o carotendide. Através da sua rotagdo e interagio com solventes a sua proximidade, o
carotendide dissipa a energia excitada. Entre os carotenoides distribuidos em tecidos
humanos, o licopeno esta entre os maiores niveis e com grande variagdo na sua distribuicao.

Nao possui atividade de pré-vitamina A, entretanto, ¢ o carotendide seqiiestrador mais
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eficiente de 'O,, e também possui agdo sobre radicais peréxidos,dioxido de nitrogénio, radical
til e sufonil, sendo a0 menos duas vezes mais eficiente que o [-caroteno sobre os radicais
perdxidos, e o mais eficiente seqiiestrador de radicais (STAHL; SIES, 1999; RAO; SHEN,
2002).

A estrutura com cadeia aberta do licopeno e as duplas ligacdes ndo conjugadas
aumentam sua capacidade seqiiestradora, devido ao baixo nivel de energia que possuem, o
que permite ao licopeno aceitar o estado mais excitado do oxigénio, reduzindo o risco de
cancer pelo ataque ao DNA e as membranas lipidicas por oxidag¢do (DI MASCIO ef al 1989).
E aceito como um supressor mais ativo da proliferagio celular que o B-caroteno, e estudos "in

vivo" ressaltam esta atividade supressora tumoral do licopeno (STAHL; SIES, 1999).

A maior parte do licopeno ingerido ¢ excretado nas fezes, concentrando-se mais no figado
do que outros 6rgdos; no entanto, niveis fisiologicos de licopeno sdo assimilados por outros
6rgdos como mamas, prostata, pulmio, coélon e pele (BOILEAU et al, 2000). Os niveis
plasmaticos de licopeno, situam-se entre 0,22 e 1,06 nmol/ml, contribuindo com 21 a 43% do
total dos carotendides. O licopeno no plasma consiste numa mistura isdmera, sendo que os
isdmeros cis contribuem com 50% do licopeno total. A meia vida plasmatica do licopeno ¢ de 2 a

3 dias (STAHL; SIES, 1999).

As frutas e vegetais sdo fontes de uma variedade de carotendides, e estudos de Paetau
et al (1998) relatam que o consumo de frutas e legumes aumenta os niveis plasmaticos de
carotenodides. Entre as frutas destacam-se como fontes de licopeno o mamado, a goiaba, a

pitanga e o tomate (STAHL; SIES, 1999; PAETAU ef al 1998).

Adélia Rodriguez-Amaya (1999) em seu trabalho sobre fontes de carotendides,
apresenta os seguintes valores de licopeno: em tomates espécie Santa Cruz (Licopersicum
esculentum): 31£20 ug de licopeno/g de fruta; 40+6 pg de licopeno/g de mamao Tailandia
(Carica papya), 53+6 Pg de licopeno/g de goiaba vermelha (Psidium guajava); e 73% g de
licopeno/g de pitanga (Eugenia uniflora).

No entanto, a absor¢do do licopeno e de carotenoides pode ser influenciada por
diversos fatores. Segundo Rodriguez-Amaya (1999), os carotendides se encontram em niveis
maiores na casca em vez da polpa, aumentam consideravelmente durante a maturagdo e sao

maiores em alimentos oriundos de lugares de clima quente.
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A influéncia dos fatores climaticos e geograficos podem ser exemplificadas em frutas
como mamao; aqueles oriundos do estado da Bahia contém maiores niveis de licopeno que os
provenientes do estado de S3ao Paulo. A goiaba descascada, ao contrario de outras frutas,
possui a maior relacdo g licopeno/g de fruta, pois seu conteudo de licopeno estd concentrado

na polpa e a concentracdo de licopeno parece também crescer com o estado de maturacdo das

frutas (RODRIGUEZ-AMAY A, 1999).

Deve-se considerar que, para a digestdo, absor¢cdo e metabolismo dos carotenoides,
varios passos sdo necessarios: 1) o alimento matriz deve ser digerido; 2) os carotendides
devem combinar-se com sais biliares formando as micelas; 3) as micelas devem mover-se
para as membranas das vilosidades intestinais, liberando os carotendides; 4) dentro do
enterocito, devem ser metabolizados, podendo ser re-secretados dentro do limen, formando as
células de “turnover”, ou os carotendides podem ser incorporados nos quilomicra secretados
na linfa. Os quilomicra entdo transportam os carotendides para o figado, onde podem ser
estocados ou resintetizados em lipoproteinas de baixa densidade (VLDL). Pela agdo das
lipases lipoproteicas, entram nos tecidos extrahepéaticos, podendo ser acumulados na forma de

LDL e HDL (LEE et al, 1999).

Em diversos estudos sobre a absor¢ao do licopeno, o tomate destaca-se entre as fontes
dietéticas. De acordo com Rodriguez-Amaya (1999) a absorc¢ao dos carotenodides ¢ estimulada
pela presenga de lipidios, da mesma forma para Stahl e Sies (1999), o cozimento do suco de
tomate na presenga de 1% de 6leo de milho incrementou significativamente a absor¢do de
licopeno, sendo que possiveis fatores melhoram a biodisponibilidade do licopeno em produtos
de tomate processado, podendo ocorrer a liberacdo do carotendide pela ruptura térmica da

parede celular e a mistura do licopeno no 6leo serve como um veiculo, facilitando a absorcao.

A maioria do licopeno encontrado em tomates e seus derivados esta sob a forma trans,
contrastando com os niveis nos tecidos biologicos, incluindo o soro (STAHL; SIES, 1999).
Entretanto, quando o tomate recebe processamento térmico, ocorre uma menor isomerizagao
na forma trans sem mudanga significativa na composicdo isdmera cis. Aceita-se que o
contetdo de fibra do tomate pode contribuir para a isomeriza¢do na forma trans. O licopeno
na forma trans ¢ uma molécula mais longa devido a extensdo de sua cadeia, enquanto o
licopeno cis apresenta uma cadeia menor. Apesar de ambas as formas serem pouco soliiveis
em agua, a forma cis parece ter melhor solubilidade e menor capacidade de cristalizagdo, além

de ser melhor incorporada nas micelas de sais biliares (BOILEAU et a/, 2000).
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Durante o processo de amadurecimento, a concentracao de carotendides aumenta entre
10 a 14 vezes devido, principalmente, ao acimulo de licopeno, a0 mesmo tempo que decresce
o contetido de clorofila, mudando as caracteristicas dietéticas e organolépticas da fruta

(BRAMLEY, 2002).

As plantas sintetizam carotendides via 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato (DOPX). Em uma
das etapas desta via, ocorre a participacdo das enzimas: fitoeno sintetase (PSY) e licopeno [3-
ciclase (LCY-B). O tomate possui dois genes para a PSY (PSY- 1 e PSY- 2). As formas PSY-
2 e LCY-B predominam nos tecidos verdes e ndo sdo importantes para a carotegénese no
amadurecimento das frutas. Na forma¢ao do licopeno, os niveis de PSY-1 estdo aumentados
enquanto a LCY-B estd diminuida; esta Gltima enzima participa na conversdo do licopeno
para outras formas de carotendides (BRAMLEY, 2002). Segundo Giovannuci (1999) as cores
das espécies de tomate diferem do amarelo para o vermelho alaranjado, dependendo da razao
licopeno/beta-caroteno da fruta, o qual também estd associado com a presenca da enzima

beta-ciclase, que participa da transformacao do licopeno em beta-caroteno.

As primeiras observagdes sobre as atividades biologicas do licopeno foram reportadas
por Ernster et al (1959), mostrando que a inje¢do intraperitoneal de licopeno aumentou a

sobrevivéncia de ratos irradiados (STAHL; SIES, 1999).

O interesse mais recente no licopeno e seu potencial papel preventivo sobre o cancer,
iniciou quando Giovannuci et al (1995) demonstraram uma inversa relagdo entre a ingestao
dietética de licopeno e a incidéncia do cancer de prostata (BOILEAU et al, 2000). Giovannuci
(1999), em revisao literaria nas publicagdes em lingua inglesa, relata que, entre 72 estudos, 57
deles reportam uma inversa associacdo entre a ingestdo de tomate ou o nivel de licopeno
sanguineo e o risco de cancer, sendo que 35 destes estudos foram estatisticamente
significativos, enquanto que nenhum estudo indicou que o alto consumo de tomate ou o nivel

licopeno elevou o risco para o cancer.

Os niveis séricos e teciduais de licopeno, a ingestdo de tomates e seus produtos
derivados tém sido relacionados com o decréscimo do risco para doengas cronicas como o
cancer ¢ também as cardiovasculares. As propriedades antioxidantes do licopeno foram
primeiramente responsaveis por estes beneficios, mas sugere-se que outros mecanismos,

como a modulacdo da comunicagdo intracelular (jung¢des celulares), o sistema hormonal-
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imunoldgico e rotas metabdlicas possam estar igualmente envolvidas. Diversos estudos com
animais e humanos observaram que o licopeno regula a comunicagdo entre as juncdes
celulares e que a deficiéncia desta comunicacdo estd presente em muitos tipos de canceres

(RAO; AGARWAL, 2000).

Produtos derivados do tomate, incluindo ketchup, suco de tomate e molho para pizza,
fornecem 80% do licopeno da dieta de norte-americanos (ARAB; STECK, 2000) que, por ser
lipossoluvel, pode prover grande prote¢ao antioxidante para moléculas lipidicas e protéicas. A
ingestdo de tomates e derivados aumentam os niveis séricos de licopeno além de diminuir os
niveis de lipidios oxidados, mensurados pelo TBARS, os niveis da oxidag¢do protéica,
mensurados pela perda do grupo tiol (-SH), e os niveis do dano oxidativo ao DNA, verificado

pela mensuracao de 8-hidroxiguanosina (RAO; AGARWAL, 2000).

Em estudo realizado com 578 homens que desenvolveram cancer de prostata, os
resultados sugerem que os niveis de licopeno plasmatico mantiveram relacao entre a ingestao
de tomate e o risco para desenvolver cancer de prostata (GANN et al, 1999). A ingestdo de
derivados do tomate, além de aumentar os niveis séricos de licopeno, também diminuiu os
niveis séricos de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (RAO; ARGAWAL,
2000). Em outro estudo, publicado por estes mesmos autores, avaliando o efeito da dieta nos
niveis séricos de licopeno e de peroxidagdo lipidica em fumantes, verificaram que a dieta
isenta de licopeno resultou no aumento do TBARS e deplecao do licopeno sérico. Repetidas
determinagdes do TBARS feitas durante um tratamento de 17 pacientes revelaram um
aumento de 20% no TBARS do plasma de todos os 5 pacientes com cancer de prostata e em 8
de 12 pacientes com cancer de pulmao (MUINDI et al, 1994). A etiologia do cancer de mama
¢ ainda pouco conhecida, entretanto, dietas ricas em gorduras, vinculadas a estresse oxidativo
e a peroxidagdo lipidica tém sido sugeridas como um importante papel na carcinogénese.
Produtos da peroxidacdo lipidica podem acumular-se no tecido mamario. O malondialdeido
(MDA), o principal produto da peroxidacdo lipidica, revelou-se significativamente elevado
em pacientes com cancer de mama em relagdo aos pacientes controles, ndo portadores de
cancer (WANG et al, 1996). Em células expostas a nitrilotriacetato férrico e ascorbato, a
suplementacdo de licopeno reduziu em 86% a peroxidacao lipidica (TBARS), e 77% os niveis
de 8-hidrixiguanosina (MATOS et al, 2000). A incidéncia e multiplicidade de adenomas e
carcinomas pulmonares decresceu significativamente em ratos suplementados com licopeno

em relagdo ao grupo controle (KIM et al, 2000). A administra¢do de licopeno em ratos inibiu
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a carcinogénese gastrica induzida por N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina, com diminui¢ao
da lipoperoxidacdo lipidica e aumento de glutationa reduzida, glutationa peroxidase,
glutationa S-transferase e glutationa redutase, sugerindo que o licopeno pode exercer um
efeito modulador no oxidante e no status antioxidante na mucosa gastrica (VELMURUGAN

et al,2002).

Levy et al (1995), utilizando cultura de células tratadas com licopeno, observaram
inibicdo da proliferacdo de células cancerosas em mamas e pulmao de humanos. Este efeito
inibidor do licopeno foi maior que o observado com a utilizagdo de Q-caroteno, o qual
necessitava de uma dose 10 vezes maior para atingir o0 mesmo efeito supressor do licopeno.
Da mesma forma, a dosagem de beta-caroteno para o mesmo efeito supressor de licopeno,

necessitou ser 4 vezes maior.

A caracteristica lipofilica do licopeno permite sua localizagdo nas membranas
celulares e LDL plasmatica, possibilitando reduzir a susceptibilidade da LDL a oxidacao.
Estima-se que ha aproximadamente 2300 moléculas de lipidios oxiddveis em cada molécula

de LDL.

Também reconhece-se que o licopeno pode ter um efeito inibidor sobre a sintese de
colesterol por inibicdo da HMG-CoA redutase além de estimular a atividade de receptor no
macréfago, o que leva ao aumento da freqiiéncia na degradagdo da LDL plasmatica, e assim,
aumentar a remog¢ao da LDL. O estudo multicéntrico EURAMIC (1997) observou capacidade
antioxidante do licopeno nos individuos com altas taxas de gorduras polinsaturadas
(KOLLMEIR et al, 1997) . Arab e Steck, 2000 relatam redugdo no risco de infarto do

miocardio em pessoas que possuem altas concentragdes de licopeno no tecido adiposo.

Estudos indicam que pessoas que consomem tomate e seus derivados sdo menos
susceptiveis ao cancer, coronariopatias, doengas que estdo entre as maiores causas de morbi-
mortalidade nas tltimas décadas. Constituindo-se o tomate como a maior fonte de licopeno

dietético na América do Norte (ARAB; STECK, 2000; DEWANTO et al, 2002).

Outras fontes possuem uma concentracdo de licopeno semelhante ao tomate e seus
derivados, como mamao, pitanga, melancia e goiaba, e merecem ser estudadas quanto as suas
propriedades antioxidantes. Entretanto as frutas e os vegetais contém na sua composi¢cdo

diversos fitoquimicos, além do licopeno, considerados protetores 4 satide dos seres humanos
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(AMES et al, 1995)

Zhao et al (1998), relataram que a adi¢do de licopeno na rag¢do alimentar de ratos
correlaciona-se com os niveis de licopeno no tecido hepatico.

Estudos em humanos apontam que pequenas doses (5mg-20mg) de licopeno,

correspondentes a doses dietéticas, ja seriam suficientes para a reducdo de estresse oxidativo

(RAO; SHEN, 2002).

A goiaba ¢ um fruto nativo da costa atlantica brasileira, de facil disponibilidade o ano

todo, que, além de ser fonte de licopeno, destaca-se por seu rico contetido em vitamina C.

Muitos trabalhos reconhecem a goiaba por apresentar capacidade antimicrobial,
antidiarréica e protetora contra os danos de isquemia-reperfusdo (YAMASHIRO et al, 2003;
LOZOYA et al, 2002, ABDELRAHIM et al, 2002). Em relacio a sua capacidade
antioxidante, os resultados apontados por Jimenez et al. (2001) sugerem um efeito
antioxidante atribuido a polifendis e fibra dietética, e apenas consideram a possibilidade da
participagdo de outros antioxidantes, como a vitamina C e carotenoides. Verifica-se que na
literatura cientifica ha uma lacuna em estudos que estabelecam relagdo entre goiaba/licopeno

e capacidade antioxidante correspondente.

O presente trabalho tem por objetivo comparar o efeito antioxidante do licopeno
presente no tomate (uma fonte bem detalhada na literatura cientifica) e a goiaba (ainda
incipiente na literatura pertinente), sobre o estresse oxidativo induzido por dieta tipo cafeteria

em ratos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Comparar o efeito antioxidante da adicdo do licopeno existente no tomate e na goiaba

sobre o estresse oxidativo induzido por dieta tipo “cafeteria”, no figado de ratos adultos.

2.2 Especificos

* Avaliar o estado nutricional por meio da variagdo ponderal dos animais;

* Determinar os niveis hepaticos dos tripeptideos: glutationa na forma total (GT),

reduzida (GSH) e oxidada (GSSG);

* Determinar os niveis hepaticos de enzimas antioxidantes:

v

v
v
v
v

catalase;

superoxido dismutase (SOD);
glutationa peroxidase (GPx);
glutationa s-transferase (GST);

glutationa redutase (GR).

* Avaliar a peroxidagao lipidica por meio da andlise do &cido tiobarbiturico (TBARS).

» Estabelecer correlacdo entre os diferentes parametros acima com o status antioxidante

do figado de ratos tratados e ndo tratados com tomate e goiaba.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento experimental

Foram utilizados ratos machos adultos da linhagem Wistar, provenientes do Biotério
Central da UFSC, com pesos de aproximadamente 150g, no inicio do tratamento. No
laboratério, os 32 animais foram divididos em quatros grupos (n=8), segundo a dieta as quais
foram submetidos e mantidos individualmente em gaiolas metabdlicas, em temperatura
ambiente, recebendo agua ad libitum, em ciclo claro-escuro de 12 horas, durante um periodo

de aclimatacao de uma semana.

Os animais foram tratados durante 4 semanas (28 dias), periodo suficiente para
observar o efeito da dieta sobre o estresse oxidativo. Transcorrido o periodo do experimento,
os animais foram sacrificados, sendo a cavidade abdominal aberta e imediatamente apos, o
figado foi perfundido com solugdo salina (NaCl 0,9%) a baixa temperatura para retirar o

excesso de sangue, posteriormente extraido do animal e pesado.

As determinagdes bioquimicas hepaticas efetuadas foram: as enzimas catalase (CAT),
superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa s-transferase (GST),
glutationa redutase (GR), e os tripeptideos glutationa na forma total (GT), reduzida (GSH) e a
oxidada (GSSG), e os niveis de lipoperoxidagdo total pela andlise do 4cido tiobarbitirico

(TBARS).

A variacdo ponderal foi observada pelo registro semanal do peso corpdreo em balanga
marca Coleman, modelo PW 30-15. O consumo alimentar foi determinado diariamente
(balanga de precisao, modelo PR1000 NW), através do controle resto e ingesta dos alimentos

ofertados.
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3.2 Formulacio das Dietas

Os animais foram divididos em quatro grupos, de acordo com os tratamentos

administrados descritos abaixo:

Grupo 1 - controle: a dieta controle foi preparada de acordo com as normas do Committee on
Laboratory Animal Diets (1979), e modificada segundo as recomendagdes da AIN-93M
(REEVES et al, 1993). A sua composi¢ao pode ser observada na tabela 1:

Tabela 1: Formulacao (g/100g) da dieta controle.

Formulacao %
Caseina 14
Mistura de Sais Minerais 3,5
Tert-butilhidroquinona 0,08
Bitartarato de Colina 0,25
L-Cistina 0,18
Mistura Vitaminica 1
Celulose 5
Agucar 10
Amido de milho 64
Oleo de soja 4

Grupo 2 - “cafeteria”: hiperenergética/hiperlipidica;

Grupo 3 - “cafeteria”: hiperenergética/hiperlipidica mais licopeno, suplementacdo de 5g de

tomate seco (aproximadamente Smg de licopeno);

Grupo 4 - “cafeteria”: hiperenergética/hiperlipidica mais licopeno, suplementacdo de 5g de

goiaba seca (aproximadamente 5 mg de licopeno).

A dieta tipo “cafeteria” - hiperenergética/hiperlipidica foi composta pela dieta controle
oferecida “ad libitum” e de alimentos variados de alta palatabilidade, seguindo os trabalhos de

ROTHWELL; STOCK (1982) e FAGUNDES; KRETZER (1993). Foi utilizada a técnica dos
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Blocos Incompletos Balanceados (BUSSAB; MORETTIN, 1991), na qual, os alimentos de
trés a trés foram agrupados em 4 blocos, sendo 5g de cada alimento, totalizando 15g/dia por
bloco, oferecidos em recipiente separado da dieta controle. Foram oferecidos os seguintes
alimentos: salgado tipo “baconzitos”, biscoito sortido, pé de moleque, salgado tipo “cheetos”
(bola ou tubo), biscoito coco, chocolate, suspiro, amendoim doce e salgado tipo “fandango de

presunto”.

A quantidade de suplementacdo de licopeno proveniente das 5g de tomate em pd e 5¢g
de goiaba vermelha em pd, oferecida diariamente misturada a dieta controle correspondeu a,
aproximadamente, 5 mg de licopeno/dia (GARTNER; STAHL; SIES, 1997; RODRIGUEZ-
AMAYA, 1999).

O valor de 5mg de licopeno foi utilizado com base nos trabalhos publicados por Rao e
Shen, 2002 e em trabalho recente (dados ainda ndo publicados) realizado no Laboratério de

Nutricdo Experimental (UFSC).

O valor de 5mg de licopeno foi utilizado com base nos trabalhos publicados por Rao e
Shen, 2002 e em trabalho recente (MOREIRA et al, 2002a) realizado no Laboratorio de

Nutricdo Experimental da Universidade Federal de Santa Catarina.

3.2.1 Preparo do po6 de tomate e da goiaba

Tomates e goiabas maduras, provenientes de Florianopolis, adquiridas no comércio,
foram higienizadas em agua corrente, pesados em balanga digital (Coleman, modelo PW
3015, capacidade 1500g e sensibilidade de 0,1g), cortados em pequenos pedagos e secados em
estufa ventilada (marca Fanem, modelo 320SE) a 60C, por aproximadamente 48 horas, até a
completa retirada de toda umidade. Apos, foram triturados em liquidificador industrial (marca
Visa, modelo LQ 4,0) e pulverizados em moinho (marca Fritsch modelo Pulverisette 14), e
acondicionados em sacos plasticos e mantidos sob refrigeracdo. Uma amostra foi separada

para a analise centesimal.
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3.2.2 Determinacido da composiciao centesimal do po de tomate e da goiaba

A composicao centesimal do p6 de tomate e da goiaba foi determinada de acordo com os
seguintes protocolos: a umidade (volateis a 105° C), a cinza (residuo mineral fixo) e os lipidios
(extrato etéreo) segundo o protocolo do Instituto Adolfo Lutz (1976); a proteina foi determinada
pelo teor de nitrogénio (N x 6,25) segundo a AOAC (1980); a fibra segundo o método descrito

por van Soest ¢ Wine (1967) e os glicidios (nifext) foram determinados por diferenca.
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3.3 Obtencao das amostras para as determinacdes das atividades enzimaticas

Para a determinagdo dos antioxidantes hepaticos, os figados dos animais foram
dissecados, perfundidos (para retirar o excesso de sangue) com solucdo salina (NaCl 0,9%) e
mantidos constantemente em gelo. Um pedaco de figado foi secado superficialmente com
papel-filtro e imediatamente pesado. As homogeneizagdes (diluicdes de 1:9, v:v) foram
realizadas com tampao fosfato-Na 20 mM, pH 7,4, contendo 0,1% de Triton X-100 ¢ 0,15 M
de cloreto de sédio, constantemente mantido em gelo. Foram empregados cerca de 20
impactos em homogeneizador Potter-Elvehjem, seguidos de centrifugacdo a 10000 g durante
10 minutos, a 4°C. Os sobrenadantes foram mantidos a -170°C (nitrogénio liquido) até sua
utilizagdo. Foram separadas amostras para cada andlise enzimatica, no sentido de evitar
perdas de atividade decorrentes de sucessivos descongelamentos-congelamento das mesmas

(WILHELM FILHO et al, 1994).
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3.4 Determinacées Bioquimicas

3.4.1 Catalase

Pelo método descrito por Aebi (1984) foi determinado a catalase. Este ensaio
quantifica a velocidade de decomposi¢do do peroxido de hidrogénio em 240 nm durante 20
segundos, pela enzima presente na amostra. Nesta determinagdo foi utilizada uma solugdo de
peroxido de hidrogénio 10mM em tampao fosfato SO0mM, pH 7,0, preparada e titulada no dia
da analise, a qual eram adicionados 20l da amostra e o valor da constante de velocidade da
atividade da enzima (K) calculada nos 3-5 segundos iniciais. Todas as amostras foram
analisadas em duplicata e os valores expressos em mmol min™' g"'. Céalculo: CATALASE
(mmol.min".g™) = K x fatores de dilui¢do (homogenato x cubeta) x 1,5, (60s divididos pelo
coeficiente de extingdo molar de H,O, = 40) onde K ¢ a constante de velocidade da atividade
da enzima calculada no programa (GBCUV-Kinetics) em um computador acoplado ao
espectrofotometro. Os fatores de diluicdo utilizados foram: 20x para homogenato (0,1g de
homogenato em 1,9ml de tampao) e 100x para a cubeta (204l do homogenato em 2 ml de

volume final).

3.4.2 Superodxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi medida espectrofotometricamente em 480 nm, de acordo com
o método de Misra e Fridovich (1972), modificado por Boveris et al (1983), mediante a
oxidagdo da adrenalina (mudanca de pH 2,0 para pH 10,0), que forma o anion superdxido e
um croméforo réseo, o adrenocromo, onde a enzima presente na amostra retarda sua
formagao. Numa cubeta contendo glicina 50 mM, pH 10,2, foi adicionado adrenalina 60 mM
(mantida em pH em torno de 2,0, gelo e frasco ambar para evitar a oxidacdo). A velocidade de
formagdo do adenocromo foi monitorada durante cerca de 100 segundos do inicio da reagdo
(com acréscimo de absorbancia a cada intervalo de 15 segundos em torno de 0,013-0,015
unidades), para entdo adicionar a aliquota da amostra, geralmente em torno de 10 a 70 pl,
dependendo da concentracdo e atividade da enzima presente na amostra. O tempo total de
monitoramento da reagdo foi de 3 minutos. Curvas de 3 a 5 pontos permitiram avaliar
indiretamente a atividade da SOD nestas condigdes. Os valores da SOD (U SOD g ') foram

expressos em termos de atividade da enzima, onde uma unidade de SOD ¢ definida como a



36

quantidade de enzima necessaria para diminuir @ metade a velocidade espontanea de formagao

do adrenocromo.

3.4.3 Glutationa peroxidase (GPx)

A determinagdo da glutationa peroxidase foi realizada segundo o método de Floh¢ e
Gunzler (1984). Nesta determinagdo a enzima catalisa a reducdo do peréxido de hidrogénio,
bem como de outros hidroperdxidos, utilizando a glutationa reduzida (GSH) como cofator
para esta reagdo, produzindo glutationa oxidada (GSSG). Foi utilizado 10pl da amostra e 10pl
de tert-butilhidroperéxido (t-BuOOH) colocados em 1ml de meio de reagdo composto por
25ml de tampao fosfato 0,1M, pH 7.0, 8,6mg de NADPH, 10ml de acido
dietilenotriaminopentacético (DPTA) 5SmM, pH 7.0, 15ml de agua destilada, 24mg de
glutationa redutase (GR), e 5U de glutationa reduzida (GSH), colocada momentos antes do
ensaio. Este ensaio ¢ baseado na medida do decréscimo da absorbancia promovido durante a
reducdo da GSSG catalisada na presenca de NADPH. A velocidade de oxidagdo do NADPH ¢
proporcional a velocidade de producdo da GSSG, a partir da GSH em presenga de t-BuOOH,
catalisada pela GPx. Os valores da atividade da GPx foram expressos em pmol min” g.
Calculo: GPx (umol min™ g™) = (K — K,) / 6,22) x fatores de dilui¢io (homogenato x cubeta),
onde K ¢ a constante de velocidade da atividade da enzima calculada no programa (GBCUV-
Kinetics) em um computador acoplado ao espectrofotdmetro, K; corresponde a absorbancia
do branco e 6,22 corresponde ao coeficiente de extingdo molar (M'ecm™) do NADPH. Os
fatores de diluicao utilizados foram: 20x para homogenato (0,1g de figado em 1,9ml de

tampao) e 102x para cubeta (10pl do homogenato em 10201 de volume final).

3.4.4 Glutationa S-transferase (GST)

As determinacdes da enzima da glutationa S-transferase foram medidas
espectrofotometricamente em 340nm de acordo com Keen et al (1976). As glutationas S-
transferases sdo um grupo de enzimas que catalisam a formacao de tioésteres, pela adigdo de
GSH a um grande niimero de compostos que contém um carbono eletrofilico. O método
consiste na adicdo de 10ul da amostra em um meio contendo 10l de 1-cloro-2,4-

dinitrobenzeno 0,1M (CDNB), 10l de glutationa reduzida (GSH) 0,1M e 970l de tampao
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fosfato 0,1M, pH 7.0 na cubeta da amostra. Na cubeta de referéncia os 10l de amostra sao
substituidos por 10pl do tampdo. As andlises foram feitas em duplicatas e os valores de
atividade da enzima foram expressos em pmol.min™ g'l. Célculo: GST (pumol min™ g‘l) =(K/
9,6) x fatores de diluicao (homogenato x cubeta) onde 9,6 corresponde ao coeficiente de
extingdo molar (M'cm™) do CDNB, ¢ K é a constante de velocidade da atividade da enzima
calculada no programa (GBCUV-Kinetics) em um computador acoplado ao
espectrofotometro. Os fatores de dilui¢do utilizados foram: 20x para o homogenato (0,1g de
figado em 1,9ml de tampao) e 100x para a cubeta (10pl do homogenato em 1ml de volume

final).

3.4.5 Glutationa redutase (GR)

A glutationa redutase foi determinada pelo método proposto por Carlberg e
Mannervick (1975). A amostra (50pl) foi adicionada a um meio de reacdo (950pl) contendo
25ml de tampao fosfato 0,1M, pH 7,0, 8,6mg de NADPH, 10ml de DPTA 5mM, pH 7.0,
30,6mg de glutationa oxidada (GSSG) e 15ml de 4dgua destilada, e, durante 30 segundos em
340nm, foi verificada a taxa de oxidacdo do NADPH, devido a reducdo da glutationa oxidada
(GSSQ) pela glutationa redutase presente na amostra. Os valores foram expressos em Umol
min"'g”. Calculo: GR (umol min"'g") = (K / 6,22) x fatores de dilui¢io (homogenato x
cubeta), onde 6,22 é o coeficiente de extingdo molar (M'cm™) e K ¢ a atividade da enzima
calculada no programa (GBCUYV — Kinetics) em computador acoplado ao espectrofotdmetro.
Os fatores de dilui¢do utilizados foram: 20x para o homogenato (0,1g de figado em 1,9ml de

tampao) e 20x para a cubeta (50l do homogenato em 1ml de volume final).

3.4.6 Glutationa reduzida (GSH)

A concentragdo de glutationa reduzida em precipitado acido de figado foi determinada
pelo método de Beutler et al (1963). A adi¢ao de 0,2ml de 4cido 2-nitrobenzoico (DTNB)
2,5mM nas cubetas contendo 1,9ml de tampao fosfato 0,2M, pH 8,0 e 0,1ml do extrato acido,
permitia, apoés 3 minutos, a obtencdo da formagdo maxima do anion tiolato (TNB), de cor
amarela, mensurdvel em 412nm. As concentragdes foram expressas em mM de glutationa
reduzida. Calculo: GSH (mM) = (A412 / 14,1) x dilui¢des (extrato acido x cubeta x DTNB),

onde A4z corresponde a absorbancia em 412nm e 14,1 ao coeficiente de extingdo molar (M
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'em?) do 4nion tiolato (TNB). Os fatores de diluicdo utilizados foram: 20x para o
homogenato (0,1g de figado em 1,9ml de tampao), 20x para a cubeta (0,1ml do homogenato

em 2ml de voluma final) e 1,1x do DTNB (0,2ml do DTNB em 2,2ml de volume final).

3.4.7 Glutationa total (GT) e oxidada (GSSG)

Para esta analise utilizou-se o método enzimatico descrito por Tietze (1969). Os
reagentes utilizados foram: tampao fosfato 0,1M, pH 8.0; TCA 12%; DTNB 2,525mM (15mg
em 15ml de citrato de s6dio 1%); NADPH (PM=833,4 g/mol) 1,5mM (1,5 pmol/ml NaHCO;
= 2,5mg para Iml NaHCO; 0.5%); GR: 0,3U/ml (Sigma G3664 — 4,54 de GR par 1ml de
tampdo). Onde a baixa de oxidagdo do NADPH ¢ utilizada na reducao da GSSG catalisada
pela GR, permite avaliar indiretamente a concentrag¢do da glutationa total presente na amostra.
As concentragdes obtidas nesse ensaio foram expressas em (mM). Os valores de GSSG foram
calculados em equivalentes (2 GSH - GSSG). A partir da concentragdo da Glutationa total
(GT).

3.4.8 Determinacido do dano celular (TBARS)

As substancias que reagem com o acido tiobarbiturico (TBARS) foram analisadas no
figado. O teste usado para avaliar o dano celular foi baseado no trabalho descrito por Ohkawa
et al (1979) e Bird e Draper (1984). Os homogenatos dos tecidos foram precipitados pela
adicdo de acido tricloroacético (TCA) 12% e agitados vigorosamente por 5 segundos (Iml de
TCA 12% para 100pl da amostra). Em seguida foram incubados por 60 minutos a 100°C na
presenca de 0,9ml de tampao Tris-HCL 60mM, pH 7.4 (0,1mM DPTA) e Iml de acido
tiobarbitarico (TBA) 0,76%. Apos a incubagdo, o material foi resfriado durante 30 minutos a
5°C, e posteriormente centrifugado por 5 minutos a 10000g. A leitura foi realizada em 535nm
e a absorbancia expressa em umolg’l. Calculo: TBARS (nmolg’l) = (As3s/153) x fatores de
diluicdo (homogenato x tubo de ensaio). Os fatores de dilui¢do utilizados foram: 20x para o
homogenato (0,1 de figado em 1,9ml de tampao) e 30x para o tubo de ensaio (0,Iml do
homogenato em 3ml de volume final). A 535 corresponde & absorbancia em 535nm e 153
corresponde ao coeficiente de extingio molar (M'cm™) do malonaldeido, principalmente

componente oriundo da lipoperoxidagao.
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3.5 Analise estatistica

Para interpretacdo dos resultados, os mesmos foram apresentados em forma de tabelas
e graficos, representadas por média e erro padrdo. Para andlise estatistica entre os grupos
controle e o grupo cafeteria foi utilizado o teste "t" de Student e a analise de varidncia de uma
via (ANOVA) com teste complementar pos-hoc de Newman-Keuls foi utilizado na
comparagdo entre os grupos cafeteria, cafeteria + tomate e cafeteria + goiaba. Foi

considerado um nivel minimo de significancia de 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 Consumo alimentar

No grafico 1 estdo apresentados os resultados relativos ao consumo alimentar em

calorias e por macronutrientes dos animais.

Na andlise do consumo energético entre o grupo controle e cafeteria, ndo foi
observado uma diferenca significativa. Na compara¢do entre o grupo cafeteria e os grupos
cafeteria suplementados com tomate e goiaba, observou-se que os suplementados
apresentaram um consumo energético significativamente maior (p<0,01). Os animais do
grupo controle e cafeteria consumiram carboidratos de forma semelhante. Quando comparado
o grupo cafeteria aos grupos cafeteria suplementados de pd de tomate ou goiaba, observou-se

um consumo significativamente superior de carboidratos nesses ultimos grupos (p<0,01).

Observou-se um consumo inferior de proteinas entre o grupo controle e o grupo
submetido a dieta cafeteria. Entre o grupo cafeteria e os grupos cafeteria suplementados,

destaca-se um consumo semelhante em proteina.

Na andlise do consumo de lipidios, verificou-se que o consumo de lipideos foi maior
no grupo cafeteria quando comparado ao grupo controle (p<0,001). Nos grupos cafeteria com
adicdo de p6 de tomate ou goiaba apresentaram consumo significativamente mais elevado em

relagdo ao grupo cafeteria (p<0,001).

Os grupos com consumo de dietas tipo cafeteria suplementados, assumem a condig@o
de consumo hipercaldrico pelo aumento verificado nos niveis de carboidratos e lipideos.

Destaca-se a condi¢d@o hipercalorica associada ao baixo consumo protéico (grafico 1).
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Analise do consumo alimentar
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Grafico 1. Os resultados estdo representados por média e o erro
padrdo da média (n=8 animais por grupo experimental). O grupo
controle e o grupo cafeteria foram comparados por teste 't" de
Student, e os grupos cafeteria, cafeteria + tomate e cafeteria + goiaba
foram comparados por ANOVA de uma via, seguida do teste pos-hoc
Newman-Keuls. As letras significam diferengas estatisticamente
significantes: a - cafeteria x controle; b - suplementacdo com tomate
ou goiaba x cafeteria; **p<0,01 e ***p<0,001.
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4.2 Analise do Peso Corporal dos Animais

Os indices de ganho de peso dos animais dos diferentes grupos estdo apresentados na

Tabela 2.

Os resultados da Tabela 2 estdo representados como média e o erro padrdo da média
(n=8 animais por grupo experimental). O grupo controle e o grupo cafeteria foram
comparados por teste "t" de Student, e os grupos cafeteria, cafeteria + tomate e cafeteria +
goiaba foram comparados por ANOVA de uma via, seguida do teste pos-hoc Newman-Keuls.
As letras significam diferencas estatisticamente significantes: a - cafeteria x controle; *

p<0,05.

Observou-se diferenca significativa do ganho de peso entre o grupo controle e
cafeteria, no entanto, ndo foi observada diferenca significativa no ganho de peso entre os trés

grupos cafeterias.

Tabela 2. Efeito da suplementagdo dietética com p6 de tomate e goiaba sobre o ganho de peso

dos animais.

Grupos Peso inicial (g) Peso final (g) Ganho de peso (g)
experimentais

Controle 144,70 +2,34 262,99 £ 7,76 107,83 +5,74
Cafeteria 144,68 + 2,70 253,55+ 6,95 123,68 +4,28%*a
Cafeteria + tomate 149,61 4,48 257,75 +10,44 105,70 £ 7,29

Cafeteria + goiaba 150,64 + 2,09 265,85 £9,55 113,13 + 8,42
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4.3 Analises Bioquimicas
4.3.1 Analise das Defesas Antioxidantes Enzimaticas

No grafico 2 estdo apresentados os resultados da andlise da atividade enzimatica da
catalase (CAT). Nao houve diferenca significativa entre os grupos controle e grupo cafeteria.
No entanto, verificou-se um decréscimo significativo (p<0,001) dos niveis de CAT nos
grupos cafeteria suplementados de p6 de tomate ou goiaba em relagdo ao grupo cafeteria,
sendo que a maior diminui¢do foi observada no grupo tomate. Estes dados indicam efeito
distinto entre as dietas cafeteria sobre o balanco oxidativo, sugerindo que o tomate tenha

apresentado um efeito mais significativo do que a goiaba.
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Grifico 2. Os resultados estdo representados por média e o erro padrao da
média (n=8 animais por grupo experimental). O grupo controle e o grupo
cafeteria foram comparados por teste "t" de Student, e os grupos cafeteria,
cafeteria + tomate e cafeteria + goiaba foram comparados por ANOVA de
uma via, seguida do teste pos-hoc Newman-Keuls. As letras significam
diferengas estatisticamente significantes: a - cafeteria x controle; b-

suplementacdo com tomate ou goiaba x cafeteria; ¢ - suplementagdo com
tomate x suplementagdo com goiaba; **p<0,01.
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Os resultados relativos a superoxido dismutase (SOD) estdo apresentados no grafico 3.
Na comparagdo entre o grupo controle com o grupo cafeteria, houve um aumento signicativo
no grupo cafeteria (p<0,05). Nos grupos alimentados com dieta cafeteria adicionados de p6 de
tomate e goiaba, os niveis da SOD apresentaram-se significativamente diminuidos (p<0,01)
em relacdo ao grupo cafeteria. Reforga-se, portanto, a sugestao de que as dietas tipo cafeteria

utilizadas no experimento apresentaram um efeito distinto no balango oxidativo.
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Grafico 3. Os resultados estdo representados por média e o erro padrdo da
média (=8 animais por grupo experimental). O grupo controle e o grupo
cafeteria foram comparados por teste "t" de Student, e os grupos cafeteria,
cafeteria + tomate e cafeteria + goiaba foram comparados por ANOVA de uma
via, seguida do teste pos-hoc Newman-Keuls. As letras significam diferencas
estatisticamente significantes: a - cafeteria x controle; b - suplementagido com
tomate ou goiaba x cafeteria; *p<0,05 e **p<0,01.
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Nao foram observadas alteragdes significativas nos niveis de glutationa redutase (GR)
na comparagdo do grupo controle e cafeteria e entre este grupo com os grupos cafeterias
suplementados (grafico 4). Entretanto, pode-se observar uma tendéncia de diminui¢cdo dos
niveis de GR no grupo cafeteria suplementado com tomate, com um valor muito préximo da

significancia (p<0,053).
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Grafico 4. Os resultados estdo representados por média e o erro padrdao da
média (n=8 animais por grupo experimental). O grupo controle e o grupo
cafeteria foram comparados por teste "t" de Student, e os grupos cafeteria,
cafeteria + tomate e cafeteria + goiaba foram comparados por ANOVA de uma
via, seguida do teste pos-hoc Newman-Keuls.
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O grafico 5 apresenta os resultados da glutationa peroxidase (GPx). Observa-se na
comparagdo dos resultados dos grupos cafeterias, que ha uma tendéncia de reducao dos niveis
hepéticos no grupo cafeteria suplementado com goiaba (p<0,069). Entretanto, os niveis de

GPx ndo foram significativamente afetados pelo tipo de dieta administrada.

Glutationa peroxidase

1.5+
-
1.0
0.5
0.0 > - n ;
Controle Cafeteria Cafeteria+tTomate Cafeteria+Goiaba

Grafico 5. Os resultados estdo representados por média e o erro padrao da
média (n=8 animais por grupo experimental). O grupo controle e o grupo
cafeteria foram comparados por teste "t" de Student, e os grupos cafeteria,
cafeteria + tomate e cafeteria + goiaba foram comparados por ANOVA de uma
via, seguida do teste pos-hoc Newman-Keuls.



%oi—: -l

47

Os niveis hepaticos da glutationa S-transferase (GST) apresentaram-se diminuidos nos
animais alimentados com dieta cafeteria em relacdo ao controle. Nos grupos suplementados

com tomate e goiaba, observou-se um aumento significativo em relagdo ao grupo cafeteria

(p<0,05) (grafico 6).
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Grafico 6. Os resultados estdo representados por média e o erro padrdo da
média (n=8 animais por grupo experimental). O grupo controle € o grupo
cafeteria foram comparados por teste "t" de Student, e os grupos cafeteria,
cafeteria + tomate e cafeteria + goiaba foram comparados por ANOVA de uma
via, seguida do teste pos-hoc Newman-Keuls. As letras significam diferengas
estatisticamente significantes: a - cafeteria x controle; b - suplementagdo com
tomate ou goiaba x cafeteria; *p<0,05 e **p<0,01.
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4.3.2 Analise das Defesas Antioxidantes Nao Enzimaticas

No grafico 7 estdo apresentados os resultados da andlise glutationa reduzida (GSH).
No grupo cafeteria o teor foi significativamente diminuido em relagdo ao grupo controle
(p<0,01). Porém, ndo houve diferenca significativa no teor da glutationa reduzida (GSH) entre
o grupo cafeteria e cafeteria suplementada com tomate e goiaba. Este resultado, pode ser
sugestivo do efeito pré-oxidante da dieta cafeteria, independente da suplementagdo de po de

tomate ou goiaba.
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Grafico 7. Os resultados estdo representados por média e o erro padrao da
média (n=8 animais por grupo experimental). O grupo controle e o grupo
cafeteria foram comparados por teste "t" de Student, e os grupos cafeteria,
cafeteria + tomate e cafeteria + goiaba foram comparados por ANOVA de uma
via, seguida do teste pos-hoc Newman-Keuls. As letras significam diferencas
estatisticamente significantes: a - cafeteria x controle; **p<0,01.
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O grafico 8 mostra que a glutationa total (GT) manteve-se em niveis semelhantes entre
o controle e o grupo cafeteria, assim, como ndo houve diferencas significativas na

comparacdo dos resultados dos grupos cafeterias.
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Grafico 8. Os resultados estdo representados por média e o erro padrao da
média (n=8 animais por grupo experimental). O grupo controle e o grupo
cafeteria foram comparados por teste "t" de Student, e os grupos cafeteria,
cafeteria + tomate e cafeteria + goiaba foram comparados por ANOVA de uma
via, seguida do teste pos-hoc Newman-Keuls.
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No grafico 9 estdo apresentados os resultados da glutationa oxidada (GSSG). O grupo
cafeteria apresentou niveis aumentados de GSSG em rela¢dao ao grupo controle (p<0,05). Nos
grupos suplementados com tomate ou goiaba, em comparagdo com o grupo cafeteria, ndo
houve diferenca significativa. Porém, houve uma redu¢do nos grupos suplementados, sendo
esta redu¢do maior no suplementado com tomate. Esses resultados apresentaram perfil
semelhante ao encontrado para o TBARS (grafico 10), confirmando a indugdo do de um

estresse oxidativo associado as dietas hiperlipidicas, independente da suplementacao utilizada.
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Grafico 9. Os resultados estdo representados por média e o erro padrao da
média (n=8 animais por grupo experimental). O grupo controle ¢ o grupo
cafeteria foram comparados por teste "t" de Student, ¢ os grupos cafeteria,
cafeteria + tomate e cafeteria + goiaba foram comparados por ANOVA de uma
via, seguida do teste pos-hoc Newman-Keuls. As letras significam diferencas
estatisticamente significantes: a - cafeteria x controle: *p<0,05.



s3o0—Q™

51

4.3.3 Analise do Dano Celular

Houve uma elevagao significativa nos niveis do TBARS no grupo cafeteria em relacdo
ao grupo controle (p<0,001), confirmando a condi¢do de estresse oxidativo estabelecido pelo
regime cafeteria. O mesmo perfil foi verificado nos grupos submetidos a dieta cafeteria e a
dieta cafeteria suplementada com tomate ou goiaba. Estes resultados estdo de acordo com os
resultados encontrados para a GSSG, sugerindo elevagdo do estresse oxidativo associado aos

grupos submetidos a dieta cafeteria (grafico 10).
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Grafico 10. Os resultados estdo representados por média e o erro padrao da
média (=8 animais por grupo experimental). O grupo controle e o grupo
cafeteria foram comparados por teste "t" de Student, e os grupos cafeteria,
cafeteria + tomate e cafeteria + goiaba foram comparados por ANOVA de uma
via, seguida do teste pos-hoc Newman-Keuls. As letras significam diferencas
estatisticamente significantes: a - cafeteria x controle; ***p<0,001.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, ao comparar o consumo alimentar entre os grupos controle e
cafeteria, observou-se que o grupo cafeteria apresentou de forma significante um menor
consumo de proteinas, aumento significativo de consumo lipidico, semelhante consumo de
carboidratos e do valor energético total. Entretanto, apesar do consumo energético semelhante

entre esses dois grupos, observou-se ganho significativo de peso no grupo cafeteria.

Em trabalho experimental realizado por lossa ef al (2000) com ratos alimentados com
dieta rica em gordura, estes ndo apresentaram ganho de peso quando comparados ao grupo
com baixo conteudo de gordura na dieta, ao contrario do observado no presente trabalho, e em
outro recente trabalho realizado no Laboratério de Nutrigdo Experimental da Universidade

Federal de Santa Catarina (MOREIRA et al, 2002b).

Samaha et a/ (2003) observaram, em humanos, maior perda de peso num grupo de
individuos com dieta pobre em carboidratos do que em individuos alimentados com dieta
pobre em gorduras, sugerindo a maior importancia dos carboidratos no ganho de peso
relativamente as gorduras. No presente estudo, considerando os niveis semelhantes de
carboidratos entre os grupos controle e cafeteria, provavelmente ocorreu a utilizagdo do aporte
lipidico aumentado para estoque energético, sem necessidade da conversdo de proteinas em
energia labil, eliminando o fator antiecondmico desta conversdo, o que esta de acordo com

Moreira e Waitzberg, 2002.

Por outro lado, na compara¢do do consumo de alimentos entre os grupos cafeterias,
observou-se consumo semelhante de proteinas entre os trés grupos e maior consumo de
carboidratos, lipidios e energético total nos grupos suplementados (condi¢@o hipercaldrica).
Contrariando a expectativa de um maior ganho de peso corporal para os grupos cafeterias
suplementados, observou-se ganho de peso de forma semelhante entre os trés grupos
cafeterias. Estima-se que o aumento do volume das fezes eliminadas, observado nos grupos
suplementados, via excrecdo maior de gordura associadas as fibras do tomate e da goiaba,
possa ter contribuido para evitar um ganho de peso diferenciado para os grupos

suplementados.
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Estudos com modelos animais, tém sido utilizados para verificar "in vivo” as fungdes
bioquimicas do licopeno (RISO et al, 1999; LEAL et al, 1999; BREINHOLT et al, 2000;
VELMURUGAN et al, 2002). O modelo experimental utilizado no presente estudo verificou,
em ratos, que o consumo de 4 tipos de dietas (a ragdo AIN/93 como dieta controle e 3 tipos de
dietas cafeterias, sendo duas suplementadas com alimentos fontes de licopeno), durante 4
semanas, determinou alteragdes nos niveis hepaticos de alguns componentes da defesa

antioxidante e sobre biomarcadores do estresse oxidativo.

Na andlise do processo oxidativo e perfil antioxidante, quando se compara os grupos
de animais alimentados com a ragdo controle e dieta cafeteria, neste tltimo grupo, observou-
se deplegdo significativa nos niveis de GSH e GST. Este resultado esta associado ao aumento
significativo dos biomarcadores de estresse oxidativo mensurados a partir dos resultados
encontrados nas andlises do TBARS e da glutationa oxidada (GSSG) no grupo cafeteria. No
presente estudo foi verificado um aumento acima de 35% no TBARS dos ratos alimentados
com dieta cafeteria. Estes dados confirmam presenca do estresse oxidativo induzido pelos
regimes experimentais com dieta cafeteria, independentemente da suplementacdo antioxidante

utilizada.

Velmurugan et al (2002), em um estudo também utilizando ratos, encontraram relacao
entre aumento da peroxida¢do lipidica sanguinea (TBARS) e tumor em crescimento
acompanhado por niveis reduzidos de GSH, GPx , GST e GR, apos tratamento com droga
indutora de estresse oxidativo. O grupo de animais do presente estudo que recebeu dieta
cafeteria manteve valores semelhantes de GPx e GR ao grupo controle, apesar do aumento

significativo do TBARS no grupo com dieta cafeteria.

As enzimas CAT e SOD compdem um arranjo de defesa antioxidante sincronizado,
agindo sobre os substratos O, e HyO,, respectivamente. Os niveis ndo depletados destas
enzimas no grupo cafeteria, podem sugerir que a alteragdo no balango oxidativo neste grupo

ndo relaciona-se exclusivamente com as formas reativas O, e H,O, elevadas.

Os valores de SOD e CAT diminuidos nos grupos com dietas cafeteria suplementada
em relagdo a cafeteria ndo suplementada podem ser representativos da maior capacidade

antioxidante das dietas suplementadas, apesar do valor energético e lipidios elevados.
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O aumento do valor energético, verificado nas dietas cafeterias suplementadas poderia
induzir um aumento da fosforilagdo oxidativa, condicdo capaz de elevar de TBARS, GSSG e
os niveis de O, e H,0,, apesar das diminui¢cdes das atividades de SOD e CAT.
Provavelmente, os antioxidantes nutricionais presentes no tomate e na goiaba, incluindo

principalmente, o licopeno, seriam responsaveis por esta compensacao.

Esta condi¢do, de menores niveis de SOD e CAT e de maiores niveis de GST nos
grupos suplementados em comparagdo com niveis aumentados de SOD e CAT e diminuidos
de GST no grupo cafeteria, também pode ser indicativa de um balango oxidativo diferente

entre os grupos suplementados e cafeteria.

Para Kristal (1998) o consumo caldrico por si altera a composi¢do dos acidos graxos
das membranas. O consumo hipocaldrico poderia diminuir os 4cidos graxos poliinsaturados
como os 22:4 e 22:5, induzindo o aumento de dcidos graxos poliinsaturados 18:2, capazes de

manter a fluidez das membranas e reduzir a peroxidagao.

No presente estudo, devido ao consumo calérico ser semelhante entre os grupos
controle (1644,48 + 70,99) e cafeteria (1777,01 = 48,72) ndo foi possivel atribuir o efeito do
consumo calorico sobre o balango oxidativo. No entanto, o consumo hiperlipidico observado
no grupo cafeteria (447,80+ 16,05 grupo cafeteria e 200,17 + 8,65 grupo controle) pode ter
relacdo com o aumento no estresse oxidativo, demonstrado nos niveis elevados de TBARS
(oxidagdo lipidica), somado a glutationa oxidada (GSSG) elevada, que se associou a deplecao
de GSH e indu¢do da SOD. Estes dados reproduzem a ocorréncia de alteragdes no sistema
antioxidante por indu¢do do sistema oxidativo, como relatos em estudos efetuados em ratos
por diversos autores (JEWEL; OBRIEN, 1999; TANIGUCHI et al, 2000; VELMURUGAN et
al, 2002).

Conforme citado anteriormente, o estudo de Velmurugan et a/ (2002) em que induziu
o estresse oxidativo e cancer em ratos através da administragdo de MNNG (N-methyl-N-nitro-
nitrosoguanadina), durante as duas primeiras semanas, e utilizou como antioxidante a
suplementac¢ao com licopeno puro (2,5 mg/kg de peso), esta suplementacio relacionou-se com
o aumento e recuperacao de todos os parametros antioxidantes analisados (GSH, GPx, GST,

GR), até cerca de 5 meses apds o tratamento com MNNG.
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No presente estudo, através da andlise comparativa entre os trés grupos cafeterias,
também obteve-se niveis de GST elevados associados a suplementagao de licopeno, ao passo
que os niveis de TBARS, GSSG, GT, GR, GPx e GSH apresentam-se semelhantes ao grupo
cafeteria sem suplementagdo. Aparentemente, caso a dieta cafeteria fosse interrompida e
substituida por racdo normal, deveria ocorrer uma maior recuperacdo do status antioxidante

dos grupos suplementados.

O mesmo perfil encontrado para os biomarcadores de estresse oxidativo, mensurado a
partir da analise do TBARS e da glutationa oxidada (GSSG), mostra um estresse oxidativo
semelhante entre os trés grupos cafeterias. Entretanto, considerando que os grupos
alimentados com dietas cafeterias suplementadas foram expostos ao maior efeito da
fosforilagdo oxidativa por consumo caldrico aumentado e que, pelo aumento do consumo
lipidico, também possivelmente consumiram maiores teores de dcidos graxos poliinsaturados
(PUFASs), estes grupos suplementados poderiam exibir um estresse oxidativo aumentado, em

comparacdo a dieta controle.

Reconhecidamente, os PUFAs estdo vastamente distribuidos nos alimentos
industrializados que compdem as dietas tipo cafeteria e que foram utilizadas neste
experimento. Esta presenca de acidos graxos poliinsaturados na molécula lipidica, devido ao
numero de duplas ligagdes, aumenta a suscetibilidade da interacdo com as substancias reativas
(ERO e ERN) dando inicio a peroxidacdo lipidica (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 1999a).
Desta maneira, pode-se supor que o estresse oxidativo registrado de forma semelhante para o
grupo cafeteria e os grupos cafeterias suplementados ndo reproduziu o nivel da condi¢@o pro-

oxidante mais elevada das dietas nos grupos suplementados.

A suplementacdo de licopeno pode ser sugerida como o fator antioxidante que se
contrapde ao efeito pro-oxidante aumentado nas dietas cafeterias suplementadas, e
possibilitam balanco oxidativo semelhante para grupos expostos a condi¢des oxidantes
diferentes. Assim a condi¢do pr6 e antioxidante das dietas cafeterias apresenta-se de forma
simultaneamente antagoOnica, pois, @ medida que o valor caldrico total e de lipidios (pro-
oxidantes) cresce nas dietas com p6 de tomate ou goiaba disponibilizam o agente antioxidante
(licopeno). Desta forma, os valores semelhantes ocorridos nos biomarcadores de estresse
oxidativo (TBARS e GSSG), podem ser sugestivamente relacionados como resultantes destas

duas tendéncias.
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A elevacao significativa de GST nas dietas com fontes de licopeno em relagdo a
cafeteria ndo suplementada, pode ser relacionada a presenga do licopeno, além de outros
componentes vegetais. As observagdes relatadas por Martinez-Ferrer et al (2002), nas quais
ratos alimentados com licopeno apresentaram igualmente niveis superiores de GST hepaticos
em comparacdo a dieta controle, apds indugdo de cancer no cédlon por administragdo de
azoxymethano (AMO) também foram similares.Adicionalmente, a dieta tipo cafeteria
poderia, apesar dos niveis inalterados de GSH, e considerando os niveis elevados de GSSG,
estar limitando a atividade da GST pela menor disponibilidade de glutationa, importante co-
fator da mesma. Também Breinholt et al/ (2000) relatam niveis elevados de GST plasmaticos e
no figado de ratos suplementados com licopeno em relacdo ao grupo controle, apds indugao
de estresse oxidativo por administracdo de amina hetereociclica (2-amino-1-methyl-6-

phenylimidazo).

Os niveis semelhantes de GT entre os trés grupos sugerem que, apesar do maior
processo oxidativo sobre os grupos suplementados, a sintese enzimatica supera a oxidagao de
GSH, indicando que o sistema de defesa antioxidante dos grupos suplementados mostrou-se,

em parte, capaz de reverter o estresse oxidativo.

Apesar da andlise das enzimas GR e GPx ndo apresentar diferenga significativa em sua
atividade entre os grupos cafeterias, observou-se no grupo cafeteria com adicdo de p6 de
goiaba a tendéncia (p< 0,069) de niveis menores de GPx. Por outro lado, o grupo cafeteria
com adicdo de pd de tomate apresentou uma tendéncia muita proéxima do nivel de
significancia (p< 0,053) de niveis menores de GR, além de estar significativamente
relacionado as atividades diminuidas de CAT em relacdo aos ratos tratados com as outras
dietas tipo cafeteria. De qualquer modo, a tendéncia de diminui¢do de GR, implica uma

restri¢do de recuperar os niveis de glutationa reduzida (GSH) nos hepatocitos.

Portanto, este arranjo do balango oxidativo entre os grupos cafeterias sugere uma
condi¢do, em ambos os grupos suplementados, associada a uma menor inducdo de enzimas,
podendo significar que os suplementos tenham assumido uma capacidade poupadora das

defesas endogenas.

Ficou evidenciado que a dieta cafeteria, independentemente do suplemento
antioxidante utilizado, tomate ou goiaba, aparentemente ndo foi suficientemente capaz de

reverter totalmente o quadro de estresse oxidativo hepdtico. Eventualmente, isso poderia
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ocorrer, caso a suplementagdo viesse associada a uma dieta controle, apos o estresse oxidativo

estabelecido previamente pela dieta tipo cafeteria.

Acredita-se que futuros estudos devam ser desenvolvidos para melhor caracterizar os
efeitos do tomate e da goiaba sobre o estresse oxidativo, pois em trabalho ficou demonstrado
o papel determinante da dieta hipercaldrica no estresse oxidativo (MOREIRA et al, 2002b).
Outro aspecto a ser destinado como perspectiva futura consiste na contribuicao relativa dos
carotendides, particularmente do licopeno presente na goiaba, em comparacdo a outras
categorias de antioxidantes, como os polifendis-flavondides (JIMENEZ-ESCRIG et al, 2001),
através de modelos que possam detectar as capacidades antioxidantes totais de extratos

vegetais.
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6 CONCLUSAO

1) O modelo experimental utilizado, permitiu que as dietas com conteudo
antioxidante assumissem acao pro-oxidante devido ao conteudo elevado de calorias a base de
carboidratos e lipidios, o que pode ter sido resultante de condi¢des palatdveis mais apreciadas

pelos animais.

2) Aparentemente as dietas suplementadas ndo foram capazes de reverter totalmente
o quadro de estresse oxidativo. Isto poderia ocorrer, caso a suplementagdo ndo fosse associada

a dieta cafeteria.

3) Apesar do efeito pro-oxidante das dietas suplementadas, os biomarcadores de
estresse oxidativo apresentam-se semelhantes a dieta “cafeteria” que, com a ndo indugdo das
defesas antioxidantes endogenas (diminuicdo da catalase, superdxido dismutase, glutationa

redutase e peroxidase) podendo significar a acdo antioxidante do licopeno.

4) O comportamento das defesas antioxidantes enddgenas e marcadores do estresse
oxidativo revelou tendéncia semelhante entre os grupos suplementados com tomate e goiaba.

Sugerindo potencial antioxidante semelhante entre as duas fontes.

5) Este experimento permite sugerir que a quantidade e o tipo de lipidio da dieta,

supostamente os PUFAs, podem exercer efeito pro-oxidante em dieta isocaldricas.
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