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Resumo

RESUMO

O consumo diario de antioxidantes naturais protege contra danos oxidativos causados por
espécies reativas de oxigénio (ERO) e pode reduzir o risco de cancer, aterosclerose e outras
doencas degenerativas. O treinamento fisico induz adaptacbes benéficas, mas exercicios
extenuantes ou com frequéncia de treinamento muito elevada aumentam a geragdo de ERO,
resultando em danos oxidativos no DNA e nos tecidos. O pequi (Caryocar brasiliense Camb.) é
uma fruta tipica do Cerrado Brasileiro, bem conhecida na culinaria regional e usada na medicina
popular para tratar varias enfermidades. Sua polpa contém diversos antioxidantes como
carotenodides, vitamina C e compostos fendlicos, e sua composicdo de acidos graxos é
representada principalmente pelos &cidos oléico (51,37 a 55,87%) e palmitico (35,17 a 46,79%). O
objetivo deste estudo foi investigar os efeitos antigenotdxicos, antioxidantes e farmacologicos de
extratos da polpa do pequi, através de estudos in vivo em camundongos e atletas humanos
(corredores de rua). Os testes pré-clinicos e toxicoldgicos em camundongos mostraram que 0s
extratos nao tiveram efeito clastogénico ou genotoxico sobre as células e ambos protegeram o0s
animais contra danos oxidativos no DNA induzidos por bleomicina ou ciclofosfamida, dois
farmacos antineoplésicos. Entretanto, o efeito protetor dependeu da dose. O teste de TBARS,
usado para avaliar a atividade antioxidante, mostrou que, nas doses testadas, o extrato aquoso
elevou a peroxidacao lipidica nos camungongos de ambos os sexos, especialmente nos machos;
0 extrato organico aumentou a peroxidacao lipidica apenas nos machos, sem efeitos nas fémeas.
O extrato organico (6leo de pequi) foi escolhido para investigar os efeitos antioxidantes contra
danos oxidativos induzidos pelo exercicio em atletas corredores de rua. Para avaliar se os efeitos
antioxidantes do 6leo de pequi foram influenciados pelos genétipos das enzimas antioxidantes e
da haptoglobina (Hp), foram investigados os polimorfismos dos genes Mn-SOD (-Val9Ala), CAT
(-21A/T), GPX1 (Pro198Leu) e Hp. As avaliagbes foram feitas ap0s corridas ao ar livre em terreno
plano, antes e depois da ingestdo de 400mg de 6leo de pequi em capsulas durante 14 dias. A
pressao arterial dos voluntarios foi checada antes das corridas. Apds as duas corridas, foram
colhidas amostras de sangue e essas foram submetidas ao teste do cometa, teste TBARS,
hemograma, lipidograma pés-prandial e andlises bioquimicas de creatina-fosfoquinase (CPK),
transaminase glutamica-oxalacética (TGO), transaminase glutamica-piravica (TGP), proteina C-
reativa ultra-sensivel (PCR-US). Os resultados dos testes de TGO, TGP e cometa indicaram
influéncia do sexo, e uma reducéo significativa de danos apés o tratamento com 6leo de pequi foi
observada no grupo de mulheres para TGO e TGP e em ambos 0s sexos para o teste do cometa.
Para esses marcadores, também houve influéncia do genétipo Mn-SOD, cuja frequéncia mais alta
de heterozigotos foi relacionada a menores danos no DNA e nos tecidos, além de exibirem melhor
resposta ao 6leo de pequi. Para CPK e PCR-US, os resultados indicaram que o sexo exerceu
efeito significativo, e uma queda nao-significativa nos valores foi observada apenas para 0s
homens. No eritrograma, a tendéncia geral de reducao de eritrdcitos, hemoglobina e hematdcrito

apos pequi foi particularmente associada a uma maior expansao do plasma, sendo tais resultados
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Resumo

influenciados por sexo, idade (eritrécitos, hemoglobina) e gendtipos de haptoglobina (eritrécitos,
hemoglobina e hematécrito), Mn-SOD (hematdcrito), CAT (hemoglobina e hematdcrito) e GPX1
(hemoglobina). A reducéo significativa da anisocitose foi relacionada principalmente ao efeito
protetor antioxidante do 6leo de pequi. Os resultados do leucograma e da série plaquetéria
sugeriram que o 6leo de pequi foi biologicamente eficiente em reduzir a inflamagé&o provocada pelo
exercicio agudo. Queda significativa nos valores da pressao arterial, de colesterol total e LDL pds-
prandiais foram observadas no grupo 245 anos, sugerindo que o 6leo de pequi apresentou efeitos
cardiovasculares protetores, principalmente para aqueles atletas incluidos na faixa etaria de maior
risco. Para os homens, o teste TBARS apresentou resultados contrarios aqueles obtidos com
camundongos e, novamente, nenhum efeito foi observado nas mulheres. Porém, tais resultados
foram influenciados por idade, distancia percorrida e genoétipos Hp e Mn-SOD. Mediante o
apresentado, podemos concluir que o 6leo de pequi, além de possuir varias propriedades
nutricionais, apresentou efeitos antioxidantes e cardiovasculares protetores e, apds testes
adicionais e com a definicdo da dose adequada, também podera ser usado como adjuvante na

quimioterapia do cancer, na forma de suplemento na dieta.

Palavras-chave: Caryocar brasiliense Camb.; efeito antigenotéxico; efeito antioxidante; efeito

cardioprotetor; teste do cometa; hemograma; indices hematimétricos (VCM, HCM, MHCM e
RDW); perfil lipidico pos-prandial; creatina-fosfoquinase (CPK); transaminase glutamica-
oxalacética (TGO); transaminase glutamica-piravica (TGP); proteina C-reativa ultra-sensivel (PCR-
US); teste de TBARS; polimorfismos dos genes Mn-SOD (-Val9Ala), CAT (-21A/T), GPX1
(Pro198Leu) e haptoglobina.
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Abstract

ABSTRACT

The daily consumption of natural antioxidants protects against oxidative damage caused by
reactive oxygen species (ROS) and can reduce the risk of cancer, atherosclerosis and other
degenerative diseases. Physical training induces beneficial adaptations, but exhausting exercise
above habitual intensity or training increases generation of ROS, resulting in oxidative damages in
DNA and in tissues. Pequi (Caryocar brasiliense Camb.) is a typical fruit found in the Brazilian
Cerrado (a savanna-like biome), well-known in regional cookery and used in folk medicine to treat
various illnesses. Its pulp contains several antioxidant such as carotenoids, vitamin C and phenolic
compounds, and its fatty acid composition is represented mainly by oleic (51.37 to 55.87%) and
palmitic (35.17 to 46.79%) acids. The aim of this study was to investigate the antigenotoxic,
antioxidant and pharmacological effects of pequi fruit pulp extracts through in vivo studies in mice
and human athletes (street runners). Preclinical and toxicological tests in mice showed that the
extracts had no clastogenic or genotoxic effect and both protected mice against oxidative DNA
damage induced by bleomycin or cyclophosphamide, two antineoplastic drugs. However, the
protective effect depended on the dose. TBARS assay, used to assess the antioxidant activity,
showed that, at the tested doses, the aqueous extract enhanced lipid peroxidation in mice of both
sexes, especially in males; the organic extract enhanced lipid peroxidation only in males, with no
effect in females. Then, we chose the organic extract (pequi oil) to investigate its antioxidant effects
against exercise-induced oxidative damages in runners. To estimate if the antioxidant effects of the
pequi oil were influenced by antioxidant enzymes and haptoglobin (Hp) genotypes, the Mn-SOD
(-Vval9Ala), CAT (-21A/T), GPX1 (Prol198Leu) and Hp genes’ polymorphisms were investigated.
Evaluations took place after outdoor races on flat land before and after ingestion of 400mg pequi-
oil capsules for 14 days. The arterial pressure of volunteers was checked before the races. Blood
samples were taken after the two races and submitted to comet assay, TBARS assay, blood count
(hemogram), postprandial lipid profile dosage and biochemical analyses of creatine phosphokinase
(CPK), glutamic-oxalacetic transaminase (GOT), glutamic-pyruvic transaminase (GPT), high
sensitivity C-reactive protein (hs-CRP). Results of TGO, TGP and comet tests indicated influence
of sex, and significant damage decrease after pequi oil treatment was observed in the women
group for TGO and TGP tests and in both sexes for the comet test. For these markers, there were
also influences of Mn-SOD genotype, whose higher frequency of heterozygous was related to
lower DNA damage and tissue injuries, besides presenting a better response to the pequi oil.
Regarding CPK and hs-CRP, results indicated that sex exerted significant effect, and a non-
significant decrease in the values was observed only for men. Results of erythrogram indicated that
the general downward trend of erythrocytes, hemoglobin and hematocrit after treatment was
particularly associated to a higher plasma expansion, and they were influenced by sex, age
(erythrocytes, hemoglobin) and haptoglobin (erythrocytes, hemoglobin and hematocrit), Mn-SOD
(hematocrit), CAT (hemoglobin and hematocrit) and GPX1 (hemoglobin) genotypes. The significant

decrease in the anisocytosis was related mainly to the protective antioxidant effect of pequi oil.
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Abstract

Results of leukogram and platelets parameters (platelet count, plateletocrit, mean platelet volume
— MPV, platelet deviation weight — PDW) suggested that pequi oil was biologically efficient to
reduce the inflammation provoked by acute exercise. Significant decrease in the values of arterial
pressure, postprandial total cholesterol and LDL-C was observed in age group 245 years,
suggesting that pequi oil presented protective cardiovascular effects, mainly for those athletes
included in the age group of higher risk. For males, TBARS assay presented results contrary to
those obtained with mice and, again, no effect was observed in females. However, these results
were influenced by age, distance covered, Hp and Mn-SOD genotypes. By means of our results we
can conclude that pequi-oil, as well as possessing many other nutritional properties, showed
protective antioxidant and cardiovascular effects and, after more tests and with adequate
adjustment of the dose, it also could be a useful dietary supplement as adjuvant to the

chemotherapy of cancer.

Keywords: Caryocar brasiliense Camb.; antigenotoxic effect; antioxidant effect; protective
cardiovascular effects; comet assay; hemogram; hematimetric indexes (MCV, MCH, MCHC and
RDW); postprandial lipid profile; creatine phosphokinase (CPK), glutamic-oxalacetic transaminase
(GOT), glutamic-pyruvic transaminase (GPT), high sensitivity C-reactive protein (hs-CRP); TBARS
assay; Mn-SOD (-Val9Ala), CAT (-21A/T), GPX1 (Prol98Leu) and haptoglobin genes’

polymorphisms.
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1. INTRODUCAO

1.1. Pequi (Caryocar brasiliense Camb.)

A espécie Caryocar brasiliense Camb., conhecida popularmente como pequizeiro, pequi,
piqui ou piqui-do-cerrado, é uma arvore caracteristica do Cerrado Brasileiro, pertencente a familia
Caryocaraceae. Apresenta altura varidvel — que pode ultrapassar 10 m — e madeira resistente,
sendo usada em casos em que se exige uma alta durabilidade, como na fabricacdo de estacas,
pilares, mourbes e pildes. A casca € espessa e as folhas contém altos teores de taninos,
constituindo-se em matéria-prima para a fabricagéo de tinturas (Marques et al., 2002).

O pequizeiro floresce de agosto a novembro e seus frutos iniciam a maturagao a partir de
setembro, podendo ser coletados de novembro até o inicio de fevereiro (Almeida e Silva, 1994;
Almeida et al., 1998; Vera et al. 2005). O fruto, do tipo drupa, possui de um a quatro carogos
volumosos, cada qual contendo uma s6 semente ou améndoa. E constituido por uma casca ou
epicarpo de coloragcdo esverdeada, por um mesocarpo externo de coloragcdo branca, por um
mesocarpo interno de coloragdo amarela e por um endocarpo espinhoso que protege a améndoa.
O mesocarpo interno envolve o caroco e separa-se facilmente do mesocarpo externo, constituindo
a polpa comestivel do fruto (Almeida e Silva, 1994; Ramos et al., 2001).

A casca do fruto é espessa e composta por 50,94% de carboidratos totais, 39,97% de fibra
alimentar, 1,54% de lipideos e 5,76% de proteinas. E responséavel por cerca de 84% do peso total,
enquanto a polpa representa 10% e as sementes aproximadamente 6% (Barbosa e Amante, 2005;
Boletim informativo UFMG n° 1511, 2005).

Cada 100 g de polpa contém de 20 a 33,4% de lipideos (que constituem o 6leo da polpa),
de 2,2 a 6,0% de proteina, 10,2 a 11,6% de fibras e 19,66 a 21,47% de carboidratos totais, além
de diferentes compostos antioxidantes tais como diversos carotendides, vitamina C, compostos
fendlicos (flavonodides, taninos), saponinas e 6leos essenciais (Almeida, 1998; Ramos et al., 2001;
Azevedo-Meleiro e Rodriguez-Amaya, 2004; Paula-Junior, 2004; Boletim informativo UFMG n°
1511, 2005; Oliveira et al., 2006; Lima et al., 2007; Almeida et al., 2008; Maia et al., 2008; Roesler
et al., 2008).

A composicao de acidos graxos presentes no 0leo da polpa é representada principalmente
pelos &cidos oléico (48,7 a 57,4%) e palmitico (34,4 a 46,79%), além de componentes minoritarios
tais como os acidos palmitoléico, linoléico, linolénico, estearico e araquidico, entre outros (Aradjo,
1995; Almeida, 1998; Facioli e Gongalves, 1998; Segall et al., 2006; Lima et al., 2007; Almeida et
al., 2008).
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Além de fornecer 6leo comestivel, a polpa € também muito utilizada na culinaria regional —
no preparo de pratos tipicos, licores e doces — e também na medicina popular, para combater
diversos tipos de afeccdes, principalmente aquelas do sistema respiratorio (Almeida e Silva, 1994;
Ramos et al.,, 2001). O d4leo de pequi é também utilizado na medicina popular para sanar
problemas oftalmolégicos relacionados a deficiéncia de vitamina A, fato justificado cientificamente
pelo alto teor de carotendides com atividade pro-vitamina A que contém (Almeida e Silva, 1994;
Almeida, 1998; Ramos et al., 2001; Santos et al., 2005; Oliveira et al., 2006; Almeida et al., 2008).

A polpa do pequi também € rica em sais minerais como célcio, fésforo, magnésio,
potassio, sddio, ferro e cobre (Almeida e Silva, 1994; Aradjo, 1995; Almeida, 1998; Boletim
informativo UFMG n° 1511, 2005), sendo também uma boa fonte de vitaminas B1 (Tiamina), B2
(Riboflavina) e B3 (Niacina, &cido nicotinico ou vitamina PP) (Aradjo, 1995; Barbosa e Amante,
2005; Boletim informativo UFMG n° 1511, 2005; Almeida et al., 2008).

Tabela 1 — Composicao de carotendides e vitaminas da polpa do pequi.

Carotendides (mg/100g) Vitaminas (mg/100g)
Pré-vitamina A Licopeno Totais C B1 B2 B3
6,26 a 11,5 1,12 a 2,08 6,75 a 28,66 70,9 a 105 0,030 0,463 0,388

(Fontes: Almeida e Silva, 1994; Araugjo, 1995; Almeida, 1998; Ramos et al., 2001; Barbosa e Amante, 2005;
Santos et al., 2005; Oliveira et al., 2006; Boletim informativo UFMG n° 1511, 2005; Almeida et al., 2008).

Tabela 2 — Composicao de sais minerais da polpa do pequi.

Célcio Faésforo Magnésio Potéssio Sadio Ferro Cobre
(mg/100g) (mg/100g) (9/100g) (9/100g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g)
50 a 60 1,7a2.1 0,13 1,34 2,1 0,83a1,6 0,24 a0,4

(Fontes: Almeida e Silva, 1994; Araljo, 1995; Almeida, 1998; Boletim informativo UFMG n° 1511, 2005;
Almeida et al., 2008).

Até a década de 1980, as informacdes sobre as possibilidades de uso da flora nativa do
Cerrado eram poucas, mas a biodiversidade da regido € rica e se equipara a da Amazodnia — sua
flora abriga mais de seis mil espécies (Embrapa Cerrados, 2003). Por ser o Cerrado a principal
area de expansao agricola do pais, alguns recursos naturais de interesse sécio-econdmico para
as populacbes da regido sao eliminados para dar lugar a extensas areas agropecuarias,
impossibilitando a exploragéo destes recursos. Apesar da relativa producao de frutos, a destruicdo
do pequizeiro ndo tem sido acompanhada por regeneracao natural em escala significativa (Santos
et al., 2005).
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O pequizeiro é uma das arvores do Cerrado Brasileiro com maior grau de aproveitamento,
ndo so pelos frutos, mas pela arvore como um todo (Silva et al., 2005) e vem sofrendo com o
extrativismo e as queimadas para producdo de carvao, que podem leva-lo & extingdo (Embrapa,
2004; Santos et al., 2006).

1.2. Radicais Livres (RL)

Radicais livres (RL) podem ser definidos como espécies quimicas que contém ndmero
impar de elétrons (elétrons ndo-pareados em sua Ultima camada eletronica). Essa configuracao
faz com que sejam altamente instaveis, tenham meia-vida curtissima e sejam quimicamente muito
reativos. Provocam ou resultam de reacdes de oOxido-reducdo e multiplicam-se rapidamente em
cascata pelo sequestro de elétrons de outras moléculas, que também se transformam em RL
(Ferreira e Matsubara,1997; Bianchi e Antunes, 1999; Batello, 2002; Hermes-Lima, 2004). Os RL
podem apresentar o elétron ndo-pareado centrado no atomo de oxigénio ou no atomo de
nitrogénio, sendo denominados respectivamente de “espécies reativas de oxigénio” (ERO) e de
“espécies reativas de nitrogénio” (ERN) (Hermes-Lima, 2004; Barreiros et al., 2006). ERO e ERN
podem também ser espécies néo radicalares (ndo apresentam nimero impar de elétrons), mas
gue sdo capazes de gerar espécies danosas e altamente reativas (Tabela 3) (Ferreira e
Matsubara,1997; Barreiros et al., 2006).

Tabela 3: Classificacdo dos Radicais Livres

ESPECIES RADICALARES ESPECIES NAO-RADICALARES
ERO ERN ERO ERN
Perdxido de
Superéxido (0,") Oxido nitrico (NO") Oxido nitroso (N,Os)

hidrogénio (H,0,)

Dioxido de nitrogénio Hidroperoxido de

Hidroxila (HO") Acido nitroso (HNO,)

(NO2Y) alquila (ROOH)
Oxigénio singlete
i * Nitritos (NO,
Peroxila (ROO") (0,) (NO7)
Alcoxila (RO") Ozonio (Os) Nitratos (NO3")
. . . Acido hipocloroso Peroxinitritos (ONOO™
Hidroperoxila (HOO") (HOC) )

Fontes: Hermes-Lima, 2004; Barreiros et al., 2006.

Entre as ERO mais comuns, podemos citar o radical hidroxila (HO®), o radical superdxido
(O2") e o peroxido de hidrogénio (H,O,). Dessas, o radical hidroxila (HO®) € o mais deletério para o
organismo, uma vez que, devido a sua meia-vida muito curta, dificilmente pode ser sequestrado in
vivo. E formado no organismo principalmente por dois mecanismos: homolise da agua por

exposicado a radiacdo ionizante e reagédo de H,O, com metais de transicdo (Hermes-Lima, 2004;
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Saeed et al., 2005; Barreiros et al., 2006). Frequentemente ataca as moléculas por abstracédo de
hidrogénio e por adicdo a insatura¢cdes, causando danos no DNA, no RNA, nas proteinas, nos
lipidios, nos carboidratos e nas membranas celulares (Hermes-Lima, 2004; Barreiros et al., 2006).
No DNA ele ataca tanto as bases nitrogenadas quanto a desoxirribose e quase sempre leva a
ruptura da cadeia. O mecanismo dessa ruptura tem como principais produtos 8-hidroxi-2'-
desoxiadenosina (80HdA) e 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (80HdG) (Cooke et al., 2003; Barreiros
et al., 2006; Radak et al., 2007).

O radical superoxido (O,") € menos reativo que o radical hidroxila, apresenta meia vida
mais longa e é capaz de reagir com as moléculas por mais tempo. Em condi¢des fisiolégicas é
gerado principalmente nas mitocéndrias como resultado do metabolismo oxidativo normal.
Também € produzido durante a ativacdo maxima de neutréfilos, mondcitos, macréfagos e
eosinofilos (Ferreira e Matsubara, 1997; Hermes-Lima, 2004; Andrade-Janior et al., 2005).

O peréxido de hidrogénio (H,O;) é uma espécie ndo-radicalar pouco reativa frente as
moléculas organicas na auséncia de metais de transicdo. E gerado in vivo pela dismutacdo do
anion-radical superoxido por enzimas oxidases ou pela oxidagdo de &cidos graxos. No entanto,
exerce papel importante no estresse oxidativo por ser capaz de transpor as membranas celulares
facilmente e gerar o radical hidroxila, principalmente na presenca de metais de transicdo como
ferro e cobre. Nesse sistema, a importancia do ferro € mais pronunciada devido a sua maior
biodisponibilidade. (Hermes-Lima, 2004; Barreiros et al., 2006).

1.3. Sistema de defesa antioxidante

As ERO sao produzidas naturalmente em nosso organismo através de processos
metabolicos oxidativos que ocorrem nas mitocondrias, no reticulo endoplasmético, nos
lisossomas, nas membranas celulares, nos peroxissomas e no citosol (Ferreira et al., 2007). As
mitocdndrias usam 85-90% do oxigénio que respiramos; os 10-15% restantes sdo utilizados por
diversas enzimas oxidases e oxigenases e também por rea¢gfes quimicas de oxidagao direta que
ocorrem nos outros compartimentos celulares citados (Schneider e Oliveira, 2004; Ferreira et al.,
2007).

Pelo simples fato de consumir oxigénio, o metabolismo celular, mesmo em situacdes
basais, promove uma continua formacdo de ERO, através da reducdo da molécula de oxigénio
(Schneider e Oliveira, 2004; Ferreira et al., 2007). Em razdo da sua configuracdo eletrbnica, o
oxigénio tem forte tendéncia a receber um elétron de cada vez. A reducéo univalente do oxigénio
leva a formacgéo do radical O," (Hermes-Lima, 2004; Schneider e Oliveira, 2004; Ferreira et al.,
2007).
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Como os RL sdo continuamente formados em pequenas quantidades pelos processos
normais do metabolismo aerébico, todas as células corporais possuem um sistema de defesa
antioxidante para suavizar seus efeitos agressores. Tal sistema antioxidante esta dividido em
enzimatico e ndo-enziméatico. O primeiro inclui as enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPX). Ja o sistema néo-enzimatico inclui compostos sintetizados
pelo organismo tais como haptoglobina, bilirrubina, ceruloplasmina, hormdnios sexuais,
melatonina, coenzima Q, acido Urico, e outros obtidos através da dieta como acido ascérbico
(vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), carotendides e compostos fendlicos de plantas (Sies, 1993;
Schneider e Oliveira, 2004; Tseng et al., 2004). No entanto, a capacidade antioxidante de um
organismo depende néo s6 do papel especifico de cada mecanismo antioxidante, como também
da cooperagéo entre os mesmos. As formas como as defesas se complementam difere ndo sé
entre 0s organismos ou tecidos, mas também entre os compartimentos celulares (Schneider e
Oliveira, 2004; Ferreira et al., 2007).

1.3.1. Sistema enzimético de defesa antioxidante

1.3.1.1. Superoéxido dismutase (SOD)

Corresponde a uma familia de enzimas com diferentes grupos prostéticos em sua
composicdo. Nos mamiferos existem trés formas de SOD: a forma SOD-cobre/zinco (Cu/Zn-SOD)
presente no citosol, a forma SOD-manganés (Mn-SOD) localizada na mitocondria e a forma SOD-
extracelular (EC-SOD), outra forma cobre/zinco encontrada nos compartimentos extracelulares
como plasma, fluido espinhal e linfa (Hermes-Lima, 2004; Oberley, 2005). Estas enzimas
catalisam a dismutacdo do radical superoxido em H,O, e O,, como mostrado abaixo (Ferreira e
Matsubara, 1997; Akyol et al., 2004; Hermes-Lima, 2004; Schneider e Oliveira, 2004; Barreiros et
al., 2006).

20, +2H" —° s H,0,

A Mn-SOD (EC 1.15.1.1) tem sua atividade induzida por ERO, citoquinas, tabagismo e
etanol (Martin et al., 2009). Os niveis mais altos dessa enzima sdo encontrados no coracao,

cérebro, figado e rins (Forsberg et al., 2001a).

1.3.1.2. Catalase (CAT)

A catalase (EC 1.11.1.6) é uma hemeproteina citoplasmatica que catalisa a redugéo de
H,0, a H,O e O,, como mostrado abaixo. E encontrada em praticamente todos os 6rgéos, estando
particularmente concentrada nos hepatdcitos e nos eritrocitos. O cérebro, o coracdo, e 0s
musculos esqueléticos contém pequenas quantidades e sua atividade varia entre os diversos

musculos e em diferentes regifes de um mesmo musculo. Dentro das células encontra-se no

Ana Luisa Miranda-Vilela 13



Introducéo

interior dos peroxissomos e sua atividade € dependente de NADPH (Ferreira e Matsubara, 1997;
Forsberg et al. 2001b; Hermes-Lima, 2004; Schneider e Oliveira, 2004; Barreiros et al., 2006;
Ferreira et al., 2007; Cemeli et al., 2009).

2H,0, —T 5 0, + 2H,0

1.3.1.3. Sistema Glutationa

Este sistema é composto pela glutationa (GSH) em conjunto com duas enzimas: glutationa
peroxidase (GPX) e glutationa redutase (GR). A GPX é uma selenoproteina que catalisa a
dismutacao do peroxido de hidrogénio e de perdxidos orgéanicos (lipidicos e ndo-lipidicos) a agua e
oxigénio, usando glutationa reduzida (GSH) como co-substrato. A glutationa entdo oxidada
(GSSG) pode ser novamente reduzida a GSH pela enzima GR, como mostrado nas equacgbes
abaixo (Ferreira e Matsubara, 1997; Hermes-Lima, 2004; Schneider e Oliveira, 2004; Barreiros et
al., 2006).

2GSH + H,0, S 5 GSSG + 2H,0 (1)

GSSH + NADPH + H* —* 5 2GSH + NADP' (2)

A GPX é distribuida extensamente nos tecidos animais e humanos. Seus niveis sdo
elevados no rim, no figado e no sangue total (Cemeli et al., 2009). Dentro das células esti
presente no citosol e nas mitocondrias (Shinkai et al., 2006). A enzima € um homotetramero
contendo selénio como co-fator e sua atividade é influenciada por fatores tais como sexo, dieta e
tabagismo (Bastaki et al., 2006).

1.3.2. Sistema ndo-enzimético de defesa antioxidante

Neste tdépico, serdo abordados apenas alguns compostos de maior interesse para este
trabalho. Dentre os compostos obtidos através da dieta abordaremos a vitamina C, a vitamina E e
os carotendides, enquanto no grupo de compostos sintetizados pelo organismo, apenas a

haptoglobina sera abordada.

1.3.2.1. Vitamina E (a-tocoferol)

Confere protecdo a membrana celular por atuar como quelante dos oxidantes produzidos
durante a lipoperoxidagédo ou como doador de hidrogénio para o radical peroxila, interrompendo a
reacdo radicalar em cadeia. E um importante antioxidante lipofilico, mas esta fungéo podera ser
limitada em situa¢des de sobrecarga de ferro (Ferreira e Matsubara, 1997; Barreiros et al., 2006;
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Cemeli et al., 2009). A vitamina E se mostra mais eficiente quando ha altas tensdes de O, no meio
(Ferreira e Matsubara, 1997).

Cada molécula de tocoferol pode reagir com até dois radicais peroxila e, neste caso, 0
tocoferol é irreversivelmente desativado. Para que eles ndo se desativem, necessitam do
mecanismo de regeneragao sinergético com o ascorbato nas membranas celulares ou com a
ubiquinona na membrana mitocdndrial (Barreiros et al., 2006).

1.3.2.2. Vitamina C (acido ascorbico)

E comumente encontrada em nosso organismo na forma de ascorbato. Por ser um
antioxidante hidrossolivel, esta localizada nos compartimentos aquosos dos tecidos orgéanicos
(Hermes-Lima, 2004; Barreiros et al., 2006) e pode neutralizar diretamente as ERO (Ferreira e
Matsubara, 1997). Desempenha papéis metabdlicos fundamentais no organismo humano ao atuar
como agente redutor, particularmente de metais de transicdo como Fe®* e Cu** presentes nos
sitios ativos das enzimas ou nas formas livres no organismo. Entretanto, quando em dose elevada
pode também atuar como pré-oxidante, levando a lipoperoxidacéo (Ferreira e Matsubara, 1997;
Hermes-Lima, 2004; Barreiros et al., 2006), pois os fons Fe** e Cu'* reagem com o perdxido de
hidrogénio na reacdo de Fenton, gerando o radical hidroxila, como exemplificado abaixo (Barreiros
et al., 2006).

Fe"+0,5Fe™ + 0, (1)
20, + 2H" = O, + H,0, )
Fe™ + H,0,~ Fe™ + OH + HO" (3)

A vitamina C trabalha conjuntamente com a vitamina E, uma vez que € capaz de
regenerar o tocoferol e de reagir com as ERO e com radicais peroxila em fase aquosa (Cruzat et
al., 2007; Cemeli et al., 2009). Desse modo, a vitamina C pode ajudar a impedir a oxidagdo de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), evento principal de inicio da aterosclerose (Cemeli et al.,
2009).

1.3.2.3. Carotendides

Os carotendides sdo importantes sequestradores de oxigénio singlete (*O, — oxigénio
triplete ou no estado excitado), tendo sido reconhecidos pela sua alta capacidade antioxidante
(Hermes-Lima, 2004; Gomes et al., 2005), especialmente em condi¢cdes de baixa tenséo de O,
(Ferreira e Matsubara, 1997; Gomes et al., 2005). O oxigénio singlete € uma espécie nado-radicalar
de ERO de vida média relativamente longa, capaz de atacar os acidos graxos poliinsaturados

(AGPIs) das membranas, residuos de aminoacidos nas proteinas, DNA e até mesmo carotendides
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(Hermes-Lima, 2004) comumente encontrados no plasma humano, tais como o a-caroteno, o B-
caroteno, a B-criptoxantina, a luteina e o licopeno (Gomes et al., 2005). Dentre os diversos
carotendides encontrados na natureza, o B-caroteno, além de ser o mais potente precursor de
vitamina A e ser capaz de inativar varias espécies de oxigénio singlete antes de ser destruido,
ainda é reconhecido como sequestrador de radicais peroxila, especialmente em condi¢bes de
baixa tensdo de oxigénio (Gomes et al., 2005).

1.3.2.4. Haptoglobina (Hp)

A hemoglobina (Hb) é a proteina mais abundante e funcionalmente importante dos
eritrocitos. Todavia, uma vez liberada das células vermelhas do sangue, torna-se altamente téxica
devido a natureza oxidativa dos ions ferro contidos no grupo heme, os quais participam da reacéo
de Fenton para produzir ERO, que causam injaria celular (Wassel, 2000; Tseng at al., 2004).

A haptoglobina (Hp) € uma conhecida glicoproteina de fase aguda da fragdo a-2-globulina
do plasma, que pode capturar Hb por formar um complexo de alta afinidade Hp-Hb. O complexo
formado € entdo metabolizado nos hepatdcitos através de um processo mediado pelo receptor
CD163 de macrofagos. Sendo assim, Hp funciona como um antioxidante por sua habilidade de se
ligar a Hb e reduzir a geracdo de RL mediada pelo ferro (Langlois et al., 1997; Melamed-Frank et
al., 2001; Sadrzadeh e Bozorgmehr, 2004; Levy, 2004; Tseng et al., 2004; Guéye et al; 2006).

A Hp humana contém dois tipos de cadeias polipeptidicas: o (leve: o' de 8,9 kDa e o’ de
16 kDa) e B (pesada, de 40 kDa), ligadas por pontes dissulfeto. As cadeias B sdo idénticas,
enguanto as cadeias o podem apresentar diferentes variagbes e sdo responsaveis por trés
fendtipos diferentes, Hpl-1, Hpl-2 e Hp2-2 (Figura 1). Esses fenétipos diferem entre si no nimero
de componentes protéicos, na mobilidade eletroforética, na concentragcao plasmatica de Hp e nas
atividades antioxidante e antiinflamatdria, apresentando consequéncias clinicas diferentes
(Langlois e Delanghe, 1996; Yano et al., 1998; Wassel, 2000; Koch et al, 2003; Sadrzadeh e
Bozorgmehr, 2004; Tseng et al.,2004; Carter e Worwood, 2007).
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(a1P)2 (a1p)z (a2P)n (a2f)n

n=0,1,2... n=3,4,5,..
Figura 1: Desenho esquematico da estrutura da Hp humana.

Todos os trés fenotipos compartilham uma estrutura comum de cadeias B,
enquanto Hp 2-1 e 2-2 sdo formas poliméricas heterogéneas. O grau de
polimerizacdo dentro do arranjo intermolecular € mostrado. Devido a um
grupo tiol extra na cadeia o®, Hp 2-1 e 2-2 podem formar grandes polimeros
(Tseng et al.,2004).

Vérias propriedades funcionais dos fendtipos Hp tém sido descritas como consequéncia
direta de sua capacidade de ligacdo com Hb na circulagdo, da concentracdo plamética, das
velocidades de acesso aos espacgos extravasculares e de remocdo do complexo Hb-Hp pelo
receptor CD163 de macrofagos e consequente protecdo contra o0 estresse oxidativo e
imunomodulacéo. A capacidade antioxidante de Hp2-2 é menor do que a de Hpl-1, uma vez que
apresenta menor concentragdo plasmatica e, em decorréncia da alta massa molecular, sua
distribuicdo nos fluidos extravasculares é limitada. Consequentemente, a capacidade antioxidante
dos fluidos corporais extravasculares também é menos eficiente em individuos Hp 2-2. Hp2-1
apresenta concentracao plasmatica e atividade antioxidante intermediarias entre Hp 1-1 e Hp 2-2
(Langlois e Delanghe, 1996; Wassel, 2000; Melamed-Frank et al., 2001; Sadrzadeh e Bozorgehr,
2004; Van Vlierberghe et al., 2004; Guéye et al., 2006).

Apesar da Hp se expressar nos pulmdes, pele, bago, rins e tecido adiposo, o figado € o
principal érgédo de sua sintese, a qual aumenta durante a resposta de fase aguda e também por
acao de horménio de crescimento, insulina, endotoxina bacteriana, prostaglandina e citoquinas
tais como a interleucina-6 (IL-6), e diminui durante periodos de hemdlise (Langlois et al., 1997;
Wassel, 2000).

1.4. Estresse Oxidativo

O desequilibrio entre a producéo de RL (particularmente ERO) e a capacidade de defesa
do organismo contra essas espécies, levando a um progressivo dano oxidativo, é chamado de
estresse oxidativo (Cooke et al., 2003; Schneider e Oliveira, 2004; Akyol et al., 2005; Hercberg et
al., 2006; Ferreira et al., 2007; Valko et al., 2007).
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A presenca dos RL é critica para a manutengdo de muitas funcdes fisiolégicas normais
dos organismos aerébicos. No corpo, encontram-se envolvidos na producdo de energia,
fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizagdo intercelular e sintese de substancias
bioldgicas importantes (Harman, 1956; Saeed et al., 2005; Barreiros et al., 2006; Valko et al.,
2007; Lecarpentier, 2007). No entanto, se nado controlados, podem provocar danos extensivos.
Seu excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais como a peroxidacdo dos lipidios das membranas
celulares (levando a lise celular) e a agressao a proteinas, carboidratos e DNA (provocando
guebras de fita simples, de fita dupla, além de aberracdes cromossdmicas) (Dizdaroglu, 1992;
Imlay e Linn, 1988; Cooke et al., 2003; Barreiros et al., 2006; Traber, 2006; Valko et al., 2007;
Radak et al.,, 2007). Dessa forma, encontram-se relacionados ao envelhecimento, a varias
patologias tais como cancer, desordens neuroldgicas, doengas inflamatérias crbnicas, doencas
cardiovasculares e até mesmo fadiga muscular durante o exercicio extenuante, podendo ser a
causa ou o fator agravante do quadro geral (Langlois e Delanghe, 1996; Wassel, 2000; Cooke et
al., 2003, Janaydeh et al., 2004; Sadrzadeh e Bozorgmehr, 2004; Hermes-Lima, 2004; Barreiros et
al., 2006). Portanto, o balango entre o estresse oxidativo e as fun¢des antioxidantes naturais do
organismo tem papel crucial na prevengdo ou no desenvolvimento das doencas relacionadas
(Langlois e Delanghe, 1996; Wassel, 2000; Cooke et al., 2003, Janaydeh et al., 2004; Sadrzadeh e
Bozorgmehr, 2004).

RL também podem ser produzidos por acdo direta ou indireta de agentes exdgenos. A
inducéo de estresse e dano oxidativos tem sido observada apos exposi¢édo a radiacao ultravioleta
(UV), raios gama, ozbnio e a varios xenobidticos, incluindo antibidticos, agentes antineoplasicos,
pesticidas, ions metalicos, asbesto e fumaca de cigarro (Banerjee et al., 2001; Carnevali et al.,
2003; Cooke et al., 2003; Bhattacharya et al., 2004; Valko et al., 2006; Hassett e Imlay, 2007;
Ozben, 2007).

1.5. Exercicios fisicos e estresse oxidativo

Hoje € unanimemente aceito que o exercicio fisico, quando praticado de forma regular, é
determinante para a aquisicdo de um estilo de vida saudavel, comportando-se como um agente
terapéutico e/ou de prevencgdo para numerosas doencas. No entanto, em franca oposicdo aos
seus potenciais efeitos benéficos, o exercicio fisico agudo, sobretudo se inabitual ou exaustivo,
induz alteracdes organicas nefastas, especialmente quando os diferentes tecidos, 6rgaos ou
sistemas nao se encontram suficientemente adaptados para suportar, sem grandes alteracdes
homeostéticas, os diferentes tipos de sobrecarga que Ihes séo impostas (Ferreira et al., 2007). O
exercicio agudo € um modelo bem aceito para induzir estresse oxidativo (Ji, 1995; Alessio et al.,
2002). Desde o final da década de 1970 os RL tém sido relacionados a danos tissulares induzidos
pelo exercicio (Ji, 1995). Décadas de pesquisa em exercicio e estresse oxidativo tém contribuido

para uma melhor compreensdo dos mecanismos que fundamentam o0s potenciais perigos do
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exercicio agudo exaustivo e os beneficios do exercicio crénico para a saude (Alessio et al., 2002;
Cruzat et al., 2007; Ferreira et al., 2007).

Uma producéo fraca de RL é necessaria para a atividade contratil normal do muasculo
esquelético. A geracdo de RL por midcitos é potencialmente importante porque parece
desempenhar um papel significativo na homeostase redox, modulando varios sistemas
regulatérios envolvidos no desempenho do musculo esquelético. Também podem ter efeitos
considerados positivos sobre o sistema imune (Cruzat et al., 2007; Lecarpentier, 2007). Entretanto,
exercicios fisicos intensos e prolongados tém sido associados com o0 aumento da geragdo de ERO
e de ERN. Durante atividade fisica intensa o consumo de oxigénio pelo musculo esquelético pode
aumentar até 100-200 vezes, levando ao estresse oxidativo como resultado da producao
aumentada de ERO (Mastaloudis et al., 2004; Traber, 2006). Este aumento causa dano oxidativo
no DNA e na musculatura esquelética, o que pode desencadear envelhecimento prematuro e
graves lesbes musculares com consequente processo inflamatorio, fatos que implicam em prejuizo
no desempenho e possivelmente overtraining (Ji e Leichtweis, 1997; Sureda et al., 2005; Finaud et
al., 2006; Traber, 2006; Cruzat et al., 2007; Ferreira et al., 2007; Lecarpentier, 2007; Radak et al.,
2007; Valko et al., 2007). Nao obstante, o treinamento fisico, trabalhando paralelamente com o
sistema de reparo, € um conhecido indutor de enzimas antioxidantes (Ji e Leichtweis, 1997; Villa-
Caballero et al., 2000; Belviranli e Gékbel, 2006; Cruzat et al., 2007; Ferreira et al., 2007; Judge e
Leeuwenburgh, 2007; Radak et al., 2007; Ji et al., 2008). Em animais tem sido demonstrado que o
coracgédo, o figado e o pulmao evidenciam também melhorias na sua capacidade antioxidante apés
treinamento fisico (Ferreira et al., 2007).

Embora o treinamento fisico induza adapta¢fes benéficas, a realizacdo de exercicios
intensos ou prolongados, acima da intensidade habitual de esforco ou com frequéncia de
treinamento muito elevada, suplanta a capacidade do sistema antioxidante enddgeno e
geralmente resulta em leséo oxidativa. Esta sobrecarga oxidativa, apesar de se fazer sentir mais
intensamente nos musculos esqueléticos, tem sido relatada também em muitos outros 6rgdos e
sistemas corporais responsaveis pela regulacdo e manutencdo da homeostase (Cruzat et al.,
2007; Ferreira et al., 2007; Kim et al., 2007; Lecarpentier, 2007), incluindo coracao (Ferreira et al.,
2007), figado (Nagel et al., 1990; De Paz et al., 1995; Ferreira et al., 2007; Kim et al., 2007), rins,
pulmdes (Ferreira et al., 2007), eritrocitos (Schmidt et al., 1988; Sureda et al., 2005; Yusof et al.,
2007) e sistemas imune (Ji, 1999; Mooren et al., 2002; Sureda et al., 2005; Belviranli e Gokbel,
2006; Cruzat et al., 2007; Kim et al., 2007) e ésteo-articular (Ferreira et al., 2007; Kim et al., 2007).
De fato, as acentuadas alteragdes hormonais, assim como as alteracfes térmicas, associadas ao
exercicio intenso e exaustivo far-se-ao sentir, de forma mais ou menos intensa, na maior parte das
células corporais (Ferreira et al., 2007). Adicionalmente também ocorre aumento do estresse
mecanico imposto as fibras musculares esqueléticas solicitadas e as células dos sistemas Gsteo-
articular e cardiovascular (Ferreira et al., 2007; Kim et al., 2007).
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O fenbmeno de isquemial/reperfusdo, que pode ocorrer durante o exercicio fisico ou apos
trauma, também é um importante fator no processo de producdo de ERO (Schneider e Oliveira,
2004; Finaud et al., 2006; Cruzat et al., 2007). Periodos de exercicio intenso podem aumentar o
estresse oxidativo devido a hipdxia e a reoxigenacdo temporarias que ocorrem no musculo
exercitado, em funcdo das contracdes e relaxamentos estabelecidos ciclicamente. Durante a
contracdo, a compressao vascular estabelece um quadro de isquemia e, portanto, de hipdxia; no
relaxamento ocorre a reperfusdo e, consequentemente, a reoxigenacao (Schneider e Oliveira,
2004). Uma vez que durante o exercicio a circulagdo sanguinea é desviada para os musculos em
atividade, outros tecidos também podem sofrer hipdxia temporaria (Cruzat et al., 2007). Como
consequéncia, esses tecidos recebem uma grande quantidade de oxigénio apds o exercicio,
favorecendo a geracdo de ERO (Schneider e Oliveira, 2004; Finaud et al., 2006; Cruzat et al.,
2007). No processo de isquemia/reperfusdo, 0 aumento do estresse oxidativo durante e apds o
exercicio é favorecido pelo catabolismo das purinas. Tem sido proposto que a conversao da
enzima xantina-desidrogenase a sua forma oxidada (xantina-oxidase), mediante proteases
intracelulares ativadas por Ca*, favorece o aumento de ERO. Durante a hipéxia, o ATP é
degradado até hipoxantina, que se acumula nos tecidos. Como resultado, ha faléncia da
homeostase celular, permitindo o influxo de Ca’™ para as células, o que ativa proteases
intracelulares a converterem a enzima xantina desidrogenase em xantina oxidase. Na reperfusao a
xantina oxidase utiliza O, para promover a conversao de hipoxantina em xantina e posteriormente
em acido Urico, ocorrendo reducdo univalente de oxigénio molecular a O,", com consequente
geracao de H,O, e HO® (Ji, 1999; Campos e Yoshida, 2004; Finaud et al., 2006; Cruzat et al.,
2007; Ferreira et al., 2007).

1.5.1. Musculatura esquelética e estresse oxidativo

No mausculo esquelético, apesar da mitocdndria constituir a principal fonte e,
simultaneamente, o principal alvo das ERO, as atividades das enzimas xantina oxidase e
fosfolipase A2, a desaminacdo das catecolaminas e a infiltracdo de leucdcitos pés-exercicio
contribuem como fontes adicionais de ERO e, consequentemente, com as lesfGes oxidativas
(Ferreira et al., 2007). A mioglobina também por ser oxidada por auto-oxida¢éo ou por RL durante
isquemia/reperfusdo, com producdo de H,O,. A mioglobina pode entdo interagir com H,O, e
produzir outros radicais tais como o radical peroxila (Finaud et al., 2006).

A lesdo muscular pode ser avaliada diretamente através de técnicas histoldgicas ou
microscopia eletrdnica, ou indiretamente pela determinacdo do efluxo de enzimas citosélicas
especificas para a circulagédo sanguinea (Cruzat et al., 2007; Foschini et al., 2007), podendo variar
desde uma leséo ultra-estrutural de fibras musculares até traumas envolvendo a completa ruptura
do musculo. As caracteristicas morfolégicas e ultra-estruturais da leséo induzida pelo exercicio
estdo bem documentadas em modelos animais e humanos (Armstrong et al., 1983; Gibala et al.,
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1995; Morgan e Allen, 1999; Proske e Morgan, 2001; Stupka et al., 2001; Magaudda et al., 2004).
A lesdo muscular induzida pela realizacdo de uma sessao de exercicios excéntricos pode ser
decorrente da ruptura de tecidos conectivos ligados a miofibrilas adjacentes, da propria célula
muscular, da lamina basal adjacente & membrana plasmatica, da membrana plasmética da célula
muscular, do sarcémero, do reticulo sarcoplasmatico, ou ainda de uma combinacdo desses
componentes (Cruzat et al., 2007).

Em humanos, por razdes éticas e logisticas, as evidéncias de estresse e lesao oxidativos
induzidos pelo exercicio agudo tém sido essencialmente estudadas em nivel sanguineo, quer no
plasma, quer nas células circulantes (Ferreira et al., 2007). Neste contexto, o aumento da
concentracao de proteinas citosélicas na circulagdo apos o exercicio reflete a lesdo muscular. As
proteinas avaliadas frequentemente sdo a creatina quinase (CPK), a lactato desidrogenase (LDH),
a transaminase glutamico-oxalacética (TGO — também chamada de aspartato aminotransferase ou
AST) e a mioglobina, que, normalmente, séo incapazes de atravessar a membrana plasmatica. A
presenca dessas proteinas na circulacdo sanguinea reflete significativa alteracdo na estrutura e
permeabilidade da membrana miofibrilar (Cruzat et al., 2007; Apple et al., 1988; Agarwal e Ankra-
Badu, 1999; Barbosa et al., 2003; Lac e Maso, 2004; Gasper e Gilchrist 2005; Foschini et al.,
2007). Dentre elas, a CPK é frequentemente descrita como melhor marcador indireto de dano
muscular, sobretudo ap0s o exercicio de forca ou outros exercicios que exijam acdes
predominantemente excéntricas (Barbosa et al., 2003; Foschini et al., 2007).

1.5.2. Miocéardio e estresse oxidativo

A semelhanca do que foi descrito para o musculo esquelético, hoje é unanimemente
aceito que o exercicio agudo, sobretudo se exaustivo, promove também elevacdo do estresse
oxidativo no cora¢éo, induzindo a um aumento de marcadores de lesdo oxidativa neste 6rgéo
(Ferreira et al., 2007). O miocérdio parece ser particularmente susceptivel a todas as situacfes
gue promovam uma elevacao do seu metabolismo, nas quais se incluem o exercicio fisico agudo,
uma vez que a sua capacidade metabdlica oxidativa € muito elevada devido a abundancia de
mitocondrias (Ferreira et al., 2007; Judge e Leeuwenburgh, 2007). O estresse oxidativo
aumentado neste 6rgdo durante o exercicio agudo é resultado de aumentos draméticos no
consumo de oxigénio (Judge e Leeuwenburgh, 2007). Nestas condi¢bes, a reacdo da CPK é
importante para a rapida ressintese de ATP a partir de creatina fosfato e ADP, uma vez que o
coracdo aumenta seu trabalho (Putney et al., 1984; Nascimben et al., 1996; Foschini et al., 2007).
Considerando que CPK é uma enzima citosélica, niveis séricos aumentados dessa enzima apos

exercicio agudo podem ser também indicativos de lesdo oxidativa no miocérdio.

Vérias evidéncias sugerem que o0 estresse oxidativo desempenha um papel importante na
patogénese de doencas cardiovasculares (Wattanapitayakul e Bauer, 2001; Molavi e Mehta, 2004;
Abramson et al., 2005; Belardinelli, 2007; Kasap et al., 2007). A presenc¢a de niveis plasmaticos
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elevados de alguns marcadores do estado inflamatério, como a proteina C-reativa (PCR) € um
fator preditivo de risco de sindrome coronariana aguda, infarto do miocéardio, doenga arterial
periférica oclusiva e morte cardiaca subita, tanto em individuos sadios, como em pacientes com
doenca aterosclerética estabelecida (Mitka, 2004; Dummer et al.,, 2007). Niveis séricos
aumentados da enzima TGO foram usados na diagnose de infarto agudo do miocéardio desde
1954. Essa transaminase € encontrada no citoplasma e nas mitocdndrias de muitas células,
principalmente do figado, coragdo, musculos esqueléticos, rins, pancreas e heméacias (Dewar et
al., 1958). Apesar dos marcadores citados ndo serem especificos para verificar lesdes no
miocardio, aumentos nos niveis plasmaticos de proteina C-reativa e TGO apds exercicio agudo

também podem ser indicativos de leséo oxidativa no miocardio.

1.5.3. Figado e estresse oxidativo

Exercicios igualmente induzem a formagdo de ERO e danos oxidativos no figado, tais
como a peroxidacao lipidica (Witt et al., 1992; Nagel et al., 1990; De Paz et al., 1995; Ferreira et
al., 2007; Kim et al., 2007). A quantidade de dano depende da intensidade do exercicio e do
estado de treinamento (Witt et al., 1992). O figado apresenta alta taxa metabdlica, a qual esta
naturalmente associada com o alto fluxo de oxigénio. Entretanto, este fluxo diminui
significativamente durante o exercicio, devendo ser similar ao fendbmeno de isquemia/reperfusédo
(Radak et al., 2008). Diferentemente do musculo esquelético, o figado contém altos niveis de
xantina desidrogenase a qual, durante o exercicio, € convertida em xantina oxidase, que por sua
vez contribui como fonte adicional de ERO e, consequentemente, com danos oxidativos (Ferreira
et al.,, 2007; Radak et al., 2008). Enquanto um Unico turno de exercicio intenso estimula
adaptacdes no sistema antioxidante do musculo esquelético (Ji e Fu, 1992; Alessio et al., 2002;
Cruzat et al. 2007; Ferreira et al., 2007; Radak et al. 2007), o mesmo nao ocorre com o figado, que
fica oxidativamente estressado (Ji e Fu, 1992; Radak et al. 2007). Todavia, semelhantemente ao
musculo esquelético, tem sido demonstrado em animais que o treinamento fisico também promove
melhorias na capacidade antioxidante do figado (Wataru et al., 2003; Ferreira et al., 2007). Em
ratos, como resultado de adaptacdo induzida pelo treinamento fisico, ocorre indu¢do de enzimas
antioxidantes e a produc¢éo de ERO é reduzida (Wataru et al., 2003; Radak et al., 2008).

A lesdo hepatica pode ser evidenciada pelo efluxo de algumas enzimas citosélicas para a
circulagédo sanguinea, particularmente a TGO e a TGP (transaminase glutamico-piravica), também
chamada de ALT (alanina aminotransferase); esta Ultima € encontrada em altas concentracbes
apenas no figado (Bruce et al., 1958; Dewar et al., 1958; Almersjo et al., 1968; Chalifoux e Lagace,
1969). Consequentemente, niveis séricos aumentados dessas enzimas ap0Os exercicio agudo

servem como indicativos de lesdo oxidativa neste 6rgao.
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1.5.4. Sangue e estresse oxidativo

1.5.4.1. Eritrécitos e estresse oxidativo

Tem sido sugerido que exercicios intensos de longa duracao e treinamentos exaustivos
podem também comprometer nossa capacidade de detoxificar ERO dentro das células
sanguineas e o0s eritrécitos parecem muito mais vulneraveis aos danos oxidativos (Petibois e
Déléris, 2005; Sureda et al., 2005). Isto decorre de sua capacidade biossintética muito limitada
(auséncia de nucleo), de um mecanismo de reparo pobre (Santos-Silva et al., 2001; Cazzola et al.,
2003; Sureda et al., 2005), da presenca de grandes quantidades de tidis (R-SH) e de &cidos
graxos poliinsaturados (AGPI) na sua membrana e da alta concentracao interna de oxigénio e
hemoglobina, fontes potencialmente promotoras de processos oxidativos (Ferreira e Matsubara,
1997; Cazzola et al., 2003; Feksa et al., 2008).

Apesar de possuirem um elaborado sistema de defesa antioxidante que inclui enzimas
tais como a catalase, superéxido dismutase e glutationa peroxidase, se a eficiéncia deste sistema
for superada pela magnitude dos processos oxidativos, ocorrera o estresse oxidativo, que
culminard em hemdlise (Ferreira e Matsubara, 1997; Feksa et al.,, 2008). Neste caso, a
hemoglobina extracelular se torna toxica devido a natureza oxidativa dos ions ferro contidos no
grupo heme, os quais participam da reagédo de Fenton para produzir ERO, que causam injdria
celular (Stern, 1985; Josephy et al., 1997).

Durante o estresse oxidativo as alteragdes mais comuns sdo a peroxidagdo dos lipideos e
das proteinas da membrana, o que pode desestabilizar o citoesqueleto e comprometer a
sobrevivéncia da célula (Petibois e Déléris, 2005; Sureda et al., 2005; Yusof et al., 2007).
Adicionalmente, os eritrocitos também estdo altamente expostos ao estresse mecanico, assim

como a mudancas de pH citosoélico e extracelular (Petibois e Déléris, 2005).

As ERO podem alterar as propriedades quimicas e fisicas da membrana eritrocitaria por
modificar a composi¢éo, 0 empacotamento e a distribuicdo de seus lipideos, o que conduz a uma
alteragcédo estrutural com reducédo de sua fluidez. Isto pode modificar a atividade de diversas
proteinas da membrana e acelerar a senescéncia do eritrdcito ou mesmo provocar sua remocao
prematura da circulagdo (Cazzola et al., 2003; Petibois e Déléris, 2005). Os agentes oxidantes
podem converter os grupamentos tiéis em componentes dissulfeto (R-SSG), levando a
desnaturagcéo das proteinas da membrana. Neste processo, pode ocorrer lesdo intracelular com
oxidacdo da hemoglobina (Hb) a metahemoglobina (meta-Hb) que precipita, formando corpos de
incluséo eritrocitarios denominados corpusculos de Heinz (Ferreira e Matsubara, 1997; Feksa et
al., 2008). No corpo humano, 3% do total de hemoglobina (cerca de 750 g) sao transformados por
auto-oxidacdo. Essa reacdo, que produz meta-Hb e O,", pode aumentar com 0 exercicio

(Belviranli e Gokbel, 2006; Finaud et al., 2006). Os produtos da peroxidacdo dos componentes
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lipidicos da membrana eritrocitaria também podem induzir o estresse oxidativo intracelular. A
associacdo dos fendbmenos de oxidagdo dos grupamentos —SH, formacao de corpusculos de
Heinz e lipoperoxidagéo poderdao promover a lesdo da membrana do glébulo vermelho (Ferreira e
Matsubara, 1997; Feksa et al., 2008).

Durante exercicios ou treinamento fisico exaustivos pode ocorrer a destruicdo de
eritrocitos, ndo s6 pelos motivos anteriormente mencionados, mas também em decorréncia da
reducéo do volume do plasma. O deslocamento de 4gua para fora do espaco vascular pode atuar
como estresse quimico, uma vez que a perda de 4gua pelo sangue conduz a desidratacdo do
eritrocito, geralmente como consequéncia da perda de potassio. A desidratagdo dos eritrocitos
também ¢é influenciada pelo fendbmeno de isquemia/reperfusdo. No entanto, em resposta ao
estresse quimico, o organismo libera renina, aldosterona e vasopressina (hormdnio antidiurético
ou ADH) e o resultado final € um aumento no volume plasmatico (Carlson e Mawdsley, 1986;
Eichner, 2002; Petibois e Déléris, 2005). A consequéncia imediata é a entdo chamada “anemia do
esporte”, caracterizada por valores reduzidos de eritrécitos, hemoglobina e hematdcrito e alteracao
do volume celular médio (VCM) (Carlson e Mawdsley, 1986; Eichner, 1992; Eichner, 1996;
Eichner, 1998; Fallon et al., 1999; Eichner, 2002). Logo, pode ser evidenciada através do
hemograma, pela reducéo de eritrécitos e por uma menor concentracdo de hemoglobina e de
hematocrito no sangue (Schmidt et al.,, 1988). Entretanto, a anemia esportiva € uma
pseudoanemia, uma vez que a reducdo nos valores de hemécias, hemoglobina e hematdcrito
ocorre como uma adaptacgéo fisiolégica aos exercicios extenuantes, sendo decorrente de uma
hemodiluicdo provocada pelo aumento do volume plasmético (Carlson e Mawdsley, 1986; Eichner,
1992; Eichner, 1996; Eichner, 1998; Eichner, 2002). Como se trata de uma falsa anemia, a
hemdlise que ocorre com a prética de atividade fisica dificilmente causa anemia, sendo a ingestéo
deficiente de ferro a principal causa da verdadeira anemia em atletas, particularmente do sexo
feminino (Vilardi et al., 2001; Eichner, 2002).

1.5.4.2. Sistema imune e estresse oxidativo

Além de aumentar o consumo de oxigénio e induzir o estresse oxidativo como resultado
da producdo aumentada de RL, a atividade fisica exaustiva pode iniciar reacdes que se
assemelham a fase aguda da resposta imune a infecgdo, induzindo liberagéo de proteinas de fase
aguda e mudangas na contagem das células imunes (Santos-Silva et al., 2001; Mooren et al.,
2002; Cazzola et al. 2003; Petibois e Déléris, 2004; Petibois e Déléris, 2005; Sureda et al., 2005;
Yusof et al., 2007). Enquanto os neutrofilos aumentam apds exercicio exaustivo, a contagem de
linfécitos diminui rapidamente, podendo esta alteragdo permanecer por diversas horas apds o
exercicio. O treinamento moderado aumenta a fun¢do imune, mas o exercicio exaustivo pode
causar perturbacdes no sistema imune e depressao imunolédgica, aumentando o risco de infec¢des

nas vias respiratorias superiores em decorréncia da reducédo da funcéo antiviral dos macréfagos
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alveolares nos pulmdes (Woods et al., 2000; Peijie et al., 2003; Mooren et al., 2002; Sureda et al.,
2005).

Ap0s o exercicio exaustivo, inicialmente os neutrofilos e posteriormente os mondcitos e 0s
linfécitos séo recrutados para o local de inflamacgé&o, onde produzem ERO e enzimas proteoliticas.
A infiltragdo de neutrdfilos é estimulada por fatores quimiotaticos, incluindo prostaglandinas, fator
de necrose tumoral (TNF)-a, interleucinas (IL)-18 e IL-6. Essas duas Ultimas citocinas s&o
conhecidas por aumentar em resposta ao exercicio. A IL-6 atua como mediador primario da
reacdo de fase aguda, estimulando a producdo hepética de proteinas de fase aguda, como a
proteina C reativa (PCR) e inibidores de proteases. Também restringe a extensao da resposta
inflamatéria por ativar a sintese de citocinas antiinflamatérias e estimular a glandula hipdfise a
liberar o horménio adrenocorticotréfico (ACTH), que promove o aumento da liberagdo do hormédnio
cortisol pelo cortex adrenal (Cruzat et al., 2007).

As alteragbes hormonais que acompanham o exercicio e a geragdo de ERO podem inibir
a proliferacao de linfécitos, enquanto o dano oxidativo pode ativar processos apoptoéticos nestas
células (Sureda et al., 2005). Diferentes estudos sugerem que 0S processos apoptoéticos ativados
nos linfocitos apds exercicio intenso contribuem para a regulacédo da resposta imune (Mooren et
al., 2002; Sureda et al., 2005) e parecem estar relacionados ao status do treinamento e a

intensidade do exercicio (Peters et al., 2006).

1.5.4.3. Plasma e estresse oxidativo

O aumento do metabolismo imposto pelo exercicio promove acréscimo na producéo de
ERO, o que pode induzir dano oxidativo nos eritrocitos e no plasma, fragbes mais suscetiveis a
peroxidacao lipidica (Sureda et al., 2005).

Em humanos, a maioria dos estudos realizados para investigar a peroxidacao lipidica tem
examinado a presenca de peroxidos lipidicos ou de bioprodutos de peroxidagéao lipidica, tais como
dieno conjugados, hidrocarbonetos lipidicos (hidrocarbonetos alifaticos e hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos — HPAS) e substancias reativas do &cido tiobarbitdrico (TBARS), como o
malonaldeido (MDA). O TBARS, cujos resultados sao expressos geralmente como milimols (mmol)
de equivalentes de MDA, tem sido a técnica mais amplamente utilizada para avaliar a peroxidagao
lipidica (Clarkson e Thompson, 2000). Alteracdes nas concentra¢des plasmaticas das vitaminas C
e E e de glutationa oxidada (GSSG) tém sido também usadas para indicar aumento das reacbes
oxidativas. Pensa-se que essas vitaminas antioxidantes podem ser mobilizadas dos tecidos para
combater o estresse oxidativo em outra parte do corpo. O efluxo de GSSH para o plasma é
considerado indicativo de estresse oxidativo, uma vez que a glutationa reduzida (GSH) é oxidada

a GSSG nas células em resposta ao aumento de RL (Clarkson e Thompson, 2000).
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ApOls o exercicio exaustivo, também ocorrem alteracdes nas concentragfes séricas de
ferro e ferritina, na capacidade total de ligacao do ferro e na saturacdo de transferrina. Apesar de
tais alteracGes serem similares aquelas encontradas na anemia cronica, apenas refletem a
resposta de fase aguda (Fallon et al., 1999).

Durante o exercicio intenso, grande quantidade de &cido latico pode ser produzida pelo
musculo esquelético e liberada na circulagdo sanguinea para posterior remogéo pelos tecidos
periféricos. Os exercicios lactacidémicos, ou seja, com intensidade de esforco acima da qual o
lactato passa a se acumular na corrente sanguinea (limiar anaerébio - LAn), tém também uma
influéncia direta no nivel de peroxidacdo de lipidios do plasma, por inibir o sistema de defesa
antioxidante dos eritrocitos (Ribeiro et al., 2004; Petibois e Déléris, 2005; Manchado et al., 2006).

1.5.4.4. Lipoproteinas e estresse oxidativo

Existem evidéncias significativas do envolvimento de ERO na patogénese da
aterosclerose. A modificagéo oxidativa de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) desempenha um
papel fundamental na amplificacdo da resposta inflamatéria, mediando uma variedade de
processos imunes pré-inflamatdrios que determinam a progressédo da aterosclerose (Magnusson
et al., 1994; Steinberg, 1997; Santos-Silva et al., 2001; Liu et al., 2004; Laufs et al., 2005; Kiechl et
al., 2007). As ERO contribuem para o inicio e a progressdo de lesdes ateroscleréticas, ao
favorecerem a infiltracdo e o acumulo de lipidios no espago subendotelial. ERO produzidas por
células musculares lisas, endoteliais ou macréfagos podem modificar as LDL que, quando
oxidadas, promovem o recrutamento de mondcitos circulantes, o acumulo de macréfagos
residentes, a fagocitose acelerada e finalmente a formacéo de “células espumosas” (constituidas
por macrofagos ricos em lipideos) e estrias gordurosas, caracteristicos das les6es iniciais
(Steinberg, 1997; Santos-Silva et al., 2001). Adicionalmente, estudos epidemioldgicos sugerem
gue o aumento da viscosidade do sangue também esté relacionado a aterogénese e ao risco
cardiovascular (Santos-Silva et al., 2001).

No contexto apresentado, exercicios fisicos exaustivos e de alta intensidade podem
favorecer a aterosclerose e o risco cardiovascular (Schneider e Oliveira, 2004), uma vez que tém
sido associados com o aumento do estresse oxidativo no endotélio vascular (Laufs et al., 2005;
Petibois e Déléris, 2005) e com o aumento da viscosidade do sangue (Santos-Silva et al., 2001).
Apesar de exercicios prolongados estarem associados com uma pequena reducéo plasméatica de
triglicerideos, que pode refletir o uso de LDL (lipoproteina rica em triglicerideos) como combustivel
ou ser atribuida a reducédo da secrecéo hepética dessas lipoproteinas (Hardman, 1998), a inibicao
do sistema de defesa antioxidante dos eritrécitos pelo estresse quimico induzido por exercicios de
intensidade elevada (lactacidémicos) pode favorecer a oxidagdo de LDL e, consequentemente, a
aterosclerose (Santos-Silva et al., 2001; Petibois e Déléris, 2005).
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Por outro lado, evidéncias epidemiolégicas indicam que a atividade fisica esta associada
com risco reduzido de doengca coronariana e mortalidade decorrente de problemas
cardiovasculares na meia idade (Wannamethee e Shaper, 2001). A atividade fisica moderada
melhora a funcdo endotelial, a capacidade de exercicio e a colateralizagcdo da vasculariza¢do em
pacientes com doenca coronariana e previne a progressao da aterosclerose da carétida. Entre
outros efeitos benéficos, o treinamento fisico favorece a reducdo do peso (massa) corporal,
melhora o humor, a pressdo sanguinea e a sensibilidade a insulina (Wannamethee e Shaper,
2001; Laufs et al., 2005). A longo prazo, exercicios moderados também favorecem o aumento da
expressdo (upregulation) das enzimas antioxidantes com consequente reducdo do estresse
oxidativo (Laufs et al., 2005).

1.5.5. DNA e estresse oxidativo

Uma vez que o metabolismo celular normal esta bem estabelecido como fonte endégena
de ERO e que estas espécies se relacionam com niveis basais de dano no DNA detectados em
tecidos normais (Cooke et al., 2003), o exercicio exaustivo pode levar ao estresse oxidativo, o qual
pode ser evidenciado pela detec¢édo de produtos de peroxidacéo lipidica e de bases danificadas
no DNA (Moller et al., 2001; Mastaloudis et al., 2004). De fato, tem sido mostrado que o exercicio
exaustivo induz dano no DNA de leucécitos circulantes (Nies et al., 1996; Mastaloudis et al., 2004;
Demirbag et al., 2006) e que pode induzir apoptose através de mecanismos diferentes tais como
reducdo intracelular dos niveis de glutationa, alteracdo de proteinas mitocondriais ou danificando
diretamente o DNA (Mooren et al., 2002). Por outro lado, tem sido observado que a extensao dos
danos no DNA de individuos treinados € pequena se comparada a de individuos nao-treinados,
sugerindo que a adaptacdo ao treinamento de resisténcia aerébia pode reduzir os efeitos do
estresse oxidativo, como danos no DNA (Nies et al., 1996; Mastaloudis et al., 2004; Schneider e
Oliveira, 2004). Neste contexto, o teste do cometa pode ser usado para avaliar danos oxidativos
no DNA induzidos pelo exercicio (Mastaloudis et al., 2004), uma vez que detecta quebras de fita
simples e de fita dupla, sitios alcali-labeis, sitios incompletos de reparo, ligagdo cruzada de DNA-
DNA e de DNA-proteina em células individuais (Mastaloudis et al., 2004; Brendler-Schwaab et al.,
2005).

1.6. Polimorfismos genéticos relacionados ao estresse oxidativo

1.6.1. Polimorfismos das enzimas antioxidantes

As variagbes genéticas, sob a forma de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs, do
inglés Single-Nucleotide Polymorphism) s@o encontradas em quase todos os genes humanos.
Estima-se que uma mudanca de base esteja presente, em média, a cada 300 nucleotideos. Se a

alteragdo conduz a um fendtipo perceptivel, essas formas variantes sdo uma ferramenta atrativa
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para investigar um possivel efeito na doenca em estudos da associacéo (Forsberg et al., 2001a;
Morgenstern, 2004).

Muitas variantes genéticas relacionadas ao estresse oxidativo e potencialmente
significativas ja foram identificadas, incluindo o polimorfismo Val9Ala na sequéncia-sinal
mitocondrial da Mn-SOD, o polimorfismo —21A/T na regido promotora da CAT, o polimorfismo
Pro198Leu da GPX1, entre outros (Shimoda-Matsubayashi et al., 1996; Forsberg et al., 2001a;
Knight et al., 2004; Morgenstern, 2004; Flekac et al., 2008). O efeito dessas variagdes ainda ndo
estd claramente esclarecido, porém grande parte dos polimorfismos resulta em niveis ou
atividades alterados dessas enzimas, o que pode levar a reducédo da protecdo contra o estresse
oxidativo (Bastaki et al., 2006).

1.6.1.1. Polimorfismo Val9Ala na sequéncia-sinal mitocondrial da Mn-
SOD (NCBI, refSNP ID: rs1799725)

Apesar de ser de ocorréncia mitocondrial, a MN-SOD (EC 1.15.1.1) é codificada por um
gene nuclear localizado no cromossomo 6, loco 6g25.3 (Akyol et al.,, 2004; Akyol et al., 2005;
Kinnula et al., 2004; Bastaki et al., 2006; Martin et al., 2009). E sintetizada com uma sequéncia-
sinal mitocondrial (hidrofébica) que permite sua passagem através da membrana e,
consequentemente, sua importagdo para a mitocondria. Na matriz mitocondrial, a sequéncia-sinal
€ clivada e a proteina madura é montada em um tetramero ativo (Martin et al., 2009).

No gene da Mn-SOD dois polimorfismos comuns na sequéncia-sinal mitocondrial —
Val9Ala e Alal6Val — ja foram identificados (Wang et al., 2001); no entanto abordaremos apenas o
polimorfismo Val9Ala, usado neste estudo. Shimoda-Matsubayashi et al. (1996) foram os primeiros
a encontrarem a mutacdo no codon 9 da sequéncia-sinal mitocondrial, a qual envolve a
substituicdo de uma timina (T) por uma citosina (C) e resulta na troca do aminoéacido valina (Val -
GTT) pelo aminoacido alanina (Ala - GCT). A substituicdo Val9Ala induz uma mudanca
conformacional na sequéncia-sinal mitocondrial, que passa de a-hélice para B-pregueada. Esta
mudanca conformacional vem sendo implicada na reducgéo da eficiéncia do transporte da Mn-SOD
para o interior da mitocondria e na reducdo da formagdo do tetrdAmero Mn-SOD ativo na matriz
mitocondrial, o que diminui sua eficiéncia no combate ao estresse oxidativo (Shimoda-
Matsubayashi et al. 1996; Ambrosone et al., 1999; Akyol et al., 2004; Oberley, 2005; Bica et al.,
2007).

Diversos estudos tém revelado associagdo entre a variante alélica —9Ala com doencas
relacionadas ao estresse oxidativo e a mecanismos de defesa anormais contra os RL tais como
doenca esporadica do neurdnio motor, esquizofrenia (Akyol et al., 2005), degeneracdo macular
exsudativa relacionada a idade (Kimura et al., 2000), doenca de Parkinson (Grasbon-Frodl et al.,

1999) e aumento do risco de canceres de préstata, mama e ovario (Mitrunen et al., 2001; Cai et
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al., 2004; Olson et al., 2004; Oberley, 2005; Taufer et al., 2005; Slanger et al., 2006; Bica et al.,
2007; Johnatty et al., 2007; Choi et al., 2008).

1.6.1.2. Polimorfismo —-21A/T na regidao promotora da CAT (NCBI,
refSNP ID: rs7943316)

O gene da catalase humana consiste de 13 exons e esté localizado no cromossomo 11,
loco 11p13 (Kishimoto et al., 1992; Forsberg et al., 2001b; Bastaki et al., 2006). Diversos SNPs ja
foram descritos para este gene (Go6th et al., 2004; Mak et al, 2006; Flekac et al., 2008), sendo a
maioria associada com acatalassemia (Flekac et al., 2008), condi¢do caracterizada por uma
deficiéncia de catalase nos eritrocitos e que apresenta como manifestacdes clinicas gangrena oral,
alteracdo do metabolismo de lipidios, carboidratos e homocisteina e aumento do risco de diabetes
mellitus (G6th et al., 2004). Esses polimorfismos encontram-se distribuidos ao longo de todo o
gene, incluindo regido promotora, introns e éxons (Forsberg et al., 2001b; Ahn et al., 2005; Bastaki
et al., 2006; Gavalas et al., 2006; Park et al., 2006).

Associagdes de polimorfismos do gene da CAT com diabetes mellitus, hipertensao, vitiligo
e doenca de Alzheimer tém sido investigadas (G6th et al., 2004; Oh et al., 2007). Entretanto,
mutacgdes benignas na regido nao-codificadora 5, como o polimorfismo —21A/T, ndo reduzem a
atividade da catalase e néo tém sido associadas com doencas (G6th et al., 2004; Mak et al, 2006).
O polimorfismo citado ocorre dentro da regido promotora e resulta na substituicdo de uma adenina
por uma timina na posi¢cao —21 a montante do sitio de iniciagdo da transcricao (G6th, 1998; Flekac
et al., 2008).

1.6.1.3. Polimorfismo Prol98Leu da GPX1 (NCBI, refSNP ID:
rs1050450)

A familia glutationa peroxidase € a maior das familias génicas de selenoproteinas e inclui
0s genes GPX1, GPX2, GPX3 e GPX4, cuja expressao varia entre os diferentes tecidos (Foster et
al., 2006).

O gene da GPX1 é composto por 2 exons e ocupa uma regiao de 1,42 Kb no cromossomo
3, loco 3p21.3 (Bastaki et al., 2006; Shinkai et al., 2006). Nesse gene varios polimorfismos ja
foram descritos (Knight et al., 2004), incluindo o polimorfismo Prol198Leu, o qual decorre da
substituicdo de uma citosina por uma timina no cédon 198 (inicialmente atribuido incorretamente
ao cédon 197), resultando na troca do aminoéacido prolina pelo aminoacido leucina (Knight et al.,
2004). Alguns estudos tém indicado que a variante Leu afeta a atividade da enzima GPX1, que se
torna menos responsiva a estimulagdo (Hu e Diamond, 2003; Zhao et al., 2005; Shinkai et al.,
2006).
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Estudos também tém revelado associacao entre a variante Leu com risco aumentado de
alguns tipos de cancer (Ratnasinghe et al., 2000; Hu e Diamond, 2003; Ichimura et al., 2004;
Ravn-Haren et al., 2006). No entanto, estas correla¢cdes ndo foram observadas consistentemente
em todas as populagdes (Foster et al., 2006), uma vez que a frequéncia do alelo Leu varia com o

grupo étnico (Ratnasinghe et al., 2000; Zhao et al., 2005).

1.6.2. Polimorfismo da haptoglobina (Hp)

Dois locos génicos estao envolvidos na sintese de Hp. O loco16qg22.1 é responsavel pela
sintese das cadeias a e consequentemente pelo polimorfismo da Hp que se manifesta através dos
fenotipos principais Hpl-1, Hp2-1 e Hp2-2. O loco 11p15.5 é responséavel pela sintese das cadeias
B, idénticas em todos os fenétipos. O gene Hpa consiste de trés alelos estruturais Hpo'", Hpo'® e
Hpo e possui 5 exons que codificam os alelos 1 e 7 exons que codificam o alelo 2. O alelo Hpa?,
presente apenas em humanos, teve sua origem em eventos de duplicacao intragénica dos exons 3
e 4 (~1.700 pb) a partir da fusdo por crossing-over desigual de um alelo Hp'" com outro Hp*® em
heterozigotos Hp'"/Hp*®. Posteriormente, crossing-over entre Hp® e Hp'" ou Hp'® em individuos
Hp'/Hp® produziu Hp*", Hp®**> e Hp*"°, cuja mobilidade eletroforética é idéntica (Langlois e
Delanghe, 1996; Yano et al.,, 1998; Langlois et al., 1997; Wassel, 2000; Melamed-Frank et al.,
2001; Koch et al., 2003; Levy, 2004; Sadrzadeh e Bozorgmehr, 2004; Tseng et al., 2004; Carter e
Worwood, 2007). Entretanto, como apresentam pontos isoelétricos diferentes, podem
diferenciadas por eletroforese bidimensional de alta resolugdo em gel de poliacrilamida-SDS
(Borresen et al., 1987).

Em decorréncia de apresentarem diferencas na concentragcdo plasmatica e extra-vascular
de haptoglobina e nas capacidades antioxidante e antiinflamatéria, os fenotipos Hp apresentam
consequéncias clinicas diferentes e tém sido associados com maior resisténcia ou maior
predisposi¢do a varias doencas (Langlois e Delanghe, 1996; Yano et al., 1998; Wassel, 2000;
Koch et al, 2003; Sadrzadeh e Bozorgmehr, 2004; Tseng et al.,2004; Carter e Worwood, 2007). O
fendtipo Hp 2-2, por exemplo, € super-representado em pacientes com doengas auto-imunes,
epilepsia, psicoses afetivas e abuso de alcool e drogas, além de estar associado com o risco
aumentado de desenvolvimento de neuropatia, retinopatia e doencas cardiovasculares (DCV) em
pacientes diabéticos e de pré-eclampsia durante a gestacéo e ser considerado como maior fator
de risco para doencas relacionadas ao estresse oxidativo. Sua associacdo com lesbes
ateroscleréticas e DCV tem sido estudada extensivamente. J4 o fenétipo 1-1 tem sido associado
com a resisténcia a essas doengas. Por outro lado, o fenétipo 1-1 é super-representado em
pacientes com certos tipos de cancer, enquanto o fenétipo Hp2-2 apresenta menor frequéncia
(Langlois e Delanghe, 1996; Langlois et al., 1997; Wassel, 2000; Melamed-Frank et al., 2001;
Bernard et al., 2002; Awadallah, 2003; Janaydeh et al.,, 2004; Levy, 2004; Sadrzadeh e
Bozorgmehr, 2004; Tseng et al.,2004).
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Além dos fenotipos principais, diversas variantes Hp tém sido identificadas e ja foram
fornecidas evidéncias de evolugdo génica através de duplicacdo por crossing-over desigual e
subsequente mutagdo independente (OMIM *140100). Altera¢gBes na cadeia polipeptidica B, alelo
Hpo? triplicado, Hp2-1 modificado, duplicacdo do gene Hp', delegdo alélica no gene Hp levando a
deficiéncia congénita de haptoglobina (anhaptoglobinemia) sdo alguns exemplos (OMIM *140100;
Langlois e Delanghe, 1996; Delanghe et al., 1998; Koda et al., 1998; Koda et al., 2000).

1.7. Dieta com antioxidantes contra o estresse oxidativo

Estudos epidemioldgicos e experimentais apontam para um mesmo lado, de que as dietas
ricas em vegetais e, portanto em antioxidantes, estdo associadas com risco reduzido de se
contrair cancer (Borek, 2004). Muitos estudos indicam que alguns nutrientes antioxidantes como
as vitaminas A, C e E minimizam os efeitos téxicos produzidos pelas drogas antioneoplasicas e
interferem positivamente na resposta ao tratamento empregado (Liu et al., 2003; Borek, 2004;
Berger, 2005). Do mesmo modo, a suplementagdo com antioxidantes, através do aumento da
ingestédo de frutas e vegetais ricos nesses compostos, diminui as lesdes oxidativas no DNA e a
oxidagcdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), prevenindo a ocorréncia de céancer,
aterosclerose e outras doencas degenerativas (Kong e Lillehei, 1998; Santos e Cruz, 2001;
Dusinska et al., 2003). Estudos clinicos e epidemiolégicos tém também apresentado evidéncias de
gue antioxidantes fendlicos de vegetais contribuem para a baixa e significativa reducdo da
incidéncia de doencas cronicas e degenerativas encontradas em populagdes cujas dietas contém
altos teores desses elementos (Bianchi e Antunes, 1999; Degéspari e Waszczynskyj, 2004;
Kuskoski et al., 2006).

Entretanto, o uso de suplementos nutricionais com propriedades antioxidantes é
controverso, sendo uma questdo polémica e objeto de divergéncia entre autores. Compostos com
propriedades antioxidantes podem ter efeito antioxidante ou pro-oxidante, dependendo da dose.
Enquanto em niveis nutricionais parecem ter um efeito protetor, em doses altas podem ter efeitos
deletérios (Panayiotidis e Collins,1997; Hercberg et al., 1998; Antunes e Takahashi, 1999; Collins,
2001; Paolini et al., 2003; Hercberg et al., 2006).

Guarnieri et al. (2007), observaram que a ingestdo de uma Unica porcao de suco laranja
protegeu as células mononucleares do sangue contra dano oxidativo no DNA. Porém, este efeito
protetor ndo foi observado depois da ingestdo de vitamina C, indicando que a protecéo
antioxidante do suco laranja nédo foi decorrente apenas da vitamina C e que outros fitoquimicos
podem estar envolvidos, e sugerindo que alimentos integrais podem aumentar a resisténcia ao

estresse oxidativo de forma mais eficiente do que compostos isolados.
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Diante do contexto apresentado, a importancia da pesquisa com antioxidantes naturais
tem aumentado muito nos uUltimos anos. Desde a década de 1980 houve um aumento consideravel
da busca por antioxidantes naturais que podem ser incluidos na dieta como substitutos para

antioxidantes sintéticos (Degaspari e Waszczynskyj, 2004).

1.7.1. Antioxidantes contra o estresse oxidativo induzido por exercicios

Antioxidantes bioldgicos desempenham um papel fundamental na prote¢cdo contra o
estresse oxidativo induzido por exercicios. A deficiéncia ou deplecdo desses antioxidantes tem
sido associada com dano tissular exacerbado, enquanto a suplementacdo com antioxidantes tem
gerado resultados variaveis (Ji, 1995). Muitos estudos tém investigado o impacto do estado
antioxidante nos danos oxidativos induzidos pelo exercicio (Ji, 1995) e com esta finalidade, a
maioria das interveng¢des tem focado em fatores nutritivos tais como vitaminas antioxidantes ou
farmacos que servem como mediadores do estresse oxidativo (Alessio et al., 2002). Considerando
gue ERO podem atuar como sinais que regulam eventos moleculares de adaptagdo celular ao
exercicio, a consequéncia pratica € que a administracdo de antioxidantes pode impedir tais
adaptacdes quando o exercicio € moderado, uma vez que este tipo de exercicio aumenta a
expressdo das enzimas antioxidantes e desta forma, funciona como antioxidante. Portanto, a
recomendacdo do uso de suplementos antioxidantes deve ser feita apenas para aqueles casos de
exercicios exaustivos que causam estresse oxidativo e dano celular (Ji e Leichtweis, 1997;
Gomez-Cabrera et al., 2008). A fim de reduzir os efeitos promovidos pelo exercicio extenuante, as
alternativas nutricionais mais estudadas incluem a suplementacdo com vitamina E, vitamina C,
creatina e glutamina (Clarkson e Thompson, 2000; Cruzat et al., 2007).

Os diversos estudos que examinaram os efeitos da suplementagdo antioxidante usaram
como medidas de resultado o desempenho atlético e/ou mudancas no estresse oxidativo (Urso e
Clarkson, 2003). Diferentes pesquisas demonstraram que a suplementa¢cdo com vitamina E,
creatina e glutamina podem atenuar o estresse oxidativo ou reduzir a quantidade de lesbes
celulares decorrentes de exercicios fisicos exaustivos. Outros compostos como a vitamina C
tiveram pouco ou nenhum efeito; todavia, a reducao dos estoques corporais de vitamina C pode
contribuir com o0 aumento do estresse oxidativo (Cruzat et al., 2007). Entretanto, nenhum estudo
examinou isoladamente o papel antioxidante dos diversos carotendides na prote¢édo contra danos
oxidativos induzidos pelo exercicio e somente o B-caroteno (30 mg) ja foi usado em uma mistura
com as vitaminas C (1.000 mg) e E (592 mg) (Kanter et al., 1993; Clarkson e Thompson, 2000;
Urso e Clarkson, 2003; Cruzat et al., 2007).

Considerando que os carotendides apresentam alta capacidade antioxidante (Hermes-
Lima, 2004; Gomes et al., 2005), especialmente em condi¢des de baixa tenséo de O, (Ferreira e

Matsubara, 1997; Gomes et al., 2005), a suplementacédo com 6leo de pequi pode prevenir danos
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oxidativos induzidos por exercicios para aqueles atletas que se exercitam ativamente e
ultrapassam suas defesas antioxidantes ou que nasceram geneticamente menos favorecidos para
o sistema de defesa antioxidante, uma vez que contém os carotendides B-caroteno, licopeno, (-
caroteno, criptoflavina, B-criptoxantina, anteraxantina, zeaxantina, mutatoxantina, violanxantina,
luteina e neoxantina (Ramos et al., 2001; Azevedo-Meleiro e Rodriguez-Amaya, 2004; Lima et al.,
2007).
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2. HIPOTESE

1. Uma vez que a composi¢ao quimica da polpa do pequi (Caryocar brasiliense Camb.) descrita
na literatura revela a presenca de varios compostos com potencial antioxidante, os extratos
obtidos a partir da polpa podem ser capazes de proteger as células contra:

1.1. mutacdes induzidas por agentes quimicos;

1.2. danos celulares e no DNA decorrentes do estresse oxidativo induzido pelo exercicio.

O Projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da
Salde da UnB e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP, processo n°
25000.001668/2005-18 (Anexo ).
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3. OBJETIVOS

1. Pesquisar o melhor método de obtencdo dos extratos da polpa do fruto do pequi (Caryocar
brasiliense Camb.).
Realizar testes pré-clinicos e de seguranca toxicoldgica em camundongos.
Verificar os efeitos antioxidantes e fitoterapicos de extratos da polpa do fruto do pequi
(Caryocar brasiliense Camb.) em voluntarios humanos atletas (corredores de rua).

4. Verificar se o polimorfismo das enzimas antioxidantes (Mn-SOD, CAT e GPX1) e da
haptoglobina influenciam na resposta dos atletas a suplementagdo com o 6leo de pequi.

5. Testar a aceitabilidade desse suplemento antioxidante natural pela populacdo de atletas

estudados.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtenc&o do material botanico e dos extratos

4.1.1. Obtencédo do material botéanico

O pequi in natura foi adquirido no comércio local de Brasilia e entorno durante os periodos
de safra compreendidos entre novembro/2006 a fevereiro/2007 e novembro/2007 a fevereiro/2008.
O mesocarpo interno dos frutos foi descascado ou ralado para a obtencdo da polpa, que foi
acondicionada em vasilhames de plastico com tampa e congelada a —-86°C até o momento da

producéo dos extratos.

4.1.2. Obtencéo dos extratos

4.1.1.1. Verificagao do melhor sistema para extragéo

Foram testados os seguintes sistemas de extragao: (1) com aquecimento em aparelho
soxhlet sob atmosfera de argdnio; (2) maceracdo a frio por 24 horas; (3) infusdo. Todos o0s

procedimentos foram realizados em sistemas fechados e protegidos da luz.

4.1.1.2. Verificagcao do rendimento-massa

Foram usados 200 mL de solvente para cada 100g de polpa a ser extraida, sendo
testados cinco solventes: 4gua destilada, para obtencao do extrato aquoso (EAP); etanol, para
obtencéo do extrato etandlico (EEP); 4gua destilada e etanol (1:1), para obtencao do extrato hidro-
etandlico (EHEP); cloroférmio e n-hexano, para obtencédo da fase organica (6leo de pequi), cujos

extratos foram inicialmente denominados de extrato cloroférmico (ECP) e extrato hexanico (EHP).

O extrato aquoso foi obtido por infusdo, enquanto os demais extratos, por maceragao a
frio. Os extratos obtidos foram submetidos a evaporagdo sob pressdo reduzida em rota-
evaporador, seguida de evaporagdo em bombas de alto vacuo. O rendimento-massa foi verificado

e os extratos foram imediatamente congelados em freezer a —86°C.

Ap0s cada extracdo, uma aliquota de 2,0 mL foi enviada para o Instituto de Quimica da
Universidade de Brasilia, para analise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN); o extrato
cloroférmico também foi submetido a analise por Cromatografia Gasosa (Anexo ).
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4.2. Testes pré-clinicos e toxicolégicos em camundongos

Como testes de seguranca toxicoldgica in vivo foram usados a pesquisa de micronucleos,
gue avalia quebras cromossdmicas (danos de fita dupla) e o teste do cometa, que também avalia
danos de fita simples no DNA. Estes testes também foram usados para verificar se 0s extratos de
pequi sdo capazes de proteger as células contra mutacdes induzidas pelos agentes
quimioterapicos Bleomicina e Ciclofosfamida. Posteriormente o teste de TBARS foi utilizado para
verificar diferengas no nivel de peroxidacgéao lipidica do plasma. Os resultados foram publicados na
Revista Genetics and Molecular Biology (Anexo ).

4.2.1. Quimioterapicos

A Bleomicina (CAS 011056-06-7) foi obtida na forma de sulfato estéril (Blenoxane) (Bristol-
Myers Company) e a Ciclofosfamida (CP: CAS 6055-19-2), na forma de Genuxal (ASTA Medica
Laboratory).

4.2.2. Extratos de pequi

Foram usados o0s extratos aquoso e cloroférmico (aqui denominado de extrato organico de
pequi ou EOP), sendo ambos obtidos por aquecimento em aparelho soxhlet sob atmosfera de
argonio. A escolha dos extratos e do método de extragdo foi baseada no trabalho de Khouri et al.

(2007) e no rendimento-massa obtido neste trabalho.

4.2.3. Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss albino de ambos 0s sexos,
procedentes da Bioagri Laboratérios (Planaltina/DF), com 60 a 120 dias de vida e massa corporal
de aproximadamente 30g + 2g. Os camundongos foram alojados em caixas plasticas devidamente
etiquetadas, sendo mantidos a temperatura ambiente (22°C + 2°C) e com livre acesso ao alimento

e a agua.

4.2.4. Teste do micronacleo (MN)

Para a pesquisa de micronucleos foi utilizado apenas o extrato organico do pequi (EOP),
umavez que o extrato aquoso foi testado previamente por Khouri et al. (2007).

Camundongos de ambos os sexos foram randomizados em doze grupos (M1 a M12),

contendo oito animais/grupo. O EOP foi administrado diariamente durante 10 dias por via oral
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(v.0.) através de gavagem nas concentracbes de 05 e 1 mL kg™’ de massa corporal
(correspondentes a 15uL e 30uL, respectivamente), sozinho ou em combina¢do com uma Uunica
injecdo intraperitoneal (i.p.) de Bleoxina (BLM) ou Ciclofosfamida (CP) (para concentracdes, olhar
Tabela 12 - itens resultados). A BLM foi diluida em solu¢do salina a 0,9%, enquanto a CP foi
diluida em agua destilada. O grupo controle recebeu agua filtrada no lugar do EOP e nenhum
quimioterapico foi administrado. Os experimentos foram programados para testar dois grupos de
cada vez e, de acordo com os resultados obtidos, foram feitas alteracdes nas dosagens do EOP e

nas concentragcfes dos quimioterapicos utilizados (Tabela 12 — item resultados).

As laminas de células da medula 6ssea foram preparadas de acordo com o protocolo
proposto por Schmid (1975), com modificagdes. Apds o tratamento, os animais foram sacrificados
por meio de deslocamento cervical e as células da medula 6ssea foram imediatamente removidas
do fémur para um tubo Falcon, utilizando uma seringa de insulina contendo 1 mL de soro fetal
bovino (Difco). O excesso de sobrenadante foi retirado apds centrifugacdo a 800-1000 r.p.m
durante 10 minutos, as células foram homogeneizadas por agitagdo em vortex e duas laminas por
animal foram preparadas e coradas de acordo com o método Giemsa. Um total de 2.000 eritrécitos
foi contado por animal, sendo 1.000 policromaticos (EPC) e 1.000 normocrométicos (ENC). Foram
avaliadas a frequéncia de micronicleos em cada tipo de eritrécito e a taxa de eritrécitos

policrométicos em relacéo aos eritrécitos totais.

Os testes estatisticos foram conduzidos através do teste ndo-paramétrico de Mann-

Whitney, com nivel de significancia < 0,05.

4.2.5. Eletroforese em gel de célula unica — Teste do Cometa

Foi realizado apos a pesquisa de micronucleo, utilizando as dosagens mais adequadas
dos extratos organico (EOP) e aquoso (EAP) verificadas, respectivamente, neste experimento e
por Khouri et al. (2007). A concentracdo de BLM usada, de 25 mL kg™ de massa corporal, foi
definida neste trabalho apds os experimentos de analise de micronicleo. Foram utilizados nove
grupos randomizados de oito camundongos de ambos os sexos (C1 a C9) e os tratamentos

seguiram 0 mesmo padrédo do teste de MN (Tabela 13 — item resultados).

O teste do cometa foi feito segundo metodologia proposta por Singh et al. (1988), com
pequenas modificacdes. Laminas de microscopio de extremidade fosca foram mergulhadas em
1,5% de agarose ponto de fusdo normal (NMA) em solugéo salina PBS e colocadas para secar a
temperatura ambiente. Subsequentemente, retirou-se 20 uL de sangue periférico da cauda de
cada camundongo e transferiu-se para um eppendorf contendo 120 pL de 0,5% de agarose baixo
ponto de fusdo (LMA da Gibco BRL) em solugédo salina PBS a 37°C. Essa mistura foi entao
distribuida nas laminas (2 laminas/animal). Cada lamina foi coberta por laminula e colocada para
secar a 4°C durante 10 minutos. Apos solidificagdo, as laminulas foram removidas e as laminas
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foram mergulhadas em solugéo de lise fresca contendo 2,5M NaCl, 100mM EDTA, 10mM Tris (pH
ajustado para 10,0 com NaOH), 1% de N- lauroil sarcosina, 1mL de Triton X-100 e 10 DMSO. A
solugéo de lise fresca foi preparada a partir de uma solucéo-estoque contendo NaCl 2,5M; EDTA
100mM e Tris 10mM. Protegidas da luz, as laminas permaneceram nessa solu¢édo, mantidas a 4°C
durante 24 horas. Posteriormente, as laminas foram transferidas para uma cuba de eletroforese e
submersas em tampéo alcalino (300mM NaOH and 1mM EDTA, pH > 13.0) recém-preparado e
mantido a 4°C. Apos 30 minutos de submersdo neste tampao, procedeu-se com a eletroforese a
250V, 350mA a 4°C durante 40 minutos. A seguir, as laminas foram transferidas para uma cuba
contendo tampéo de neutralizagdo (0.4M Tris-HCI; pH 7.5). A cada 5 minutos, as laminas eram
retiradas do tampdo, permanecendo a temperatura ambiente durante 5 minutos e depois
retornando por mais 5 minutos ao tampao, e assim sucessivamente, num total de 30 minutos. Em
seguida, as laminas foram colocadas para secar a temperatura ambiente durante 1 hora e foram
posteriormente fixadas em etanol 100% por 5 minutos. Apos secagem, as laminas foram
guardadas a 4°C até o momento de uso. Todas as etapas foram realizadas em auséncia de luz
direta (penumbra) para evitar danos adicionais no DNA. O processo de coloragdo foi feito com
brometo de etidio a 20ug/mL. A avaliacdo visual foi feita através de um microscépio de
fluorescéncia Axioskope 2 da Zeiss, filtro de 510-560 nm, barreira de filtro de 590 nm e aumento
total de 400x, utilizando-se as 5 classes propostas por Collins (1995) e o indice de danos no DNA

foi calculado de acordo com Jaloszynski et al. (1997).

O indice de danos (ID) no DNA foi analisado pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney,

com um nivel de significAncia < 0,05.

4.2.6. Teste de TBARS

Este teste foi usado para avaliar o estresse oxidativo decorrente da acdo de ERO sobre as
membranas celulares, através da quantificacdo de adutos MDA-TBA (malonaldeido-acido
tiobarbitdrico) (Wasowicz et al., 1993).

Para o teste de TBARS foram usados seis grupos randomizados de quatro camundongos
cada, sendo trés deles formados apenas por machos e os outros trés apenas por fémeas (T1 a
T6). Quatro grupos foram submetidos ao tratamento via oral (gavagem) com extrato de pequi e

dois grupos foram usados como controle, como a seguir:

T1- Controle fémea (agua filtrada v.o. durante 10 dias)
T2- Controle macho (agua filtrada v.o. durante 10 dias)
T3- Fémeas tratadas com EOP v.o. (0.5 mL kg™ durante 10 dias)
T4- Machos tratados com EOP v.o. (0.5 mL kg™ durante 10 dias)
T5- Fémeas tratadas com EAP v.o. (1.0 mL kg™ durante 10 dias)
T6- Machos tratados com EAP v.o. (1.0 mL kg™ durante 10 dias)
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O teste de TBARS foi realizado segundo metodologia usada por Wasowicz et al. (1993). A
solucéo de TBA foi preparada dissolvendo-se TBA (Merck) em acido acético (Merck) para uma
concentracao final de TBA 29 mmol/L, acido acético 8,75 mol/L. A solucdo-estoque de MDA foi
preparada dissolvendo-se 480uL de 1,1,3,3-tetraethoxypropano (Sigma) em 100 mL de etanol
(Merck). No momento de uso, esta solu¢ao foi diluida em agua milli-Q para produzir uma solucao
de trabalho de MDA de 10 umol/L.

O sangue dos animais foi coletado por punc¢éo cardiaca com uma seringa contendo EDTA
como anticoagulante. ApoOs centrifugacdo a 4°C por 10 min. a 1500 x g, o plasma foi
cuidadosamente removido e transferido para microtubos de 1,5 mL contendo EDTA e GSH nas
concentracdes finais de 1,34 e 0,65 mmol/L, respectivamente. As amostras foram congeladas em
nitrogénio liquido e estocadas a —86°C até o momento de uso. Para o teste de TBARS, 50 uL de
plasma ou volume adequado de solucdo de trabalho de MDA (curva-padrao) foi introduzido em
tubos de 10 mL contendo 1 mL de agua milli-Q. A seguir, foi adicionada a solugdo de TBA em
acido acético (29 mmol/L e 8,75 mol/L, respectivamente; pH da solucdo 2,4-2,6). O contetdo dos
tubos foi agitado e os tubos foram colocados em banho-maria a 95°-100°C durante 1 hora. Apds o
resfriamento das amostras a temperatura ambiente, foram adicionados 25 pL de HCI 5 mol/L e 3,0
mL de butanol. Os tubos foram agitados em vartex por 5 segundos e a fase alcodlica foi separada
por centrifugacéo a 1.500 x g durante 10 minutos. A leitura da fluorescéncia da fase alcodlica foi
feita no equipamento Espectrofluorometer FP-777 (JASCO), utilizando-se os comprimentos de
onda 525 nm para excitacéo e 547 nm para emissédo. A curva-padrdo foi preparada com solucdes
de MDA de 0-0,15 nmol/mL.

A quantificacdo de adutos MDA-TBA, em nm/mL, foi analisada pelo teste ndo-paramétrico

de Mann-Whitney, com um nivel de significancia < 0,05.

4.3. Testes com voluntarios atletas

Esta etapa visou avaliar os efeitos antioxidantes e fitoterapicos do extrato organico de
pequi (EOP), aqui denominado de dleo de pequi, na lipemia pds-prandial, na pressédo arterial e
contra danos celulares e no DNA decorrentes do estresse oxidativo induzido pelo exercicio. Para
tal, foram firmados contratos de parceria com as empresas Farmacotécnica e Laboratério Sabin de
Andlises clinicas Ltda/NGcleo de Apoio a Pesquisa. A empresa Farmacotécnica coube o
encapsulamento do 6leo de pequi. O Laboratério Sabin foi responsavel pela afericdo da pressao

arterial dos atletas, coleta do sangue e exames laboratoriais.
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4.3.1. Procedimentos de extragdo da polpa do pequi e preparacao das
capsulas

A polpa do pequi foi extraida por maceracéo a frio, usando cloroférmio como solvente. O
extrato obtido foi submetido a evaporacéo sob pressao reduzida em rota-evaporador, seguida de
evaporacao em bombas de alto vacuo e imediatamente encaminhado & empresa farmacéutica de
manipulacdo Farmacotécnica para ser encapsulado. O 6leo do pequi foi incorporado em g.s.p. de
Aerosil (dioxido de silicio coloidal), de forma que os usuarios ingerissem uma dose diaria de 400
mg. A producdo das capsulas foi patenteada com o nimero PI0601631-6 (Instituto Nacional da

Propriedade Industrial — INPI, Centro de Apoio ao Desenvolvimento Tecnoldgico — CDT/UnB).

4.3.2. Desenho experimental

Voluntarios corredores de rua (n=125) de ambos os sexos (76 homens e 49 mulheres) e
de diferentes faixas etarias (15 a 67 anos) foram recrutados em escolas de ensino médio,
faculdades, Universidade de Brasilia (UnB), Policia Civil (PCDF), clubes, grupos de danga e
empresas de Brasilia (Distrito Federal). Os testes foram realizados ao ar livre e em terreno plano
apos corridas de 4, 5, 6, 7, 8, 10, 16, 19 ou 21 Km, dependendo do condicionamento fisico do
atleta. Como critérios de selecdo, os voluntarios deveriam correr no minimo 4 Km e participar de
duas corridas de mesma distancia, antes (grupo controle) e depois (grupo de tratamento) da
ingestao diaria de 400 mg de 6leo de pequi em cépsulas durante 14 dias consecutivos. A escolha
da ingestéo diaria levou em consideracao a dose didria maxima de carotendides recomendada

pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e os dados da literatura sobre o pequi.

Os voluntéarios foram informados sobre o propésito do estudo e todos eles assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE - Anexo IV e V), bem como preencheram um
guestionario sobre seus habitos e estilos de vida, doencas crbénicas pré-existentes, historico
familiar de doencas crénicas, existéncia de infeccao/inflamacao e estresse psicossocial (Anexo
VI). Os participantes foram randomizados e receberam um ndmero (senha a-numérica), a fim de
manter sua privacidade. Todos tiveram acesso aos resultados de seus exames e ficaram livres
para desistir do estudo a qualquer tempo. Dos 139 atletas que participaram da primeira corrida,
125 concluiram sua participac@o. Apds a primeira corrida, os atletas receberam as capsulas de
pequi e foram instruidos para ingeri-las por 14 dias consecutivos durante ou imediatamente depois

do almocgo, comecgando no dia da primeira corrida e finalizando na véspera da segunda corrida.

Todos os participantes tiveram sua pressdo arterial aferida antes de cada corrida.
Imediatamente apds o término das corridas, coletou-se o sangue de cada atleta para a realizacéo
dos exames no laboratério de genética da UnB e no Laboratério Sabin. Ao laboratdrio de genética
da UnB coube a genotipagem da haptoglobina e das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPX1 e

os testes do cometa e de TBARS. Os laboratdrios Sabin ficaram responsaveis pela realizagdo dos
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seguintes exames: hemograma completo, perfil lipidico e dosagens séricas de TGO, TGP, CPK e
PCR-US.

O material bioldgico encontra-se estocado no Laboratério de Genética da Universidade de
Brasilia, responsavel pela guarda das amostras, cujo local é de acesso restrito somente aos

pesquisadores envolvidos no projeto.

4.3.3. Coleta de sangue

Ap0s cada corrida, foram coletados 20 mL de sangue de cada atleta, utilizando-se agulhas
descartaveis estéreis e tubos Vacutainer (4 mL/tubo) devidamente identificados com o nimero da
amostra. Foram usados dois tubos para sangue total contendo EDTA e trés tubos SST gel para
andlise quimica de soro. Desses, um tubo para sangue total e um tubo para soro foram

encaminhados ao laboratério de genética, sendo o restante encaminhado aos Laboratérios Sabin.

4.3.4. Teste do Cometa

Para o teste do cometa (Singh et al.,1988) algumas altera¢cbes foram feitas, em relagcdo ao
protocolo usado para camundongos. Foram misturados em microtubos 120 uL de sangue total em
720 uL de 0,5% de agarose baixo ponto de fusdo (LMA da Gibco BRL) em solu¢éo salina PBS a
37°C para a confeccao de seis laminas/amostra. Apés solidificacdo e remocao das laminulas,
duas laminas foram mergulhadas em solugéo de lise fresca (controle). As outras laminas foram
tratadas com H,O, nas concentra¢gbes de 250 uM e 1 mM (2 laminas/tratamento), colocadas sob
refrigeracao por 5 minutos e s6 entdo mergulhadas em solugdo de lise fresca apds remocgédo das

laminulas. A eletroforese foi realizada a 250 V, 300 mA a 4°C durante 40 minutos.

4.3.5. Teste de TBARS

O teste de TBARS seguiu a mesma metodologia usada para camundongos (Wasowicz et
al. 1993).

4.3.6. Preparacao do sangue para genotipagem da haptoglobina e enzimas
antioxidantes

O sangue total foi centrigugado a 1.500 x g 4°C durante 10 minutos. Com a ajuda de uma
pipeta Pasteur o plasma foi cuidadosamente removido e transferido para microtubos de 2 mL

contendo EDTA e GSH nas concentrag6es finais de 1,34 e 0,65 mmoal/L, respectivamente. As
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amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e estocadas a —86°C até o momento de uso.
Subsequentemente, o byffy coat (fracdo leucocitaria) foi transferido para novos microtubos de 2
mL previamente etiquetados, que receberam igual volume de tampao de estocagem de eritrcitos
(0,0598 M citrato trisddico; 0,02 M NaH,PO,; 0,0197 M Na,HPO,; 40% glicerol; pH 7,1). Apds
homogeneizacéo, armazenou-se em freezer —20°C. O mesmo procedimento foi realizado com a

papa de heméacias.

4.3.7. Extragao de DNA

Foi feita a partir do byffy coat (fracdo leucocitaria) por kits de extracdo GFX™ da
Amersham Biociences, de acordo com as especificacdes do fabricante. Os DNAs extraidos foram
guantificados em gel de agarose por comparacao visual com padrées previamente quantificados

em espectrofotbmetro, e congelados em freezer —20°C até o momento de uso.

4.3.8. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e RFLP (polimorfismos de
tamanho de fragmentos de restricdo)

A amplificacdo dos fragmentos de DNA foi feita por meio da reagcdo em cadeia da
polimerase (PCR), usando-se um termociclador MJ PTC-100 (MJ. Research Inc.). A Tabela 4
apresenta as concentragfes e quantidade de reagentes que foram empregados nas PCRs dos
polimorfismos estudados. As sequéncias dos iniciadores e as enzimas de restricdo que foram
utilizadas nas andlises dos polimorfismos das enzimas antioxidantes sdo mostradas na Tabela 5.
As Tabelas 6 e 7 apresentam, respectivamente, a sequéncia de iniciadores e 0s pares de
iniciadores especificos que foram usados na andlise do polimorfismo da cadeia Hpoa da

haptoglobina.
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Tabela 4 — ConcentragBes e quantidade de reagentes (em pl) empregados nas PCRs dos
polimorfismos estudados.

Quantidade por amostra

Reagentes

Haptoglobina Mn-SOD CAT GPX1
H,O% 8,06 12,60 12,60 7,11
Tampéo 10X° 1,57 2,55 2,55 1,25
dNTP® 1,25 1,50 1,50 0,31
Iniciadores" 0,50 1,30 1,30 1,25
MgCl, (50 mM) 0,63 0,70 0,70 0,13
Taqg 0,08 0,15 0,15 0,20
polimerase®
Total 12,09 18,80 18,80 11,50
DNA (25ng/ul) * * * *

33gua destilada, deionizada e autoclavada; tamp&o com MgCl, 2 mM fornecido pelo fabricante da Tagq DNA
Polimerase; °10 mM; d0,2 uM de cada iniciador; ®5 U/pl; *variou de acordo com a quantificacio do DNA.

Tabela 5 — Sequéncia de iniciadores e enzimas de restricdo utilizadas nas analises dos

polimorfismos estudados de MN-SOD, CAT e GPXL1.

Marcador Sequénciado primer ou iniciador Referéncia Enzma?e
Restrigcéo
Mn-SOD
Sense 5' ACCAGCAGGCAGCTGGCGCCGG 3 M;tlruggglet Ngo MIV
Antisense 5 GCGTTGATGTGAGGTTCCAG 3’
CAT
Ukkola et al., inf
Sense 5' AATCAGAAGGCAGTCCTCCC 3' 2001 Hinf |
Antisense 5 TCGGGGAGCACAGAGTGTAC 3’
GPX1
Zhao et al.,
Sense 5’AGCCCAACTTCATGCTCTTC 3’ 2005 Apa |
Antisense 5'CAGGTGTTCCTCCCTCGTAG 3’
4.3.8.1. Genotipagem da Mn-SOD - Polimorfismo Val9Ala na

sequéncia-sinal mitocondrial (NCBI, refSNP ID: rs1799725)

As condicdes de PCR envolveram uma desnaturacgéo inicial do DNA a 95°C por 5 minutos,

seguida de 35 ciclos de amplificagdo a 95°C por 1 minuto, 61°C por 1 minuto (anelamento), 72°C

por 2 minutos (extensao) e uma extensao final a 72°C por 7 minutos. O produto amplificado de 107

pb foi digerido com a endonuclease Ngo MIV a 37°C durante 4 horas (Tabela 6) e os fragmentos
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de restricao foram visualizados apds eletroforese em gel de poliacrilamida 6% nao-desnaturante, a
150 V, 20-30 mA, durante 2 horas e coloragao com nitrato de prata.

Tabela 6 — Concentragbes e quantidade de reagentes empregados na digestdo dos produtos da
PCR de Mn-SOD com Ngo MVI.

Reagente Quantidade por tubo (uL)
Agua milli-Q 12,3
Tampéo 10X 2,0
BSA Acetilado 0,2
Ngo MIV(10U/ul) 0,5
Total do Mix 15,0
Produto da PCR 5,0
Volume final 20,0

A Amplificacdo por PCR gerou um fragmento de 107 pb. O alelo 1 ou T (Val - GTIT),
selvagem, por ndo ter sitio de restricdo para a enzima Ngo MIV, gerou um fragmento de 107 pb. A
substituicdo T—C (alelo 2 ou C ou Ala — GCT, mutante) criou um sitio de restricdo, gerando dois
fragmentos, um de 89 pb e outro de 18 pb (Figura 2) (Mitrunen et al., 2001; Akyol et al., 2005).

Figura 2 — Analise dos gendétipos do polimorfismo Ngo MIV no gene da Mn-
SOD.

Os produtos da PCR foram digeridos com Ngo MIV e submetidos a eletroforese em gel
de poliacrilamida 6%, seguida por coloragdo com nitrato de prata. 1- Homozigoto 1-1
(val/val); 2- Heterozigoto 1-2 (Val/Ala); 3- Homozigoto 2-2 (Ala/Ala); 4- Padréo de peso
molecular (100bp DNA Ladder). Os tamanhos dos produtos da restricdo séo indicados
nas laterais.
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4.3.8.2. Genotipagem da CAT - Polimorfismo -21A/T na regi&o
promotora (NCBI, refSNP ID: rs7943316)

As condicdes de PCR envolveram uma desnaturacgéo inicial do DNA a 94°C por 5 minutos,
seguida de 35 ciclos de amplificagdo a 94°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto (anelamento), 72°C
por 1 minuto (extensdo) e uma extenséo final a 72°C por 10 minutos. O produto amplificado de
250 pb foi digerido com a endonuclease Hinf | a 37°C durante 4 horas (Tabela 7) e os fragmentos
de restricao foram visualizados apés eletroforese em gel de poliacrilamida 6% ndo-desnaturante, a
150 V, 20-30 mA, durante 2 horas e coloragao com nitrato de prata.

Tabela 7 — Concentragbes e quantidade de reagentes empregados na digestdo dos produtos da
PCR de CAT com Hinf I.

Reagente Quantidade por tubo (ulL)
Agua milli-Q 13,4
Tamp&o 10X 1,2
Hinf | (10U/pl) 0,5
Total do Mix 15,0
Produto da PCR 5,0
Volume final 20,0

A amplificacdo por PCR gerou um fragmento de 250 pb. O alelo selvagem (A), por
apresentar um sitio de restricdo para a enzima Hinf |, resultou em dois fragmentos, um de 177 pb
e outro de 73 pb. A substituicdo A—T, ao eliminar o sitio de restricdo, gerou um fragmento de 250
pb (Figura 3) (Goth e Vitai, 1997; Ukkola et al., 2001; Lee et al., 2002).

Figura 3 — Andlise dos gendtipos do polimorfismo Hinf | no gene da CAT.

Os produtos da PCR foram digeridos com Hinf | e submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida 6%, seguida por coloracdo com nitrato de prata. 1- Padrdo de peso
molecular (100bp DNA Ladder); 2- Homozigoto TT; 3- Heterozigoto AT; 4- Homozigoto
AA;. Os tamanhos dos produtos da restricdo sao indicados nas laterais.

Ana Luisa Miranda-Vilela 46



Materiais e Métodos

4.3.8.3. Genotipagem da GPX1 — Polimorfismo Prol198Leu (NCBI,
refSNP ID: rs1050450)

As condicdes de PCR envolveram uma desnaturacgéo inicial do DNA a 94°C por 5 minutos,
seguida de 35 ciclos de amplificacdo a 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos
(anelamento), 72°C por 45 segundos (extensédo) e uma extensédo final a 72°C por 7 minutos. O
produto amplificado de 400 pb foi digerido com a endonuclease Apa | a 30°C durante 16 horas
(Tabela 8) e os fragmentos de restricdo foram visualizados apoOs eletroforese em gel de
poliacrilamida 10% nao-desnaturante, a 150 V, 20-30 mA, durante 4 horas e colora¢do com nitrato

de prata.

Tabela 8 — Concentragbes e quantidade de reagentes empregados na digestdo dos produtos da
PCR de GPX1 com Apa .

Reagente Quantidade por tubo (ulL)
Agua milli-Q 13,4
Tampéo 10X 1,2
Apa | (10U/ul) 0,6
Total do Mix 15,0
Produto da PCR 50
Volume final 20,0

A amplificagdo por PCR gerou um fragmento de 400 pb. Nesta regido, tém sido descritos
dois sitios de restricdo detectaveis pela enzima Apa |: o primeiro gera 2 fragmentos, um de 205 pb
e outro de 195 pb; o segundo (localizado dentro do fragmento de 205 pb) gera outros 2
fragmentos, um de 117 pb e outro 88 pb (Zhao et al., 2005). O alelo 1 ou C ou Pro (selvagem) por
apresentar os dois sitios de restri¢do, gerou 3 fragmentos, um de 195 pb, um de 117 pb e outro de
88 pb. Como a substituicdo C—T eliminou um dos sitios de restricdo, 0 alelo 2 ou T ou Leu

(variante) gerou 2 fragmentos, um de 205 pb e outro de 195 pb (Figura 4).
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205 ph
200 pb 184 ph
117 ph

Figura 4 — Andlise dos genotipos do polimorfismo Apa | no gene da GPX1.

Os produtos da PCR foram digeridos com Apa | e submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida 6%, seguida por coloracdo com nitrato de prata. 1- Padrdo de peso
molecular (100bp DNA Ladder); 2- Homozigoto CC ou 1-1 (Pro/Pro); 3- Heterozigoto CT
ou 1-2 (Pro/Leu); 4- Homozigoto TT ou 2-2 (Leu/Leu). Os tamanhos dos produtos da
restri¢cdo sdo indicados nas laterais.

4.3.8.4. Genotipagem da Haptoglobina

Para a vizualizacdo dos diferentes alelos da cadeia o da haptoglobina (Hp*®, Hp'" e Hp?)
foram necesséarias trés PCRs distintas, com pares de iniciadores especificos para cada
polimorfismo (Tabelas 9 e 10).

As condicdes de PCR envolveram uma desnaturacgéo inicial do DNA a 95°C por 3 minutos,
seguida de 35 ciclos de amplificacdo em trés etapas: desnaturagdo a 94°C por 40 segundos,
anelamento a 58°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 2 minutos. Os fragmentos foram
submetidos a eletroforese vertical em gel de poliacrilamida 6% nao-desnaturante a 150 V, 20-30
mA, por 1 hora e 30 minutos e corados com nitrato de prata (Figura 5).
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Tabela 9 — Sequéncia de iniciadores utilizados na andlise do polimorfismo de Hp.

Haptoglobina Sequéncia de nucleotideos (5'—3’) Referéncia
F3 CAG GAG TAT ACA CCT TAAATG
S2 TTATCC ACT GCT TCT CAT TG
Yano et al.,
C42 TTA CAC TGG TAG CGA ACC GA 1998
C72 AAT TTAAAATTG GCATTITCGCC
C51 GCA ATG ATG TCACGG ATATC

Tabela 10 — Pares de iniciadores utilizados na analise do polimorfismo de Hp e seus respectivos

tamanhos.
L Tamanho do
Alelo Par de iniciador fragmento
HplF F3eC72 1,4 Kb
Hp1S C5l1eS2 1,2 Kb
Hp2 F3 e C42 935 pb

Hp1F-IF HpiF-1S  HpiF-2 Hp1S-1S Hp1S-2  Hp2:2

14 Kb
1.2 Kb
935 ph

Figura 5 — Andlise do polimorfismo da cadeia o da haptoglobina.

Os produtos da PCR foram submetidos & eletroforese em gel de poliacrilamida 6%,
seguida por coloragcdo com nitrato de prata. Cada genoétipo esta representado por
trés pogos. Os tamanhos dos produtos das PCRs sdo indicados na lateral direita.

4.3.9. Dosagens séricas de TGO, TGP e CPK

Foram realizadas pelo Laboratdrio Sabin em um mesmo analisador automatizado, ADVIA
1650 (Bayer Diagnostics), usando-se 0s reagentes apropriados ADVIA e seguindo-se o0s
protocolos do fabricante.
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4.3.10. Hemograma

Os exames foram realizados pelo Laboratério Sabin, em um mesmo aparelho
automatizado, Cell-Dyn 3700, seguindo-se o procedimento do fabricante (Abbott) e usando-se
controles interno (do fabricante — Cell-Dyn 22) e externo (PELM — Programa de Exceléncia para

Laboratoérios Médicos, Control-Lab).

4.3.11. Lipidograma

As dosagens séricas de colesterol total, triglicerideos, LDL, HDL e VLDL foram realizadas
pelo Laboratério Sabin, usando-se método colorimétrico enzimético executado em analisador

automatizado Advia 1650 (Bayer Diagnostics).

4.3.12. Dosagem sérica de PCR-US

A PCR-US foi dosada pelo Laboratério Sabin, através de ensaio imunométrico (Immulite
2000).

4.3.13. Andlises Estatisticas

Os marcadores utilizados foram submetidos ao teste de probabilidade de aderéncia ao
Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) pelo método convencional do qui-quadrado (3%). Os p-valores
foram estimados pelo Método de Cadeia de Markov, utilizando-se o programa Genepopweb
versdo 4.0 (http://genepop.curtin.edu.au). O mesmo programa foi usado para calcular as
frequéncias alélicas e genotipicas de cada loco e os parametros de diversidade genética tais como
heterozigosidade observada (H;), heterozigosidade esperada (Hs) e coeficiente de endogamia

intrapopulacional (Fs).

Para verificar diferengas nos valores dos exames antes e depois das capsulas de pequi foi
usado o teste T para amostras dependentes. A influéncia de variaveis tais como sexo, faixa etaria,
Km percorrido e genétipos foi investigada através do seguinte modelo de ANOVA: Y = 4 + T; + pj
+ (Tp); + ej, onde p é a média geral, 1; 0 efeito da capsula do pequi, p; o efeito da j-ésima variavel
testada e ejx 0 erro aleatorio. Considerou-se para essas analises apenas 0s casos em que 0 erro
aleatorio ey apresentou distribuicdo normal com média zero e variancia constante. Também foram
considerados apenas 0s casos em que 0s erros associados as observacdes foram nao
correlacionados. Uma vez confirmada a néo-interacdo entre o tratamento com as capsulas de
pequi e as variaveis estudadas (sexo, faixa etaria, Km percorrido e genétipos), prosseguiu-se com

as analises de cada variavel separadamente. Neste caso, quando os efeitos das variaveis foram
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diferentes de zero, utilizou-se o teste LSD de Fisher para verificar diferencas entre as categorias
das variaveis estudadas. Nos casos em que o teste LSD de Fisher detectou diferencas, trabalhou-
se com o teste T para amostras dependentes para verificar diferencas nas comparacdes antes-
depois do tratamento com pequi dentro de cada uma das categorias de variaveis. Quando a
interacdo entre a utilizacdo das capsulas de pequi e a variavel estudada nao foi rejeitada, as
limitacBes das técnicas de andlise de variancia impossibilitaram prosseguir separadamente com as
andlises. As analises foram feitas utilizando-se os softwares aplicativos SPSS (Statistical Package
for the Social Sciences) verséo 17.0 e SAS (Statistical Analysis System) verséo 9.1.3, service pack
3.

Ana Luisa Miranda-Vilela 51



Resultados

5. RESULTADOS

5.1. Obtencéo dos extratos

5.1.1. Verificag&do do melhor sistema para extragao

Uma vez que em testes prévios com os extratos aquoso (EAP) e cloroférmico (ECP) o
rendimento-massa foi menor na extragdo em aparelho soxhlet do que por maceracgéo a frio (dados
ndo mostrados), optou-se pelo segundo tipo de extracdo, visando ndo s6 um maior rendimento
mas também evitar a perda de componentes termossensiveis. Posteriormente o método de
extracdo por infusdo também foi testado para a obtencdo do extrato aquoso. Visto que este
método forneceu maior rendimento-massa e houve menos problema de contaminacao, foi

escolhido para o teste de verificagdo do rendimento-massa do EAP.

5.1.2. Verificag&o do rendimento-massa

Os resultados da extracdo da polpa com diferentes solventes e o rendimento-massa de
cada extrato sdo mostrados na Tabela 11. Nesta etapa, o extrato aquoso (EAP) foi obtido por
infusdo, enquanto os outros extratos, por maceracdo a frio. Durante a remocédo dos solventes,
EAP produziu muita espuma (persistente), indicando a presenca de saponinas. EEP e EHEP

espumaram muito menos, enquanto ECP e EHP néo produziram espuma.

Tabela 11 - Resultados do rendimento-massa obtidos apds extragdo da polpa do fruto do pequi
(Caryocar brasiliense Camb.) com diferentes solventes.

Rendimento-massa

Solvente Extrato (9/100g polpa)
Hexano Extrato hexanico (EHP) 2.8
Cloroférmio Extrato cloroférmico (ECP) 3.9
Agua destilada Extrato aquoso (EAP) 3.4
Etanol Extrato etandlico (EEP) 3.0
Agua destilada/etanol (1:1) Extrato hidro-etandlico (EHEP) 2.2

Embora o rendimento-massa de EAP e de ECP tenham sido similares, a remocéo da agua
do EAP foi extremamente demorada, uma vez que nesta etapa os solventes foram removidos a
temperatura ambiente. Enquanto somente algumas horas foram requeridas para remover o
cloroférmio do ECP, foram necesséarios trés dias para que a dgua fosse completamente retirada do
EAP. Neste caso, o EAP foi congelado entre os procedimentos de remocéo do solvente para evitar

a contaminacao.
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5.2. Testes pré-clinicos e toxicolégicos em camundongos

5.2.1. Teste do micronucleo (MN)

A média e o desvio-padréo (DP) dos resultados obtidos na pesquisa de micronicleos em
células da medula 6ssea de camundongos sdo apresentados na Tabela 12. Como previamente
publicado (Miranda-Vilela et al., 2008), nenhuma das concentracdes usadas de EOP (1 mL kg™ ou
0,5 mL kg™, grupos M3 e M8, respectivamente) teve efeito clastogénico ou citotoxico sobre as
células da medula 6ssea de camundongos quando comparadas com o grupo controle (M1).
Entretanto, o indice de proliferacdo celular, expresso como porcentagem de EPC (%EPC),
aumentou nos grupos M3 e M8 (p=0,0117 e p=0,0460, respectivamente). Nado houve diferenca
significativa nas frequéncias de MN-EPC (p=0,5780), de MN-ENC (p=0,7004) e do indice de
proliferacdo celular (p=0,9163) entre os grupos M3 e M8. O grupo tratado com CP a 30 mg kg™
(M2) apresentou aumento significativo na frequéncia de MN-EPC (p=0,0006) quando comparado
ao grupo controle (M1), porém nado houve reducdo significativa na %EPC (p=0,5286). O
tratamento conjugado de CP a 30 mg kg™ com EOP a 0,5 mL kg™ (grupo M9) ndo afetou
significativamente a porcentagem de EPC quando comparado ao grupo M2. No entanto, o
aumento da frequéncia de MN-EPC durante o tratamento conjugado de CP a 30 mg kg‘l com EOP
almL kg‘l (grupo M4) foi maior do que a soma das frequéncias individuais apresentadas por CP
e EOP (p = 0,0309). BLM a 50 mg kg‘l (grupo M5) provocou lise das células da medula dssea,
como mostrado na Figura 6. Na concentracéo de 25 mg kg‘l, a BLM néo alterou significativamente
a frequéncia de MN-EPC (grupo M7 contra grupo M1), mas na concentracdo de 10 mg kg‘l (grupo
M11) houve inducgéo significativa de MN-EPC .
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Tabela 12 — Avaliacdo de micronicleos (MN) nas células da medula 6ssea de camundongos da
linhagem Swiss albino tratados por via oral (v.0.) com extrato organico (EOP) da
polpa do fruto do pequi (Caryocar brasiliense Camb.), exclusivamente ou conjugado
com uma Unica injecdo intraperitoneal (i.p.) de Bleomicina (BLM) ou de
Ciclofosfamida (CP).

Eritrocitos
Eritrocitos policrométicos (EPC)  normocrométicos
(ENC)
indice de
Grupo  Tratamento proliferacao Média e DP do Média e DP do
celular nimero de MN  nimero de MN
(%EPC)

M1 Controle (agua filtrada) 59,22 + 3,34 1,38 + 1,06 0,75+0,88

M2 CP (30 mg kg’l, i.p., 24 h antes do 58,23 +6,81 11,5+6,71° 0,5+0,92
sacrificio)

M3 EOP (1 mL kg’l, v.0., durante 10 67,26 + 6,33° 1+0,75 0,5+1,06
dias)

M4 EOP (1 mL kg™, v.o., durante 10 63,00+10,10 22,63 +13,23" 1,25+ 1,48
dias) + CP (30 mg kg™, i.p., 24 h
antes do sacrificio)

M5 BLM (50 mg kg™, i.p., 24 h antes do o* o* 0*
sacrificio)

M6 EOP (1 mL kg™, v.o., durante 10 53,65 + 8,38" 5,37 + 2,82 2,00 +1,41
dias) + BLM (50 mg kg™, i.p., 24 h
antes do sacrificio)

M7 BLM 25 mg kg’l, i.p., 24 h antes do 49,99 +11,88 2,25+1,38 1,75+ 1,03
sacrificio)

M8 EOP (0,5 mL kg’l, v.0., durante 10 67,62 + 9,66° 1,00+ 1,41 0,5+0,75
dias)

M9 EOP (0,5 mL kg’l, v.0., durante 10 57,84 +7,31 9,25 +4,71 1,87 +1,95

dias) + CP (30 mg kg%, i.p., 24 h
antes do sacrificio)
M10 EOP (0,5 mL kg™, v.0., durante 10 51,01 + 6,56 2,75+ 0,88 0,63 +0,74°
dias) + BLM 25 mg kg™, i.p., 24 h
antes do sacrificio)

M11 BLM (10 mg kg’l, i.p., 24 h antes do 59,07 £ 2,28 8,25 + 3,24" 1,37 +1,18
sacrificio)
M12 EOP (0,5 mL kg™, v.0., durante 10 65,37 +6,77°" 5,37 +1,50" 1,62 + 1,59

dias) + BLM (10 mg kg™, i.p., 24 h
antes do sacrificio)

*Foi observado grande lisado celular na medula 6ssea, com poucas células e auséncia de eritrocitos em
todos os animais tratados, como mostrado na Figura 6.

%p=0,0117 comparado com M1. °p=0,0003 comparado com M5. “p=0,0460 comparado com M1. %p=0,01003
comparado com M1. ®°p=0,0357 comparado com M11. p=0,0357 comparado com M1. 9p=0,0006 comparado
com M1. "p=0,0309 comparado com M2. 'p=0,0006 comparado com M1. 'p=0,0003 comparado com M5.
¥p=0,0009 comparado com M1. 'p=0,0172 comparado com M1. "p=0,0006 comparado com M1. "p=0,0009
comparado com M1. °p=0,0332 comparado com M7.

A comparacao dos grupos M5 e M6 mostrou que o EOP a 1 mL kg‘l protegeu claramente
as células da medula 6ssea contra a lise induzida pela BLM a 50 mg kg™ (p=0,0003 para MN-
EPC, p=0,0011 para MN-ENC e p=0,0003 para %EPC). Por outro lado, o tratamento conjugado de
EOP a 0,5 mL kg™ + BLM a 25 mg kg™ (grupo M10) n&o afetou significativamente a frequéncia de
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MN-EPC, mas reduziu a frequéncia de MN-ENC quando comparado ao grupo M7 (p=0,0332).
Apesar da reducdo de MN-EPC nao ter sido significativa quando comparados os grupos M11
(BLM a 10 mg kg™) e M12 (EOP a 0,5 mL kg™ + BLM a 10 mg kg™), a %EPC aumentou

significativamente ap6s o tratamento conjugado (p=0,0357).

5.2.2. Teste do Cometa

Como previamente publicado (Miranda-Vilela et al., 2008 — Anexo Ill), a Tabela 13 mostra
a média e o desvio-padrdo (DP) do indice de danos no DNA (ID) obtidos no teste do cometa
realizado em leucécitos do sangue periférico de camundongos tratados com EOP (0,5 mL kg‘l;
grupo C3) e EAP (1 mL kg‘l; grupo C7). Os tratamentos com EOP (C3) e EAP (C7) nédo afetaram
significativamente o indice de danos no DNA (ID), se comparados com o grupo C1 (controle

negativo), indicando que os extratos nao tiveram efeito genotdxico sobre as células.

Tabela 13 — Teste do cometa em leucécitos do sangue periférico de camundongos da linhagem
Swiss albino tratados por via oral (v.0.) com extrato organico (EOP) ou extrato
aquoso (EAP) da polpa do fruto do pequi (Caryocar brasiliense Camb.),
exclusivamente ou conjugados com injecdo intraperitoneal (i.p.) de Bleomicina
(BLM) ou Ciclofosfamida (CP).

Grupos Tratamentos Média e DP do ID
C1 Controle (agua filtrada) 121,00 + 20,89
C2 CP (30 mg kg‘l, i.p., 48 e 24 h antes do sacrificio) 313,50 + 26,91°
C3 EOP (0,5 mL kg™, v.0., durante 10 dias) 171,13 + 68,18
C4 * v.o. ias) + ip.
EOP (0,5 mL kg™, v.0 ,.d,urante 10 dias) + CP (30 mg kg™, i.p., 144,75 + 57,22
48 e 24 h antes do sacrificio)
C5 BLM (25 mg kg™, i.p., 24 h antes do sacrificio) 180,25 + 39,96°
C6 * v.o. i ip.
EOP (0,5 mL kg '.V,O. , durante 10 dias) + BLM (25 mg kg™, i.p., 15775 + 27,03"
24 h antes do sacrificio)
Cc7 EAP (1 mL kg, v.0., durante 10 dias) 169,25 + 33,13
c8 * v.o. i ip.
EAP (1 mL kg™, v.o0 : fjgrante 10 dias) + CP (30 mg kg™, i.p., 48 139.13 + 16,57°
e 24 h antes do sacrificio)
c9 EAP (1 mL kg™, v.0., durante 10 dias) + BLM (25 mg kg%, i.p.,

e 131,13 + 14,29"
24 h antes do sacrificio)

3p=0,0008 comparado com C1. °p=0,0008 comparado com C2. °p=0,0016 comparado com C1. “p=0,0134
comparado com C1. ®p=0,0008 comparado com C2. 'p=0,0273 comparado com C6. %p=0,0023 comparado
com C5.

CP a 30 mg kg‘l (grupo C2) e BLM a 25 mg kg‘l (grupo C5) foram significativamente
genotoxicas quando comparadas com o grupo C1 (p=0,0008 e p=0,0016, respectivamente). Por

outro lado, ndo houve diferenca significativa nas comparacdes do grupo controle (C1) com os

Ana Luisa Miranda-Vilela 55



Resultados

grupos C4 e C8, indicando que nas concentragfes testadas ambos os extratos foram eficientes
em proteger as células contra a genotoxicidade de CP a 30 mg kg™. A comparacéo do grupo C2
com os grupos C4 e C8 corroborou com este efeito protetor (p=0,0008 em ambos 0s casos).
Quando o grupo C5 foi comparado com os grupos C6 e C9, somente o EAP mostrou protecéo
significativa (p=0,0023), indicando que o EAP a1 mL kg‘l forneceu a maior protecéo do que EOP

a0, 5 mL kg™ contra o efeito genotoxico da BLM a 25 mg kg ™.

5.2.3. Teste de TBARS

A média e o desvio-padrdo (DP) dos resultados da fluorescéncia, bem como a
concentracdo média de malonaldeido (MDA) em nmol/mL verificada a partir da comparacao da
curva-padrao com a fluorescéncia obtida no teste de TBARS com camundongos sdo mostrados na

Tabela 14, como previamente publicado (Miranda-Vilela et al., 2008).

Tabela 14 — Peroxidacao lipidica no plasma (niveis de TBARS) de camundongos da linhagem
Swiss albino tratados por via oral (v.0.) com extrato orgéanico (EOP) ou extrato
aquoso (EAP) da polpa do fruto do pequi (Caryocar brasiliense Camb.).

Grupos Tratamentos Média e I?P .da MDA,‘ (pmol/mL)
fluorescéncia (média £ DP)

T1 Controle fémea (agua filtrada) 311,16 + 41,26 0,023 + 0,003
T2 Controle macho (agua filtrada) 307,90 + 18,17 0,023 + 0,001

T3 Fémeas tratadas com EOP (0,5 mL

kg™, v.0., durante 10 dias) 337,31 £ 39,59 0,025 + 0,003

T4 Machos tratados com EOP (0,5 mL a a
kg™, v.0., durante 10 dias) 421,36 + 46,29 0,031 + 0,003

T5 Fémeas tratadas com EAP (1 mL b b
kg™, v.0., durante 10 dias) 345,00 + 28,42 0,026 + 0,002

T6 Machos tratados com EAP (1 mL c c
392,20 £ 39,95 0,029 + 0,003

kg™, v.o., durante 10 dias)

34p=0,00002 comparado com T2. °p= 0,0248 comparado com T1. °p=0,0001 comparado com T2.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os sexos, quando comparados 0s
grupos controle fémea (T1) e controle macho (T2). Ndo houve igualmente diferenca significativa
entre os grupos Tl e T3, T3 e T5 ou T4 e T6. Entretanto, camundongos tratados com EAP
apresentaram aumento significativo da peroxidagdo lipidica (p=0,0248 para T1 contra T5, e
p=0,0001 para T2 contra T6), especialmente os machos. Resultado semelhante foi observado

entre os machos do grupo controle e os machos tratados com o EOP (T2 contra T4, p=0,00002).
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5.3. Testes com voluntarios atletas

5.3.1. Andlise dos marcadores genéticos

A distribuicdo das frequéncias alélicas dos locos de Hp, Mn-SOD, CAT e GPX1 e os
parametros de diversidade genética sdo apresentados na Tabela 15, enquanto a distribuicdo das
frequéncias genotipicas e os dados para o teste x° (EHW) sdo mostrados na Tabela 16. O teste de
aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) indicou a existéncia de desvios significativos
nos locos de Hp (p=0,0074) e Mn-SOD (p=0,0000), condizentes com uma deficiéncia de
heterozigotos para o loco da Hp (p=0,9990 para Ho= excesso de heterozigotos; p=0,0009 para Ho=
deficiéncia de heterozigotos) e um excesso de heterozigotos para o loco da Mn-SOD (p=0,0000
para Ho= excesso de heterozigotos; p=1 para Ho= deficiéncia de heterozigotos). Comparando os
valores de heterozigosidade observada (H;) e esperada (Hs) do loco Hp (Tabela 15), podemos
notar que os principais fatores que contribuiram para o desvio do EHW foram a maior frequéncia
observada de HplF-1F e de Hp1S-1S em relacdo a esperada e a menor frequéncia observada de
Hp1F-1S em relacdo a esperada (Tabela 16). Quando os alelos Hp ' foram tratados como um
bloco Unico, a distribuicdo das frequéncias dos genoétipos Hp apresentou-se de acordo com o EHW
(p=0,2181), sendo rejeitadas as hipdteses de excesso ou deficiéncia de heterozigotos (p>0,05). A
distribuicdo das frequéncias nos locos de CAT e GPX1 apresentou-se de acordo com o EHW,
sendo rejeitadas as hipéteses de excesso ou deficiéncia de heterozigotos para esses locos
(p>0,05). Os valores do coeficiente de endogamia intrapopulacional (Fs) indicaram a existéncia de
niveis relativamente reduzidos de endogamia ou de excesso de homozigotos para esses locos
(Tabela 15). Por outro lado, o loco da Mn-SOD apresentou valores de H; mais altos do que os
valores de Hs, sendo o valor de Fis compativel com selecédo a favor dos heterozigotos ou exogamia
(F1s=—0,6302) (Tabela 15). Porém, quando a populagéo foi testada como um todo (teste multi-
locos), os valores de p obtidos pelo Método de Cadeia de Markov foram condizentes com a
rejeicao da hipétese Hy de excesso de heterozigotos (p=0,6578) ou de deficiéncia de heterozigotos
(p=0,3271).
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Tabela 15 - Distribuicdo das frequéncias alélicas dos locos de haptoglobina, MN-SOD, CAT e GPX1 e parametros de diversidade genética.

Haptoglobina Mn-SOD CAT GPX1
Marcadores Alelos Hp™ Alelo  Alelo1  Alelo 2 Alelo1l  Alelo 2
Hp = Hp ™ Total Hp 2 (Val) (Ala) Alelo A Alelo T (Pro) (Leu)
Frequéncias alélicas 0,176 0,332 0,508 0,492 0,568 0,432 0,396 0,604 0,688 0,312
Heterozigosidade . -
observada (H) 0,504 0,800 0,424 0,400
'(":t)eroz'gos'dade esperada 0,6167* 0,4908** 0,4784 0,4293
S
Coeficiente de endogamia +0,1828 10,6302 +0,1137 +0,0683

intrapopulacional (Fs)

*, **Valores de p<0,05 indicam, respectivamente, deficiéncia (p=0,0009) e excesso (p=0,0000) de heterozigotos e foram gerados pelo programa de estatistica

Genepopweb versao 4.0.

Tabela 16 — Distribui¢édo das frequéncias genotipicas dos locos de haptoglobina, MN-SOD, CAT e GPX1 e dados para o teste de aderéncia ao Equilibrio
de Hardy-Weinberg (EHW) pelo método convencional do chi-quadrado (y32).

Marcadores Haptoglobina* Mn-SOD* CAT GPX1
Gendtipos  1F-1F 1F-1S 1S5-1S 1F2 152 22 11 12 22 AA AT TT 11 12 2-2
';reer?(;‘t’?gii'g‘: 0,064 0064 0,160 0,160 07280 0272 0,168 0,800 0032 0,184 0424 0392 0488 0400 0,112
N° de

individuos 8 8 20 20 35 34 21 100 04 23 53 49 61 50 14
observado

N° de

individuos 3,87 14,61 1378 21,65 40,84 30,26 40,33 61,34 2333 19,60 59,80 4560 59,17 53,66 12,17
esperado

*Valores de p<0,05 indicam desvio no Equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0,0074 para Hp e p=0,0000 para Mn-SOD) e foram gerados pelo programa de estatistica

Genepopweb versao 4.0.
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5.3.2. Avaliacdo dos efeitos do 6leo de pequi (Caryocar brasiliense Camb.)
contra danos oxidativos induzidos pelo exercicio

Todos os resultados dos exames realizados pelo Laboratério Sabin foram comparados

com os valores de referéncia fornecidos pelo laboratério (Anexo VII).

A distribuicdo dos atletas por faixa etaria no grupo total e por sexo € mostrada na Tabela
17.

Tabela 17 — Distribuicdo dos atletas por faixa etaria (em anos) no grupo total e por sexo.

Faixa etaria Total Homens Mulheres

15-19 20 13 07
20-24 25 16 09
25-29 25 16 09
30-34 12 09 03
35-39 16 09 07
40-44 10 05 05
245 anos 17 08 09

A distribuicdo dos atletas por distancia percorrida pelo grupo total e por sexo € mostrada
na Tabela 18.

Tabela 18 — Distribuicdo dos atletas por distancia percorrida (em Km) pelo grupo total e por sexo.

Distancia percorrida Total Homens Mulheres

4-5 50 28 22
6-7 38 22 16
8-10 30 20 10
16-21 07 06 01

5.3.2.1. Dosagens séricas de TGO, TGP e CPK e teste do Cometa

As influéncias da suplementac¢é@o com 6leo de pequi has dosagens séricas de TGO, TGP e
CPK e no indice de danos no DNA (ID — teste do cometa) do grupo total sdo mostradas nas
Figuras 6 e 7. Apds ingestdo do 6leo do pequi houve uma tendéncia geral de reducao de danos
nos tecidos e no DNA, tanto para o grupo total quanto para os sexos masculino e feminino, exceto
para o teste do cometa ap6s tratamento com perdxido de hidrogénio a 250uM e para o grupo de
mulheres no teste de CPK. No grupo total, os resultados do teste T para amostras dependentes
foram significativos para o TGO (p=0,0202), TGP (p=0,0292) e cometa (p=0,0003 para o controle

e p=0,0467 para o tratamento com H,O, a 1ImM).
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35,00
30,00
25,00 &
20,00
15,00 4 W Antes
1000 4 OCepois

5,00 -+

0,00
TGO (U/L) ‘ TGP (L/L)
M=123 M=123
Total

Figura 6 — Influéncias da suplementacdo com Oleo de pequi nas dosagens
séricas de TGO e TGP do grupo total.

Os dados correspondem as médias e ao erro padrdo da média (EP). Os asteriscos
indicam diferengas significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,01) na
comparagao antes-depois dos valores pelo Teste T para amostras dependentes.

35000
300,00 %
&k
250,00
200,00
15000 W Antes
100,00 OCepois
50,00
0,00
CPE (LU/L) Cometa Cometa Cometa
N=122 controle (ua) | 250 M (Ua)| 1 mM (ua)
MN=125 M=125 M=125
Total

Figura 7 — Influéncias da suplementacdo com Oleo de pequi nas dosagens
séricas de CPK e no indice de danos no DNA (ID - teste do cometa) do grupo
total.

Os dados correspondem as médias e ao erro padrdo da média (EP). Os asteriscos
indicam diferengas significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,01) na
comparagao antes-depois dos valores pelo Teste T para amostras dependentes.
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As influéncias da suplementacé@o com 6leo de pequi has dosagens séricas de TGO, TGP e
CPK e no indice de danos no DNA (ID — teste do cometa) dos sexos masculino e feminino sao
mostradas nas tabelas 19 e 20.

Tabela 19 — Influéncias da suplementagdo com 6leo de pequi nas dosagens séricas de TGO, TGP
e CPK dos sexos masculino e feminino.

Sexo TGO TGP CPK
Antes Depois Antes Depois Antes Depois
Masculino 31,14 + 30,38 + 23,77 + 23,18 + 373,56 293,82 £
0,95 0,82 1,23 1,18 47,37 30,48
Feminino 27,84 + 24,92 + 22,04 + 19,24 + 149,92 + 150,76 +
1,32 0,89* 1,78 0,90* 16,99 18,07

Os dados sdo expressos como média + EP (erro padrdo da média). Os asteriscos indicam diferencas
significativas (*p<0,05) na comparacao antes-depois dos valores pelo Teste T para amostras dependentes,
sendo p=0,0186 para TGO e p=0,0334 para TGP.

Tabela 20 - Influéncias da suplementacédo com 6éleo de pequi no indice de danos no DNA (ID —
teste do cometa) dos sexos masculino e feminino.

Sexo ID controle ID 250um ID 1mM
Antes Depois Antes Depois Antes Depois
Masculino 241,38 + 231,99 + 249,68 + 249,43 + 266,76 258,92 +
3,09 4,01* 4,31 4,09 3,25 4,77
Feminino 256,59 + 239,12 + 262,55 + 264,20 £ 272,86 £ 263,27 £
4,27 3,50** 5,45 5,01 4,34 5,18

Os dados sdo expressos como média + EP (erro padrao da média). Os asteriscos indicam diferengas
significativas (*p=0,0382) e altamente significativas (**p=0,0010) na comparacédo antes-depois dos valores
pelo Teste T para amostras dependentes.

O modelo de andlise de varidncia usado para verificar a influéncia da variavel sexo
mostrou que ndo houve interacdo entre os fatores tratamento com as capsulas de pequi e
categorias da variavel em questdo (homens e mulheres) para os testes utilizados (TGO, TGP,
CPK, ID controle, ID 250uM e ID 1ImM de H,0,). Sendo assim, prosseguiu-se separadamente com

as analises.

Os resultados mostraram fortes evidéncias de que o fator sexo exerceu efeito na resposta
das variaveis TGO e TGP, que apresentaram diferencas altamente significativa entre as médias
(p<0,0001 para TGO e TGP). Nas compara¢gbes antes-depois o0 teste T para amostras
dependentes mostrou diferencas significativas nos valores de TGO e TGP apenas para 0 Sexo
feminino (p=0,0186 para TGO e p=0,0334 para TGP). Para CPK, os resultados indicaram que
apenas o fator sexo influenciou (p<0,0001). Para o teste do cometa, ambos os fatores
considerados no modelo (tratamento com as capsulas de pequi e sexo) tiveram efeito na resposta
da variavel ID controle. Nos dois casos verificou-se diferenga significativa entre as médias
(p=0,0006 para tratamento com as cépsulas de pequi e p=0,0041 para os sexos). O teste T para

amostras dependentes indicou que a redugé&o no ID controle observada apos tratamento com
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pequi foi altamente significativa para mulheres (p=0,0010) e significativa para homens (p=0,0382).
Ja no tratamento com H,0O,, somente o fator sexo influenciou na resposta da variavel ID 250uM
(p=0,0039), porém o fator sexo nao influenciou na resposta da variavel ID 1mM e o tratamento
com as capsulas de pequi obteve um p-valor um pouco acima do nivel de significAncia comumente
utilizado (p=0,0539). Em ambos os tratamentos com H,O, ndo foram mostradas diferencas
significativas nas comparagfes antes-depois pelo teste T para amostras dependentes para

nenhum dos sexos.

A influéncia da suplementacao com dleo de pequi nas diferentes faixas etarias (Tabelas 21
e 22) mostrou igualmente uma tendéncia geral de reducdo da média e do erro padrdo da média
(EP) nos valores dos testes para quase todos os grupos etarios. A analise de variancia mostrou
gue nao houve interacédo entre os fatores tratamento e idade para os testes de TGO, TGP, CPK,
ID controle e ID 1mM de H,0,. Portanto, para esses testes foi possivel prosseguir separadamente
com as andlises. J4 para o tratamento com peroxido a 250uM (ID 250uM) a interacdo entre os
fatores tratamento e idade ndo foi rejeitada (p=0,0263). Sendo assim, as limitagbes das técnicas
de andlise de variancia impossibilitaram analisar separadamente o efeito de cada uma das faixas

etarias sobre a variavel em questéo.

Tabela 21 — Influéncia da suplementagcdo com éleo de pequi nos testes de TGO, TGP e CPK por

faixa etaria.
TGO (U/L) TGP (U/L) CPK (U/L)
Faixa Etéaria

Antes Depois Antes Depois Antes Depois

15-19 32,55+ 27,60 £ 21,7+ 21,25+ 433,85 + 327,75 =
2,16 1,59* 1,43 2,06 138,84 59,00

20-24 29,04 + 26,4 + 22,36 + 18,88 + 269,72 + 249,04 +
2,19 1,28 3,19 1,49 56,16 72,08

25-29 27,96 + 28,46 + 20,08 + 20,21 + 337,57 248,09 =
1,28 1,46 1,45 1,65 72,03 31,56

30-34 28,75 + 27,83 £ 21,08 + 19,08 + 231,33 % 156,83 +
2,21 3,00 3,36 2,63 43,36 15,19

35-39 31,63+ 29,75+ 26,69 + 25,00 + 234,69 = 226,25 +
2,25 1,36 3,31 2,93 48,43 42,91

40-44 26,89 + 27,89 + 22,22 + 23,67 £ 198,44 + 166,11 +
1,45 1,67 2,34 2,94 58,05 35,07

245 anos 31,00 + 30,18 + 28,47 + 25,53 + 183,24 + 197,18 +
2,23 2,16 2,85 1,97 27,89 39,56

Os dados sao expressos como média + EP (erro padrdo da média). U/L = unidades por litro. O asterisco
indica diferenca significativa (*p=0,0134) na comparagdo antes-depois dos valores pelo Teste T para
amostras dependentes.

Em relagcdo & TGO a andlise de varidncia mostrou que nem o tratamento com pequi nem a
faixa etéria influenciaram, pelos altos p-valores observados; entretanto, o teste T indicou reducao

significativa nos valores de TGO para a faixa etaria de 15-19 anos (p=0,0134) apos tratamento
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com pequi. Ja para TGP, apenas a idade exerceu influéncia (p=0,0148). Para detectar diferencas
entre faixas etarias especificas utilizou-se o teste LSD de Fisher, cujos resultados (p-valores) sdo
apresentados na Tabela 23. Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01)

foram destacados em vermelho.

Tabela 22 - Influéncia da suplementacdo com 6leo de pequi no indice de danos no DNA (ID —
teste do cometa) por faixa etéria.

ID controle (ua) ID H,0,250uM (ua) ID H,O,1mM (ua)
Faixa Etéaria e - -

Antes Depois Antes Depois Antes Depois

15-19 249,75 249,15 + 251,50 = 266,05 + 269,60 + 278,05
5,49 4,41 7,61 5,51 5,86 4,86

20-24 245,52 2212 £ 244,44 + 254,80 266,04 257,12
5,51 5,66** 6,61 7,77 6,06 7,54

25 99 245,28 231,52 + 235,52 + 252,44 + 261,60 247,92
6,74 2,87 7,59 8,11 6,92 7,88

30-34 228,83 + 211,33 + 264,67 225,33 264,58 + 237,42
5,32 16,63 12,75 10,22 8,47 13,44

35_39 256,13 + 248,50 266,25 + 253,13 280,88 268,06 +
7,67 6,28 9,97 8,79 6,07 12,76

40-44 240,90 237,00 = 271,10 + 262,00 = 272,80 = 277,20 =
8,70 12,70 7,68 12,99 5,05 11,71

>45 258,82 245,00 = 274,41 266,29 + 274,35 263,59 +

245 anos

7,29 5,87 9,10 6,10 7,77 7,86

Os dados sao expressos como média + EP (erro padrao da média). ID = indice de danos no DNA; ua =
unidades arbitrarias. Os asteriscos indicam diferengas altamente significativas (*p=0,0014) na comparacgao
antes-depois dos valores pelo Teste T para amostras dependentes.

Tabela 23 — P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para comparagdes entre os resultados de
TGP e as diferentes faixas etérias (em anos).

Faixas 15-19 20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 245

etarias anos

15-19 06887 05372 05921 00680  0,6068  0,0192
20-24 0,6887 08155  0,8299 00225 04008  0,0047
25-29 05372  0,8155 09802 00136 03146  0,0026
30-34 05921  0,8299  0,9802 00348 03620  0,0104
35-39 00680 00225 00136  0,0348 03284  0,6408
40-44 06068 04008 03146  0,3620  0,3284 0,1674

2 45 anos 0,0192 0,0047 0,0026 0,0104 0,6408 0,1674

Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01) foram destacados em vermelho.

Para TGP, os resultados indicaram diferencas significativas entre a faixa etaria de 35-39
anos e as faixas etarias mais jovens (até 30-34 anos) e entre a faixa etaria = 45 anos e as faixas

etarias mais jovens (até 30-34 anos), ndo havendo diferencas entre a faixa etaria de 40-44 anos e
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as demais. Nenhuma diferenca significativa nas comparac¢des antes-depois foi indicada pelo teste

T para amostras dependentes.

Para CPK, verificou-se que a faixa etéria influenciou apenas se considerados niveis de

significancia superiores a 5,49%.

Quanto ao indice de danos no DNA (ID — teste do cometa), a analise de variancia indicou
influéncia tanto da idade (p<0,0001) quanto do tratamento com pequi (p=0,0028); os resultados
indicaram que houve diferenca na comparagéo antes-depois da ingestdo das capsulas de pequi no
ID controle (p=0,0028), sendo que esta variavel diminuiu apds a suplementacéo. As diferengas
entre as faixas etarias detectadas pelo teste LSD de Fisher sdo mostradas na Tabela 24. Os p-
valores significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01) foram destacados em vermelho.
Mesmo com o aumento do estresse oxidativo provocado pelo tratamento com H,0,, as analises
indicaram que, apds ingestdo das capsulas de pequi, houve reducdo no ID 1mM de H,O, em
niveis de significancia superiores a 5,78%.

Tabela 24 — P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para comparacdes entre os resultados de 1D
controle e as diferentes faixas etarias (em anos).

E;';‘Igz 15-19 20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 :nf;

15-19 00091 00722 00001 06761 0,851  0,7148
20-24 0,0091 0,3833  0,0651  0,0041 04647  0,0042
25-29 00722  0,3833 00112 00342 09426  0,0362
30-34 0,000  0,0651  0,0112 <0,0001  0,0318  <0,0001
35-39 06761 00041 00342  <0,0001 0,1055  0,9551
40-44 0,1851 04647 09426 00318  0,1055 0,1122

2 45 anos 0,7148 0,0042 0,0362 <0,0001 0,9551 0,1122

Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01) foram destacados em vermelho.

Apesar dos resultados acima, a Unica faixa etaria que apresentou diferencas significativas
nas comparagbes antes-depois pelo teste T para amostras dependentes foi a de 20-24 anos
(p=0,0014).

Como pode ser observado na Tabela 25, o0 aumento de danos nos tecidos verificado pelas
dosagens séricas de TGO e TGP antes da suplementagdo com pequi foi proporcional a distancia
percorrida, ndo ocorrendo o mesmo com CPK. Os resultados da estatistica descritiva mostraram
gue houve uma tendéncia geral de reducdo de danos nos tecidos, detectada pelos testes de TGO,
TGP e CPK, para todas as distancias percorridas ap0s suplementacdo com o 6leo de pequi. O

teste do cometa (controle) apresentou a mesma tendéncia geral, exceto para a faixa de 16-21 km,
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gue apesar de apresentar aumento na média do ID controle, apresentou redugdo no erro padrao
da média (Tabela 26). Este aumento na média do ID controle apds suplementagdo com éleo de
pequi foi relacionado a distancia de 21 Km. Por outro lado, a maior reducdo na média do ID

controle observada neste estudo foi relacionada a distancia de 19 Km.

Tabela 25 — Influéncia da suplementagcdo com éleo de pequi nos testes de TGO, TGP e CPK por
distancia percorrida (em Km).

Distancia TGO (UIL) TGP (UIL) CPK (UL)

percorrida Antes Depois Antes Depois Antes Depois

4-5 27,65 £ 26,86 + 20,12 £ 19,43 219,46 205,73 =
1,15 1,07 1,18 1,27 31,03 23,82

6-7 29,49 27,24 24,43 £ 21,95+ 348,14 242,14
1,40 1,36* 1,77 1,26* 76,76 33,66

8-10 32,73 £ 30,50 £ 24,77 £ 23,20 £ 286,40 260,37 =
1,74 0,87 2,72 1,89 59,69 59,27

16-21 34,29 + 32,86 29,43 £ 28,29 + 372,71 313,00 =
2,93 2,03 5,00 2,29 98,86 84,84

Os dados séo expressos como média + EP (erro padrao da média). U/L = unidades por litro. Os asteriscos
indicam diferencas significativas (*p=<0,05) na comparagdo antes-depois dos valores pelo Teste T para
amostras dependentes, sendo p=0,0499 para TGO e p=0,0300 para TGP.

Tabela 26 - Influéncia da suplementacdo com 6leo de pequi no indice de danos no DNA (ID —
teste do cometa) por distancia percorrida (em Km).

Distancia ID controle (ua) ID 250uM (ua) ID 1mM (ua)

percorrida Antes Depois Antes Depois Antes Depois

4-5 244,00 = 234,68 = 244,68 250,32 = 267,18 = 256,12 +
3,26 3,87 4,89 5,14 4,07 6,12

6-7 255,66 241,76 = 265,63 = 269,58 272,66 271,08 =
5,60 3,59* 6,11 5,75 5,22 4,70

8-10 240,60 219,97 249,73 = 244,57 267,77 = 250,90 =
5,13 7,61** 7,56 5,93 5,21 7,92

16-21 255,00 = 261,14 288,71 258,00 = 270,14 277,71
12,28 8,99 5,78 12,31 7,52 11,68

Os dados sao expressos como média + EP (erro padrao da média). ID = indice de danos no DNA; ua =
unidades arbitrarias. Os asteriscos indicam diferencas significativas (p=0,0404) e altamente significativas
(*p=0,0090) na comparacao antes-depois dos valores pelo Teste T para amostras dependentes.

A andlise de variancia para TGO indicou que ndo houve interacdo entre os fatores
tratamento e distancia percorrida; portanto prosseguiu-se com as andlises separadamente para
cada variavel (Km). Os resultados também indicaram que os diferentes valores obtidos com as
varidveis TGO e TGP foram influenciados pela distancia percorrida (p=0,0010 para TGO e
p=0,0030 para TGP). As diferencas entre distancias especificas detectadas pelo teste LSD de
Fisher sdo mostradas nas Tabelas 27 e 28. Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente

significativos (p<0,01) foram destacados em vermelho, porém o teste T para amostras
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dependentes indicou diferencas significativas nas comparacdes antes-depois apenas para a
distancia de 6-7 Km (p=0,0499 para TGO e p=0,0300 para TGP).

Tabela 27 — P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para comparagdes entre os resultados de
TGO e as diferentes faixas de distancia percorrida (em Km).

F)Défct‘;‘?r‘féi 45 6-7 8-10 16-21
4-5 0,3575 0,0008 0,0051
67 0,3575 0,0174 0,0231
8-10 0,0008 0,0174 0,4003

16-21 0,0051 0,0231 0,4003

Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01)
foram destacados em vermelho.

Tabela 28 — P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para comparagfes entre os resultados de
TGP e as diferentes faixas de distancia percorrida (em Km).

F)D;rsct‘g‘?r‘féz 45 6-7 8-10 16-21
4-5 0,0280 0,0111 0,0017
67 0,0280 0,6489 0,0537
8-10 0,0111 0,6489 0,1029

16-21 0,0017 0,0537 0,1029

Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01)
foram destacados em vermelho.

Com relacéo a CPK a andlise de variancia indicou que nem o tratamento com pequi nem a
distancia percorrida influenciaram, pelos altos p-valores observados. Para o teste do cometa, 0s
resultados também indicaram influéncia da distancia percorrida sobre o ID controle (p=0,0005). As
diferencas entre distancias especificas detectadas pelo teste LSD de Fisher sdo mostradas na
Tabela 29. Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01) foram
destacados em vermelho; no entanto, o teste T para amostras dependentes indicou diferencas

significativas nas comparacfes antes-depois apenas para as faixas de distancia de 6-7 Km

(0,0404) e 8-10 Km (p=0,0090).
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Tabela 29 — P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para comparacdes entre os resultados de 1D
controle e as diferentes faixas de distancia percorrida (em Km).

Distancia

percorrida 4-5 6—7 8-10 16-21
4-5 0,0367 0,0597 0,0260
6—7 0,0367 0,0003 0,2733
8-10 0,0597 0,0003 0,0016

16-21 0,0260 0,2733 0,0016

Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01)
foram destacados em vermelho.

Quanto aos tratamentos com H,O, os resultados da analise de variancia indicaram que,
para o ID 250uM houve influéncia apenas da distancia percorrida (p=0,0002), enquanto o ID 1mM
nao foi influenciado nem pelo tratamento com as cdpsulas de pequi nem pela distancia percorrida.
O teste T para amostras dependentes mostrou diferencgas significativas nas comparacdes antes-

depois no ID 250uM exclusivamente para a distancia de 16-21 Km (p=0,0235).

O modelo de analise de variancia usado para verificar a influéncia dos genétipos mostrou
gue nao houve interacdo entre os fatores tratamento e genoétipos para os testes utilizados (TGO,
TGP, CPK e cometa). Sendo assim, prosseguiu-se separadamente com as analises. Nos casos
em que os efeitos das variaveis consideradas foram diferentes de zero, utilizou-se o teste LSD de
Fisher.

Para haptoglobina, CAT e GPX1, a analise de variancia indicou efeito nulo dos genétipos
nos valores das variaveis TGO, TGP, CPK e cometa (ID controle, ID 250uM e ID 1mM) ou seja, 0s
gendtipos de haptoglobina, CAT e GPX1 néo influenciaram na resposta ao tratamento com as
capsulas de pequi. Consequentemente as andlises e conclusbes foram as mesmas obtidas

guando nédo se levou em consideragéo o genotipo.

Ja no caso da Mn-SOD, a analise de variancia indicou influéncia dos gendtipos nos
valores das variaveis TGO (p=0,0080), TGP (p=0,0122) e ID controle (p=0,0167). O teste LSD de
Fisher mostrou diferencas entre os genétipos 1-1 e 1-2 para TGO (p=0,0019) e TGP (p=0,0304) e
entre os genétipos 1-1 e 2-2 (p=0,0192) e 1-2 e 2-2 (p=0,0048) para o teste do cometa (ID
controle). No entanto, nas comparacdes antes-depois o teste T para amostras dependentes
indicou diferencas significativas apenas para o genétipo 1-2 nos valores de TGO (p=0,0150) e ID
controle (p=0,0004), cujos valores diminuiram ap6s o tratamento com pequi; para TGP
poderiamos considerar resultado semelhante se usados niveis de significAncia superiores a
5,88%. As influéncias dos gendtipos de Mn-SOD nas dosagens séricas de TGO e TGP no indice
de danos no DNA (ID controle — teste do cometa) do grupo total antes e apds a suplementacgao

com o 6leo de pequi sdo mostradas nas Figuras 8 e 9.
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45,00 -
40,00 4 a

35,00 - b C*
30,00 -
25,00 -
20,00 -
15,00 -
10,00 - M antes
5,00 -

Odepois

TGO | TGP | TGO | TGP | TGO | TGP
(U/L) | (/L) | (o) |/ | (/L) | (UL

MN-SOD 1-1 MN-SOD 1-2 MN-SOD 2-2
(N=21) (N=100) (N=4)

Figura 8 — Influéncia dos genétipos de Mn-SOD nas dosagens séricas de TGO e TGP antes e
depois da suplementacdo com éleo de pequi.

Os dados sdo expressos como média + EP (erro padrdo da média). As letras indicam diferengas
significativas entre os gendtipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relagdo a ¢; b =
significativo em relacdo a d. O asterisco indica diferenca significativa (*p<0,05) na comparacdo antes-
depois pelo Teste T para amostras dependentes.

350,00 1+
300,00 ~
250,00 ~
200,00 ~
150,00 ~
100,00 A
50,00 ~

.00

Hantes

Odepois

Mn-SOD 1-1 (N=21) | Mn-SOD 1-2 (N=100) | Mn-SOD 2-2 (N=4)

ID controle (ua)

Figura 9 — Influéncia dos genoétipos de Mn-SOD no indice de danos no DNA (ID controle —
teste do cometa) antes e depois da suplementacao com 6leo de pequi.

Os dados sdo expressos como média + EP (erro padrdo da média) e os valores de ID sdo dados em
unidades arbitrarias (ua). As letras indicam diferencgas significativas entre os genétipos pelo teste LSD de
Fisher, sendo a = significativo em relagdo a c; b = significativo em relagdo a c. Os asteriscos indicam
diferencas altamente significativas (**p<0,01) na comparagdo antes-depois pelo Teste T para amostras
dependentes.
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5.3.2.2. Hemograma

As influéncias da suplementagdo com 6leo de pequi nas variaveis do hemograma séo
apresentadas nas Tabelas 30 e 31. No eritrograma houve uma tendéncia geral de reducéo de
hemacias, de hemoglobina, de hematécrito e da anisocitose (avaliada pelo RDW, do inglés Red
Cell Distribution Width), bem como de aumento nos valores das médias dos indices
hematimétricos VCM (volume corpuscular médio), HCM (hemoglobina corpuscular média) e
CHCM (concentracdo hemoglobinica corpuscular média), tanto no grupo total quanto para os
sexos, exceto VCM para o grupo de mulheres (Tabela 30). No leucograma houve uma tendéncia
geral de reducdo de linfécitos e de segmentados, assim como de aumento de mondcitos, tanto
para o grupo total quanto para os sexos, ndo havendo alteragdo nas médias dos valores de
bastonetes. Tendéncia geral de reducdo nos valores da média também foi observada para as
plaguetas, tanto para o grupo total quanto para os sexos ap0s a suplementa¢do com o 6leo de
pequi (Tabela 31). No eritrograma do grupo total, os resultados do teste T para amostras
dependentes foram significativos para a reducdo de hemécias (p=0,0007), de hematdcrito
(p=0,0011) e de RDW (p=0,0000) e para o aumento nos valores de HCM (p=0,0001) e de CHCM
(p=0,0002). Nos demais exames, os resultados do teste T para o grupo total foram significativos
para aumento de mondcitos (p=0,0097) e reducao de plaquetas (p=0,0005).

Uma vez que a ndo homogeneidade da variancia inviabilizou as analises de bastonetes,
ndo sendo possivel afirmar nada além da analise descritiva, cujas médias praticamente ndo se
alteraram antes (26,02 + 7,62) e depois (26,90 + 7,70) do pequi, esta varidvel ndo sera

apresentada.
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Tabela 30 - Influéncias da suplementacéo com 6leo de pequi nos valores das variaveis do eritrograma do grupo total e por sexo.

Hemacias Hemoglobina Hematécrito VCM HCM CHCM RDW
(milh()es/mm?’) (g/dL) (%) (pg) (9/% ou g/dL) (%)

Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
Totar 5,23+ 515+ 1447+ 1441+ 4501+ 4433+ 86,25+ 86,29+ 2946+ 29,79+ 34,16+ 3453+ 1484+ 14,26+
(N=119) 0,05 0,05* 0,27 0,28 0,34 0,33** 0,35 0,35 0,14 0,14** 0,09 0,06** 0,09 0,10**
Homens 5,47+ 540+ 1483+ 1477+ 4685% 46,25+ 8579+ 8593+ 2933+ 29,61+ 34,18+ 3447+ 1496+ 14,18+
(N=74) 0,05  0,05* 0,39 0,39 0,33 0,31* 0,46 0,48 0,19 0,19** 0,11 0,08* 0,12 0,11**
Mulheres 4,83+ 4,75+ 13,88+ 1381+ 4198+ 41,17+ 86,99+ 86,89+ 29,68+ 30,08+ 34,12+ 34,63+ 1465+ 14,38+

(N=45) 0,05 0,05* 0,33 0,33 0,46 0,42* 0,49 0,47 0,21 0,19* 0,16 0,09** 0,14 0,18

Os dados sao expressos como média + EP (erro padrao da média). VCM = Volume Corpuscular Médio; HCM = Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM = Concentragao
Hemoglobinica Corpuscular Média; RDW = amplitude ou variagdo da distribuicdo do tamanho dos eritrocitos; do inglés Red Cell Distribution Width; g/dL= gramas por

decilitro; fl=fentolitros; pg=picogramas; g/%=gramas por porcentagem. Os asteriscos indicam diferencas significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,01) na
comparagao antes-depois pelo Teste T para amostras dependentes.

Tabela 31 - Influéncias da suplementacéo com 6leo de pequi nos valores das variaveis do leucograma e das plaquetas do grupo total e por sexo.

Leucdcitos totais Linfocitos Segmentados Mondcitos Plaquetas
(/mm®) (/mm®) (/mm®) (/mm®) (mil/mm?®)
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
Total 7449,15+  7470,34 2671,08 + 2624,26 + 4017,89 + 3976,42 + 497,07 £ 549,18 + 335,27 312,16 £
(N=119) 207,22 178,91 89,20 92,10 159,85 133,07 20,41 18,99** 6,34 5,92**
Homens  7391,78+  7394,52 + 2737,96 + 2668,45 + 3871,44 + 3855,45 + 509,15 + 555,82 + 336,72 £ 309,65 +
(N=74) 237,25 226,14 110,53 114,95 188,62 174,32 27,47 25,41 7,99 7,26**
Mulheres  7542,22+  7593,33 + 2562,58 + 2552,58 + 425547 + 4172,67 + 477,47 £ 538,40 + 332,89 £ 316,29 £
(N=45) 386,90 294,76 150,41 154,55 285,74 203,47 29,81 28,22** 10,50 10,19*

Os dados sao expressos como média = EP (erro padrdo da média). Os asteriscos indicam diferencgas significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,01) na
comparagao antes-depois pelo Teste T para amostras dependentes.
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O modelo de andlise de varidncia usado para verificar a influéncia da variavel sexo
mostrou que ndo houve interacdo entre os fatores tratamento com as capsulas de pequi e
categorias da variavel sexo (homens e mulheres) para as variaveis analisadas no hemograma.
Sendo assim, prosseguiu-se separadamente com as analises. Nos casos em que os efeitos das
variaveis consideradas foram diferentes de zero, utilizou-se o teste LSD de Fisher. Os p-valores
obtidos na analise de variancia do hemograma indicaram que apenas a variavel sexo influenciou
nos resultados obtidos com hemacias (p<0.0001), hemoglobina (p=0,0169), hematdcrito
(p<0,0001), VCM (p=0,0333) e HCM (p=0,0471). Por outro lado, os resultados indicaram que
apenas o tratamento com pequi influenciou os resultados de RDW (p=0,0002) e plaquetas
(p=0,0130). Quanto & CHCM, apesar dos resultados terem indicado influéncia do tratamento com
pequi (p=0,0005), uma suposicdo do modelo ndo foi aceita (constancia da variancia do erro
aleat6rio). Logo, ndo foi possivel afirmar nada além da analise descritiva para esta variavel. Para
leucdcitos totais, linfocitos e segmentados a analise de variancia indicou que nem o tratamento
com pequi nem o sexo influenciaram nas respostas dessas variaveis. Com respeito aos
mondcitos, o efeito do tratamento com pequi s6 pode ser aceito se considerados niveis de

significancia superiores a 6,28%.

As influéncias da suplementacdo com 6leo de pequi nos resultados do eritrograma, do
leucograma e das plaquetas nas diferentes faixas etarias sdo apresentadas nas Tabelas 32 e 33.
Os resultados seguiram a mesma tendéncia geral do grupo total, exceto para os valores de
hemoglobina, que aumentaram nas faixas etarias de 20-24, 35-39 e 40-44 anos; de VCM, que
reduziram nas faixas de 15-19, 25-29 e 40-44 anos; de linfdcitos, que aumentaram na faixa etaria
de 40-44 anos; de segmentados, que aumentaram nas faixas etarias de 15-19 e 30-34; e de

monacitos, que reduziram nas faixas etarias de 40-44 anos e = 45 anos ap6s suplementacéo com

pequi.
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Tabela 32 - Influéncias da suplementacéo com 6leo de pequi nos resultados do eritrograma nas diferentes faixas etarias.

_ Hemacias Hemoglobina Hematécrito VCM HCM CHCM RDW

Fa,|x_a (milh()es/mm?’) (g/dL) (%) (f) (pg) (9/% ou g/dL) (%)
etaria Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
15-19 535+ 5,17+ 1550+ 15,07+ 4535+ 43,71+ 84,92+ 84,84+ 29,05+ 2928+ 34,18+ 3451+ 1425+ 14,26+
(N=20) 0,12 0,13** 0,27 0,29* 0,83 0,88** 0,80 0,78 0,34 0,33 0,16 0,13 0,19 0,24
20-24 526+ 522+ 14,10+ 14,15+ 4524+ 4496+ 86,16+ 86,23+ 2945+ 29,82+ 34,20+ 3458+ 1486+ 14,24+
(N=24) 0,10 0,10 0,74 0,76 0,77 0,81 0,82 0,81 0,32 0,35 0,20 0,15 0,21 0,23**
25-29 535+ 524+ 12,76+ 12,69+ 4597+ 4491+ 86,42+ 86,32+ 29,27+ 29,66+ 3388+ 3437+ 1499+ 14,02+
(N=23) 0,11 0,11* 0,92 0,95 0,80 0,75* 0,92 0,94 0,34 0,32 0,24 0,13 0,21 0,16**
30-34 522+ 516+ 1459+ 1455+ 4496+ 44,74+ 86,31+ 86,87+ 2954+ 2987+ 3422+ 3438+ 14,77+ 1391+
(N=12) 0,16 0,14 0,97 0,94 1,20 1,02 0,84 0,95 0,38 0,44 0,29 0,24 0,17 0,25*
35-39 526+ 520+ 15,07+ 1517+ 4437+ 4399+ 8443+ 8459+ 2867+ 29,20+ 3396+ 3453+ 1523+ 14,77+
(N=15) 0,13 0,12 0,36 0,35 1,04 1,03 1,00 1,03 0,41 0,34** 0,30 0,16* 0,35 0,42
40-44 508+ 505+ 1519+ 1530+ 4449+ 4406+ 8759+ 87,29+ 2993+ 30,32+ 34,18+ 34,74+ 1460+ 14,01+
(N=09) 0,11 0,09 0,33 0,29 1,01 0,79 0,70 0,70 0,37 0,30 0,33 0,18 0,29 0,29*%

245 494+ 490+ 15,16+ 15,11+ 43,79+ 4350+ 88,68+ 88,76+ 30,68+ 30,79+ 34,60%x 34,70+ 1518+ 1454+
(N=16) 0,09 0,09 0,36 0,34 0,93 0,90 0,65 0,68 0,31 0,32 0,21 0,17 0,18 0,18*

Os dados sao expressos como média + EP (erro padrao da média). VCM = Volume Corpuscular Médio; HCM = Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM = Concentragao
Hemoglobinica Corpuscular Média; RDW = amplitude ou variagdo da distribuicdo do tamanho dos eritrocitos; do inglés Red Cell Distribution Width; g/dL= gramas por
decilitro; fl=fentolitros; pg=picogramas; g/%=gramas por porcentagem. Os asteriscos indicam diferencas significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,01) na
comparagao antes-depois pelo Teste T para amostras dependentes.
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Tabela 33 - Influéncias da suplementacéo com 6leo de pequi nos resultados do leucograma e das plaquetas nas diferentes faixas etarias.

] Leucécitos totais Linfécitos Segmentados Monécitos Plaquetas
Faixa (/mm®) (/mm®) (/mm®) (/mm®) (mil/mm?®)
etaria Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
15-19 7180,00 + 7420,00 + 2750,35 + 2740,75 + 3693,65 + 3799,15 + 490,75 + 587,35 + 322,80 + 320,95 +
(N=20) 348,88 398,85 207,54 292,04 222,97 258,84 45,69 45,92 16,34 16,42
20-24 7826,09 + 7873,91 + 2731,96 + 2680,67 + 4256,33 + 4247,04 + 570,29 + 644,13 + 316,04 + 290,42 +
(N=24) 587,36 379,47 208,32 202,63 454,93 298,69 59,24 33,4 11,63 10,81*
25-29 7978,26 + 7739,13 + 2943,74 + 2882,43 + 4244,87 + 4054,13 + 500,26 + 512,00 + 350,35 + 315,17 +
(N=23) 347,60 366,68 223,27 180,61 260,01 288,36 42,27 39,14 13,98 10,29**
30-34 6391,67 + 7608,33 + 2416,58 + 2523,58 + 3317,00 + 4240,83 + 395,75 + 572,67 + 332,33 + 304,00 +
(N=12) 485,93 820,33 286,93 339,29 357,48 605,04 62,64 79,61* 15,16 17,69*
35-39 7700,00 + 7385,71 + 2667,64 + 2426,29 + 4287,36 + 4001,29 + 477,29 + 489,93 + 376,33 + 337,93 +
(N=15) 828,61 549,61 216,26 207,91 745,67 503,19 51,00 32,42 22,48 23,04~
40-44 7555,56 + 6988,89 + 2621,00 + 2820,44 + 4197,33 + 3429,56 + 473,22 + 458,67 + 336,44 + 309,89 +
(N=09) 413,36 244,63 211,34 288,75 340,97 138,37 53,62 39,50 22,20 21,31

245 6968,75 + 6693,75 + 2310,75 + 2161,31 + 3928,19 + 3767,94 + 497,25 + 497,63 + 321,06 + 312,69 +
(N=16) 686,22 546,08 265,48 205,57 442,55 323,82 52,32 70,63 17,21 15,98

Os dados sao expressos como média = EP (erro padrdo da média). Os asteriscos indicam diferencgas significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,01) na
comparagao antes-depois pelo Teste T para amostras dependentes.
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O modelo de andlise de variancia usado para verificar a influéncia da faixa etaria mostrou
gue nao houve interagdo entre os fatores tratamento e idade para as variaveis analisadas no
hemograma. Sendo assim, prosseguiu-se separadamente com as analises. Nos casos em que 0s

efeitos das variaveis consideradas foram diferentes de zero, utilizou-se o teste LSD de Fisher.

Os p-valores obtidos na andlise de variancia do hemograma indicaram que apenas a faixa
etéaria influenciou nos resultados obtidos com hemacias (p=0,0287), hemoglobina (p=0,0007), VCM
(p=0,0001) e HCM (p<0,0001). As diferencas entre as faixas etérias detectadas pelo teste LSD de
Fisher para estas variaveis sdo mostradas nas Tabelas 34, 35, 36 e 37. Os p-valores significativos
(p<0,05) e altamente significativos (p<0,01) foram destacados em vermelho e indicaram que, em
niveis de significancia inferiores a 5%, as variaveis em questao (hemacias, hemoglobina, VCM e

HCM) apresentaram valores distintos entre as faixas-etarias apresentadas nas tabelas.

Tabela 34 — P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para comparagdes entre os resultados de
hemacias e as diferentes faixas etarias (em anos).

Faixas 15-19 20-24 25-29 30-34 35-39 4044 245
etarias anos
15-19 0,0093 0,0730 0,0001 0,6769 0,1864  0,7156
20-24 0,0093 0,3846 0,0658 0,0042 0,4659  0,0043
25-29 0,0730 0,3846 0,0114 0,0347 0,9428  0,0367
30-34 0,0001 0,0658 0,0114 <0,0001 0,0323  <0,0001
35-39 0,6769 0,0042 0,0347  <0,0001 0,1065  0,9552
40-44 0,1864 0,4659 0,9428 0,0323 0,1065 0,1132
2 45 anos 0,7156 0,0043 0,0367  <0,0001 0,9552 0,1132

Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01) foram destacados em vermelho.

Para a varidvel hemacias, a faixa etaria que apresentou maior diferenca em relacéo as
demais foi a de 30-34 anos, enquanto a que menos apresentou diferencas foi a de 40-44 anos.
No entanto, o teste T para amostras dependentes indicou diferencas significativas nas
comparacgdes antes-depois para as faixas etarias de 15-19 anos (p=0,0067) e 25-29 anos
(p=0,0451).
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Tabela 35 — P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para comparac¢6es entre os resultados de
hemoglobina e as diferentes faixas etarias (em anos).

Faixas 15-19 20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 245
etarias anos
15-19 0,0652  <0,0001 0,3452 0,8156 0,9611  0,8284
20-24 0,0652 0,0215 0,5424 0,1450 0,1673  0,1317
25-29 <0,0001 0,0215 0,0130 0,0006 0,0022  0,0004
30-34 0,3452 0,5424 0,0130 0,4935 0,4608  0,4761
35-39 0,8156 0,1450 0,0006 0,4935 0,8867  0,9846
40-44 0,9611 0,1673 0,0022 0,4608 0,8867 0,8985
2 45 anos 0,8284 0,1317 0,0004 0,4761 0,9846 0,8985

Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01) foram destacados em vermelho.

Os resultados do teste LSD de Fisher para a variavel hemoglobina indicaram que a faixa

etaria de 25-29 anos diferiu de todas as outras. Porém, o teste T para amostras dependentes

indicou diferencas significativas nas comparagbes antes-depois apenas para a faixa etaria de
15-19 anos (p=0,0140).

Tabela 36 — P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para comparagfes entre os resultados de
VCM e as diferentes faixas etérias (em anos).

Faixas 245
Sthrin 15-19 20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 o
15-19 0,0935 0,0611 0,0718 0,6781 0,0145  <0,0001
20-24 0,0935 0,8227 0,6708 0,0488 0,2213  0,0028
25-29 0,0611 0,8227 0,8115 0,0317 0,2936  0,0057
30-34 0,0718 0,6708 0,8115 0,0394 0,4566  0,0319
35-39 0,6781 0,0488 0,0317 0,0394 0,0078  <0,0001
40-44 0,0145 0,2213 0,2936 0,4566 0,0078 0,2355
245an0s  <0,0001 0,0028 0,0057 0,0319  <0,0001 0,2355

Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01) foram destacados em vermelho.

Para a variavel VCM, os resultados acima indicaram que as faixas etarias de 35-39 e = 45

anos foram as que apresentaram maiores diferencas em relacdo as demais. Nenhuma diferenca

significativa foi detectada pelo teste T para amostras dependentes em qualquer faixa etaria.
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Tabela 37 — P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para compara¢6es entre os resultados de
HCM e as diferentes faixas etarias (em anos).

Faixas 245

Sthrin 15-19 20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 o

15-19 0,1322 0,3413 0,1530 0,5299 0,0212  <0,0001
20-24 0,1322 0,5703 0,8518 0,0423 0,2268  0,0012
25-29 0,3413 0,5703 0,5154 0,1284 0,1052  0,0002
30-34 0,1530 0,8518 0,5154 0,0578 0,3563  0,0101
35-39 0,5299 0,0423 0,1284 0,0578 0,0071  <0,0001
40-44 0,0212 0,2268 0,1052 0,3563 0,0071 0,1627

2 45 anos <0,0001 0,0012 0,0002 0,0101 <0,0001 0,1627

Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01) foram destacados em vermelho.

Os resultados indicaram que a faixa etaria = 45 anos foi a que mais se diferenciou das
outras. Entretanto, o teste T para amostras dependentes indicou diferencas significativas nas

comparacdes antes-depois apenas para a faixa etaria de 35-39 anos (p=0,0084).

Para hematdcrito, leucdcitos totais, linfécitos, segmentados e mondcitos a andlise de
variancia indicou que nem o tratamento com o0 pequi nem a faixa etaria exerceram influéncia.
Quanto a variavel CHCM, apesar dos resultados terem indicado influéncia do tratamento com
pequi (p=0,0015), uma suposicdo do modelo ndo foi aceita (constancia da variancia do erro
aleat6rio). Logo, nao foi possivel afirmar nada além da analise descritiva para esta variavel. Os
resultados com RDW indicaram que tanto o tratamento com pequi (p<0,0001) quanto a faixa etaria
(p=0,0277) exerceram influéncia sobre a variavel. Resultado semelhante foi obtido com plaquetas,
sendo que os p-valores obtidos foram de p=0,0103 para o tratamento com pequi e p=0,0383 para
a faixa etaria. As diferengas entre as faixas etarias detectadas pelo teste LSD de Fisher para as
varidveis RDW e plaquetas sdo mostradas nas Tabelas 38 e 39. Os p-valores significativos
(p<0,05) e altamente significativos (p<0,01) foram destacados em vermelho e indicaram que, em
niveis de significancia inferiores a 5%, as varidveis RDW e plaquetas apresentaram valores

distintos entre as faixas-etarias apresentadas nas tabelas.

Ana Luisa Miranda-Vilela 76



Resultados

Tabela 38— P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para compara¢fes entre os resultados de
RDW e as diferentes faixas etarias (em anos).

Faixas 15-19 20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 245
etarias anos
15-19 0,1686 0,2555 0,7455 0,0025 0,8538  0,0127
20-24 0,1686 0,8115 0,3978 0,0588 0,3795  0,1897
25-29 0,2555 0,8115 0,5192 0,0374 0,4858  0,1303
30-34 0,7455 0,3978 0,5192 0,0178 0,9195  0,0592
35-39 0,0025 0,0588 0,0374 0,0178 0,0224  0,5772
40-44 0,8538 0,3795 0,4858 0,9195 0,0224 0,0664
2 45 anos 0,0127 0,1897 0,1303 0,0592 0,5772 0,0664

Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01) foram destacados em vermelho.

Os resultados acima indicaram que a faixa etéria de 35—-39 anos foi a que mais apresentou
diferencas em relagédo as demais, sé nao diferindo das faixas de 20-24 anos e = 45 anos. Ja a
faixa etaria de 20—24 anos nao apresentou diferencas em relagdo a nenhuma outra. O teste T para
amostras dependentes indicou diferencas nas comparagfes antes-depois para as faixas etérias de
20-24 anos (p=0,0066), 25-29 anos (p=0,0011), 30-34 anos (p=0,0136), 40-44 anos (p=0,0368)
e = 45 anos (p=0,0228).

Tabela 39 — P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para comparagdes entre os resultados de
plaguetas e as diferentes faixas etarias (em anos).

Faixas 15-19 20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 245
etarias anos
15-19 0,1905 0,4485 0,8288 0,0288 0,9454  0,7509
20-24 0,1905 0,0320 0,3686 0,0006 0,2779  0,3683
25-29 0,4485 0,0320 0,3831 0,1188 0,6034  0,2992
30-34 0,8288 0,3686 0,3831 0,0330 0,8092  0,9426
35-39 0,0288 0,0006 0,1188 0,0330 0,0872  0,0177
40-44 0,9454 0,2779 0,6034 0,8092 0,0872 0,7478
2 45 anos 0,7509 0,3683 0,2992 0,9426 0,0177 0,7478

Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01) foram destacados em vermelho.

Para plaquetas, a faixa etaria que mais se diferenciou das outras foi a de 35-39 anos,
enquanto a faixa de 40-44 anos ndo apresentou diferencas em relagédo as demais. O teste T para
amostras dependentes indicou diferencas significativas nas comparagdes antes-depois para as
faixas etarias de 20-24 (p=0,0289), 25-29 (p=0,0006), 30-34 (p=0,0143) e 35-39 anos
(p=0,0256).
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As influéncias da suplementacdo com 6leo de pequi nos resultados do eritrograma, do
leucograma e das plaquetas nas diferentes faixas de distancia percorrida sdo apresentadas nas
Tabelas 40 e 41. Os resultados seguiram a mesma tendéncia do grupo total, exceto para 0s
valores de heméacias, hemoglobina e hematdcrito, que aumentaram na distancia de 16-21 Km; de
leucdcitos totais e mondcitos, que diminuiram na distancia de 16-21 Km; de linfécitos, que
aumentaram na distancia de 6-7 Km; e de segmentados, que aumentaram na distancia de 4-5
Km.

O modelo de analise de variancia usado para verificar a influéncia da distancia percorrida
mostrou que nao houve interacdo entre os fatores tratamento e quildmetros percorridos para as
varidveis analisadas no hemograma. Sendo assim, prosseguiu-se separadamente com as
andlises. Nos casos em que os efeitos das variaveis consideradas foram diferentes de zero,

utilizou-se o teste LSD de Fisher.

Os p-valores obtidos na andlise de variancia do hemograma indicaram que nenhum dos
fatores (tratamento com pequi e distancia percorrida) influenciou nos resultados obtidos com
hemacias, hematdcrito, VCM, HCM, leucécitos totais, segmentados, linfécitos e mondcitos. Para a
varidvel hemoglobina, os resultados indicaram que apenas a distancia percorrida exerceu
influéncia (p=0,0220). Para RDW e plaquetas, ambos os fatores (tratamento com pequi e distancia
percorrida) influenciaram, sendo que os p-valores para RDW foram de p=0,0002 para tratamento
com pequi e p<0,0001 para distancia percorrida; e para plaguetas foram de p=0,0140 para
tratamento com pequi e p=0,0075 para distancia percorrida. As diferencas entre as distancias
percorridas detectadas pelo teste LSD de Fisher para as variaveis hemoglobina, RDW, plaquetas
sdo mostradas nas Tabelas 42, 43 e 44. Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente
significativos (p<0,01) foram destacados em vermelho e indicaram que, em niveis de significancia
inferiores a 5%, as variaveis em questdo apresentaram valores distintos entre as distancias
percorridas apresentadas nas tabelas. Apesar dos resultados para CHCM terem indicado
influéncia do efeito do tratamento com pequi (p=0,0122), uma suposi¢cdo do modelo ndo foi aceita
(constancia da variancia do erro aleatdrio). Consequentemente, ndo foi possivel afirmar nada além

da analise descritiva para esta variavel.
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Tabela 40 - Influéncias da suplementacé@o com 6leo de pequi nos resultados do eritrograma nas diferentes faixas de distancia percorrida.

Distancia Hemaéacias Hemoglobina Hematocrito VCM HCM CHCM RDW
percorrida __(milhGes/mm?®) (g9/dL) (%) (f) (P9) (9/% ou g/dL) (%)
(Km) Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
4-5 532+ 521+ 13,81+ 1366+ 4553+ 4455+ 8574+ 8576+ 29,30+ 2959+ 34,16+ 3450+ 1453+ 13,98+
(N=49) 0,08 0,08** 0,56 0,57 0,57 0,56** 0,61 0,60 0,24 0,25* 0,13 0,09* 0,14 0,13**
6-7 5,12+ 5,08+ 15,10+ 15,10+ 44,28+ 44,09+ 86,84+ 87,04+ 2958+ 29,82+ 34,10+ 34,26+ 1480+ 14,20+
(N=33) 0,07 0,07 0,19 0,20 0,50 0,58 0,48 0,52 0,18 0,19 0,19 0,11 0,15 0,18**
8-10 525+ 515+ 14,79+ 14,74+ 4542+ 4449+ 86,68+ 86,53+ 29,62+ 30,15+ 34,17+ 34,84+ 1504+ 1444+
(N=30) 0,10 0,08** 0,52 0,50 0,74 0,62* 0,62 0,63 0,29 0,25** 0,20 0,09** 0,16 0,17**
16-21 505+ 507+ 14,81+ 1497+ 43,03+ 43,26+ 85,09+ 8541+ 29,30+ 2956+ 3440+ 3464+ 16,34+ 1569+
(N=07) 0,13 0,18 0,58 0,58 1,58 1,77 2,11 2,14* 0,87 0,76 0,33 0,26 0,38 0,64

Os dados sao expressos como média + EP (erro padrao da média). VCM = Volume Corpuscular Médio; HCM = Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM = Concentragao
Hemoglobinica Corpuscular Média; RDW = amplitude ou variagdo da distribuicdo do tamanho dos eritrocitos; do inglés Red Cell Distribution Width; g/dL= gramas por
decilitro; fl=fentolitros; pg=picogramas; g/%=gramas por porcentagem. Os asteriscos indicam diferencas significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,01) na
comparagao antes-depois pelo Teste T para amostras dependentes.

Tabela 41 — Influéncias da suplementacdo com Gleo de pequi nos resultados do leucograma e das plaquetas nas diferentes faixas de distancia percorrida.
Os dados séo expressos como média + EP (erro padréo da média).

Distancia Leuc()citosstotais Linféci;os Segment;ados Mon()cistos Plaquet%s
percorrida (/mm~) (/mm~) (/mm~) (/mm~) (mil/mm>~)
(Km) Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
4-5 7372,92 + 7737,50 + 2818,94 + 2785,47 + 3793,84 + 4099,14+ 514,04+ 602,20+ 324,94+ 310,16 £
(N=49) 253,95 270,30 134,56 144,47 163,80 198,04 34,47 27,39* 8,97 8,12
6-7 6936,36 + 6863,64 + 2284,48 + 2494,85 + 3908,42 + 3445,73+ 459,73+ 489,18+ 328,39+ 302,33 £
(N=33) 402,97 278,01 160,56 151,15 347,97 242,85 37,93 38,65 10,42 10,54**
8-10 7913,33 + 7730,00 + 2810,47 + 2493,60 + 4342,37 + 441440+ 499,57+ 539,90+ 363,03+ 332,73 ¢
(N=30) 510,41 417,27 188,84 215,10 370,51 252,84 38,62 38,52 15,26 13,70**
16-21 8483,33 + 7066,67 + 2892,83 + 2672,83 + 4827,33 + 3703,17+ 551,33+ 49250+ 321,00 + 284,29 +
(N=07) 951,99 857,39 267,33 207,52 1039,38 777,14 46,10 47,82 24,82 28,56

Os dados sao expressos como média = EP (erro padrdo da média). Os asteriscos indicam diferencgas significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,01) na
comparagao antes-depois pelo Teste T para amostras dependentes.
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Tabela 42 — P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para compara¢6es entre os resultados de
hemoglobina e as diferentes faixas de distancia percorrida (em Km).

Distancia 4-5 6-7 8-10 16-21
percorrida
4-5 0,0043 0,0359 0,1741
67 0,0043 0,5252 0,8121
8-10 0,0359 0,5252 0,8837
16-21 0,1741 0,8121 0,8837

Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01)
foram destacados em vermelho.

Os resultados indicaram que a faixa de distancia de 4-5 Km diferiu das faixas de 6-7 e
8-10 Km, apresentando valores inferiores de hemoglobina. Nenhuma diferencga significativa foi
mostrada pelo teste T para amostras dependentes nas comparacdes antes-depois para qualquer

distancia.

Tabela 43 — P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para comparagdes entre os resultados de
RDW e as diferentes faixas de distancia percorrida (em Km).

Distancia 4-5 6-7 8-10 16-21
percorrida
4-5 0,1178 0,0023  <0,0001
67 0,1178 0,1552  <0,0001
8-10 0,0023 0,1552 <0,0001
16-21 <0,0001  <0,0001  <0,0001

Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01)
foram destacados em vermelho.

A tabela acima mostra que a faixa de 16—21 Km, que apresentou maior anisocitose, diferiu
de todas as outras, enquanto a distancia de 4-5 Km s6 diferiu de 8-10 Km, ndo apresentando
diferencas em relacdo a distancia de 6-7 Km. O teste T para amostras dependentes indicou
diferencas significativas nas comparacdes antes-depois para as distancias de 4-5 Km (p=0,0017),

6-7 Km (p=0,0054) e 8-10 Km (p=0,0008).
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Tabela 44 — P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para comparac¢6es entre os resultados de
plaquetas e as diferentes faixas de distancia percorrida (em Km).

Distancia 45 6-7 8-10 16-21
percorrida
4-5 0,0180  <0,0001 0,0083
67 0,0180 0,0093 0,1595
8-10 <0,0001 0,0093 0,9530
16-21 0,0083 0,1595 0,9530

Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01)
foram destacados em vermelho.

Os resultados indicaram que a distancia de 4-5 Km diferiu de todas as outras e que a
distancia de 16-21 Km foi a que menos apresentou diferencas em relacdo as outras. Nas
comparacdes antes-depois, o teste T para amostras dependentes mostrou diferencas significativas
apenas para as distancias de 6-7 (p=0,0002) e 8-10 Km (p=0,0037).

O modelo de analise de variancia usado para verificar a influéncia genétipos mostrou que
ndo houve interacdo entre os fatores tratamento e gendtipos para as variaveis analisadas no
hemograma. Sendo assim, prosseguiu-se separadamente com as analises. Nos casos em que 0s

efeitos das variaveis consideradas foram diferentes de zero, utilizou-se o teste LSD de Fisher.

Para haptoglobina, a andalise de variancia nao rejeitou a nulidade do efeito genétipo nos
valores das variaveis VCM, HCM, CHCM, RDW, leucécitos totais, linfocitos, segmentados,
mondcitos e plaquetas, ou seja, os gendtipos de Hp, ndo influenciaram na resposta destas
variaveis (efeito gendtipo Hp, nulos). Consequentemente as analises e conclusbes foram as
mesmas obtidas quando néo se levou em consideragéo gendtipo. A andlise de variancia também
indicou que apenas o0s genotipos Hp exerceram influéncia nos valores das variaveis heméacias
(p=0,0061 para gendétipos), hemoglobina (p=0,0372) e hematécrito (p=0,0101). Entretanto, quando
foram agrupados os subtipos Hp™* os resultados indicaram efeito nulo dos gendtipos nos valores
da variavel hemoglobina, permanecendo, porém, o efeito dos gendtipos nos valores de hemacias
(p=0,0040) e de hematdcrito (p=0,0048). Para a variavel heméacias, o teste LSD de Fisher detectou
diferencas entre os gendtipos Hp 1F-1F e 1F-2 (p=0,0038), 1S-1S e 1F-2 (p=0,0290), 1F-2 e 2-2
(p=0,0005) e 1S-2 e 2-2 (p=0,0291); para a variavel hemoglobina, entre os genétipos 1F-1S e 1S-
1S (p=0,0229), 1S-1S e 1S-2 (p=0,0063) e 1S-2 e 2-2 (p=0,0220); e para a variavel hematdcrito,
entre os genotipos 1F-1F e 1F-2 (p=0,0052), 1F-1F e 1S-2 (p=0,0250), 1F-2 e 2-2 (p=0,0022) e
1S-2 e 2-2 (p=0,0183). Entretanto, nas comparac¢des antes-depois, 0 teste T para amostras
dependentes s6 indicou diferengas significativas nos valores de hemacias e hematécrito para os
gendtipos HplS-1S (p=0,0161 para heméacias e p=0,0266 para hematdcrito) e Hp1S-2 (p=0,0210

para hemacias e p=0,0381 para hematdcrito).
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As influéncias dos subtipos Hp na variavel hemécias € mostrada na Figura 10.
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Figura 10 - Influéncia dos subtipos de Hp na variavel hemacias antes e depois da suplementacao
com 6leo de pequi.

Os dados sdo expressos como média + EP (erro padrdo da média). As letras indicam diferencas significativas
entre os genotipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relagdo a c; b = significativo em
relagdo a c; c significativo em relacéo a g; d significativo em relagdo a e. Os asteriscos indicam diferencas
significativas (*p<0,05) na comparacéo antes-depois pelo Teste T para amostras dependentes.

As influéncias dos subtipos de Hp nas variaveis hemoglobina e hematdcrito sdo mostradas

nas Figuras 11 e 12.
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Hemoglobina (g/dL)
Figura 11 - Influéncia dos subtipos de Hp na varidvel hemoglobina antes e depois da

suplementagéo com éleo de pequi.

Os dados sdo expressos como média + EP (erro padrdo da média). As letras indicam diferencas significativas
entre os genotipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relagdo a b; b = significativo em
relagcdo a c; c significativo em relagdo a d.
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Figura 12 - Influéncia dos subtipos de Hp na variavel hematdcrito antes e depois da
suplementagéo com éleo de pequi.

Os dados sdo expressos como média + EP (erro padrdo da média). As letras indicam diferencas significativas
entre 0s genotipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relagdo a b e a ¢; b = significativo em
relagdo a d; c significativo em relagdo a d. Os asteriscos indicam diferencas significativas (*p<0,05) na
comparagao antes-depois pelo Teste T para amostras dependentes.

Quando os subtipos de Hp™ foram agrupados (tipos de Hp), para hemécias e hematdcrito
o teste LSD de Fisher detectou diferencas entre Hpl-1 e Hp2-1 (p=0,0326 para hemacias e
p=0,0276 para hematdcrito) e entre Hp2-1 e Hp2-2 (p=0,0015 para hemacias e p=0,0020 para
hematdcrito). Porém, nas comparacdes antes-depois, o teste T para amostras dependentes
apenas mostrou diferengas significativas para Hpl-1 (p=0,0314 para hemacias e p=0,0423 para
hematdcrito) e Hp2-1 (p=0,0182 para heméacias e p=0,0469 para hematdcrito).

As influéncias dos tipos de Hp nas variaveis hemacias e hematdcrito séo mostradas nas
Figuras 13 e 14.
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Figura 13 — Influéncia dos tipos de Hp na variavel hemacias antes e depois da suplementacao
com 6leo de pequi.

Os dados sdo expressos como média + EP (erro padrdo da média). As letras indicam diferencas significativas
entre os genotipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relagdo a b; b = significativo em
relagdo a c. Os asteriscos indicam diferengas significativas (*p<0,05) na comparacéo antes-depois pelo Teste
T para amostras dependentes.
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Figura 14 — Influéncia dos tipos de Hp na variavel hematdcrito antes e depois da suplementacao
com 6leo de pequi.

Os dados sédo expressos como média + EP (erro padrdo da média). As letras indicam diferencas significativas
entre os genotipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relagdo a b; b = significativo em
relagdo a c. Os asteriscos indicam diferengas significativas (*p<0,05) na comparacéo antes-depois pelo Teste
T para amostras dependentes.
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Para Mn-SOD a analise de variancia indicou influéncia dos genétipos apenas nos valores
da variavel hematdcrito (p=0,0053), sendo que para as demais variaveis (hemacias, hemoglobina,
VCM, HCM, CHCM, RDW, leucécitos totais, linfocitos, segmentados, mondcitos e plaquetas) o
efeito dos gendtipos foi nulo. Para a variavel hematdcrito, o teste T detectou diferencas entre os
gendtipos 1-1 e 2-2 (p=0,0016) e 1-2 e 2-2 (p=0,0015). No entanto, nas compara¢des antes-
depois, o teste T para amostras dependentes s6 indicou diferencgas significativas para o genétipo
1-2 (p=0,0006). A influéncia dos gendétipos Mn-SOD na variavel hematdcrito € mostrada na Figura
15.

B0 = a b s
45 -
40 4 W Antes
35 O Depois
30 +
25 ~
20 4
15
10 -

MN-SOD 1-1 (N=19) Mn-SOD 1-2 (N=97) Mn-SOD 2-2 (N=03)

Hematocrito (%)

Figura 15 — Influéncia dos genétipos de Mn-SOD na variavel hematdcrito.

Os dados sd@o expressos como média + EP (erro padrdo da média). As letras indicam
diferencas significativas entre os genétipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo
em relagdo a c; b = significativo em relagdo a c. Os asteriscos indicam diferencas altamente
significativas (*p<0,01) na comparacdo antes-depois pelo Teste T para amostras
dependentes.

Para CAT, a analise de variancia indicou efeito nulo dos genodtipos nos valores das
variaveis hemoglobina e segmentados; efeito apenas dos gendtipos nos valores das variaveis
hemacias (p=0,0003), hematdcrito (p=0,0009), VCM (p=0,0047) e HCM (p=0,0006); e efeito
apenas do tratamento com pequi para as variaveis RDW (p<0,0001) e plaquetas (p=0,0059). Para
as variaveis leucécitos totais, linfocitos e mondcitos nem o tratamento com pequi nem 0s
gendtipos CAT exerceram influéncia, Quanto & CHCM, uma suposicdo do modelo ficou
comprometida (constancia da variancia do erro aleatério) e prejudicou a confiabilidade de qualquer
andlise por ANOVA. Para a variavel hemacias, o teste LSD de Fisher indicou diferengas entre os
gendtipos AA e AT (p=0,0176), AAe TT (p<0,0001) e AT e TT (p=0,0294); para hematdcrito, entre
AA e AT (p=0,3123), AA e TT (p=0,0009) e AT e TT (p=0,0030); para VCM, entre AA e AT

(p=0,0015) e AA e TT (p=0,0061); e para HCM, entre AA e AT (p=0,0003) e AA e TT (p=0,00086).
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No entanto, nas comparagdes antes-depois, 0 teste T para amostras dependentes mostrou
diferencas significativas apenas nos valores de hemécias, hematécrito e HCM para os genétipos
AA (p=0,0470 para hemécias, p=0,0498 para hematdcrito e p=0,0291 para HCM) e AT (p=0,0106
para hemacias, p=0,0089 para hematécrito e p=0,0003 para HCM).

As influéncias dos genoétipos CAT nas variaveis hemacias, hematécrito, VCM e HCM séo

mostradas nas Figuras 16,17, 18 e 19.

7,00 - ax
b+ c

6,00 -

5,00 -

4,00 -

3,00 -
W Antes

2,00 -
ODepois

1,00 -

,00

AA (N=22) AT (N=50) ‘ TT (N=47)
Hemacias
(milhdes/mm3)
Figura 16 - Influéncia dos genodtipos de CAT na variavel hemacias antes e depois da

suplementag¢éo com éleo de pequi.

Os dados sdo expressos como média + EP (erro padrdo da média). As letras indicam diferencas significativas
entre os genotipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relacéo a b e c; b = significativo em
relagdo a c. Os asteriscos indicam diferengas significativas (*p<0,05) na comparacéo antes-depois pelo Teste
T para amostras dependentes.
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Figura 17 - Influéncia dos genétipos de CAT na varidvel hematdcrito antes e depois da
suplementagéo com éleo de pequi.

Os dados sdo expressos como média + EP (erro padrdo da média). As letras indicam diferencas significativas
entre 0s genotipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relacéo a b e c; b = significativo em
relagdo a c¢. Os asteriscos indicam diferencas significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,001) na
comparagao antes-depois pelo Teste T para amostras dependentes.
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Figura 18 — Influéncia dos genoétipos de CAT na variavel VCM antes e depois da suplementacao
com 6leo de pequi.

Os dados sdo expressos como média + EP (erro padrdo da média). As letras indicam diferencas significativas
entre 0s genotipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relagdoa b e c.
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Figura 19 — Influéncia dos genétipos de CAT na variavel HCM antes e depois da suplementacéo
com 6leo de pequi.

Os dados sdo expressos como média + EP (erro padrdo da média). As letras indicam diferencas significativas
entre 0s genotipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relacdo a b e ¢c. Os asteriscos
indicam diferencas significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,001) na comparagéo antes-depois
pelo Teste T para amostras dependentes.
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Para GPX1, a andlise de variancia indicou efeito nulo dos genétipos nos valores das

varidveis hemacias, hematécrito, CHCM, RDW, leucécitos totais, linfécitos, segmentados e

mondcitos; efeito apenas dos gendtipos nos valores das varidveis hemoglobina (p=0,0234), VCM

(p=0,0230) e HCM (p=0,0402); e efeito tanto do tratamento com pequi (p=0,0058) quanto dos

gendtipos nos valores da variavel plaquetas (p=0,0120). Para a variavel hemoglobina, o teste LSD

de Fisher indicou diferencas entre os genotipos 1-1 e 1-2 (p=0,0341); para VCM, entre 1-1 e 2-2
(p=0,.0285) e 1-2 e 2-2 (0,0061); para HCM, entre 1-1 e 2-2 (p=0,0134) e 1-2 e 2-2 (p=0,0206);
enquanto para plaquetas, ndo houve diferencas entre os genoétipos. As influéncias dos genétipos

GPX1 nas variaveis hemoglobina, VCM e HCM sdo mostradas nas Figuras 20, 21 e 22. Nas

comparacdes antes-depois, o0 teste T para amostras dependentes somente indicou diferengas

significativas nos valores de HCM para o genétipo 1-1 (p=0,0044) e nos valores de HCM e de

plaquetas para o genétipo 1-2 (p=0,0214 para HCM e p=0,0000 para plaquetas).
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Figura 20 — Influéncia dos gendtipos de GPX1 na variavel hemoglobina antes e depois da

suplementagéo com éleo de pequi.

Os dados sdo expressos como média + EP (erro padrdo da média). As letras indicam diferencas significativas

entre 0s genotipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relagdo a b.
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Figura 21 — Influéncia dos genétipos de GPX1 na variavel VCM antes e depois da suplementacao
com 6leo de pequi.

Os dados sdo expressos como média + EP (erro padrdo da média). As letras indicam diferencas significativas
entre os genotipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relagdo a c; b = significativo em
relagéo a c.
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Figura 22 — Influéncia dos genétipos de GPX1 na varidvel HCM antes e depois da suplementacao
com 6leo de pequi.

Os dados sédo expressos como média + EP (erro padrdo da média). As letras indicam diferencas significativas
entre os genotipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relacéo a c; b significativo em relagao
a c. Os asteriscos indicam diferencas significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,001) na
comparagao antes-depois pelo Teste T para amostras dependentes.
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5.3.2.3. Perfil lipidico pd6s-prandial

As influéncias da suplementacdo com Oleo de pequi no perfil lipidico pés-prandial
(dosagens séricas de colesterol total, triglicerideos, HDL, LDL e VLDL) sao apresentadas na
Tabela 45. Apos ingestéo do 6leo de pequi houve uma tendéncia geral de reducéo nos valores de
colesterol total e LDL, bem como de aumento nos valores de triglicerideos, HDL e VLDL, tanto
para 0 grupo total quanto para os sexos. Todavia, para o grupo total, ndo houve nenhuma

alteracdo quantitativa significativa detectada pelo teste T para amostras dependentes.

O modelo de andlise de varidncia usado para verificar a influéncia da variavel sexo
mostrou que ndo houve interacdo entre os fatores tratamento com as capsulas de pequi e
categorias de sexo (homens e mulheres) para as variaveis analisadas no perfil lipidico. Sendo
assim, prosseguiu-se separadamente com as analises. Nos casos em que os efeitos das variaveis
consideradas foram diferentes de zero, utilizou-se o teste LSD de Fisher. Para colesterol total,
triglicerideos e VLDL os resultados da analise de variancia indicaram que nenhum dos fatores
(tratamento com capsulas de pequi e sexo) teve efeito significativo. Para HDL e LDL, somente o
fator sexo mostrou efeito sobre as respostas das varidveis (p<0,0001 para HDL e p=0,0409 para
LDL), sendo que nas comparacfes antes-depois ndo foram verificadas diferencas significativas

nos valores dessas variaveis para nenhum dos sexos.

As influéncias da suplementacdo com 6leo de pequi nos resultados do perfil lipidico pos-
prandial nas diferentes faixas etarias sédo apresentadas na Tabela 46. Apés ingestédo das capsulas
de pequi, houve uma tendéncia geral de reducdo do colesterol total e de triglicerideos com o
aumento da faixa etéria, particularmente a partir de 35-39 anos. Exceto para a faixa etaria de
40-44 anos, tendéncia semelhante ocorreu com o LDL, cujos valores reduziram a partir de 30-34

anos.
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Tabela 45 - Influéncias da suplementacéo com 6éleo de pequi nos valores das variaveis do perfil lipidico pés-prandial do grupo total e por sexo.

Colesterol Total

Triglicerideos

Colesterol HDL

Colesterol LDL

Colesterol VLDL

(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
187,78 = 187,29 + 113,09 + 118,26 + 54,25 + 54,48 + 110,82 + 108,70 = 22,62 + 23,65 +
Total 3,53 3,22 5,58 4,83 1,21 1,26 2,94 2,64 1,12 0,97
(N=119) (N=118) (N=120) (N=118) (N=118)
187,23 = 186,99 + 116,88 = 122,99 + 49,53 + 49,70 + 114,08 = 112,07 = 23,38 + 24,60 +
Homens 4,75 4,29 6,92 6,56 1,19 1,26 4,22 3,67 1,38 131
(N=73) (N=72) (N=73) (N=72) (N=72)
m 188,65 + 187,76 = 107,17 £+ 110,87 £ 61,57 + 61,89 + 105,80 103,50 + 21,43 + 22,17 +
Mulheres 5 53 4,84 9,38 6,87 2,08 2,17 3,61 3,53 1,88 1,37
(N=46) (N=46) (N=47) (N=46) (N=46)

Os dados sao expressos como média + EP (erro padrao da média).

Ana Luisa Miranda-Vilela

91



Resultados

Tabela 46 — Influéncias da suplementac¢éo com 6leo de pequi nos valores das variaveis do perfil lipidico pés-prandial por faixa etaria (em anos).

Colesterol Total

Triglicerideos

Colesterol HDL

Colesterol LDL

Colesterol VLDL

Fta,ix_a (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
erana Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
15-19 150,95 + 158,00 + 88,10 98,75 45,60 48,55 87,73 89,70 17,62 19,75
6,26 6,33 +12,77 +11,29 +2,30 +2,29 +4,29 + 4,97 +2,56 +2,26

(N=20) (N=20) (N=20) (N=20) (N=20)
20-24 173,42 + 174,75 + 97,79 116,67 + 50,00 50,38 103,86 + 101,04 + 19,56 23,33
6,99 7,14 + 8,52 11,54* +2,09 +2,13 6,36 6,14 +1,70 +2,31*

(N=24) (N=24) (N=24) (N=24) (N=24)
25-29 193,29 + 195,33 + 117,43 + 118,39 + 56,08 56,38 112,17 + 113,76 + 23,49 23,68
6,25 6,27 11,63 9,17 + 3,66 + 3,69 7,29 6,23 +2,33 +1,83

(N=24) (N=23) (N=24) (N=23) (N=23)
30-34 188,73 + 189,00 + 119,18+24,5 125,91 59,27 + 59,00 + 105,62 + 104,82 + 23,84 + 25,18 +

8,48 7,29 6 +19,36 2,68 3,12 8,40 6,18 4,91 3,87

(N=11) (N=11) (N=11) (N=11) (N=11)
35-39 190,43 + 185,07 + 137,86 + 137,71 53,40 50,33 110,57 + 107,39 + 27,57 27,54
6,97 6,91 17,59 9,15 +2,19 +2,70 6,63 6,64 + 3,52 +1,83

(N=14) (N=14) (N=15) (N=14) (N=14)
40-44 208,44 + 208,44 + 121,89 + 112,67 + 56,00 56,22 128,07 + 129,69 + 24,38 22,53
9,75 10,29 15,26 14,37 +2,89 + 3,41 8,88 9,08 + 3,05 +2,87

(N=09) (N=09) (N=09) (N=09) (N=09)
245 229,88 + 217,59 + 129,24 + 125,29 + 64,41 64,35 139,62 128,18 + 25,85 25,06
8,87 7,62%* 17,83 16,16 + 3,15 +3,81 +6,28 5,09** + 3,57 + 3,23

(N=17) (N=17) (N=17) (N=17) (N=17)

Os dados sao expressos como média = EP (erro padrdo da média). Os asteriscos indicam diferencgas significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,01) na
comparagao antes-depois pelo Teste T para amostras dependentes.
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O modelo de andlise de variancia usado para verificar a influéncia da faixa etaria mostrou
gue ndo houve interacao entre os fatores tratamento e idade para as variaveis analisadas no perfil
lipidico pds-prandial. Sendo assim, prosseguiu-se separadamente com as analises. Nos casos em
gue os efeitos das variaveis consideradas foram diferentes de zero, utilizou-se o teste LSD de
Fisher. Os p-valores obtidos na analise de variancia do perfil lipidico pds-prandial indicaram que
apenas a faixa etaria influenciou nos resultados obtidos com colesterol total (p<0,0001),
triglicerideos (p=0,0395), HDL (p<0,0001), LDL (p<0,0001) e VLDL (p=0,0391). As diferencas
entre as faixas etarias apontadas pelo teste LSD de Fisher sdo mostradas nas Tabelas 47, 48, 49,
50 e 51. Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01) foram destacados
em vermelho e indicaram que, em niveis de significAncia inferiores a 5%, as variaveis colesterol
total, triglicerideos, HDL, LDL e VLDL apresentaram valores distintos entre as faixas-etarias

apresentadas nas tabelas.

Tabela 47 — P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para comparagdes entre os resultados do
colesterol total nas diferentes faixas etérias.

Faixas 15-19 20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 245

etarias anos

15-19 0,0032  <0,0001  <0,0001  <0,0001  <0,0001 <0,0001
20-24 0,0032 0,0014 0,0631 0,0628  <0,0001  <0,0001
25-29 <0,0001 0,0014 0,4918 0,3702 0,0976  <0,0001
30-34 <0,0001 0,0631 0,4918 0,8989 0,0462  <0,0001
35-39 <0,0001 0,0628 0,3702 0,8989 0,0268  <0,0001
40-44 <0,0001  <0,0001 0,0976 0,0462 0,0268 0,0892

2 45 anos <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0892

Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01) foram destacados em vermelho.

Os resultados mostraram que, para colesterol total, a faixa etaria de 15-19 anos
apresentou diferencas em relacdo a todas as outras, enquanto a faixa = 45 anos apenas néo se
diferenciou apenas da idade de 40-44 anos. Nas comparacdes antes-depois, o teste T para
amostras dependentes indicou diferencas significativas apenas para a faixa etaria > 45 anos

(p=0,0015), cujos valores reduziram apés suplementacdo com 6leo de pequi.
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Tabela 48 — P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para compara¢fes entre os resultados de
triglicerideos nas diferentes faixas etarias (em anos).

Faixas 15-19 20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 245
etarias anos
15-19 0,2532 0,0454 0,0525 0,0016 0,1368  0,0106
20-24 0,2532 0,3586 0,2917 0,0234 0,5190  0,1137
25-29 0,0454 0,3586 0,7512 0,1422 0,9677  0,4634
30-34 0,0525 0,2917 0,7512 0,3430 0,7687  0,7596
35-39 0,0016 0,0234 0,1422 0,3430 0,2291  0,4647
40-44 0,1368 0,5190 0,9677 0,7687 0,2291 0,5434
2 45 anos 0,0106 0,1137 0,4634 0,7596 0,4647 0,5434

Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01) foram destacados em vermelho.

A faixa etéria que mais apresentou diferencas em relacdo as demais para os valores de
triglicerideos foi novamente a de 15-19 anos. Ja as faixas de 30-34 e 40-44 anos ndo
apresentaram diferencas em relagédo as outras, a faixa de 20-24 s6 apresentou diferencas em
relacédo a de 35-39 e as faixas de 25-29 e 245 anos so se diferenciaram da idade de 15-19 anos. Nas
comparacdes antes-depois, o teste T para amostras dependentes indicou diferengas significativas

para a faixa etéria de 20-24 anos, cujos valores aumentaram apos suplementacdo com 6Gleo de

pequi.

Tabela 49 - P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para comparagdes entre os resultados de
HDL nas diferentes faixas etarias (em anos).

Faixas 15-19 20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 245

etarias anos

15-19 0,2531 0,0009 0,0004 0,1193 0,0128  <0,0001
20-24 0,2531 0,0205 0,0066 0,5702 0,0926  <0,0001
25-29 0,0009 0,0205 0,3745 0,1410 0,9732  0,0045
30-34 0,0004 0,0066 0,3745 0,0424 0,4539  0,1322
35-39 0,1193 0,5702 0,1410 0,0424 0,2631  0,0001
40-44 0,0128 0,0926 0,9732 0,4539 0,2631 0,0263

2 45 anos <0,0001 <0,0001 0,0045 0,1322 0,0001 0,0263

Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01) foram destacados em vermelho.

Em relacdo ao HDL, a faixa etaria que mais se diferenciou foi a = 45 anos, que s6 nao
apresentou diferencas em relacdo a idade de 30-34 anos. Nas comparacfes antes-depois,

nenhuma diferenca significativa foi mostrada pelo teste T para amostras dependentes.
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Tabela 50 — P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para comparac¢6es entre os resultados de
LDL nas diferentes faixas etarias (em anos).

Faixas 15-19 20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 245

etarias anos

15-19 0,0187  <0,0001 0,0226 0,0027  <0,0001  <0,0001
20-24 0,0187 0,0539 0,6918 0,3119 0,0005 <0,0001
25-29 <0,0001 0,0539 0,2538 0,5122 0,0382 0,0008
30-34 0,0226 0,6918 0,2538 0,6265 0,0065  0,0001
35-39 0,0027 0,3119 0,5122 0,6265 0,0158  0,0004
40-44 <0,0001 0,0005 0,0382 0,0065 0,0158 0,5254

2 45 anos <0,0001 <0,0001 0,0008 0,0001 0,0004 0,5254

Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01) foram destacados em vermelho.

As diferencas entre as faixas etérias para LDL foram semelhantes as observadas para
colesterol total nas idades de 15-19, 30-34, 35-39 e = 45 anos. Nas comparac¢des antes-depois, 0
teste T para amostras dependentes indicou diferengas significativas apenas para a faixa etaria >

45 anos, cujos valores reduziram ap6s suplementacéo com 6leo de pequi.

Tabela 51 — P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para comparagdes entre os resultados de
VLDL nas diferentes faixas etarias (em anos).

Faixas 15-19 20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 245
etarias anos
15-19 0,2570 0,0276 0,0544 0,0017 0,1400  0,0112
20-24 0,2570 0,2561 0,2956 0,0245 0,5223  0,1166
25-29 0,0276 0,2561 0,8885 0,2030 0,8385  0,5963
30-34 0,0544 0,2956 0,8885 0,3468 0,7705  0,7614
35-39 0,0017 0,0245 0,2030 0,3468 0,2328  0,4683
40-44 0,1400 0,5223 0,8385 0,7705 0,2328 0,5466
2 45 anos 0,0112 0,1166 0,5963 0,7614 0,4683 0,5466

Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01) foram destacados em vermelho.

Os resultados do teste LSD de Fisher para VLDL foram semelhantes aos obtidos para
triglicerideos. Nas comparacdes antes-depois, nenhuma diferenca significativa foi mostrada pelo

teste T para amostras dependentes.

As influéncias da suplementacdo com 6leo de pequi nos resultados do perfil lipidico pos-
prandial nas diferentes faixas de distancia percorrida sdo apresentadas na Tabela 52. Como pode
ser notado, houve uma tendéncia de reducdo do colesterol total e do LDL com o aumento da

distancia percorrida.
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Tabela 52 - Influéncias da suplementac¢éo com 6leo de pequi nos valores das variaveis do perfil lipidico pés-prandial por distancia percorrida (em Km).

Distancia Colesterol Total Triglicerideos Colesterol HDL Colesterol LDL Colesterol VLDL
percorrida (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
(Km) Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
4-5 171,81 + 177,44 + 107,23 + 111,88 + 49,63 + 51,31+ 101,23 + 103,44 + 21,45 + 22,38 +
5,26 4,97 9,39 7,82 1,55 1,69 4,84 4,59 1,88 1,56
(N=48) (N=48) (N=49) (N=48) (N=48)
6-7 188,77 + 186,77 + 106,09 + 118,20 + 57,06 + 55,57 + 110,49 + 107,56 + 21,22 + 23,64 +
5,74 5,67 9,87 9,06 2,67 2,57 4,10 4,17 1,97 1,81
(N=35) (N=35) (N=35) (N=35) (N=35)
8-10 207,50 £ 202,03 £ 130,66 + 128,97 + 57,77 + 58,10 + 122,87 + 116,57 + 26,87 + 25,79 +
7,08 6,18 11,07 9,44 2,37 2,69 6,11 4,72 2,26 1,89
(N=30) (N=29) (N=30) (N=29) (N=29)
16-21 211,17 £+ 195,33 + 116,00 + 118,00 + 58,00 + 55,83 + 129,97 + 115,90 + 23,20 + 23,60 +
10,13 14,77 8,96 16,71 2,99 5,38 10,41 13,58 1,79 3,34
(N=06) (N=06) (N=06) (N=06) (N=06)

Os dados sao expressos como média + EP (erro padrao da média).
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O modelo de analise de variancia usado para verificar a influéncia da distancia percorrida
mostrou que nao houve interacdo entre os fatores tratamento e quildmetros percorridos para as
variaveis analisadas no perfil lipidico pos-prandial. Sendo assim, prosseguiu-se separadamente
com as analises. Nos casos em que os efeitos das variaveis consideradas foram diferentes de
zero, utilizou-se o teste LSD de Fisher. Os resultados da analise de variancia indicaram que
apenas a distancia percorrida exerceu influéncia sobre os valores de colesterol total (p<0,0001),
HDL (p=0,0025) e LDL (p=0,0027). Em relacdo a triglicerideos e VLDL, nem o tratamento com

pequi nem a distancia percorrida influenciaram.

As diferencas entre as faixas de distancia percorrida apontadas pelo teste LSD de Fisher
para colesterol total, HDL e LDL sdo mostradas nas Tabelas 53, 54 e 55. Os p-valores
significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01) foram destacados em vermelho e
indicaram que, em niveis de significancia inferiores a 5%, a variaveis colesterol total, HDL e LDL

apresentaram valores distintos entre as distancias apresentadas nas tabelas.

Tabela 53 — P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para comparagdes entre os resultados de
colesterol total e as diferentes distancias percorridas (em Km).

Distancia 4-5 67 8-10 16-21
percorrida
4-5 0,7712 0,0366 0,6679
67 0,7712 0,0887 0,7839
8-10 0,0366 0,0887 0,4952
16-21 0,6679 0,7839 0,4952

Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01)
foram destacados em vermelho.

Os resultados indicaram diferenca nos valores da variavel colesterol total entre 4-5 e 8-10
Km. Nenhuma diferenca significativa foi mostrada pelo teste T para amostras dependentes nas

comparacdes antes-depois.
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Tabela 54 — P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para comparagfes entre os resultados de
HDL e as diferentes distancias percorridas (em Km).

Distancia 4-5 6-7 8-10 16-21
percorrida
4-5 0,0054 0,0007 0,1139
67 0,0054 0,4950 0,8847
8-10 0,0007 0,4950 0,8140
16-21 0,1139 0,8847 0,8140

Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01)
foram destacados em vermelho.

Para a variavel HDL, os resultados indicaram diferencas entre 4-5 e 6-7 Km e entre 4-5 e
8-10 Km. Nenhuma diferenca significativa foi mostrada pelo teste T para amostras dependentes

nas comparacfes antes-depois.

Tabela 55 — P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para comparagdes entre os resultados de
LDL e as diferentes distancias percorridas (em Km).

Distancia 4-5 67 8-10 16-21
percorrida
4-5 0,1577 0,0006 0,0242
67 0,1577 0,0494 0,1323
8-10 0,0006 0,0494 0,6947
16-21 0,0242 0,1323 0,6947

Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01)
foram destacados em vermelho.

Para LDL, as diferen¢as s6 ndo foram observadas entre 4-5 e 6-7 Km, entre 6-7 e 16-21
Km e entre 8-10 e 16-21 Km. Nenhuma diferenca significativa foi mostrada pelo teste T para

amostras dependentes nas comparagdes antes-depois.

O modelo de analise de variancia usado para verificar a influéncia genétipos mostrou que
ndo houve interacéo entre os fatores tratamento e genétipos para as variaveis analisadas no perfil
lipidico. Sendo assim, prosseguiu-se separadamente com as analises. Nos casos em que 0s

efeitos das variaveis consideradas foram diferentes de zero, utilizou-se o teste LSD de Fisher.

Para haptoglobina, a analise de variancia indicou efeito nulo dos gendétipos nos valores
das varidveis colesterol total, triglicerideos, LDL e VLDL; e efeito apenas dos genétipos nos

valores da variavel HDL (p<0,0001). Neste caso, o teste LSD de Fisher mostrou diferencas entre
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0s subtipos HplF-1F e Hp1S-1S (p=0,0045), Hp1F-1S e HplS-1S (p=0,0342), Hp1S-1S e HplF-2
(p=0,0485), Hpl1S-1S e HplS-2 (p=0,0045), Hp1S-1S e Hp2-2 (p<0,0001), HplF-2 e Hp2-2
(p=0,0038) e HplS-2 e Hp2-2 (p=0,0102). Nas comparac¢des antes-depois, 0 teste T para
amostras dependentes indicou diferencas significativas apenas para HplF-1F (p=0,0325), cujos
valores aumentaram apés suplementacdo com 6leo de pequi. Quando os subtipos de Hp™* foram
agrupados (tipos de Hp), o teste LSD de Fisher indicou diferencas entre Hp1-1 e Hp2-2 (p=0,0003)
e entre Hp2-1 e Hp2-2 (p=0,0056), porém nenhuma diferenca significativa foi mostrada pelo teste
T para amostras dependentes nas comparac8es antes-depois. As influéncias dos subtipos e dos

tipos de Hp na variavel HDL sao apresentadas nas Figuras 23 e 24.

70,00 1 g4
60,00 - d e
50,00 -
40,00 -
30,00 -

B Antes

20,00 - O Depois

10,00 -

0,00 -

Hp 1F-1F | Hp 1F-1S |Hp 1S-1S | Hp 1F-2 | Hp1S-2 | Hp2-2
(N=8) | (N=8) | (N=18) | (N=20) | (N=33) | (N=33)

HDL (mg/dL)

Figura 23 — Influéncia dos subtipos de Hp na variavel HDL antes e depois da suplementacao com
6leo de pequi.

Os dados sdo expressos como média + EP (erro padrdo da média). As letras indicam diferencas significativas
entre 0s genotipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relacéo a c; b significativo em relagao
a c; ¢ = significativo em relacéo a d, e e f; d = significativo em relacao a f; e = significativo em relacédo a f. O
asterisco indica diferenca significativa (*p<0,05) na comparacé@o antes-depois pelo Teste T para amostras
dependentes.
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Figura 24 — Influéncia dos tipos de Hp na variavel HDL antes e depois da suplementacao com
6leo de pequi.

Os dados sdo expressos como média + EP (erro padrdo da média). As letras indicam diferencas significativas
entre os genotipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relagdo a c; b = significativo em
relagdo a c.

Para Mn-SOD e GPX1, a analise de variancia indicou efeito nulo dos genoétipos nos

valores de todas as variaveis analisadas no perfil lipidico.

Para CAT, a andlise de variancia indicou efeito nulo dos gendétipos nos valores de
colesterol total, triglicerideos, LDL e VLDL e efeito apenas dos genétipos nos valores de HDL
(p=0,0098). O teste LSD de Fisher indicou diferencas entre os gendtipos AA e AT (p=0,0033) e AA
e TT (p=0,0096), porém nenhuma diferenca significativa foi mostrada pelo teste T para amostras
dependentes nas compara¢des antes-depois. A influéncia dos gendtipos CAT na variavel HDL é

mostrada na Figura 25.
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Figura 25 — Influéncia dos gendtipos CAT na variavel HDL antes e depois da suplementacao com
6leo de pequi.

Os dados sdo expressos como média + EP (erro padrdo da média). As letras indicam diferencas significativas
entre 0s genotipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relagdoa b e c.

5.3.2.4. Teste de TBARS

A influéncia da suplementacdo com 6leo de pequi na peroxidacdo lipidica do plasma,
avaliada pela concentragdo média (em nmol/mL) de malonaldeido (MDA) e verificada pelo teste de
TBARS, é apresentada na Figura 26. Apés ingestdo das capsulas de pequi foi observada redugéo
na média dos valores de MDA tanto para o grupo total quanto para o sexo masculino. Apesar do
sexo feminino ndo ter apresentado alteracdo nas comparagBes antes-depois, houve uma
tendéncia geral de reducao do erro padrao da média (tendéncia de reducao da variabilidade) tanto
para grupo total quanto para 0s sexos, apos suplementacao com 6leo de pequi. Para o grupo total,
o teste T para amostras dependentes ndo apresentou diferenc¢a significativa na comparacgéo antes-
depois.
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Figura 26 — Resultados do teste de TBARS para o grupo total e por sexo antes e
apos a suplementagcédo com éleo de pequi.

Os dados sao expressos como média + EP (erro padrao da média).

O modelo de andlise de variancia usado para verificar as influéncias de sexo, faixa etéria,
distancia percorrida e gendétipos mostrou que ndo houve interacdo entre essas variaveis e 0
tratamento com as capsulas de pequi nas analises de TBARS. Sendo assim, prosseguiu-se
separadamente com cada analise. Nos casos em que os efeitos das variaveis consideradas foram
diferentes de zero, utilizou-se o teste LSD de Fisher.

Os resultados indicaram que nem o tratamento com 0O pequi nem O Sexo exerceram
influéncia estatisticamente significativa nos valores de TBARS.

A andlise de variancia indicou que os resultados do teste de TBARS foram influenciados
por idade (p=0,0087), distancia percorrida (p=0,0007) e gendtipos de haptoglobina (p=0,0008) e
de Mn-SOD (p=0,0072), ndo havendo influéncia estatisticamente significativa do tratamento com

as capsulas de pequi.

As diferencgas entre as faixas etarias detectadas pelo teste LSD de Fisher sdo mostradas
na figura 27 e apresentadas na Tabela 56. Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente
significativos (p<0,01) foram destacados em vermelho e indicaram que, em niveis de significancia
inferiores a 5%, o teste de TBARS apresentou valores distintos entre as faixas de distancia

percorrida indicadas na tabela.
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Figura 27 — Resultados do teste de TBARS por faixa etaria antes e apds
suplementagéo com éleo de pequi.

Os dados séo expressos como média + EP (erro padrdo da média). A letra a indica que a
faixa etaria de 15-19 anos se diferenciou das demais pelo teste LSD de Fisher. O asterisco
indica diferenca significativa (*p<0,05) na comparagdo antes-depois pelo Teste T para
amostras dependentes.

Tabela 56 — P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para comparagfes entre os resultados do
teste de TBARS e as diferentes faixas etarias (em anos).

Faixas 15-19  20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 245

etarias anos

15-19 0,0176 0,0003 0,0143 0,0362 0,0687  0,0005
20-24 0,0176 0,1783 0,6001 0,9740 0,9813  0,1498
25-29 0,0003 0,1783 0,5745 0,2217 0,2976  0,8179
30-34 0,0143 0,6001 0,5745 0,6104 0,6523  0,4748
35-39 0,0362 0,9740 0,2217 0,6104 0,9967  0,1834
40-44 0,0687 0,9813 0,2976 0,6523 0,9967 0,2464

2 45 anos 0,0005 0,1498 0,8179 0,4748 0,1834 0,2464

Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01) foram destacados em vermelho.

Os resultados indicaram que a faixa etaria de 15-19 anos se diferenciou das demais. Nas
comparacdes antes-depois, o teste T para amostras dependentes indicou diferengas significativas

para esta faixa etaria, cujos valores aumentaram apés suplementagéo com 6leo de pequi.

As diferencas entre as faixas de distancia percorrida detectadas pelo teste LSD de Fisher
sdo mostradas na Figura 28 e apresentadas na Tabela 57. Os p-valores significativos (p<0,05) e

altamente significativos (p<0,01) foram destacados em vermelho e indicaram que, em niveis de
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significancia inferiores a 5%, o teste de TBARS apresentou valores distintos entre as faixas de

distancia percorrida indicadas na tabela.

0,035 - bas
0,03 - a: c
0,025 -
0,02 -
0,015 -
0,01 -

0,005 -

Thars (nmol/mL)

4-5Km ‘ 6-7 Km ‘ 8-10Km ‘ 16-21 Km

H antes

O depois

Figura 28 — Resultados do teste de TBARS por distancia percorrida antes e apds

suplementagéo com éleo de pequi.

Os dados séo expressos como média + EP (erro padrao da média). As letras indicam
diferencas significativas entre os genoétipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a =
significativo em relagdo a b; b = significativo em relacdo a ¢. Os asteriscos indicam
diferencas significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,01) na comparacdo

antes-depois pelo Teste T para amostras dependentes.

Tabela 57 — P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para comparagfes entre os resultados do

teste de TBARS e as diferentes faixas de distancia percorrida (em Km).

Disténcia 4-5 6-7 8-10 16-21
percorrida
45 <0,0001 0,4822 0,5463
67 <0,0001 0,0039 0,1269
8-10 0,4822 0,0039 0,8466
16-21 0,5463 0,1269 0,8466

Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01)

foram destacados em vermelho.

Nas comparacdes antes-depois, o teste T para amostras dependentes indicou diferencas

significativas para as distancias de 4-5 Km (p=0,0427), cujos valores aumentaram apos

suplementacdo com 6leo de pequi, e 6-7 Km (p=0,0034), cujos valores reduziram apos

suplementacéo.
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Para os genétipos de haptoglobina, o teste LSD de Fisher mostrou diferengas nos valores
do teste de TBARS entre os subtipos Hp 1F-1F e 1S-1S (p=0,0101), 1F-1F e 2-2 (p=0,0153), 1F-
1S e 1S-1S (p=0,0004), 1F-1S e 1F-2 (p=0,0340), 1F-1S e 1S-2 (p=0,0385), 1F-1S e 2-2
(p=0,0006), 1S-1S e 1S-2 (p=0,0156) e 1S-1S e 2-2 (p=0,.0213). Nas compara¢des antes-depois,
o teste T para amostras dependentes indicou diferencas significativas para os genoétipos Hpl1S-1S
(p=0,0088), cujos valores aumentaram apds suplementacdo com Oleo de pequi, e HplS-2
(p=0,0013), cujos valores diminuiram apds suplementacdo. A influéncia dos subtipos de Hp nos
resultados do teste de TBARS é mostrada na Figura 29.
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W Antes
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Figura 29 — Influéncia dos subtipos de Hp nos resultados do teste de TBARS.

Os dados sao expressos como média + EP (erro padrao da média). As letras indicam diferencas
significativas entre os genétipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relagdo a ¢ e f;
b = significativo em relacdo a ¢, d, e e f; ¢ = significativo em relacédo a e e f. Os asteriscos indicam
diferencas significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,01) na comparacado antes-depois
pelo Teste T para amostras dependentes.

Quando os alelos Hp™ foram considerados conjuntamente (tipos de Hp), os resultados
indicaram que somente para niveis de significaAncia superiores a 5,2%, o gendtipo Hp exerceu
influéncia sobre os valores do teste de TBARS. Neste caso, as diferengas detectadas pelo teste
LSD de Fisher ocorreram entre Hp2-1 e Hp2-2 (p=0,0185). Nas comparacdes antes-depois, o teste
T para amostras dependentes mostrou diferencas significativas apenas para Hp2-1 (p=0,0004),
cujos valores diminuiram apos suplementacéo com 6leo de pequi. A influéncia dos tipos de Hp nos

resultados do teste de TBARS é mostrada na Figura 30.
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Figura 30 — Influéncia dos tipos de Hp nos resultados do teste de TBARS.

Os dados séo expressos como média + EP (erro padrao da média). As letras indicam diferencas
significativas entre os genotipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relagéo a b.
Os asteriscos indicam diferencas altamente significativas (**p<0,01) na comparacédo antes-depois
pelo Teste T para amostras dependentes.

Para os gendtipos de Mn-SOD, o teste LSD de Fisher detectou diferengas nos valores do

teste de TBARS entre 1-1 e 1-2 (p=0,0032).

Nas comparagdes antes-depois, o teste T para

amostras dependentes indicou diferengas significativas apenas para o genétipo 1-1 (p=0,0047),

cujos valores diminuiram apds suplementacdo com 6leo de pequi. A influéncia dos genétipos Mn-

SOD nos resultados do teste de TBARS é mostrada na Figura 31.
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Figura 31 — Influéncia dos genétipos Mn-SOD nos resultados do teste de TBARS.
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Os dados séo expressos como média + EP (erro padrao da média). As letras indicam diferencas
significativas entre os genotipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relagéo a b.
Os asteriscos indicam diferencas altamente significativas (**p<0,01) na comparacédo antes-depois
pelo Teste T para amostras dependentes.

Ana Luisa Miranda-Vilela

106



Resultados

5.3.2.5. Presséao arterial e PCR ultra-sensivel

As influéncias da suplementacdo com 6leo de pequi na pressdo arterial (sistolica e
diastolica) e nos valores da proteina-C reativa ultra-sensivel (PCR-US) sdo apresentadas na
Tabela 58. Apos ingestao do 6leo de pequi houve uma tendéncia geral de reducdo da pressao
arterial (sistolica e diastolica, tanto para o grupo total quanto para os sexos. Tendéncia semelhante
ocorreu com os valores de PCR-US, exceto para o sexo feminino. Os resultados do teste T para
amostras dependentes foram significativos para a reducdo da pressdo arterial (p=0,001 para

pressoes sistélica e diastdlica).

Tabela 58 - Influéncias da suplementacdo com 6leo de pequi na presséo arterial e nos valores da
PCR-US do grupo total e por sexo.

Pressao sistdlica Pressao diastélica PCR-US
(mmHg) (mmHg) (mg/dL)
Antes Depois Antes Depois Antes Depois
Total 115,21+0,70 112,14+0,76 72,65+0,82 68,97 +0,73 1,59+0,21 1,55+0,17
(N=117)** (N=117)** (N=114)
Homens 117,22 +0,87 114,31+0,90 74,72+1,06 70,83+0,92 1,98+ 0,33 1,61+ 0,22
(N=72)** (N=72)** (N=67)
Mulheres 112,00+ 1,03 108,67 + 1,17 69,33+ 1,12 66,00+ 1,07 1,05+0,16 1,47 +0,26
(N=45)* (N=45)* (N=47)

Os dados sdo expressos como média + EP (erro padrdo da média). Os asteriscos indicam diferencas
significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,01) na comparagéo antes-depois pelo Teste T para
amostras dependentes.

O modelo de andlise de variancia usado para verificar as influéncias de sexo, faixa etéria,
distancia percorrida e gendétipos mostrou que ndo houve interacdo entre essas variaveis e o
tratamento com as capsulas de pequi nas andlises de pressao arterial e PCR-US. Sendo assim,
prosseguiu-se separadamente com as andlises. Nos casos em que os efeitos das variaveis

consideradas foram diferentes de zero, utilizou-se o teste LSD de Fisher.

Para PCR-US os resultados da analise de variancia mostraram que o fator sexo exerceu
efeito significativo (p=0,0491), enquanto para pressdo arterial, ambos os fatores (tratamento com
pequi e sexo) influenciaram (Tabela 59). Nas comparagdes antes-depois, o teste T para amostras
dependentes indicou diferencas significativas para as pressodes sistdlica (p=0,0072 para homens e
p=0,0305 para mulheres) e diastélica (p=0,0029 para homens e p=0,0305 para mulheres), cujos
valores diminuiram apés tratamento com 6leo de pequi. Nenhuma diferenga significativa foi
mostrada pelo teste T para amostras dependentes para a PCR-US nas comparacdes antes-

depois.
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Tabela 59 — P-valores obtidos na analise de variancia para a influéncia dos fatores tratamento
com capsulas de pequi e sexo nos valores da pressao arterial.

Presséo sistdlica Pressao diastdlica

Tratamento com capsulas de pequi 0,0024 0,0015

Sexo <0,0001 <0,0001

As influéncias da suplementacdo com 6leo de pequi nos resultados da pressao arterial e
da PCR-US nas diferentes faixas etarias sdo apresentadas na Tabela 60. ApoOs ingestdo das
capsulas de pequi, houve uma tendéncia geral de queda na pressao arterial em todas as faixas
etarias, exceto para a pressao sistdlica na faixa de 30-34 anos. Ja para os valores de PCR-US,

houve aumento em quatro faixas etarias e reducao em trés.

Tabela 60 - Influéncias da suplementacdo com 6leo de pequi nos resultados da pressao arterial e
da PCR-US por faixa etéaria.

] o Presséo sistdlica Presséo diastélica PCR-US
Faixa etaria (mmHg) (mmHg) (mg/dL)
(anos) Antes Depois Antes Depois Antes Depois
114,50 + 111,00 + 71,50 69,00 1,35 1,66
15-19 1,35 1,43 +1,50 +1,61 +0,57 +0,58
(N=20) (N=20) (N=19)
115,83 + 113,75 + 72,08 69,58 1,96 2,39
20-24 1,69 2,15 +1,90 +1,75 +0,69 +0,51
(N=24) (N=24) (N=20)
116,36 + 113,64 + 75,00 71,82 1,83 1,76
2529 1,40 1,55 +2,05 +1,69 +0,42 +0,36
(N=22) (N=22) (N=22)
112,73 + 114,55 + 70,00 + 67,27 + 1,64 0,69
30-34 2,37 2,47 3,30 2,73 +0,48 +0,12
(N=11) (N=11) (N=12)
113,33 + 109,33 + 74,67 68,00 1,92 1,46
35-39 2,11 2,28 +2,36 +2,23 +0,75 + 0,45
(N=15) (N=15) (N=14)
116,00 + 112,00 + 72,00 70,00 0,74 0,79
40-44 3,39 2,49 +2,91 +2,11 +0,26 +0,25
(N=10) (N=10) (N=10)
116,67 110,00 72,00 65,33 1,28 1,30
245 +1,87 +1,69 + 2,00 +1,65 +0,29 +0,25
(N=15)** (N=15)** (N=16)

Os dados sdo expressos como média + EP (erro padrdo da média). Os asteriscos indicam diferencas
altamente significativas (**p<0,01) na comparacao antes-depois pelo Teste T para amostras dependentes.
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Os resultados da analise de variancia indicaram que apenas o tratamento com pequi
exerceu influéncia nos valores da pressao arterial (p=0,0080 para presséo sistolica e p=0,0026
para pressédo diastélica), enquanto nenhum dos fatores exerceu influéncia significativa na variavel
PCR-US. Nas comparacdes antes-depois, o teste T para amostras dependentes indicou
diferencas significativas na pressdo arterial apenas para a faixa etaria > 45 anos (p=0,0031 para
as pressdes sistélica e diastdlica), cujos valores diminuiram apds tratamento com éleo de pequi.
Para PCR-US, o teste T para amostras dependentes indicou diferencas na faixa etaria de 30-34

anos em niveis de significaAncia superiores a 8,76%.

As influéncias da suplementacdo com 6leo de pequi nos resultados da pressao arterial e
da PCR-US nas diferentes faixas de distancia percorrida sdo apresentadas na Tabela 61.
Novamente, apos a suplementagdo com pequi houve uma tendéncia de queda da presséo arterial

em todas as faixas de distancia percorrida, exceto para a pressao diastélica na faixa de 6—7 Km.

Tabela 61 - Influéncias da suplementacdo com 6leo de pequi nos resultados da pressao arterial e
da PCR-US por distancia percorrida.

] o Presséo sistdlica Presséo diastélica PCR-US
Faixa etaria (mmHg) (mmHg) (mg/dL)
(anos) Antes Depois Antes Depois Antes Depois

4 114,79 +1,11 112,71 +1,25 72,08 +1,15 68,13 +1,14 1,29+0,35 1,53 + 0,33
(N=48) (N=48)** (N=44)

67 114,41 +1,28 111,18+ 1,32 69,12+1,66 69,71 +1,30 1,85+0,32 1,54 +0,24
(N=34) (N=34) (N=35)

8 10 116,43 +1,47 112,50+ 1,68 76,79 +1,55 69,29 +1,62 1,72+0,46 1,72 + 0,33
(N=28) (N=28)** (N=29)

1621 117,14 +2,86 111,43+1,43 77,14+1,84 70,00+ 3,09 1,51+0,74 0,99 + 0,25
(N=07) (N=07)* (N=06)

Os dados sdo expressos como média + EP (erro padrdo da média). Os asteriscos indicam diferencas
significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,01) na comparagéo antes-depois pelo Teste T para
amostras dependentes.

A analise de variancia indicou que apenas o tratamento com pequi influenciou nos valores
da pressao arterial (p=0,0070 para pressao sistélica e p=0,0023 para pressao diastélica),
enquanto nenhum dos fatores exerceu influéncia significativa na varidvel PCR-US. Nas
comparacdes antes-depois, o teste T para amostras dependentes indicou diferengas significativas
na pressdo diastélica para as distancias de 4-5 (p=0,0076), 8-10 (p=0,0002) e 16-21 Km

(0,0465), cujos valores diminuiram apds tratamento com 6leo de pequi.

Os resultados também indicaram efeito nulo dos gendétipos estudados (Hp, Mn-SOD, CAT

e GPX1) tanto para os valores da presséo arterial quanto para os valores da PCR-US, e efeito
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apenas do tratamento com as capsulas de pequi para os valores da presséo arterial (sistélica e
diastolica). Sendo assim, as conclusbes foram as mesmas obtidas quando ndo se levou em

consideracdo os genotipos.

5.3.2.6. Efeitos Colaterais

Nenhum atleta se retirou do estudo por causa de desconforto ou efeitos adversos
associados ao tratamento. Onze individuos sentiram sonoléncia pesada, enquanto quatro
relataram insbnia; seis voluntarios tiveram um leve desconforto intestinal, dois relataram
constipacao intestinal, trés informaram flatuléncia aumentada, um homem queixou-se de azia,
duas mulheres informaram acne aumentada e uma mulher descreveu o aparecimento de nédulos
subcutaneos dolorosos nos bracos. Todos os sintomas foram notados nos primeiros 3-4 dias de

tratamento, desaparecendo logo depois.

5.3.2.7. Aceitacao das capsulas

De maneira geral as capsulas foram bem aceitas. Apenas o0s voluntarios que nao
seguiram a recomendacé@o de ingestdo apds o almogo e/ou jantar e ingeriram as capsulas em
jejum relataram aumento de eructacdo. No entanto, foi unanime a reclamacéo do grande tamanho

das capsulas e, neste caso, desconforto na hora da ingestao.
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6. DISCUSSAO

O pequi é um fruto encontrado em regiées onde as arvores recebem alta incidéncia de
raios solares, o que favorece a geracdo de RL. Adicionalmente, tanto a polpa quanto a améndoa
sdo ricas em lipidios, os quais, sob acdo de ERO, estdo sujeitos a lipoperoxidacdo. Essas
condi¢bes favorecem a biossintese de compostos secundarios com propriedades antioxidantes,
tais como compostos fendlicos e carotendides (Lima et al., 2007) e também de compostos
primarios como a vitamina C, conhecida por ser um antioxidante que auxilia as plantas a lidar com
estresses provocados por seca, temperatura, salinidade, ozonio e radiacdo UV (Lee e Kader,
2000; Smirnoff, 2003; Foyer e Noctor, 2005). A literatura apresenta teores elevados de vitamina C
e de carotendides totais para a polpa do pequi (Ramos et al., 2001; Azevedo-Meleiro e Rodriguez-
Amaya, 2004; Santos et al., 2005; Boletim informativo UFMG n° 1511, 2005; Oliveira et al., 2006;
Lima et al., 2007), presentes respectivamente, no extrato aquoso (EAP) e no extrato organico

(EOP ou 6leo de pequi) utilizados nos estudos in vivo deste trabalho.

6.1. Testes pré-clinicos e toxicolégicos em camundongos

O teste do microndcleo é o ensaio in vivo mais utilizado para a deteccdo de agentes
clastogénicos e aneugénicos, enquanto o teste do cometa é usado em estudos genotoxicoldgicos
para avaliar danos no DNA de células eucaridticas individuais (Schmid, 1975; Natarajan e Obe,
1982; Henderson et al., 1998; FDA, 2000; Ribeiro, 2003). No presente estudo, ambos os testes
mostraram que o EOP a 0,5 mL kg™ ou a 1 mL kg™ n&o teve efeito clastogénico nem genotéxico
nas células da medula éssea ou de linfdcitos do sangue periférico de camundongos, corroborando
os resultados reportados por Khouri et al. (2007).

O sulfato de bleomicina (BLM) é um glicopeptideo radiomimético usado rotineiramente na
quimioterapia do cancer; produz MN em células humanas, de ratos e de camundongos,
principalmente através de danos oxidativos no DNA (Erexson et al., 1995). A degradacdo do DNA
mediada por BLM exige a presenca do oxigénio molecular e de um fon metalico como Fe*" ou
Cu®* para produzir ERO, que sdo tdxicas e mutagénicas para uma variedade de modelos
bioldgicos in vitro e in vivo (Hoffmann et al., 1993; Anderson et al., 1995; Erexson et al., 1995;
Hecht, 2000).

Nossos resultados confirmaram os efeitos citotoxicos e genotdxicos de BLM e igualmente
demonstraram que a administracéo prévia de EOP a 1 mL kg™ protegeu claramente as células da
medula éssea de camundongos contra a lise induzida por BLM a 50 mg kg ™. Embora o EOP a 0.5
mL kg™ ndo tenha protegido contra a inducdo de MN-EPC por BLM 25 mg kg™, favoreceu a
reducdo de MN-ENC (comparacéo dos grupos M7 e M10). Na concentracdo de 0.5 mL kg™, o
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EOP também favoreceu a reducdo de MN-EPC induzidos por BLM a 10 mg kg™ (comparacao dos
grupos M11 e M12), apesar de estatisticamente ndo significativa. O aumento do indice de
proliferacéo celular observado em M12 confirmou que o EOP, em todas as concentra¢des usadas,
protegeu de alguma forma as células da medula dos camundongos contra a clastogenicidade da
BLM. Adicionalmente, nossos resultados sugeriram que o EOP também forneceu protecdo contra
os efeitos clastogénicos naturais (comparacdo de M1 com M3 e M8), apesar da reducao de MN-
ENC néo ter sido estatisticamente significativa. Resultados semelhantes de protecdo foram
obtidos no teste do cometa. Enquanto o EAP a 1 mL kg‘l forneceu protecéo significativa contra
danos no DNA induzidos por BLM a 25 mg kg'l, EOP 0.5 mL kg‘l igualmente contribuiu com a
reducdo de danos (C5 contra C6), apesar deste resultado n&o ter sido estatisticamente

significativo.

Uma vez que a citotoxicidade de BLM envolve a producéo de ERO (Hoffmann et al., 1993;
Anderson et al., 1995; Erexson et al., 1995; Hecht, 2000), nossos resultados sugerem que a
protecdo do DNA contra danos oxidativos induzidos por BLM foi mediada por componentes
antioxidantes presentes nos extratos do pequi. De fato, estudos prévios tém indicado que
compostos com atividade antioxidante podem modular a genotoxicidade induzida por BLM (Povirk
e Austin, 1991; Povirk, 1996; Khouri et al., 2007). Os resultados do teste do cometa confirmaram
os resultados do teste do microntcleo (MN) e mostraram que a habilidade dos dois extratos em
proteger o DNA contra danos oxidativos induzidos por BLM foi limitada a concentragao do extrato.
Nas concentragfes usadas, a maior protecdo observada com EAP provavelmente refletiu seu

contetdo mais alto em antioxidantes.

A ciclofosfamida (CP) é um composto organofosforado do tipo mostarda nitrogenada
largamente usado como agente antineoplasico. E um agente alquilante n&do-especifico que
interage quimicamente com o DNA. E um pré-farmaco, ou seja, necessita ser metabolizado no
figado por enzimas fosfamidases (oxidases) para que seus metabdlitos possam exercer o efeito
alquilante celular (Almeida et al., 2005; Santos et al., 2007a). A fosforamida mostarda, metabdlito
de CP responsavel por seu efeito antineoplasico, € um agente alquilante que induz uma variedade
de alteracdes no DNA (IARC, 1981; Krishna et al., 1987; Santos et al., 2007a), sendo capaz de
formar ligagbes cruzadas interfilamentares e modificar o DNA covalentemente (Anderson et al.,
1995; Almeida et al., 2005).

Compostos com propriedades antioxidantes, tais como vitamina C (presente no EAP) e B-
caroteno (presente no EOP) podem ter efeito antioxidante ou pro-oxidante, dependendo da dose
(Antunes e Takahashi, 1999; Paolini et al., 2003). Esses dois lados ou efeito Janus refletem a
natureza dual de certas substancias quimicas, tais como antioxidantes e farmacos usados no
tratamento do cancer. Nosso estudo mostrou que o EOP apresentou tal efeito: a 0.5 mL kg™
protegeu as células contra a genotoxicidade (teste do cometa) e a clastogenicidade (teste de MN)

de CP; no entanto, a 1 mL kg™ favoreceu o aumento da frequéncia de MN na presenca de CP a
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30 mg kg‘l. Resultados similares foram reportados por Khouri et al. (2007), quando usaram

tratamento combinado de EAP a 1 mL kg™ com CP a 33 mg kg™ ou 66 mg kg™

Muitos estudos indicam que o consumo regular de frutas e vegetais ricos em nutrientes
antioxidantes pode reduzir o risco de cancer (Saeed et al., 2005); outros indicam que alguns
nutrientes antioxidantes como - caroteno e vitaminas C e E minimizam os efeitos toxicos
produzidos por quimioterapicos e interferem positivamente na resposta ao tratamento empregado
(Santos e Cruz, 2001; Borek, 2004). De acordo com Liu et al. (2003) e Berger (2005), a
suplementacgéo antioxidante na dieta pode reduzir o nivel de danos oxidativos no DNA e proteger
as células contra os efeitos colaterais adversos de alguns agentes quimioterapicos.
Adicionalmente, tem sido demonstrado que antioxidantes, quando administrados conjuntamente
com antineoplasicos, potencializam o efeito desses farmacos, resultando em diminuicdo do
tamanho do tumor com producdo de menos efeitos colaterais, melhoria da qualidade de vida e

maior tempo de sobrevida dos pacientes oncoldgicos (Santos e Cruz, 2001).

Nossos resultados estdo alinhados com muitos outros, demonstrando que ingredientes
com propriedades antioxidantes presentes em extratos de plantas podem proteger o DNA contra
danos causados por ERO (Owen et al., 2003; Cano et al., 2003; Lee et al., 2003; Khouri et al.
2007). Apesar de o presente trabalho ter usado camundongos saudaveis e nenhum estudo
experimental ter sido realizado em células cancerosas, pelo exposto acima e mediante nossos
resultados, podemos sugerir que tanto o EOP quanto o EAP, através de suas propriedades
antioxidantes, protegeram o DNA contra danos oxidativos causados por BLM e CP e que este

efeito modulatdério foi relacionado a concentragdo do extrato usado.

O ataque oxidativo a componentes celulares € um mecanismo relevante na patogénese de
diversas doengcas humanas tais como aterosclerose, doengas cardiovasculares, diabetes,
desordens hepéticas e doencas inflamatdrias reuméticas (Wasowicz et al., 1993; Jentzsch et al.,
1996). ERO agridem os acidos graxos poliinsaturados dos fosfolipideos de membranas celulares,
causando alteragéo na estrutura e permeabilidade das mesmas e levando a formacéo de produtos
toxicos, entre eles o malonaldeido (MDA) (Janero, 1990; Wasowicz et al., 1993). O teste de
TBARS é um método simples e sensivel para quantificar MDA (Janero, 1990; Wasowicz et al.,
1993) e, consequentemente, avaliar o indice de peroxidagéo lipidica e o estresse oxidativo
(Jentzsch et al., 1996). Baseia-se no fato de que, em condi¢des de baixo pH e altas temperaturas,
o MDA reage com o acido tiobarbitarico (TBA), originando um aduto MDA-TBA que pode ser
guantificado por espectrofotometria, fluorimetria ou cromatografia liquida de alta performance
(Janero, 1990; Wasowicz et al., 1993).

Nossos resultados mostraram que, nas concentracdes usadas, o0 EAP ndo s6 nao
protegeu as células contra a peroxidacéo lipidica como também favoreceu danos oxidativos em
ambos os sexos, principalmente nos machos. Resultados semelhantes foram obtidos com machos
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tratados com o EOP, mas ndo com fémeas, as quais ndo apresentaram alteracdo nas
comparagdes antes-depois. A importancia dos resultados de TBARS neste estudo foi demonstrar
gue extratos de plantas ricos em compostos antioxidantes, quando usados em concentragdes
altas, podem ter efeitos pré-oxidantes inesperados, e que tais efeitos podem ser dependentes do

Sexo.

6.2. Testes com voluntarios atletas

Os polimorfismos de Mn-SOD, CAT, GPX1 e haptoglobina tém sido descritos como
interessantes biomarcadores em associacdo com doencas (Taufer et al., 2005; Ratnasinghe et al.,
2000; Wassel, 2000; Goth, 2001; Hu e Diamond, 2003; Go6th et al., 2004; Ichimura et al., 2004;
Sadrzadeh e Bozorgehr, 2004; Akyol et al., 2005; Oberley, 2005; Ravn-Haren et al., 2006; Carter e
Worwood, 2007; Oh et al.,, 2007). Desta forma, estudos que examinem a distribuicdo das
frequéncias alélicas e genotipicas de tais marcadores em varias etnias poderdo fornecer uma
melhor compreensédo de seu significado bioldgico para estudos antropogénicos e de associacdo

com doencas.

Para Mn-SOD, as frequéncias dos alelos 1 ou T (Val — 57%) e 2 ou C (Ala — 43%) do
grupo total foram mais proximas daquelas encontradas nos grupos controles por Stewart et al.,
2002 (Val — 52%; Ala — 48%), Ventriglia et al., 2006 (Val — 52%; Ala — 48% e Bica et al., 2007 (Val
— 59%; Ala — 41%), em estudos de associacdo com doencgas, realizados respectivamente com
amostras populacionais da Finlandia, da Itdlia e do sul do Brasil. Em diversos estudos, a variagao
das frequéncias alélicas foi relativamente pequena entre popula¢des norte-americanas, do sul do
Brasil, européias e australianas (Val: 44-59%; Ala: 41-56%) (Ambrosone et al., 1999; Grasbon-
Frodl et al., 1999; Mitrunen et al., 2001; Stewart et al., 2002; Akyol et al., 2004; Knight et al., 2004;
Olson et al., 2004; Akyol et al., 2005; Slanger et al., 2006; Ventriglia et al., 2006; Bica et al., 2007;
Johnatty et al., 2007; Choi et al., 2008). Entretanto divergiram bastante das populac¢des asiéticas,
cujas frequéncias dos alelos Val e Ala variaram, respectivamente, entre 83-86% e 14-17% (Kimura
et al., 2000; Cai et al., 2004).

Tendo em vista que o presente trabalho foi realizado com atletas e que esse marcador
encontra-se sob pressdo seletiva, nossos resultados sugerem que a heterozigose de Mn-SOD
favorece a defesa contra o estresse oxidativo. Essa sugestédo € baseada nos resultados obtidos
com TGO, TGP e testes do cometa (ID controle) e de TBARS, uma vez que o genotipo SOD 1-2
(Val/Ala) apresentou os menores indices de danos nos tecidos e no DNA, bem como os menores
indices de peroxidacao lipidica. Além disto, exceto para TBARS, este gendtipo foi 0 que também
respondeu com reducdo significativa de danos apds tratamento com pequi nos testes
mencionados. Por outro lado, SOD 1-2 (Val/Ala) foi o Unico gendtipo que apresentou reducéo
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significativa, apesar de pequena, no hematdcrito apds o tratamento com pequi. No entanto, esta

variavel também foi influenciada por sexo e gendtipos Hp e CAT, sendo discutida posteriormente.

Para GPX1 (Tabela 62), as frequéncias dos alelos 1 ou C (Pro — 68,8%) e 2 ou T (Leu —
31,2%) foram semelhantes principalmente aquelas encontradas em amostras populacionais de
finlandeses e norte-americanos euro-descendentes e afro-americanos (Ratnasinghe et al., 2000;
Hu e Diamond, 2003; Knight et al., 2004; Bastaki et al., 2006; Lightfoot et al., 2006; Choi et al.,
2007) e divergentes das frequéncias encontradas em amostras populacionais asiaticas (Bastaki et
al., 2006), onde a variante Leu é rara (Ratnasinghe et al., 2000; Zhao et al., 2005).

Tabela 62 — Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo Pro198Leu do gene GPX1 em

diversas populacdes.

Polimorfismo Frequéncias genotipicas (%) Frz?g”ecr;c;as
Pro/Pro | Pro/Leu | Leu/Leu Pro Leu Populagéo Referéncia
(CO) (CN) QD) ©) M
Forsberg et
35 48 17 0,59 0,33 Europa al.. 2000
C A Ratnasinghe
42 43 15 0,64 0,36 Finlandia et al.. 2000
Hu e
47,2 40,4 12,4 0,67 0,33 USA Diamond,
2003
45,4 44.1 105 | 0,675 | 0,325 | Canada Knight et al.,
2004
. Bastaki et al.,
46 46 8 0,69 0,31 Caucasianos 2006
GPX1 86,1 11,3 26 092 | 008 | Asiaticos | Bastakietal,
2006
Pro198Leu Bastaki et al
60 35 5 0,8 0,2 Hispéanicos 2006
Bastaki et al.,
57,9 21,1 21,1 0,625 | 0,375 Outros 2006
Lightfoot et
49 41 10 0,7 0,3 USA al.. 2006
(Europa) Lightfoot et
58 35 7 0,75 0.25 Reino Unido al., 2006
Europa Ravn-Haren
54 36 10 0,72 0,28 (Dinamarca) et al., 2006
Shinkai et al.,
52 44 4 0,74 0,26 USA 2006
42,9 445 126 | 065 | 0,35 Alfro- Choi et al.,
americanos 2007

Ja as frequéncias genotipicas (Pro/Pro — 48,8%; Pro/Leu — 40%; Leu/Leu — 11,2%) se

aproximaram mais daquelas encontradas por Lightfoot et al. (2006), Hu e Diamond (2003) e Knight
et al. (2004), sendo bem diferentes das encontradas em asiaticos por Bastaki et al. (2006) (Tabela
62).
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Nos diversos estudos realizados com populacdes norte-americanas (caucasianos e afro-
americanos) e européias, as frequéncias do gendtipo Leu/Leu variaram de 4 a 21,1% (Forsberg et
al., 2000; Ratnasinghe et al., 2000; Hu e Diamond, 2003; Knight et al., 2004; Bastaki et al., 2006;
Lightfoot et al., 2006; Ravn-Haren et al., 2006; Shinkai et al., 2006; Choi et al; 2007). Embora a
literatura envolvendo o polimorfismo Prol98Leu esteja voltada para estudos de associagdo com
doencgas, nossos resultados com atletas sdo concordantes e também sugerem que o alelo 1 (Pro),

tanto em homozigose quanto em heterozigose, favorece a defesa contra o estresse oxidativo.

Apesar do gendtipo 1-1 (Pro/Pro) ter exibido uma concentragdo de hemoglobina total
significativamente menor do que 0 gendtipo 1-2 ou Pro/Leu, apresentou valores de VCM (volume
corpuscular médio) e de HCM (hemoglobina corpuscular média) semelhantes aos exibidos pelos
heterozigotos e significativamente maiores que 0s mostrados por 2-2 (Leu/Leu). Além disto,
somente 0s genotipos portadores do alelo 1 (Pro) apresentaram aumento significativo nos valores
de HCM apo6s o tratamento com pequi. Tendo em vista que VCM indica o volume de um eritrécito
médio e HCM indica o conteddo hemoglobinico de cada hemécia, ou seja, o peso da hemoglobina
em uma célula média (Zago et al., 2004), podemos inferir que individuos com portadores do alelo

1 (Pro) devem apresentar uma maior eficiéncia de cada célula no transporte de oxigénio.

Os resultados discutidos acima confirmam que tanto as frequéncias alélicas quanto as
genotipicas variam de acordo com a etnia e a regido geogréfica. Uma vez que a Mn-SOD e a
GPX1 sdo importantes enzimas que atuam na detoxificagdo do radical superéxido, reduzindo o
estresse oxidativo intracelular (Ferreira e Matsubara, 1997; Akyol et al., 2004; Hermes-Lima, 2004;
Schneider e Oliveira, 2004; Barreiros et al., 2006) e as variantes —9Ala e Leu tém sido
relacionadas, respectivamente, com a reducdo da eficiéncia de Mn-SOD e de GPX1 (Shimoda-
Matsubayashi et al. 1996; Ambrosone et al., 1999; Hu e Diamond, 2003; Akyol et al., 2004;
Oberley, 2005; Zhao et al., 2005; Shinkai et al., 2006; Bica et al., 2007) e associadas com doengas
relacionadas ao estresse oxidativo e a mecanismos de defesa anormais contra os RL (Grasbon-
Frodl et al., 1999; Ratnasinghe et al., 2000; Mitrunen et al., 2001; Hu e Diamond, 2003; Cai et al.,
2004; Ichimura et al., 2004; Olson et al., 2004; Akyol et al., 2005; Oberley, 2005; Taufer et al.,
2005; Ravn-Haren et al., 2006; Slanger et al., 2006; Bica et al., 2007; Johnatty et al., 2007; Kimura
et al., 2007; Choi et al., 2008), as variacdes étnicas devem ser investigadas e as diferencas devem

ser incorporadas nos estudos dessas variantes de susceptibilidade.

Visto que o aumento da atividade de SOD e a reducéo da atividade de GPX tém sido
reportados conjuntamente com desordens linfoproliferativas (Lightfoot et al., 2006), a avaliagcao
conjunta desses dois polimorfismos deve ser levada em conta nos estudos de associacdo. Como
ambas as enzimas atuam na reducédo do estresse oxidativo causado pelo tabagismo (Zhao et al.,
2005; Martin et al.,, 2009) e as atividades de Mn-SOD e GPX1 ainda s&o influenciadas
respectivamente, por citoquinas e etanol (Martin et al., 2009), e sexo e dieta (Bastaki et al., 2006),

tais fatores também devem ser levados em conta nos estudos de associacdo. Neste contexto,
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nossos resultados sugerem que individuos com genétipo 1-2 (Val9Ala) da Mn-SOD e portadores
do alelo 1 (Pro) da GPX1 sdo mais eficientes na detoxificacdo do radical superoxido e,
consequentemente, na reducdo do estresse oxidativo intracelular, além de responderem melhor ao

tratamento com pequi.

Para CAT (Tabela 63), as frequéncias dos alelos A (39,6%) e T (60,4%) foram mais
proximas daquelas encontradas em populagfes européias por Ukkola et al. (2001) e Goéth e Vitai
(1997), e mais distantes daquelas encontradas por Flekac et al. (2008), em uma amostra
populacional da Republica Tcheca, e por Lee et al. (2002), Mak et al. (2006), Park et al. (2006) e
Young et al. (2006) em populagdes asiaticas. Quanto as frequéncias genotipicas, apenas aquelas
encontradas por Ukkola et al. (2001) foram semelhantes as obtidas neste estudo. Em outros
trabalhos realizados com amostras populacionais européias e asiaticas as frequéncias
encontradas de homozigotos AA foram aproximadamente de duas a quatro vezes maiores do que
as frequéncias de homozigotos TT (Lee et al., 2002; Mak et al., 2006; Park et al., 2006; Young et

al., 2006; Flekac et al., 2008).

Tabela 63 — Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo —21A/T na regido promotora do
gene CAT em diversas populagdes.

. . Frequéncias genotipicas Frequéncias
Polimorfismo o A x A
(%) alélicas Populagéo Referéncia
AA AT TT A T
Europa Goth e Vitai,
B B B 0,44 0,56 (Hungria) 1997
Europa Ukkola et al.,
17,62 | 47,95 34,43 0,42 0,58 (Finlandia) 2001
47,22 | 40,74 | 12,03 | 068 | 032 | Asia(Koréia) Legoegza"'
CAT -21A/T Chineses (Hong Mak et al.,
48,1 51,9 (AT +TT) 0,693 | 0,307 Kong) 2006
36,5 | 47,5 16,0 0,60 | 040 | Asia(Koréia) | "arketal,
2006
- Young et al.,
48 42 10 0,69 0,31 Asia 2006
Flekac et al.,
37 48 15 0,61 0,39 Europa Central 2008

Apesar do polimorfismo em questdo ndo ter sido associado com qualquer alteragdo na
atividade de CAT (G6th et al., 2004; Mak et al., 2006), nossos resultados sugerem que a variante
T, cuja frequéncia foi mais alta no grupo de atletas, parece favorecer a prote¢do contra o estresse
oxidativo. Tal sugestédo é apoiada nos resultados do eritrograma e do perfil lipidico obtidos neste
estudo. Individuos com gendtipo AT exibiram valores intermediarios de hemacias, hematécrito e
HCM, enquanto individuos TT, apesar de apresentarem valores menores de hemacias e de

hematdcrito (em relagcdo a AA), exibiram valores de HCM semelhantes aqueles apresentados por
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individuos AT e significativamente maiores do que os mostrados por individuos AA. Esses
resultados sugerem uma maior eficiéncia de cada célula no transporte de oxigénio. Entretanto,
apenas individuos AA e AT exibiram diferencas significativas nas comparacfes antes-depois do
pequi, cujos valores de HCM aumentaram. Ao mesmo tempo, os gendétipos AT e TT apresentaram
valores de HDL semelhantes e significativamente mais altos dos que os exibidos pelo genétipo AA
e valores de LDL também semelhantes entre si e mais baixos do que os apresentados pelo

gendtipo AA.

A reducao significativa nos valores de hemacias e hematdcrito para esses dois genétipos
apés o pequi sera discutida posteriormente. Visto que a modificagdo oxidativa de LDL
desempenha um papel fundamental no desenvolvimento de doenga coronariana (Magnusson et
al., 1994; Steinberg, 1997; Santos-Silva et al., 2001; Mertens e Holvoet, 2001; Brouwers et al.,
2004; Liu et al., 2004; Laufs et al., 2005; Kiechl et al., 2007; Lamarao e Navarro, 2007) e que taxas
elevadas de HDL reduzem o risco em adultos (Mertens e Holvoet, 2001; Pellanda et al., 2002;
Asleh, 2006), a presenca do alelo T da CAT pode favorecer também a protecédo cardiovascular.
Como a CAT atua na detoxificacdo do peréxido de hidrogénio gerado pelas atividades das
enzimas Mn-SOD e GPX1 (Ferreira e Matsubara, 1997; Forsberg et al. 2001b; Hermes-Lima,
2004; Schneider e Oliveira, 2004; Barreiros et al., 2006; Ferreira et al., 2007; Cemeli et al., 2009),
o polimorfismo do gene da CAT deve ser avaliado conjuntamente com os polimorfismos dos genes
da Mn-SOD e da GPX1 em estudos de associacdo. Neste contexto, nossos resultados sugerem
gue individuos com gendtipo 1-2 (Val9Ala) da Mn-SOD e portadores dos alelos 1 (Pro) da GPX1 e
T da CAT sédo mais eficientes na defesa contra ERO e, consequentemente, na reducdo do

estresse oxidativo intracelular.

As frequéncias de Hp* e Hp ® variam entre diferentes grupos étnicos e ha igualmente uma
diferenca significativa na distribuicio dos alelos de Hp ™" e Hp™*® nas diferentes populacdes (Carter
e Worwood, 2007). Para haptoglobina, as frequéncias dos alelos Hp™ (50,8%) e Hp? (49,2%) na
amostra de atletas foram semelhantes aquelas encontradas por Miranda-Vilela et al. 2009 (Hp™* —
49,6%; Hp? — 49,4%) em estudo realizado com uma amostra populacional de nio-atletas de
Brasilia, sendo também proximas daquelas encontradas por Tondo et al. (1963) em estudo
realizado com uma amostra de afro-descendentes do Rio Grande do Sul (Hp™* — 55%; Hp? —
45%). Entretanto, quando foram analisados os subtipos de Hp*, a frequéncia de Hp™*" (17,6%) se
aproximou mais das frequéncias encontradas em amostras populacionais australianas (16,8%) e
européias (15% e 16%) (Lai et al., 1986; Borresen et al., 1987; Kriiger e Puschel, 1993), enquanto
a frequéncia de Hp™® (33,2%) foi intermediaria entre as frequéncias encontradas por Moreira et
al., 2009 (27,4%) e Miranda-Vilela et al., 2009 (39,4%) em dois estudos realizados com amostras

populacionais diferentes de ndo-atletas de Brasilia.

Apesar da frequéncia de Hpl-1 (28,8%) ter se aproximado somente das frequéncias
encontradas por Wobeto et al., 2007 (25,35%) e Miranda-Vilela et al., 2009 (32%) em estudos
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realizados com amostras populacionais brasileiras, a frequéncia de Hp2-1 (44%) foi semelhante
aquelas encontradas em populagbes brasileiras, africanas e européias (Langlois et al., 2000;
Awadallah, 2003; Koch et al., 2003; Langlois et al., 2004; Fowkes et al., 2006; Wobeto et al.,
2007). A frequéncia de Hp2-2 (27,2%) somente se aproximou daquelas encontradas em
populagdes brasileiras por Wobeto et al., 2007 (32,3%) e Miranda-Vilela et al., 2009 (30%), sendo
mais baixas do que as frequéncias de Hp2-2 encontradas em amostras populacionais
australianas, européias e asiaticas e mais semelhantes as frequéncias encontradas em amostras
populacionais africanas (Lai et al., 1986; Levy et al., 2004; Van Vlieberghe et al., 2004).

Nossos resultados do eritrograma sugerem que a frequéncia mais alta de individuos Hp2-1
pode estar associada a uma maior capacidade de transporte de oxigénio, uma vez que tal
gendtipo apresentou a maior concentracdo de hemécias/mm?® de sangue e o maior percentual de
hematdcrito, sendo significativamente diferente de Hpl-1, que apresentou valores intermediarios e
de Hp2-2, que exibiu menores valores; os valores dos indices hematimétricos VCM, HCM e CHCM
foram semelhantes entre os trés gendtipos. Visto que Hp2-2 apresentou os menores valores de
MDA no teste de TBARS sua menor frequéncia na amostra de atletas pode ser decorrente de uma

menor capacidade aerébica em relagdo aos outros genétipos.

Tem sido demonstrado que a haptoglobina pode atuar como molécula antioxidante, dada a
sua capacidade de ligacdo com a hemoglobina livre, reduzindo a geracdo de RL mediada pelo
ferro (Langlois et al., 1997; Melamed-Frank, 2001; Sadrzadeh e Bozorgmehr, 2004; Levy, 2004;
Tseng et al., 2004; Coelho et al., 2006; Guéye et al., 2006). No entanto, tal capacidade
antioxidante difere entre os tipos de Hp, sendo maior em Hpl-1, intermediaria em Hp2-1 e menor
em Hp2-2 (Langlois e Delanghe, 1996; Wassel, 2000; Sadrzadeh e Bozorgehr, 2004; Van
Vlierberghe et al., 2004; Guéye et al., 2006). Porém, normalmente h4d um excesso de Hp em
relacdo a Hb livre e neste caso, as diferengas na fungdo dos tipos de Hp ndo séo significativas
(Melamed-Frank et al., 2001; Guéye et al., 2006; Carter e Worwood, 2007). J& no caso de diabetes
melitus ou de hemdlise, tais diferengas podem ser importantes, uma vez que, em decorréncia de
sua alta massa molecular, Hp tem menor acesso aos espacos extravasculares (Langlois e
Delanghe, 1996; Wassel, 2000; Melamed-Frank et al., 2001; Sadrzadeh e Bozorgehr, 2004; Van
Vlierberghe et al., 2004; Carter e Worwood, 2007). Neste contexto, nossos resultados foram
concordantes com a literatura, uma vez que os menores valores de peroxidacao lipidica exibidos
por Hp2-2 no teste de TBARS nao foram estatisticamente diferentes dos apresentados por Hp1-1.

Apesar de termos trabalhado somente com o perfil lipidico pés-prandial, nossos resultados
foram concordantes com aqueles obtidos por Borresen et al. (1987) no que concerne a associagao
entre Hp2-2 e niveis significativos mais altos de HDL. Uma vez que a oxidagdo de LDL exerce
importante papel na iniciagdo e na progressao das lesfes ateroscleroticas (Magnusson et al.,
1994; Steinberg, 1997; Santos-Silva et al., 2001; Mertens e Holvoet, 2001; Brouwers et al., 2004;
Liu et al., 2004; Laufs et al., 2005; Kiechl et al., 2007; Lamardo e Navarro, 2007) e a relagao
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inversa entre HDL e risco de doengas cardiovasculares ja estd bem estabelecida (Mertens e
Holvoet, 2001; Pellanda et al., 2002; Asleh, 2006), nossos resultados sdo discordantes da
literatura que associa Hp2-2 com aumento de risco de doencas cardiovasculares (Langlois e
Delanghe, 1996; Levy et al., 2002; Roguin et al., 2003; Levy et al., 2004; Suleiman et al., 2005).
Visto vez que Hp2-2 também exibiu valores de HDL significativamente mais altos do que 0s outros
gendtipos e valores de LDL semelhantes a Hpl-1 e Hp2-1, seria de se esperar uma maior

protecéo cardiovascular, pelo menos no que diz respeito a oxida¢éo de LDL.

Por outro lado, o presente trabalho foi realizado com atletas, diferentemente dos estudos
de associagdo anteriormente mencionados. Além disto, as amplas diferengas nas frequéncias dos
tipos de Hp entre os diferentes grupos étnicos sugere a possibilidade de que populacdes distintas
possam ter susceptibilidade a doencgas particulares e vérios trabalhos concluem que ndo ha
nenhuma associagéo entre os tipos de Hp e uma doenca especifica. Esses relatos contrastantes
podem indicar que quaisquer associacbes sao questionaveis (Carter e Worwood, 2007), sendo
necessario caracterizar e estudar a distribuicdo de polimorfismo de Hp nas diferentes populagcbes

para maiores esclarecimentos.

Em relagdo aos subtipos de Hp, os artigos sdo mais escassos. Entretanto, a frequéncia de
HplS-2 (28%) e HplF-2 (16%) foram proximas daquelas encontradas em amostras populacionais
de ndo-atletas de Brasilia (Hp1S-2: 30% — Miranda-Vilela et al., 2009; Hp1F-2: 14,5% — Moreira et
al., 2009) e em amostras européias (Hp1S-2: 27%; HplF-2: 19% — Koch et al., 2003). A frequéncia
de HplS-1S (16%) se aproximou mais daquela encontrada por Miranda-Vilela et al. (2009) em
amostra populacional de Brasilia (20%); a de Hp1F-1S (6,4%) foi mais proxima de europeus (7% —
Koch et al., 2003); e a de HplF-1F (6,4%), mais proxima de uma amostra de ndo-atletas de
Brasilia (4,8% — Moreira et al., 2009). Uma vez que no presente estudo n&do houve diferenca
significativa entre Hp1lF-2 e HplS-2 nos resultados obtidos com eritrograma, HDL e TBARS, as

sugestdes sdo as mesmas feitas anteriormente para Hp2-1.

A realizacédo de exercicios extenuantes ou com frequéncia de treinamento muito elevada
promove uma sobrecarga oxidativa tanto nos musculos esqueléticos quanto em muitos outros
orgaos e sistemas corporais responsaveis pela regulagdo e manutengdo da homeostase (Cruzat et
al., 2007; Ferreira et al., 2007; Kim et al., 2007; Lecarpentier, 2007). Neste contexto, 0 aumento da
concentracao de proteinas citosolicas como TGO, TGP e CPK na circulagdo apds o exercicio
reflete a lesdo tissular (Bruce et al., 1958; Dewar et al., 1958; Almersjo et al., 1968; Chalifoux e
Lagacé, 1969; Barbosa et al., 2003; Foschini et al., 2007).

Nossos resultados mostraram que houve decréscimo significativo nos valores de TGO e
TGP apds suplementacdo com Oleo de pequi e que este decréscimo foi particularmente
relacionado ao sexo feminino. Por outro lado, apesar do teste de ANOVA ter indicado que apenas

o sexo influenciou nos resultados de CPK, houve decréscimo nos valores da média (21,35%) e do
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erro padrao da média (35,66%) desta enzima citosdlica para 0 sexo masculino apdés

suplementagéo com o dleo de pequi.

A enzima TGO é encontrada principalmente no figado, coragdo, musculos esqueléticos,
rins, pancreas e eritrocitos (Dewar et al., 1958), enquanto a enzima TGP é encontrada em altas
concentracdes apenas no figado (Bruce et al., 1958; Dewar et al., 1958; Almersjo et al., 1968;
Chalifoux e Lagacé, 1969). Tendo em vista que o pequi contém diversos tipos de carotendides
(Ramos et al., 2001; Azevedo-Meleiro e Rodriguez-Amaya, 2004; Oliveira et al., 2006; Lima et al.,
2007), substancias reconhecidas pela sua alta capacidade antioxidante (Hermes-Lima, 2004;
Gomes et al., 2005), especialmente em condi¢es de baixa tensdo de O, (Ferreira e Matsubara,
1997; Gomes et al., 2005), nossos resultados sugerem que o 6leo de pequi foi particularmente
eficiente em reduzir o estresse oxidativo de células e érgdos submetidos ao fendmeno de

isquemia-reperfusao nas mulheres.

A enzima CPK esta presente em altas concentra¢des nos musculos esquelético e cardiaco
e em menor extensao no tecido cerebral (Griffiths, 1964) e sua concentragdo sérica esta sujeita as
variacbes fisiolégicas como sexo, idade, massa muscular, tipo de exercicio realizado e etnia
(Foschini et al., 2007). O soro normal contém em torno de 94-100% de CPK-MM (Foschini et al.,
2007), isoforma predominantemente encontrada no musculo esquelético e no miocéardio (Apple et
al., 1988; Foschini et al., 2007). Visto que CPK é o marcador bioguimico mais utilizado na literatura
como indicador da ocorréncia de lesdo muscular, sobretudo apds exercicios extenuantes
realizados por individuos sem enfermidades (Barbosa et al., 2003; Foschini et al., 2007), nossos
resultados também sugerem que o 6leo de pequi foi particularmente eficiente em reduzir as lesées
oxidativas nos musculos de atletas do sexo masculino.

Uma vez que os resultados discutidos anteriormente indicam que a protecao suprida pelo
pequi contra danos oxidativos avaliados por TGO, TGP e CPK é sexo-dependente, o papel dos
hormdnios sexuais na protecdo antioxidante deve ser levado em conta. Além de sua funcéo
classica como um esterdide sexual, os efeitos benéficos do estrogeno sdo considerados como
decorrentes de sua capacidade de melhorar a defesa contra o estresse oxidativo (Moosmann e
Behl, 1999; Lorenzo, 2003). Neste contexto, os resultados significativos de decréscimo em TGO e
TGP apds suplementacdo apenas para 0 sexo feminino sugerem acgdo conjunta do efeito

antioxidante do estrogeno e do 6leo de pequi.

Por outro lado, nossos resultados com CPK mostraram protecdo somente para 0 Sexo
masculino, indicando que a testosterona pode ter algum papel na defesa contra o estresse
oxidativo nos musculos. Os resultados obtidos por Klapcinska et al. (2008) sugerem que, pelo
menos em ratos, a testosterona enddgena pode exercer um papel indireto na defesa antioxidante,
0 mesmo néo ocorrendo com a reposicdo hormonal. Os autores observaram que a castracéo de
ratos afetou significativa e negativamente o estado antioxidante do ventriculo esquerdo, tanto pela

reducdo das enzimas antioxidantes quanto pelo aumento da peroxidacdo lipidica. Todavia, o
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restabelecimento de niveis fisioldgicos de testosterona sérica através de reposi¢do hormonal
resultou em tendéncia maior de decréscimo do estado antioxidante dos tecidos do ventriculo
esquerdo. Entao, com base em nossos resultados de CPK e nos resultados obtidos por Klapcinska
et al. (2008), nés podemos sugerir que a testosterona deve exercer um papel indireto na defesa
contra o estresse oxidativo, provavelmente por estimular as atividades das enzimas antioxidantes

nos musculos.

Visto que o exercicio exaustivo também induz dano no DNA de leucdcitos circulantes
(Nies et al., 1996; Mastaloudis et al., 2004; Demirbag et al., 2006), nossos resultados com o teste
do cometa demonstraram que o 6leo de pequi foi biologicamente eficiente em reduzir os danos no
DNA, tanto do grupo total quanto de ambos os sexos. Os resultados do teste T, significativo para
homens e altamente significativo para mulheres, reforcam a idéia da contribuicdo dos efeitos

antioxidantes do estrogeno para o sexo feminino.

E importante ressaltar que, apesar do sistema antioxidante trabalhar em paralelo com o
sistema de reparo e o treinamento fisico ser um conhecido indutor de enzimas antioxidantes
(Sureda et al.,, 2005; Radak et al., 2007), o exercicio exaustivo ou o treinamento intenso e
prolongado ultrapassa a capacidade antioxidante enddgena e geralmente resulta em lesdo
oxidativa (Sureda et al., 2005; Cruzat et al., 2007; Ferreira et al.,, 2007; Kim et al., 2007;
Lecarpentier, 2007). Neste contexto, as faixas etarias e a distancia percorrida devem ser
igualmente consideradas, uma vez que o aumento de danos oxidativos relacionados ao
envelhecimento tem sido bem documentado, que musculos envelhecidos exibem uma capacidade
de adaptacdo antioxidante inferior aos musculos jovens e que exercicios fisicos extenuantes
aumentam a geracdo de ERO (Leeuwenburgh et al.,, 1994; Bejma et al., 2000; Schneider e
Oliveira, 2004; Cruzat et al., 2007; Ferreira et al., 2007; Judge e Leeuwenburgh, 2007; Radak et
al., 2007; Chen et al., 2008). Nossos resultados indicaram que a protecéo fornecida pelo éleo de
pequi contra danos nos tecidos (avaliados por TGO) e no DNA foi mais eficiente somente para
grupos mais jovens e para a distancia percorrida de até 10 Km. Isto sugere que corridas de longas
distancias podem ser prejudiciais, principalmente para atletas mais velhos, devido ao aumento do
estresse oxidativo acima da capacidade de adaptacdo do organismo, mesmo com 0 uso de

suplementos antioxidantes.

Estudos mostram que atletas, especialmente os de resisténcia, tendem a desenvolver
uma condic@o conhecida como anemia esportiva ou pseudoanemia, que pode ocorrer no inicio de
um programa de treinamento ou durante um treinamento prolongado. Reduc¢bes transitérias na
concentracao de hemoglobina, na contagem de hemacias e de hematdcrito que caracterizam esta
condicdo, sdo decorrentes da expansdo do volume plasmético como uma adaptacao fisiologica
aos exercicios extenuantes. Tal aumento no volume plasmatico pode ser benéfico devido ao
decréscimo na resisténcia ao fluxo sanguineo, melhora na sudorese e maior volume de ejecédo, ou

seja, maior volume de sangue ejetado pelo ventriculo esquerdo durante a sistole (Eichner, 1992;
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Eichner, 1996; Eichner, 1998; Eichner, 2002). Como a anemia do esportista € uma falsa anemia, a
hemdlise que ocorre com a pratica de atividade fisica, dificilmente causa uma anemia. Portanto, a
principal causa da verdadeira anemia em atletas é ocasionada pela ingestdo deficiente de ferro
(Eichner, 2002). Neste contexto, os resultados do presente trabalho sugerem que a tendéncia
geral de reducdo de heméacias, hemoglobina e hematdcrito apds a suplementagdo com 6Oleo de
pequi foi principalmente decorrente de uma maior expanséao do plasma e ndo de hemolise, e que
estes resultados foram influenciados por sexo, idade (exceto hematdcrito) e gendtipos Hp
(hemécias, hemoglobina e hematécrito), Mn-SOD (hematécrito), CAT (hemoglobina e hematdcrito)
e GPX1 (hemoglobina).

Uma vez que os valores de referéncia para hemacias, hemoglobina e hematdcrito diferem
entre homens e mulheres e que pesquisas com atletas de resisténcia do sexo feminino revelam
gue estas ndo apresentam apenas uma reducao na concentracao de hemoglobina relacionada a
uma hemodiluicdo, mas também um estado de deficiéncia de ferro com ou sem anemia (Carlson e
Mawdsley, 1986; Eichner, 1998; Vilardi et al., 2001), é de se esperar que o0s resultados
apresentados acima tenham sido também influenciados pelo sexo. Dentro do contexto
apresentado e mediante os resultados obtidos no presente estudo, pode ser inferido que as atletas
com maior deficiéncia de ferro estavam incluidas preferivelmente na faixa etaria de 25-29 anos,

gue apresentou a menor concentragdo de hemoglobina e se diferenciou das demais.

Quanto aos valores de RDW, nossos resultados demonstraram que houve uma reducao
significativa apés suplementacéo com 6leo de pequi. Uma vez que RDW (amplitude ou variagdo
da distribuicdo do tamanho dos eritrécitos; do inglés Red Cell Distribution Width) avalia o grau de
anisocitose na populacéo de heméacias (Zago et al., 2004) e que tem sido sugerido que exercicios
intensos de longa duracdo e treinamentos exaustivos podem comprometer nossa capacidade de
detoxificar ERO dentro das células sanguineas e os eritrécitos parecem muito mais vulneraveis
aos danos oxidativos (Petibois e Déléris, 2005; Sureda et al., 2005), nossos resultados mostraram
gue o 6leo de pequi foi eficiente em proteger os eritrécitos contra as lesdes oxidativas decorrentes
do exercicio. Visto que a idade e a distancia percorrida também influenciaram nas respostas da
variavel RDW ao pequi, a maior reducao da anisocitose apos o pequi observada na faixa etaria de
25-29 anos e na distancia percorrida de 16-21 Km corroboram a afirmacéo de prote¢édo acima.
Adicionalmente, apds a suplementagcao com pequi, os valores de RWD que se encontravam acima
da normalidade se apresentaram dentro dos valores de referéncia considerados normais, exceto
para as faixas etarias de 35-39 anos e 245 anos e para a distancia percorrida de 16-21 Km, as

guais também exibiram maior anisocitose antes do pequi.

A atividade fisica exaustiva pode iniciar reacdes que se assemelham a fase aguda da
resposta imune a infecgéo, resultando em aumento de neutréfilos e reducéo de linfécitos (Santos-
Silva et al., 2001; Mooren et al., 2002; Cazzola et al. 2003; Petibois e Déléris, 2004; Petibois e

Déléris, 2005; Sureda et al., 2005; Yusof et al.,, 2007). Existem também varias evidéncias

Ana Luisa Miranda-Vilela 123



Discussao

demonstrando que o numero de mondcitos transientes aumenta de 50-100% no sangue periférico
em resposta ao exercicio agudo (Woods et al.,, 2000). Pode também haver mudancas nas
subpopulagbes de mondcitos dependendo da intensidade ou duragédo do exercicio, de forma que
mondcitos maduros podem migrar para fora da circulagdo (Woods et al., 2000).

No presente trabalho, apesar da tendéncia geral de reducdo de linfocitos apds a
suplementacdo com Oleo de pequi, houve também uma tendéncia de reducdo de neutrdfilos
maduros (segmentados) e aumento de mondcitos na circulagdo, ndo havendo alteracdo na
populagdo de neutréfilos jovens (bastonetes). Uma vez que apds o exercicio exaustivo,
inicialmente os neutrdéfilos e posteriormente 0os mondcitos e os linfécitos sdo recrutados para o
local de inflamagédo (Cruzat et al.,, 2007) e considerando que nos resultados discutidos
anteriormente houve reducao das lesGes oxidativas nos tecidos apds a suplementacédo, podemos
inferir que o 6leo de pequi foi biologicamente eficiente em reduzir a inflamacéo (apesar do teste de
ANOVA ter indicado que nao houve influéncia do pequi). Isto porque, em decorréncia da reducgéo
dos danos oxidativos nos tecidos apds o pequi, ndo houve necessidade de mobilizar mondcitos
para fora da circulagdo, o que provocou seu aumento. Ao mesmo tempo, devido a reducédo do
processo inflamatdrio, houve redugéo de neutréfilos maduros e de linfécitos e ndo houve alteracédo
de neutrdfilos jovens, indicando que ndo houve aumento da leucopoese pela medula éssea. Visto
gue o aumento de mondcitos foi maior para o sexo feminino (em niveis de significancia superiores
a 6,28%), os resultados novamente conduzem a sugestdo de contribuicdo dos efeitos
antioxidantes do estrogeno.

Os exercicios fisicos exaustivos e de alta intensidade também podem favorecer a
aterosclerose e o risco cardiovascular (Schneider e Oliveira, 2004), uma vez que tém sido
associados com o aumento do estresse oxidativo no endotélio vascular (Laufs et al., 2005;
Petibois e Déléris, 2005), da viscosidade do sangue e da leucocitose (Santos-Silva et al., 2001). A
viscosidade elevada do sangue e do plasma pode contribuir com a aterotrombose por prejudicar o
fluxo sanguineo, danificar a interface endotelial, facilitar a interacao de proteinas plasméaticas com
o endotélio nas zonas de re-circulagdo pos-estenéticas e aumentar a propensdo a trombose
(Rosenson e Lowe, 1998). Por sua vez, a disfungdo endotelial esta associada com o aumento da
adesdo plaquetaria, da atividade pro-coagulante e da fibrindlise. Sendo assim, as plaguetas
desempenham papel importante na patogénese da trombose e da aterosclerose. Quando
ativadas, interagem com o endotélio e as células inflamatérias por acdo da glicoproteina P-
selectina (CD62p), contribuindo para eventos isquémicos tromboembolicos (Santos et al., 2007b).

O aumento do volume plaquetario médio (VPM) é um dos indicadores da ativacéo de
plaguetas (Santos et al., 2007b; Santos et al., 2008) e houve reducao (ndo significativa) na média
desta variavel (dados ndo apresentados) antes e depois do tratamento com pequi (10,54 + 0,15
antes e 10,37 + 0,1 depois), bem como redugdo significativa nos valores do plaquetdcrito

(p=0,0001; dados ndo apresentados) e das plaquetas. Portanto, esses resultados corroboram a
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afirmacéo prévia de que o éleo de pequi foi eficiente em reduzir a inflamacéo e a viscosidade do
sangue provocada por aumento da leucocitose e de plaquetas; consequentemente, também foi
eficiente em reduzir o risco cardiovascular. Tal afirmacao ainda tem apoio nos resultados obtidos
com as diferentes faixas etarias e distancias percorridas, visto que houve reducéo significativa nos
valores das plaquetas para quatro das sete faixas etérias, incluindo a de 25-29 anos, e para duas
das quatro faixas de distancia percorrida (6—7 Km e 8-10 Km), bem como grande reduc&o nos

valores desta variavel para a distancia percorrida de 16-21 anos apds 0 pequi.

Nossos resultados também demonstraram que o0s exercicios agudos promovem alteracdes
na série plaquetaria, particularmente nos valores de plaquetdcrito e PDW (indice de variagdo no
tamanho da populacéo de plaquetas), visto que ambos estavam maiores do que os valores de
referéncia apds a primeira corrida (sem pequi). Porém, a média dos valores de PDW (dados néo
mostrados) praticamente nédo se alterou antes e depois do tratamento com pequi (18,01 + 0,11
antes e 18,11 + 0,01 depois) e o plaquetdcrito, apesar de exibir reducéo significativa em seus
valores, estes ainda permaneceram mais altos do que os de referéncia (0,36 + 0,01 antes e 0,33 £
0,01 depois). Tendo em vista que 0 VPM esta geralmente aumentado quando hd um aumento do
turnover plaquetario e consequentemente defeito de producéo (Santos et al., 2008) e que tais
valores permaneceram dentro da normalidade antes e depois do pequi, podemos inferir que as

alteracbes observadas foram decorrentes de adaptacéao fisioldgica ao exercicio agudo.

Além dos fatores de risco classicos relacionados a doenga arterial coronariana (DAC) tais
como obesidade, tabagismo, hipertensao arterial sistémica, dislipidemia, sedentarismo e diabetes
melitus, outros fatores de risco chamados de emergentes ou nao classicos tém sido estudados, e
entre eles a lipemia pds-prandial tem sido vista como um possivel marcador precoce de
anormalidades metabdlicas e disfungéo vascular ainda ndo observados em jejum (Signori et al.,
2007). No estado pés-prandial, uma elevacao estavel de lipoproteinas ricas em triglicerideos (LDL
e VLDL) por muito tempo pode causar alteragdes envolvidas na aterogénese, tais como disfuncao
endotelial, menor disponibilidade do 6xido nitrico e maior estresse oxidativo (Anderson et al., 2001,
Signori et al., 2007). Enquanto LDL oxidadas favorecem a aterosclerose por estimularem a adesao
e a agregacdo plaquetéria, a infiltracdo de mondcitos e a migragédo e a proliferacdo de células
musculares lisas, HDL tem propriedades antitromboliticas diretas, através de inibicao da
agregacdo de plaquetas e de eritrécitos, redugcdo da viscosidade do sangue e supressao de
fatores de ativacdo plaquetaria (Rosenson e Lowe, 1998; Mertens e Holvoet, 2001). Neste
contexto, a tendéncia geral de reducao de colesterol total e LDL, bem como de aumento de HDL
observados para o grupo total apos o tratamento com pequi contribuem para a afirmagéo prévia de
gue o Oleo de pequi foi biologicamente eficiente em reduzir a inflamacéo, a viscosidade do sangue
e o risco cardiovascular. Entretanto, pelo menos em relacdo ao perfil lipidico pos-prandial, tal

protecao foi influenciada por sexo, idade, distancia percorrida e genétipos CAT e Hp.
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O sexo masculino é geralmente considerado um fator de risco independente para a
doencga cardiovascular (DCV). O predominio de DCV em homens tem sido atribuido em parte a
diferencas nos niveis lipidicos entre os sexos e supde-se que tais diferencas sejam decorrentes de
modulacdo diferente pelos esterdides sexuais. Na puberdade os niveis de HDL decrescem em
paralelo com o aumento dos niveis da testosterona sérica; em homens adultos, 0s niveis mais
baixos de HDL s&o comparaveis aqueles observados em mulheres na pré-menopausa
(Pottelbergh et al., 2003). Mediante a composicdo quimica do pequi (Almeida, 1998; Lima et al.,
2007), existem evidéncias para sugerirmos que o consumo do 6leo de pequi pode influenciar o
metabolismo de lipideos (Lopez et al., 2007) e nossos resultados sugerem que tal influéncia
depende do sexo, da idade do consumidor e, para HDL, também dos gendtipos CAT e Hp. No
caso da influéncia dos gendtipos, apenas HplF-1F apresentou aumento significativo de HDL apds
o tratamento com pequi, ndo havendo alteracao significativa nesses valores para nenhum genétipo
CAT.

De acordo com o consagrado estudo de Framingham, cada 1 mg/dL de aumento no HDL
estd associado com uma reducdo de 2% no risco de doenga arterial coronariana (DAC) nos
homens e de 3% nas mulheres (Mertens e Holvoet, 2001) Desta forma, a reducéo do colesterol
total e do LDL e 0 aumento de HDL observado para ambos 0s sexos apds o pequi, apesar de nao
significativos, indicaram que o Oleo de pequi foi biologicamente eficiente em reduzir o risco
cardiaco em homens e mulheres. O maior aumento de HDL e a maior redugédo de colesterol total e
de LDL observados para o grupo de mulheres apds o tratamento com pequi apdiam a suposi¢ao
de modulacgéo diferente do perfil lipidico pelos esteréides sexuais e mais uma vez corroboram a
proposta do papel protetor do estrégeno. Considerando-se que: (1) os efeitos da dieta nos lipideos
do sangue sdo mais bem conhecidos em homens; (2) diversos estudos, mas ndo todos, notaram
que o perfil lipidico das mulheres é menos responsivo a dieta do que o dos homens; (3) na maioria
desses estudos nao foram feitas comparacdes estatisticas entre homens e mulheres e o tamanho
amostral das mulheres foi pequeno (Obarzanek et al., 2001), nosso estudo pode contribuir com um

maior conhecimento dos efeitos da dieta no perfil lipidico de ambos os sexos.

Levando-se em conta que os valores de referéncia para colesterol total séo diferentes para
a faixa etaria de 2-19 anos, € de se esperar que a faixa de 15-19 anos tenha apresentado
diferencas em relacdo as demais idades para esta variavel e outras relacionadas. Conforme o
estudo de Framingham, niveis elevados de colesterol LDL e baixos de HDL sao fatores preditores
de DAC em homens e mulheres acima de 49 anos (Mertens e Holvoet, 2001; Polanczyk, 2005).
Adicionalmente, as recomendacdes dietéticas atuais para reducéo de risco de DCV enfatizam uma
menor ingestdo de acidos graxos saturados (AGS), especialmente de acido palmitico, em prol de
uma maior ingestdo de &cidos graxos monoinsaturados (AGMI), principalmente de &cido oléico
(Lopéz et al., 2007). Po outro lado, a relagao entre maior ingestdo de AGS e aumento de LDL nao
€ uma caracteristica geral dos acidos graxos saturados; o acido estedrico ndo exibe esta
caracteristica (Nestel et al.,, 1994). Visto que o consumo de 6leos ricos em acidos graxos
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monoinsaturados (AGMI) tem sido recomendado como estratégia para modular o perfil lipidico do
plasma em humanos (Heyden, 1994), nossos resultados de reducao de LDL apés suplementacao,
significativos para a faixa etaria = 45 anos, estao de acordo com a literatura e evidenciam que o
Oleo de pequi foi eficiente em diminuir o risco cardiaco de individuos incluidos na faixa etaria de
maior risco. Os resultados obtidos com triglicerideos sustentam esta afirmacdo, uma vez que o
aumento de triglicerideos tem sido relacionado ao aumento da incidéncia de DAC em pacientes
com niveis elevados de LDL e baixos de HDL (Cullen, 2000) e apds tratamento com pequi houve
tendéncia de reducédo de triglicerideos em funcdo do aumento da faixa etéria, particularmente a

partir de 35-39 anos.

Durante os exercicios fisicos, acidos graxos nao-esterificados séo o substrato lipidico mais
importante; a taxa de oxidacdo é aumentada profundamente, representando mais de 60% da
energia gasta. Todavia, os acidos graxos podem também ser derivados de hidrdlise intramuscular
de triglicerideos. Exercicios prolongados estdo associados a um pequeno decréscimo na
concentracdo plasméatica de triglicerideos, o que pode também refletir o uso de LDL como
combustivel ou pode ser atribuido a reducdo da secrecdo hepatica de VLDL. No estado pos-
prandial, as concentracfes elevadas de lipoproteinas ricas em triglicerideos representam uma
fonte potencial de acidos graxos para 0s musculos e podem ser importantes no reabastecimento
muscular de triglicerideos apos o exercicio. Desde o final dos anos 60 ja € conhecido que uma
sesséo de exercicios diminui a lipemia pés-prandial. O exercicio igualmente influencia a atividade
intestinal pés-prandial (Hardman, 1998). Neste contexto, a tendéncia de reducao do colesterol total
e de LDL com o aumento da distancia percorrida, bem como diferengcas entre as faixas de

quilémetros percorridos ja eram esperados e estdo de acordo com a literatura.

Pelo fato do processo fisiopatoldgico da aterosclerose envolver oxidacéo e inflamacéo, os
marcadores inflamatérios assumem um papel muito importante na predicao dos riscos de doencas
coronarianas, sendo inclusive um dos fatores considerados como nédo-classicos ou emergentes
para DCV (Casella Filho et al., 2003; Signori et al., 2007). Alguns marcadores, como a PCR ultra-
sensivel , se mostraram Uteis como adjuntos aos fatores de risco tradicionais para DAC (Casella
Filho et al., 2003). Sua avaliacdo agrega valor preditivo as dosagens do colesterol na
determinacé@o do risco de um primeiro evento cardiovascular em homens e mulheres saudaveis
(Potsch et al., 2006).

Os resultados obtidos no presente estudo com a dosagem sérica de PCR-US apdiam a
afirmacéo que o éleo de pequi foi eficiente em reduzir o risco cardiovascular em homens, uma vez
gue a tendéncia de reducdo dos valores da PCR-US observada apos tratamento com o 6leo de
pequi foi particularmente relacionada ao sexo masculino, considerado por si s6 como um fator de
risco para DCV (Pottelbergh et al., 2003). Tal afirmagdo também é sustentada pelo teste de
TBARS, que avalia a peroxidacéo lipidica no plasma (Clarkson e Thompson, 2000). Apesar da

andlise de variancia ter indicado que nem o tratamento com pequi nem o sexo influenciaram nos
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resultados, houve reducdo nos valores de MDA para o sexo masculino apds pequi, sendo esta
particularmente relacionada a distancia de 6-7 Km pelo teste T para amostras dependentes
(dados nao apresentados). Visto que durante a puberdade os niveis de HDL decrescem no sexo
masculino em paralelo com 0 aumento dos niveis da testosterona sérica (Pottelbergh et al., 2003)
€ de se esperar maiores valores de peroxidacao lipidica para a faixa etaria de 15-19 anos, como

observado no presente estudo.

Uma vez que o exercicio agudo, sobretudo se inabitual ou exaustivo, induz estresse
oxidativo (Ji, 1995; Alessio et al., 2002; Ferreira et al., 2007) e os atletas de elite participaram
neste estudo de corridas a partir de 6 Km, é de se esperar influéncia da distancia percorrida e
maior peroxidacgédo lipidica para a faixa de 4-5 Km. Apesar da reducéo nos valores de MDA so ter
sido significativa para a distancia de 6-7 Km, houve também reducao da peroxidacao lipidica para
as faixas de 8-10 e 16-21 Km apds a suplementagdo, indicando que o éleo de pequi foi

biologicamente eficiente em reduzir a peroxidagéo lipidica em atletas treinados.

Estudos epidemioldgicos sobre as gorduras da dieta ndo mostraram relagao clara entre a
pressao sanguinea e o total de gordura consumida (Qizilbash, 1987; Soriguer et al., 2003). Uma
associacao positiva entre a quantidade estimada de gorduras saturadas da dieta e a pressao
sanguinea foi reportada em alguns estudos epidemiol6gicos, mas ndo em outros (Soriguer et al.,
2003). Entretanto, uma associa¢do entre reducdo de gordura saturada na dieta e queda da
pressao sanguinea ja foi demonstrada na literatura (Obarzanek et al., 2001; Soriguer et al., 2003).
Apesar de poucos estudos epidemioldgicos com pequenas amostras populacionais sugerirem que
uma maior ingestdo de &cidos graxos monoinsaturados (AGMI) é inversamente relacionada a
pressao sanguinea, outros estudos com maiores amostras populacionais ndo encontraram essa
correlagcdo (Soriguer et al., 2003). Porém, algumas evidéncias suportam a hip6tese de que uma
alta taxa de AGPI/AGS (acidos graxos poliinsaturados/acidos graxos saturados) na dieta exerce
efeito hipotensivo. Apesar da influéncia da gordura da dieta na pressdo sanguinea ser pequena,

ela tem um efeito consideravel na saude publica (Qizilbash, 1987).

Nesse estudo, a reducao significativa da presséo arterial (sistolica e diastolica) para o
grupo total e para ambos os sexos apds suplementacdo com éleo de pequi apdia a sugestao
anterior de que um maior consumo de AGMI é inversamente relacionado a pressdo sanguinea.
Mediante a composicao lipidica do 6leo de pequi e nossos resultados, podemos sugerir que ndo
s6 uma alta taxa de AGPI/AGS na dieta, mas também uma alta taxa de AGPI-AGMI/AGS exercem

um efeito hipotensivo.

Desde a década de 1990, estudos demonstram que os efeitos cardiovasculares da
pressao sistdlica versus diastdlica variam de acordo com a idade. No estudo de Framingham ha
uma transicdo gradual da pressdo diastolica para a sistolica como fator de prognostico mais

importante de risco cardiovascular. Para participantes com menos de 50 anos, a pressao diastélica
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€ um melhor preditor de desenvolvimento de DAC. Entretanto, entre 50 e 59 anos, ha um periodo
de transicdo entre pressao sistdlica e diastdlica, cujos valores assumem risco comparavel. Apés
0s 60 anos, o risco de DAC permanece positivamente correlacionado a pressao sistélica, mas
inversamente relacionado a pressao diastélica. Isto €, apos os 60 anos, niveis mais baixos de
pressao diastolica sdo associados a uma piora na prognose cardiovascular (Nishizaka e Calhoun,
2006). Como no presente estudo houve reducéo nos valores da pressao diastélica em todas as
faixas etarias apds suplementagédo e, com exce¢do da faixa de 30-34 anos, também houve
reducdo na pressdo sistolica, tais resultados sugerem um possivel efeito hipotensivo e
cardioprotetor do 6leo de pequi, particularmente para a faixa etéria de maior risco cardiovascular
(245 anos).
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7. CONCLUSOES

1- Os extratos aquoso e organico nao tiveram efeito clastogénico ou genotdxico e ambos
protegeram os camundongos contra danos oxidativos no DNA induzidos por bleomicina ou

ciclofosfamida. Entretanto, o efeito protetor dependeu da dose.

2- O extrato aquoso elevou a peroxidacao lipidica nos camungongos de ambos os sexos,
especialmente nos machos e o extrato organico aumentou a peroxidacgédo lipidica apenas
nos machos, sem efeitos nas fémeas.

Em atletas e nas condi¢cdes em que o trabalho foi realizado, podemos sugerir que:

3- O dleo de pequi foi eficiente em reduzir leses oxidativas avaliadas por TGO e TGP
particularmente nas mulheres, e em reduzir os danos no DNA tanto do grupo total quanto
de ambos os sexos.

4- A protecéo fornecida pelo 6leo de pequi contra danos nos tecidos (avaliados por TGO) e
no DNA foi mais eficiente para grupos mais jovens e para a distancia percorrida de até 10
Km, indicando que corridas de longas disténcias podem ser prejudiciais, principalmente
para atletas mais velhos, devido ao aumento do estresse oxidativo acima da capacidade

de adaptacéo do organismo, mesmo com o uso de suplementos antioxidantes.

5- Para TGO, TGP e teste do cometa, houve influéncia dos genétipos Mn-SOD (polimorfismo
—Val9Ala na sequéncia-sinal mitocondrial) na resposta dos atletas a suplementacdo com
oleo de pequi. A frequéncia mais alta de heterozigotos foi relacionada a menores danos no
DNA e nos tecidos, além de exibirem melhor resposta ao 6leo de pequi, com reducgéo

significativa de danos.

6- Para CPK e PCR-US, os resultados indicaram que o sexo exerceu efeito significativo, e,
apés o tratamento com pequi, uma queda nédo-significativa nos valores foi observada

apenas para o sexo masculino.

7- A tendéncia geral de reducgéo de eritrocitos, hemoglobina e hematdcrito apos o tratamento
com pequi foi particularmente associada a uma maior expansao do plasma, sendo tais
resultados influenciados por sexo, idade (eritrécitos, hemoglobina) e gendtipos de
haptoglobina (eritrocitos, hemoglobina e hematdcrito), Mn-SOD (hematdcrito), CAT
(hemoglobina e hematdcrito) e GPX1 (hemoglobina).
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8- A queda significativa nos valores de RDW (amplitude ou variagdo da distribuicdo do
tamanho dos eritrocitos; do inglés Red Cell Distribution Width) foi relacionada

principalmente ao efeito protetor antioxidante do 6leo de pequi.

9- Os resultados do leucograma e da série plaquetaria indicaram que o 6leo de pequi foi

biologicamente eficiente em reduzir a inflamacao provocada pelo exercicio agudo.

10- A queda significativa nos valores da presséo arterial, de colesterol total e LDL pos-
prandiais observada no grupo 245 anos, sugeriu que o 6leo de pequi apresentou efeitos
cardiovasculares protetores, principalmente para aqueles atletas incluidos na faixa etaria
de maior risco. Entretanto esses dados nao podem ser extrapolados para individuos
sedentdrios ou mesmo para a lipemia apos jejum, uma vez que nenhum experimento a

respeito foi realizado.

11- A tendéncia de aumento de HDL observada ap6s o tratamento com Oleo de pequi foi
relacionada a sexo, idade, distancia percorrida e gendtipos CAT e Hp, sendo que apenas
HplF-1F apresentou aumento significativo apds o tratamento, ndo havendo alteracdo

significativa nesses valores para nenhum genotipo CAT.

12

Para os homens, o teste TBARS apresentou resultados contrarios aos obtidos com
camundongos e nenhum efeito foi observado nas mulheres, sendo tais resultados

influenciados por idade, distancia percorrida e genétipos Hp e Mn-SOD.
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8. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

O dleo de pequi, além de possuir varias propriedades nutricionais, apresentou efeitos
antioxidantes e cardiovasculares protetores e, apoés testes adicionais e com a definicdo da dose
adequada, também podera ser usado como adjuvante na quimioterapia do cancer, na forma de

suplemento alimentar.
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10. ANEXOS

10.1. Anexo | — Parecer CONEP

MINISTERID DA SAUDE
Conselho Naclonal de Saade
Comissio Nacional de Etica em Pesquise - CONEP

FARECER N° 9672005

Registra CONEP: 11357 (Este n* deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto]

CAAE - 0083.0.012.000-04 Processo n® 25000.001668/2005-18
Projeto de Pesquisa: Aveliagdo do polencial anticxidante e antimutagénico do
extrato de pequi (caryocar brasiliense camb)

Pesquisador Responsavel: Dr. Cesar Koppe Grisolia

Instituigdo: Universidade de Brasilia/UNB. CEP Fac. de Ciéncias da Salde/UNE

Area Tematica Especlal: Genética Humana

Ao 52 proceder & andlise do projeto de pasquisa em gquestio, em resposts ao
Parecer COMEP n® 365/2005, cabem as seguintes consideracies:

) Foram esclarecidas as pendénclas relativas & metodologia e adequagbes no
Tema de Consentimento Livre & Esdlarecido, bem como a apresentecaoe do
guestiondrio antes ausents,

by As informaces enviadas atendem aos aspectos fundamentais da Res. CNS
196/96 sobre diretrizes & normas regulamentadoras de pasquisas envolvendo
seres humanos. )

c) O projeto foi aprovado pelo Comité de Elica em Pesquisa — CEFP da instituigas
supracitada.

Diante do exposto, a Comissae Maclonal de Etica em Pesquisa — CONEF,
de acordo com as atribuigoes definidas na Res. CNS 196/96, manifesta-se pela
aprovagao do projeto de pesquisa proposto.

Situagao: Protocolo aprovado,

Brasilia, 17 de maio de 2005,
__'_.f_.f':-', -/_‘é::_?"-(- -;"':l'("g?{"
WILLIAM SaAD HOSSMNE
Coordenador da CONEF/CNS/MS
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10.2. Anexo Il — Andlises de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Cromatografia Gasosa (CG) dos extratos
da polpa do pequi (Caryocar brasiliense Camb.)

1. Espectros de RMN (300 MHz) da fragdo orgénica — extratos hexanico (EHP) e cloroférmico (ECP) em solvente CDCl3: a) espectro RMN H;

b) espectro RMN **C.

(a)

54 52 50 48 46 44 42 40

()

17

140

As insaturacdes do oleato de glicerila, presente majoritariamente na fragdo organica (60%), foram observadas por RMN 'He®Cna regido olefinica,
em 5,34 ppm (multipleto) e em 129,3 e 129,7 ppm, respectivamente. A regido alifatica (CH, e CHj3), observada entre 0,80 e 1,70 ppm no espectro
RMN *H, incluiu também a absorcdo correspondente ao palmitato (40%). As funcdes acilas relativas aos ésteres foram apresentadas em 172,3 e

172,7 ppm.
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2.  Andlise da fracdo organcia (EHP e ECP) da polpa do pequi (Caryocar brasiliense Camb.) por

RMN'H e *C.
R R o e
0,88 CHj 7.0 CH; 13,9
1,21-1,31 CH,—CHj - CH,—CH; 22,5
1,21-1,31 7CH, - 7CH, 28,2-31,7
1,60-1,70 CH,—CH,—CO - CH,—CH,—CO 24,7
1,98-2,10 CH,—C=C - CH,—C=C 27,0
2,31 CH,—C=0 - CH,—C=0 33,9
4,14 e 4,30 CH,—C—0 43e12,0 CH,—C—0 61,8
5,27 CH—C—0 7.8 CH—C—0 68,7
5,34 CH=CH - CH=CH 129,3 e 129,7
- - Cc=0 172,3 e 172,7

Hidrogénios e carbonos foram marcados por técnicas 2D (COSY e HMQC).

3. Composicao relativa de 6leos da fracao organica (ECP e EHP) da polpa do pequi (Caryocar

brasiliense Camb.) — Analisador Varian Star 3400 CX Gas Chromatography (GC).

Acidos graxos saturados

NUmero de Carbonos

Quantidade
(% por 100g de polpa)

Palmitico C16:0 41,78
Esteérico C18:.0 1,28
Araquidico C20:0 0,12
Total 43,18

Quantidade

Acidos graxos insaturados Numero de Carbonos e de Insaturacées

(% por 100g de polpa)

Mono-insaturados
Oléico
Palmitoléico
Bi-insaturado
Linoléico
Tri-insaturado
Linolénico

C18:1 (9)
C16:1 (w7)

C18:2 (6)

C18:3 (3)

54,28
0,67

1,36

0,51

Total

56,82
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4.  Espectro de RMN (300 MHz) do extrato aquoso (EAP) em solvente D,O:

a) espectro RMN 'H; b) espectro RMN **C.

(a)
_"l'l T Trrry I-ll L2 - B L
90 85 80 1.5 4 &5 60

(LI I i L
o . e

()
Z.‘I'."“;'.l ‘. .;l I-';. |-I-I|_Ilf"" 134 132 '\-.‘\- 4 | | B2 |.
| i
ll ill i

150 L4 130 1Z0 119 L0 B0 & 0 &

Foram observadas absor¢bes caracteristicas de carboidratos no RMN H (3,00-5,50 ppm) e no RMN 3¢ (50,0-110,0 ppm). As multiplas absor¢cdes
observadas indicaram uma mistura complexa, provavelmente provocada pela polimerizagéo.
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5.  Espectro de RMN do extrato etandlico (EEP) em solvente CH;OD: a) espectro RMN 'H; b) espectro RMN 3C RMN.

a) '
() \ .',,..,_.u._._,m-r_u-#ﬂ-—ﬂ—}n-a_.u._,ﬂ_________‘
Asanac cnns e sSsanssatessanns
I
|'
|
(|
1
|
I
||
|
|
|
II
I ]
|
[ 1 |
{0 }"'It L
B I P B N Y TR I Y . S
A A B AR R R R TR LA R A A LR AR AR LA LA SN AR S SRR R AL RLE]
5 90 85 80 75 TO &5 60 55 50 45 40 35 10 25 10 15 10 05 0o

(b)
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mn iy M 4 w20 (1H] 0

Foram observadas absor¢bes caracteristicas de carboidratos no RMN H (3,00-5,50 ppm) e no RMN 3¢ (50,0-110,0 ppm). As multiplas absorcdes
observadas indicaram uma mistura complexa, provavelmente provocada pela polimerizacdo. Absorcdes caracteristicas de regido aroméatica foram
observadas no RMN 'H a 7,00-9,00 ppm e no RMN **C a 120-145 ppm, as quais provavelmente representam os compostos fenélicos ja descritos para

a espécie Caryocar brasiliense (Roesler et al., 2008).
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6. Espectro de RMN do extrato hidro-etandlico (EHEP) em solvente CH3;OD: espectro RMN 'H; b) espectro RMN 3¢,

(a)

.0

A ||‘ ] M.'

()

T
55

50 45 40 35

:.!-l.'l

L

Foram observadas absor¢des caracteristicas de carboidratos no RMN H (3,00-5,50 ppm) e no RMN 3¢ (50,0-110,0 ppm). As mdiltiplas absor¢des

observadas indicaram uma mistura complexa, provavelmente provocada pela polimerizacéo.
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10.3. Anexo Il — Artigo
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Antigenotoxic activity and antioxidant properties of organic and aqueous
extracts of pequi fruit (Caryocar brasiliense Camb.) pulp

Ana L. Miranda-Vilela', Inés S. Resck’ and Cesar K. Grisolia'

'Departamento de Genética e Morfologia, Instituto de Ciéncias Biolégicas, Universidade de Brasilia,
Brasilia, DF, Brazil.
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“Instituto de Quimica, Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, Brazil.

Abstract

The daily consumption of natural antioxidants protects against oxidative damage caused by reactive oxygen species
(ROS), including DNA damage, and can reduce the risk of cancer, atherosclerosis and other degenerative diseases.
The pulp of pequi (Caryocar brasiliense Camb.) fruit, a tree native to the Brazilian savannah, contains several com-
pounds with antioxidant properties, including carotenoids, vitamin C, phenolic compounds such as flavonoids, sapo-
nins and tannins, and essential oils. In this work, we examined the ability of organic and aqueous extracts of pequi
fruit pulp to protect against the genotoxicity induced by two antineoplastic drugs, cyclophosphamide (CP) and
bleamycin (BLM). Micronucleus tests with mouse bone marrow cells and single-cell gel electrophoresis (comet as-
say) with peripheral blood leukocytes were used to examine the effects of CP and BLM, respectively. The antioxidant
activity of the extracts was assessed by measuring lipid peroxidation with the TBARS method in mouse plasma. The
fruit pulp extracts had no clastogenic or genotoxic effects in the cells studied, but both extracts protected against oxi-
dative DNA damage caused by BLM or CP, indicating an ability to inhibit chemical mutagenesis in vivo. However, the
protective effect against oxidative DMA damage depended on the dose of extract used. At the doses tested, the
aqueous extract enhanced lipid peroxidation in mice of both sexes, especially in males. In contrast, the organic ex-
tract enhanced lipid peroxidation only in male mice, with no significant effect in females. These results suggest that,
with adequate adjustment of the dose, an organic extract of pequi fruit pulp could be a useful dietary supplement with
natural antioxidant activity, at least in females.

Key words: antigenotoxic, antioxidant, Caryocar brasiliense, comet assay, micronucleus, pequi pulp extracts,
reactive oxygen species, TBARS assay.
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Introduction supported by the high content of carotenoids with pro-
vitamin A activity (Almeida and Silva, 1994; Almeida,
1998; Ramos et. al, 2001; Santos et al, 2005; Oliveira et
al., 2006). In addition to B-carotene, pequi pulp contains
other carotenoids, such as lycopene (Oliveira et al., 2006),

The pequi tree (Caryocar brasiliense Camb.), which
belongs to the family Caryocaraceae, is very common in the
Brazilian savannah (“cerrado™). Pequi fruit has an internal
mesocarp (pequi pulp) that is used in folk medicine to treat
a number of respiratory diseases (A lmeida and Silva, 1994,
Ramos et al., 2001). Each 100 g of pulp contains 20%-27%
lipids that constitute the pulp oil, 2.2-6.0% protein, 11.6%
fibers, 19.7% total carbohydrates and 225-267.9 keal (Al-
meida, 1998; Boletim Informativo UFMG n® 1511, 2005).
According to Almeida (1998), the fatty acid composition of
pequi pulp oil consists of 51% mono-unsaturated acids,

C-carotene, cryptoflavin, B-cryptoxanthine, anteraxanthi-
ne, zeaxanthine, mutatoxanthine, violanxanthine, lutein
and neoxanthine (Ramos et al., 2001; Azevedo-Meleiro
and Rodriguez-Amaya, 2004; Oliveira et al., 2006). Pequi
pulp is also rich in vitamin C (Barbosa and Amante, 2005).
W. Paula-Junior (MSc Dissertation, Federal University of
Parana, Brazil, 2004) identified phenolic compounds, such

mainly oleic acid, 49% saturated oils (principally palmitic
acid) and ~2% polyunsaturated linoleic acid.

Pequi oil is also used in folk medicine for treating
ophthalmic problems related to vitamin A deficiency, a use

Send correspondence to Cesar Koppe Grisolia. Departamento de
Genética e Morfologia, Instituto de Ciéncias Biolégicas, Univer-
sidade de Brasilia, 70910-900 Brasilia, DF, Brazil. E-mail:
grisolia@unb.br.

as flavonoids, saponins and essential oils in hydroethanolic
extracts of the internal mesocarp of pequi pulp, and Al-
meida (1998) reported a tanin content of 0.17 mg/100 g of
pulp. All of these components of pequi pulp have antioxi-
dant properties (Sies, 1993; Tseng et al., 2004).

Natural antioxidants in the human diet can attenuate
the effects of mutagens and genotoxic carcinogens. Some
antioxidants, such as vitamins A, C and E, minimize the
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side effects of antineoplastic drugs and can improve cancer
chemotherapy. An increase in the dietary content of antiox-
idants through the increased ingestion of fruits and vegeta-
bles rich in these compounds can decrease the oxidation of
DNA by free radicals, thereby preventing cancer and other
degenerative diseases. Oxidative damage to biomolecules
caused by stress is one of the major risk factors for athero-
sclerosis, mainly through the oxidation of low density lipo-
protein (LDL) in the blood. Thus, cancer, atherosclerosis
and many other degenerative diseases share a common
mechanism (Kong and Lillehei, 1998; Santos and Cruz,
2001; Dusinska et al., 2003).

Some dietary antioxidants can act as adjuvants in can-
cer therapy because of their ability to induce apoptosis in
vitro. Antioxidants also show promise in cancer therapy be-
cause of their palliative action in reducing painful side ef-
fects associated with chemotherapy (Borek, 2004). Khouri
et al. (2007) showed that an aqueous extract of pequi pulp
can prevent mouse bone marrow cells against chromo-
somal aberrations induced by bleomycin. Experiments with
cultured CHO-K1 cells also showed that this aqueous ex-
tract protected cells against the clastogenic effects of cyclo-
phosphamide.

In this study, the anticlastogenic potential of an or-
ganic extract of pequi was evaluated in mice bone marrow
cells in vivo by using the micronucleus assay. The antigeno-
toxic effects of aqueous (AEP) and organic (OEP) extracts
of pequi pulp were also evaluated by single-cell gel electro-
phoresis (SCGE - comet assay) in mouse peripheral blood
leukocytes. The antioxidant activity of AEP and OEP on
lipid peroxidation in mouse blood was assessed by the
thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) assay.

Materials and Methods

Chemicals

Bleomycin (BLM) (CAS 011056-06-7) was obtained
as Bleoxane sulphate from Bristol-Myers (S@o Paulo, Bra-
zil) and cyclophosphamide (CP) (CAS 6055-19-2), sold a
Genuxal, was from ASTA Medica Laboratory (Sao Paulo,
Brazil).

Plant material

Pequi fruit was obtained in natura from vendors in
Brasilia, DF (Brazil) and the surrounding region. The inter-
nal mesocarp was peeled or grated to obtain the pulp, which
was then packed in a covered pot and frozen to -86 °C.

Extraction procedure

Pequi pulp was extracted by the soxhlet procedure un-
der an argonium atmosphere using chloroform (organic ex-
tract of pequi pulp - OEP) or distilled water (aqueous
extract of pequi pulp - AEP) as the solvent. After extrac-
tion, the extracts were submitted to evaporation under re-

duced pressure to remove the solvents, dried at high vac-
uum and immediately frozen at -86 °C.

Animals

Swiss white mice of both sexes (60 days old, 30 £2 g)
obtained from the Central Animal Facility of the University
of Brasilia were housed in plastic cages (6 or 8/cage) at
room temperature (20 + 2 °C) on a 12 h light/dark cycle
with lights on at 6 a.m. and free access to food and water.
The experimental protocols described here were approved
by the institutional Ethics Committee for Animal Research
(Institute of Biological Science, University of Brasilia).

Anticlastogenic and antigenotoxic assays

Micronucleus (MN) test

For the MN test, only the OEP was used since the
AEP has already been studied by Khouri et al. (2007). Mice
of both sexes were randomly allocated to groups M1 to
M12 (n =8 mice/group; Table 1). OEP (0.5 mL kg' or ImL
kg of body weight, respectively, corresponding to 15 uL
and 30 pL of extract per mouse) was administered orally
(per os, p.0.) by gavage daily for 10 days either alone or in
combination with a single intraperitoneal (i.p.) injection of
bleomycin diluted in 0.9% NaCl or aqueous cyclophos-
phamide (see Table 1 for concentrations). Control mice re-
ceived filtered water in place of extract and no clastogen
was administered. When required, the mice were killed by
cervical dislocation and slides of bone marrow cells were
prepared by a standard method (Schmid, 1975). Two thou-
sand erythrocytes were counted per mouse (1000 normo-
chromatic erythrocytes, NCE, and 1000 polychromatic
erythrocytes, PCE) and the frequency of micronuclei (MN)
in PCE and NCE, and the percentage of polychromatic
erythrocytes (%PCE) were calculated.

Single-cell gel electrophoresis (SCGE) assay
(comet assay)

The SCGE assay was done essentially as for the MN
test, using mice of both sexes randomly allocated to groups
C1 to C9 (n = 8 mice/group; Table 2). The comet assay was
done after the MN test, using OEP (0.5 mL hg') and AEP
(1 mL kg') administered p.o. daily for 10 days, cither alone
or in combination with a single injection of bleomycin
(25mgkg™, i.p.) or two injections of cyclophosphamide (at
30 mg kg, i.p. 48 h and 24 h before the mice were killed)
(Table 2).

The comet assay (alkali method) proposed by Singh
et al. (1988) and improved by Tice (1995) was used. Micro-
scope slides were dipped briefly into 1.5% hot (60 °C) nor-
mal melting agarose prepared in phosphate-buffered saline
(PBS). The slides were dried overnight at room temperature
and then stored at 4 °C until used. Subsequently, freshly
collected, heparinized peripheral blood (20 HL) was sus-
pended in 120 pL of 0.5% low melting point agarose in
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E o N b= E PBS (Gibco BRL) at 37 °C and pipetted onto a microscope
5 s g8 f, slide pre-coated with a layer of normal melting point
k=] & 2 o
B 2 SE5 agarose. This mixture was allowed to set at 4 °C for 10 min
& |3 EEE . . :

] g R £ g s and the slides then immersed in a freshly prepared cold
= BR8ag® 38d8S28 ggg 4 °C) lysis solution (2.5 M NaCl, 100 mM Na,EDTA, 10
- Zc°‘.8—< T S0 A S A= =8§

s I HS S HE WS HHHH BES mM Tris and 1% lauroyl sarcosine, and the pH adjusted to
P _QEW-H‘H.,, Hon He me | H23 ; ;

3 3 5929 2532823 3 |8 pH 10.0-10.5 with NaOH; 1% Triton X-100 and 10%
= g z “f' i dimethyl sulfoxide were added immediately before use) at

g 8 a=52 4°C for 1 h. After lysis, the slides were placed in an electro-
- 5 T3 phoretic tank containing 300 mM NaOH and 1 mM EDTA,
3 S =N g
& g §_ é. pH > 13.0 for 30 min, and electrophoresis was then done at
< E g8 25V, 350 mA for 40 min. Soon after neutralization (3 x
-9 803 s ; . R
= - 9~ 8 5 min in 0.4 M Tris, pH 7.5 at 4 °C), the slides were stained
< N - E = _§ o §
& B g wa [ o= 8 33 523 with ethidium-bromide (20 plg/mL), fixed in 100% ethanol
A Bl ne S i N A~ NHHH § LE"':. for 5 min and analyzed with a Zeiss Axioskop 2 fluores-
£ g § X -t,' 2;' 2 &4 2 48885 g:g cence microscope (filter 510-560 nm, barrier filter 590 nm)
g & —ZTa veTmeasn - =2 with a final magnification of 400x. All of the slides were
B é - E prepared and analyzed in duplicate.

_§ ks 3 g5 SCGE analysis: One hundred comets on each slide
8 & 2ES8 were scored visually and assigned to classes 0-4, as pro-
S L Z8a N X X )
& ; 5 . e we - 5| BEmz posed by Collins (1995). Nucleoids with bright heads and
S g E E % a - 5 = § E f § 5 éﬁéf no apparent tails were assigned to category 0, whereas com-
B BN NS HHHHHaHH 1™ ets with very small heads and long, diffuse tails were as-
g ‘g‘iumxo~°mo«~v~r~|\ A L 5 o !
- = jq S9ay YxEes g s signed to category 4. Comets with intermediate features
5 =gl REeg Bwennhae saln between classes 0 and 4 were assigned to classes 1,2 and 3.
% 5 23 § The number of comets in each category was counted and
g % 3 ég the average DNA damage (DD, expressed in arbitrary
) o 23 é units, a.u.) was calculated according to Jalonszynski et al.
g Ea S (1997), as follows:
g ~ | E83
= 3 -8 &l g3t

—_ 2] 3 g e,
3 7 & g8 g Her DD_n,+2n2+3n,+4n4
= & = = 5 § 3 a8 . 2
E g 3 55 8 ELz =
E : & 53 3 E%% 100
0 & L 2 W . X
a3 2 = i s 3 BF 5 where n,- n, = the number of comets in categories 1-4, and
iz S8 £33 Eid
g8 T % o d 4 ZE& T = the sum of all comets, including category 0.
P 3] d & = = B8 &g
=3 o as G B2 3 . . : e : .
EE & e S o R 2 In vivo antioxidant assay: thiobarbituric acid-reactive
72 g o _54'0 _3 =0 =0 o
5! 2 2 B g 2 = § substances (TBARS) test
B3 =0 vy S| =
E % g 8 e ‘;’ S 3 f 4 For the TBARS test, six groups (T1-T6) of eight mice
» S E E 52 Rl 2= g each (4 males, 4 females) were used, as follows:
g = = 2 g iy g _r* g + ~§ £% T1: Female control group (filtered water only, by ga-
B g % Z2EEB § 55 5‘ § 3 —’é %g vage, daily, for 10 days)
£8 §33232ccc,2 BEE T2: Male control group (filtered water only, by ga-
] 2 e s 5 S B o om om B @ O 8 »
g8 BT NSNS 888F 8 28 vage, daily, for 10 days)
22 E“‘g@.@.-gte-gx:»%-g:h §§8 i 1
5 E §t 222" 3 E 35 E $3¢S T3: Females treated with OEP (0.5 mL kg™, by ga-
E= EPE83839 5T TG EAT vage daily for 10 days)
£ % 5 L&) _E' g _& i e _E' k. g E:ﬁ' 5 T4: Males treated with OEP (0.5 mL kg, by gavage,
g 2 ‘%1;-.;7:; Yoo P PP PPY L gge dailyfor 10 days)
$E |, |E% E ; é“é PEEREE = BB E T5: Females treated with AEP (1.0 mL kg™, by ga-
Eg g ggzsﬁ\j&gaa%; € EE g vage daily for 10 days)
g £ |3 £ CraZndaandy g8 3 T6: Males treated with AEP (1.0 mL kg, by gavage,
_,'g_ = coomMOMOOCOmMO 8555 daily for 10 days)
25 g i nmenmoemaSog EoeS The TBARS assay was done according to Wasowicz
53 |5 |SS33E2S5E3555 Sarna eral (1993), with slight modification. The TBA solution
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Table 2 - Comet assay of peripheral leukocytes from Swiss white mice treated orally with an organic (OEP, 0.5 mL kg ") or aqueous (AEP, 1 mL kg')ex-
tract of pequi (Caryocar brasiliense) fruit pulp, alone or with bleomycin (BLM, single injection, i.p.) or cyclophosphamide (CP, two injections, i.p.).

Group Treatment Comet classes (meanSD) Mean=SD of DD
0 1 2 3 4
C1 Control group (filtered water) 11.62+5.34 61.25+18.7 22+104 4.75%5.6 0.38 £0.52 121£20.89

C2  CP(30mgkg’,ip.,48 and 24 h before sac- 3.63+2.88 6.63=4.84 10.38=6.80 31.88+12.45 47.63+13.75 313.5£2691°
rifice)
C3 OEP (0.5 mL kg, p.o., daily for 10 days) 12+7.98 46 +20.78 2629+8.03 5.57+8.55 9.57+18.61 171.13£68.18
C4  OEP(0.5mLkg',p.o.daily for 10 days)+  21£1040 4152457 14.88+9.73 145+1567 7.5%9.75 144.75£57.22°
CP (30 mg kg, i.p., 48 and 24 h before sac-
rifice)
C5  BLM (25mgkg", ip., 24 hbefore sacrifice) 4.290+2.81 365+1299  47+13.53 13.75+1036 2.13+3.44 180.25+39.96°
C6  OEP(0.5mLkg", p.o., daily for 10 days)+ 8.38+6.74 39+13.42 41.5+1548 9.25+6.78 20+298 157.75+27.03°
BLM (25 mg kg™, i.p., 24 h before sacrifice)
C7  AEP(I mLkg", p.o., daily for 10 days) 9.75+7.06 39.88+13.91 29.88+14.09 12.38+14.94 8.13£7.07 169.25+33.13
C8 AEP (1 mL kg™, p.o., daily for 10 days) 20+1.85 68+10.81 21.88+9.49 5.13%3.76 3.0+3.38  139.13+16.57°
+CP (30 mg kg, i.p., 48 and 24 h before
sacrifice)
C9  AEP(I mLkg', po.,daily for 10days)+  6.13+£6.10 62.5+16.48 27.63+13.64 1.63£226 2.13+3.09 131.13% 14.29"¢

BLM (25 mg kg, i.p., 24 h before sacrifice)

“p = 0.0008 compared to C1. °p = 0.0008 compared to C2. “p = 0.0016 compared to C1. “p = 0.0134 compared to C1. °p = 0.0008 compared to C2.

'p =0.0273 compared to C6. p = 0.0023 compared to C5.

was prepared by dissolving TBA (Merck; final concentra-
tion 29 mmol/L) in acetic acid (8.75 mol/L; Merck). The
stock standard solution of MDA was prepared by dissolv-
ing 480 pL of 1,1,3,3-tetracthoxypropane (Sigma) in
100 mL of ethanol (Merck). Immediately before use, the
solution was diluted in Milli-Q water to yield a working so-
lution of 10 wmol/L. The other reagents for the assay were
purchased from Sigma (n-butanol) or Merck (EDTA, gluta-
thione - GSH, and hydrochloric acid). Working aqueous so-
lutions of EDTA (67.3 mmol/L) and GSH (32.5 mmol/L)
were prepared freshly immediately before use (to avoid
GSH oxidation).

Blood was collected by cardiac puncture using na in-
sulin syringe containing EDTA as anticoagulant. After cen-
trifugation (1500 x g, 10 min, 4 °C), the plasma was
carefully removed and EDTA and GSH were added to final
concentrations of 1.34 mmol/L and 0.65 mmol/L, respec-
tively. The samples were then quickly frozen in liquid ni-
trogen and stored at -80 °C until used.

For the TBARS test, 50 UL of plasma or an equal vol-
ume of MDA working standard was added to 10 mL glass
tubes containing 1 mL of Milli-Q water, followed by 1 mL
of solution containing TBA (29 mmol/L) in acetic acid (pH
of the reaction mixture, 2.4-2.6), mixing, and heating in a
water bath for 1 h at 95° -100 °C. The samples were then
cooled and 25 uL of 5 mol/L HC1 was added (final pH
1.6-1.7), followed by extraction with 3.0 mL of n-butanol
and vortex mixing for 30 s. The butanol phase was sepa-
rated by centrifugation (1500 x g, 10 min) and its fluores-
cence was measured with a Jasco FP-777 spectrofluoro-

meter (excitation: 525 nm, emission: 547 nm). A standard
curve was prepared with MBA (0-0.15 pmol/L).

Statistical analysis

The results were expressed as the mean + SD. Statisti-
cal comparisons were done by using the Mann-Whitney
U-test, with p < 0.05 indicating significance.

Results

Anticlastogenic and antigenotoxic assays

Micronucleus (MN) test

Neither of the doses of OEP (1 mL kg™ - group M3 or
0.5 mL kg' - group M8) had any clastogenic effect on
mouse bone marrow cells when compared with the control
group (M1) (Table 1). However, the cellular proliferation
index in mouse bone marrow cells, expressed as the per-
centage of PCE, increased in groups M3 and M8
(p=0.0117 and p = 0.0460, respectively). There was no sig-
nificant difference in the frequencies of MN-PCE
(p =0.5780), MN-NCE (p = 0.7004) and the cellular prolif-
eration index (p = 0.9163) between groups M3 and M8.
Cyclophosphamide (30 mg kg, group M2) increased the
frequency of MN-PCE, indicating this drugs clastogenic ef-
fect. Concomitant treatment with OEP (0.5 mL kg, group
M9) did not significantly affect the percentage of PCE
compared to M2. In contrast, concomitant treatment with
OEP (1 mL kg, group M4) increased the frequency of
MN-PCE to a greater extent than seen with CP or OEP
alone (p = 0.0309).
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Bleomycin (50 mg kg™'; group M5) was clearly cyto-
toxic and caused cellular lysis (no erythroblasts were seen).
At a dose of 25 mg kg, bleomycin did not significantly al-
ter the frequency of MN-PCE (group M7 vs. M1), but
caused significant induction at 10 mg kg™ (group M11), in-
dicating a clastogenic effect on these cells. Comparison of
groups M5 and M6 showed that OEP (1 mL kg) clearly
protected bone marrow cells against bleomycin (50 mg
kg')-induced lysis (p =0.0003 for MN-PCE, p=0.0011 for
MN-NCE and p = 0.0003 for %PCE). On the other hand,
the combination of OEP (0.5 mL kg™) + bleomycin (25 mg
kg™") (group M10) did not significantly affect MN-PCE, but
reduced MN-NCE when compared with group M7
(p = 0.0332). Although the combination OEP (0.5 mL kg™)
+bleomycin (10 mg kg™) (group M12) did not significantly
decrease MN-PCE when compared with group M11, it sig-
nificantly increased (p = 0.0357) the %PCE relative to the
latter group.

Single-cell gel electrophoresis assay (SCGE - comet
assay)

Table 2 shows the results of the comet assay in pe-
ripheral blood leukocytes of mice treated with OEP (0.5 mL
kg'; group C3) and AEP (1 mL kg'; group C7). Neither
OEP (C3) nor AEP (C7) significantly affected the DNA
damage (DD) compared to group C1 (negative control), in-
dicating that the extracts had no genotoxic effect in these
cells. Likewise, there was no significant difference between
C3and C7.CP (30 mgkg™; C2) and BLM (25 mg kg'; C5)
were significantly genotoxic when compared with Cl
(p = 0.0008 and p = 0.0016, respectively). However, there
was no significant difference between C1 and C4 (OEP
0.5 mL kg" + CP 30 mg kg™) or C8 (AEP 1 mL kg™ + CP
30 mg kg'), indicating that at the doses tested OEP and
AEP were efficient in protecting cells against the genoto-
xicity of CP (30 mg kg™). Comparison of C2 with C4 and
C8 corroborated this protective effect (p = 0.0008 in both
cases), although there were no significant differences be-
tween C4 and C8. When group C1 was compared with C6
(OEP 0.5 mL kg" + BLM 25 mg kg™) or C9 (AEP 1 mL
kg + BLM 25 mgkg"), only AEP showed significant pro-
tection (p = 0.0134). Similar protection was seen in the

DNA protective effects of pequi fruit pulp extracts

comparison of C6 with C9 (p = 0.0273) and C5 with C9
(p = 0.0023), indicating that AEP provided greater protec-
tion than OEP against bleomycin (25 mg kg™)-induced
DNA damage; there was no difference between C5 (BLM
25 mgkg") and C6.

Antioxidant activity (TBARS assay)

There was no significant difference in the TBARS
levels of female (group T1) and male (group T2) mice (Ta-
ble 3). There were also no significant differences between
T1 and T3, T3 and T5 or T4 and T6. However, mice treated
with AEP showed significant lipid peroxidation (p = 0.0248
for T1 vs. T5, and p = 0.0001 for T2 vs. T6), indicating that
AEP (1 mL kg™) enhanced oxidative stress in both sexes,
especially in males. A similar result was observed between
control males and males treated with OEP (0.5 mL kg") (T2
vs. T4, p = 0.00002). Thus, at the doses used, neither of the
extracts protected males against lipid peroxidation.

Discussion

Micronuclei in interphase cells result from chromo-
somal breaks or chromosomal lagging (Schmid, 1975; Na-
tarajan and Obe, 1982; FDA, 2000), and DNA damage to
eukaryotic organisms or individual cells is frequently as-
sessed with the comet assay (Henderson et al., 1998; Garcia
et al.,2004). In the present study, the MN test and comet as-
say showed that OEP (0.5 mL kg or 1 mL kg™) had no
clastogenic or genotoxic effect on mouse bone marrow
cells or peripheral blood lymphocytes, a finding that cor-
roborated the MN test results reported by Khouri et al.
(2007).

Bleomycin sulphate (BLM), a radiomimetic glyco-
peptide routinely used in cancer chemotherapy, produces
MN in human, rat and mouse cells, mainly through oxida-
tive damage to DNA (Erexson ef al., 1995). Bleomycin-
mediated DNA degradation requires the presence of a re-
dox-active metal ion such as Fe?" or Cu®" as well as molec-
ular oxygen, to produce reactive oxygen species (ROS) that
are toxic and mutagenic in a variety of biological models in
vitro and in vivo (Hoffmann et al., 1993; Anderson ef al.,
1995; Erexson et al., 1995; Hecht, 2000).

Table 3 - Lipid peroxidation (TBARS levels) in plasma of Swiss white mice treated orally an organic (OEP, 0.5 mL kg ™) or aqueous (AEP, I mLkg ™) ex-

tract of pequi (Caryocar brasiliense) fruit pulp.

Group Treatment Fluorescence (mean=SD) MDA (umol/L) (mean+SD)
T1 Female control group (filtered water) 311.16 £41.26 0.023 +0.003
T2 Male control group (filtered water) 307.9+18.17 0.023 £0.001
T3 Females treated with OEP (0.5 mL kg, p.o., daily for 10 days) 337.31£39.59 0.025 +£0.003
T4 Males treated with OEP (0.5 mL kg, p.o., daily for 10 days) 421.36 £ 46.29" 0.031 £0.003
T5 Females treated with AEP (1 mL kg™, p.o., daily for 10 days) 345.0 £28.42° 0.026 +0.002
T6 Males treated with AEP (1 mL kg™, p.o., daily for 10 days) 392.2 +39.95° 0.029 +0.003

“p =0.00002 compared to T2. °p = 0.0248 compared to T1. “p = 0.0001 compared to T2.
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As shown here, the prior administration of OEP
(1 mL kg") clearly protected mouse bone marrow cells
against lysis induced by BLM (50 mg kg™'); a lower dose of
OEP (0.5 mL kg™) also protected against the natural clasto-
genic effects, although the decrease in MN-NCE was not
significant. Hence, both of the OEP doses used offered
some protection against the clastogenicity of BLM. This
finding was corroborated by the comet assay. AEP (1 mL kg™h
offered greater protection against BLM (25 mg kg')-in-
duced DNA damage than OEP (0.5 mL kg™); the reduction
in DNA damage by the latter was not significant.

Since the cytotoxicity of BLM involves the produc-
tion of ROS (Hoffmann et al., 1993; Anderson et al., 1995;
Erexson et al., 1995; Hecht, 2000), our results suggest that
the protection against BLM-induced oxidative damage to
DNA was mediated by antioxidant components in the C.
brasiliense extracts. Indeed, previous studies have indi-
cated that compounds with antioxidant activities may mod-
ulate BLM-induced genotoxicity (Povirk and Austin, 1991;
Povirk, 1996; Khouri et al., 2007). The results of the comet
assay corroborated those of the MN test and showed that
the ability of the two extracts to protect against BLM was
limited by the dose of extract used. The greater protection
seen with AEP probably reflected its higher content of anti-
oxidants compared to that of OEP at the doses used.

Chemotherapy with CP can cause secondary tumors
in humans by activating hepatic mixed function oxidases.
Phosphoramide mustard, the major antineoplastic metabo-
lite of CP, is an alkylating agent that induces a variety of
changes in DNA (IARC, 1981; Krishna et al, 1987)
through its ability to form labile covalent DNA adducts and
cross-linkages (Anderson et al., 1995).

Compounds with antioxidant properties, such as vita-
min C (present in AEP) and B-carotene (present in OEP)
can have antioxidant and oxidant effects that are dose-
dependent (Antunes and Takahashi, 1999; Paolini et al.,
2003). This two-sided or Janus effect reflects the dual na-
ture of certain chemical substances such as antioxidants
and drugs used to treat cancer. As shown here, OEP had a
Janus effect: at 0.5 mL kg™ OEP effectively protected cells
against the genotoxicity of CP (comet assay) without sig-
nificantly protecting against chromosomal aberrations
(MN test) whereas at 1 mL kg OEP increased the fre-
quency of MN in the presence of CP (30 mg kg™). Similar
results were reported by Khouri ez al. (2007) who studied
the combination of AEP (1 mL kg™) plus CP (33 mg kg™ or
66 mg kg™).

With the treatment schedule used here, it was not pos-
sible to determine whether the protection offered by the ex-
tracts was related to a reduction in the efficacy of BLM or
CP (by affecting the pharmacokinetics of these com-
pounds), or to a direct effect on the cells themselves. How-
ever, previous studies have shown that natural antioxidants
can prevent the oxidation of biomolecules, including DNA,
without decreasing the effectiveness of chemotherapeutic
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compounds. According to Liu et al. (2003) and Berger
(2005), an antioxidant dietary supplement can reduce the
level of oxidative damage to DNA and protect normal cells
against the adverse side-effects of some chemotherapeutic
agents. Nutritional therapy with antioxidants concomitant
with chemotherapy reduces the frequency and severity of
adverse effects associated with many drugs in cancer pa-
tients, thereby allowing the treatment to be continued (the
toxicity of anti-cancer drugs is a frequent limitation to their
extended use) (Borek, 2004). As shown here, OEP and AEP
protected against oxidative DNA damage caused by BLM
or CP, which agrees with the ability of antioxidants to in-
hibit chemical mutagenesis in vivo and with studies show-
ing that plant extracts contain antioxidants that can protect
DNA against damage by ROS (Cano et al., 2003; Lee et al.,
2003; Owen et al., 2003; Khouri et al., 2007). However, our
results indicate that this protection is related to the dose of
extract used.

Organisms are constantly exposed to the action of
ROS and the presence of antioxidants in the diet can protect
against oxidative processes (Ferreira and Matsubara, 1997;
Degaspari and Waszczynskyj, 2004). In contrast, the use of
nutritional supplements with antioxidant properties is con-
troversial. Antunes and Takahashi (1999) showed that vita-
min C had antimutagenic activity only at certain concentra-
tions; at high concentrations this compound did not protect
against mutations but was cytotoxic to lymphocytes. Pao-
lini et al. (2003) reported that B-carotene prevented oxida-
tive lesions in DNA but stimulated cytochrome P450 enzy-
mes, leading to the bioactivation of pro-carcinogenic
agents such as those found in cigarette smoke. In agreement
with these studies, the OEP of pequi fruit may contain high
concentrations of many antioxidant compounds capable of
exerting a pro-oxidative effect and increasing DNA lesions
when combined with CP or BLM.

The TBARS assay is a simple, reliable and reproduc-
ible fluorometric method for assessing lipid peroxidation in
serum, and is based on the reaction between malondial-
dehyde (MDA), a byproduct of lipid peroxidation, and
thiobarbituric acid. Oxidative attack of cellular compo-
nents by ROS is a common phenomenon in the pathoge-
nesis of several human diseases, including cardiovascular
diseases (e.g., atherosclerosis), diabetes, various liver dis-
orders, and inflammatory rheumatic diseases. For this rea-
son, there is considerable interest in the quantification of
MDA in body fluids or cells (Wasowicz et al.,, 1993;
Jentzsch et al., 1996). The TBARS results obtained here in-
dicate that high doses of plant extracts rich in antioxidant
compounds can produce unexpected effects. Since the
1980s, there has been a considerable increase in the search
for natural antioxidants that can be included in the diet as a
substitute for synthetic antioxidants (Degaspari and Waszc-
zynskyj, 2004). The TBARS results obtained here in fe-
male mice suggest that the antioxidant properties of OEP
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make this product a potentially useful dietary supplement,
in addition to its other nutritional properties.

The anticlastogenic and antigenotoxic activities of
OEP seen in this study were attributable to its content of an-
tioxidants. However, the comet assay and MN test results
obtained here and by Khouri et al. (2007) indicate that, at
the doses used, AEP was more effective than OEP in pro-
tecting DNA against damage by clastogenic agents. How-
ever, the ability of OEP and AEP to protect against BLM-
or CP-induced oxidative damage to DNA depended on the
dose of extract used.
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10.4. Anexo IV — Explicacdo do Termo de Consentimento

" LABORATORIO DE GENETICA N°
-‘ DEPARTAMENTO DE GENETICA E MORFOLOGIA

UNIVERSIDADE DE BRASILIA

EXPLICACAO DO TERMO DE CONSENTIMENTO

Titulo do estudo
“Avaliacdo dos efeitos antigenotdxicos, antioxidantes e farmacolégicos de extratos da

polpa do fruto do Pequi (Caryocar brasiliense Camb)”

Projeto de doutorado da aluna Ana Luisa Miranda-Vilela do curso de Pés-Graduacdo em Biologia
Animal da Universidade de Brasilia (UnB), coordenado pelo prof°® Dr. Cesar Koppe Grisolia — Dept°®

de Genética e Morfologia — Laboratério de Genética — Universidade de Brasilia.

Informagdes sobre a sua participagéo

A procura por suplementos vitaminicos naturais, principalmente aqueles com propriedades
antioxidantes, que previnem lesdes no material genético, e consequentemente reduz o risco de
cancer, tem aumentado muito nos dltimos anos. Ja estéa cientificamente demonstrado que o uso de
antioxidantes também diminui o risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares e
desordens inflamatérias cronicas, entre outras.

O pequi é muito conhecido na culinaria regional e tem um alto valor nutricional. O 6leo de
pequi, além de conter suplementos antioxidantes, é também usado na medicina popular para
combater diversos tipos de doencas, principalmente aquelas do trato respiratorio, além de ser
usado também para curar problemas oftalmolégicos (da viséo) relacionados a deficiéncia de
vitamina A. Entretanto, devido ao seu sabor peculiar, grande parcela da popula¢édo ndo o aprecia
como alimento. Atualmente, através de técnicas farmacéuticas, pode-se suavizar esse sabor
tornando-o mais aceitavel pela populacdo em geral.

As técnicas apresentadas para o desenvolvimento do produto ja sdo conhecidas e
validadas cientificamente. O carater inovador do projeto baseia-se no fato de estarmos
apresentando um fruto tipico do cerrado, muito conhecido na culinéria, mas agora com uma outra
propriedade: suplemento vitaminico antioxidante na forma de extrato puro acondicionado em
capsulas gelatinosas e com o0 sabor suavizado ou ligeiramente mascarado através de técnicas
farmacéuticas.

As populacdes alvo seriam atletas, que tém grande desgaste fisico durante as suas
atividades, individuos que de algum modo estejam sob alguma condi¢do de estresse fisico, ou
mental, pessoas da terceira idade que necessitam de maior aporte vitaminico, entre outras.

Os voluntarios nesse estudo serdo submetidos a uma suplementagdo diéria durante 14

dias com o extrato puro de Oleo de pequi, encapsulado de acordo com os procedimentos da
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técnica farmacéutica, sob a responsabilidade da Farmacia de Manipulacdo "Farmacotécnica”,

empresa ja bem estabelecida no Distrito Federal.

Objetivos do estudo:

1. Verificar a capacidade antioxidante do extrato de pequi, medindo componentes do sangue
(plasma sanguineo).

2. Estudar as propriedades das cdpsulas de pequi em proteger o material genético (DNA).

3. Verificar se as cpsulas de pequi melhoram os componentes do sangue.

4. Verificar se 0 esforgo fisico modifica a estrutura da musculatura e se as capsulas de pequi
podem proteger os individuos contra as lesdes musculares e cardiacas provenientes de alto
esforgo fisico.

5. Procurar uma associacdo entre a resisténcia dos individuos aos esforcos fisicos com sua
aptidao natural (genética).

6. Analisar componentes do sangue para avaliar a possibilidade de desenvolvimento futuro de

pressao alta.

Beneficios:

Ao final do estudo, apresentaremos aos participantes voluntérios interessados, 0s
resultados dos exames realizados. Sdo dados bastante informativos sobre a salde do cidadéo.
Qualquer informacé@o importante que surgir durante a sua participacdo no estudo e que possa
contribuir para o seu melhor estado de salde sera levada imediatamente ao seu conhecimento.

Caso for constatado algum desvio de normalidade nesses exames, o0 voluntario sera
imediatamente informado e aconselhado a buscar tratamento médico especifico.

Possiveis riscos:

1. O pequi ja é amplamente ingerido através da culinéria e ndo ha relato de intolerancia ou alergia.
Caso algum voluntario venha a sentir algum tipo de desconforto ao ingerir as capsulas, ele devera
informar imediatamente ao coordenador do projeto, podendo assim ser desligado do grupo.

2. Desconforto na coleta endovenosa de sangue, que sera realizada em dois momentos distintos,

num intervalo de tempo de 15 dias.

Outras informacgdes:

1. Duracéo da sua participacgédo: 15 dias.

2. N&o havera implicacdo na mudanca nos habitos de vida em virtude da participacéo nesse
estudo.

3. Compromisso com o sigilo da identidade do voluntario: os registros da participacdo no estudo
serdo mantidos confidencialmente, sendo do conhecimento somente dos participantes do projeto.

Cada voluntario recebera um ndmero.
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Maiores esclarecimentos:

1. Caso vocé necessite de maiores esclarecimentos, entre em contato com o prof® Cesar Koppe
Grisolia através dos telefones (61) 3307-2161 ou 9983-1747 ou Ana Luisa Miranda-Vilela através
dos telefones 3307-2161 e 9965-7535.

2. Caso vocé nao tenha entendido alguma parte deste documento/explicacdo, pergunte aos

pesquisadores antes de assinar o termo de consentimento.
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10.5. Anexo V — Termo de Consentimento

[e]
‘." LABORATORIO DE GENETICA N

DEPARTAMENTO DE GENETICA E MORFOLOGIA
UNIVERSIDADE DE BRASILIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO, POS-INFORMACAO

O abaixo assinado, declara ter sido

plenamente esclarecido, lido e ouvido o presente termo de responsabilidade que Ihe informa estar

ciente do seguinte:

a) Que pelo presente documento concordo em participar voluntariamente do projeto “Avaliacédo
dos efeitos antigenotoxicos, antioxidantes e farmacologicos de extratos da polpa do fruto
do Pequi (Caryocar brasiliense Camb)”, coordenado pelo Prof® Dr. Cesar Koppe Grisolia e
executado pela aluna de doutorado do Curso de Pés Graduagcdo em Biologia Animal da
Universidade de Brasilia (UnB), Ana Luisa Miranda-Vilela, do Laboratério de Genética -
Departamento de Genética e Morfologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, com a parceria da
Empresa Farmacotécnica e dos Laboratérios Sabin, respectivamente, farmacia de manipulagéo e

laboratério de andlises clinicas bem estabelecidos no Distrito Federal.

b) Que minha participacdo no projeto implicard na retirada de sangue de uma das veias do
antebraco em dois momentos distintos, sendo que este material serd utilizado com a finalidade de
avaliacdo de hemograma e lipidograma, integridade das musculaturas esquelética e cardiaca,
teste de peroxidacgéo lipidica e estudos do material genético (ver item Objetivos do Estudo).

¢) Que esses procedimentos s&0 usuais na pesquisa genética, ndo implicando em qualquer tipo de
risco de natureza ética ou para a saude.

¢) Que minha participacéo implicara também na ingestéo diaria de capsulas de pequi durante 14
dias consecutivos, bem como no fornecimento de dados pessoais como idade, sexo, habitos de
vida, uso de qualquer tipo de medicacgéo, estado de saude, horas de sono, dieta etc, na forma de

guestionario.

€) Que minha participacdo poderd implicar também na medida de pressédo sanguinea, altura e

pesagem em balanca digital.

f) Que as informacdes aqui obtidas serdo mantidas sob sigilo, sendo que cada participante podera

ter acesso as informacgdes que Ihe cabem no momento em que for solicitado.
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g) Que os dados gerados serdo utilizados exclusivamente em pesquisas cientificas e divulgados
sob a forma de relatérios, artigos cientificos ou para o publico leigo apenas de forma generalizada

(global), ndo havendo, portanto, a divulgacéo de dados individuais.

h) Que a minha participagdo no projeto é totalmente voluntaria, ndo acarretando énus a qualquer

uma das partes, em qualquer tempo.

i) Que apenas terei como beneficios pessoais ao participar desta pesquisa, os resultados dos
exames analisados, com consequente avaliacdo da saude geral, além da oportunidade de ajudar a

ciéncia a entender melhor o papel dos produtos naturais sobre a saiide do homem.

j) Que em caso de duvidas ou esclarecimentos poderei contatar diretamente os responsaveis pelo

projeto, nos enderecos eletrdnicos ou telefones listados abaixo.

k) Que a decisdo em desistir do projeto podera ser feita a qualquer tempo, mesmo apos a
assinatura do presente termo de consentimento, bastando a comunicacao prévia aos responsaveis
pelo projeto.

Atesto o recebimento da cOpia deste acordo, que € constituido pelos termos de
explicacdo e de consentimento, estou plenamente esclarecido sobre minha

participacéo no projeto e aceito as condi¢bes estipuladas.

Brasilia, de de 200

Assinatura:

Coordenador do Projeto: Prof® Dr. Cesar Koppe Grisolia
Dept°® de Genética e Morfologia — Laboratdrio de Genética — Universidade
de Brasilia
Fones: (61) 3307-2161, 9983-1747
E-mail: grisolia@unb.br
Aluna de doutorado: Ana Luisa Miranda-Vilela
Dept°® de Genética e Morfologia — Laboratdrio de Genética — Universidade
de Brasilia
Fones: (61) 3307-2161, 9965-7535

E-mail: analuisamv@uol.com.br
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10.6. Anexo VI — Questionario

" LABORATORIO DE GENET[CA
h‘ DEPARTAMENTO DE GENETICA E MORFOLOGIA

UNIVERSIDADE DE BRASILIA

QUESTIONARIO

NO

Este questionario visa o conhecimento sobre alguns aspectos do estilo de vida e

condi¢Bes de salde, que podem influenciar nos resultados do nosso estudo. As informacdes aqui

presentes serdo mantidas em sigilo e visam unicamente o suporte para a metodologia empregada

no estudo e para a analise dos resultados obtidos. Estas informagfes ndo serdo, em hipoétese

nenhuma, usadas com outros objetivos, além daqueles mencionados no projeto, ficando a sua

guarda sob inteira responsabilidade do coordenador.

Dados Pessoais:

¢ Nome:

e |dade: Data de Nascimento:

e Sexo: [l Masc. [J Fem.

Data da Ultima menstruacgéo:

e Telefone para contato:

e E-mail para contato:

¢ Nacionalidade (Pais em que nasceu):

¢ Naturalidade (Cidade e Estado em que nasceu):

e Estado Civil:

e Filhos: [1Ndo [1Sim (caso positivo, responder abaixo):

[1 Sexo masculino Especificar n°

[1 Sexo feminino Especificar n°

¢ Nome do pai:

¢ Nome da mae:

¢ Nacionalidade e naturalidade do pai:

¢ Nacionalidade e naturalidade da méae:

e Em relacdo a cor de pele, como vocé acha que se encaixa abaixo?

[1 branco [ pardo [ negro [1 outro Especificar
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Dados Clinicos:

e Tabagismo: [1 Nao [1 Sim (caso positivo, responder abaixo):

[1 N° atual de cigarros por dia:

[1 Tempo de tabagismo:_____ [Idias [I semanas [] meses [ anos
[1Parou de fumarhad ____ [Idias[]semanas [l meses [] anos
e Uso de bebida alcodlica: [1 Nao [1 Sim (caso positivo, responder abaixo):
[1 Anual Especificar:
[1 Mensal Especificar:
[1 Semanal N° de vezes por semana:

¢ Uso de medicamentos e/ou outras drogas:
[1 Nao
[l Sim

= Especificar quando possivel:

= Frequéncia e dose:

e Uso de anticoncepcional hormonal ou tratamento de reposi¢do hormonal:
[1 Nao
[1 Anticoncepcional
[1 Tratamento de reposi¢do hormonal

= Frequéncia e dose:

e Uso de suplementos (vitaminas, sais minerais, aminoacidos etc):
[1 Nao
[l Sim

= Especificar:

= Frequéncia e dose:

e Submeteu-se a algum exame radiol6gico nos ultimos 6 meses (raio-X, radioterapias ou
exames com isétopo radioativo, ressonancia)?
[0 Nao

[1Sim  Frequéncia:

e Episodio de exposicdo acidental a substancias quimicas:
[ Nao

[1Sim  Frequéncia:

e Exposi¢do ocupacional (no trabalho) a substéncias quimicas:
[ Nao

[1Sim Especificar:

e Tem ou jateve hepatite ou algum tipo de disfun¢éo hepatica?
[ Nao

[1Sim  Especificar:
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e Tem algum tipo de anemia hereditaria?
[1 Nao

[1Sim  Especificar:

e Tem alergia ou algum tipo de doenca crénica (rinite, asma, bronquite, anemia hereditaria,
hipertensdo arterial ou outro tipo de doenca cardiovascular, diabetes, gota, artrite,
reumatismo, osteoporose etc)?

[1 Nao

[1Sim Especificar:

e Est4 gripado(a) ou apresenta algum outro tipo de infec¢éo?
[1 Nao

[1Sim  Especificar, se possivel:

e Jafez ou costuma fazer check-up cardioldgico?
[1 Nao

[1Sim Especificar frequéncia:

» Resultado do check-up cardiolégico:
[ Normal

[1 Alterado Especificar alteracao:

o Antecedentes familiares de anemia hereditaria, hipertensédo arterial ou outro tipo de
doenca cardiovascular, diabetes, cancer, gota, artrite, reumatismo, osteoporose ou algum
outro tipo de doenca crbnica.

[1 Nao

[1Sim  Especificar:

Grau de parentesco:

e Horas de sono por dia:

¢ Encontra-se sob situacé@o de estresse em casa ou no trabalho?
[1 Nao
[l Sim

¢ Quantas vezes voceé treina ou se exercita por semana?

o0 Fora de época de competicao

= Tipo(s) de exercicio fisico:

= N° de horas por dia:

= Total por semana

0 Em época de competicao

= Tipo(s) de exercicio fisico:

= N° de horas por dia:

= Total por semana

o [ Estou sem treinar ha [ dias [J semanas LI outro
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e Participou de alguma competicédo recentemente (h4 menos de 1 més)?

[J Nao

[1Sim  Especificar:
e Dieta basica durante a semana:
0 N° de vezes que se alimenta por dia:
[13 (café da manh&, almoco e jantar)
[14 (café da manh&, almoco, lanche e jantar)
[16 (café da manhd, lanche, almogo, lanche, jantar e ceia)

[1outro Especificar

0 Eespecificar abaixo a dieta basica:

= Café da manha:

Lanche:
=  Almoco:
= Lanche:
= Jantar:
= Ceia

o Dieta altera no periodo de competicao

=  Especificar alteragéo:
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10.7. Anexo VIl — Valores de referéncia dos exames realizados nos

Laboratorios Sabin.

1. Hemograma

Eritrograma

Homens  Mulheres Criancas Acima de 70 anos
Hemaécias (milhdes/mm?®) 450a6,10 4,00a5,40 4,07a5,37 3,90 a 5,36
Hemoglobina (g/dL) 13,0a 16,5 12,0a158 10,5a14,0 11,5a15,1
Hematdcrito (%) 36,0a54,0 33,0a47,8 30,0a44,5 33,0 46,0
VCM (fl = fentolitros) 80,0a98,0 80,0a98,0 70,0a86,0 80,0 a 98,0
HCM (pg = picogramas) 26,8a329 262a326 232a3l7 27,0a31,0
CHCM (g/%) 32,0a36,0 32,0a36,0 32,0a36,0 32,0a36,0
RDW (%) 120a145 120al145 12,0a145 12,0a 14,5
Leucograma
Adultos Criangas

(%) (/mm?’) (%) (/mm?’)
Leucdcitos 100 3700 a 11000 100 4000 a 15000
Linfécitos 20-50 740 a 5500 38-70 1520 a 10500
Bastonetes 0-5 0 a 550 0-6 0 a 450
Segmentados 40-70 1480 a 7700 30-64 1200 a 9600
Eosindfilos 0-5 0 a 550 0-5 0a 750
Basofilos 0-2 0a 220 0-2 0 a 300
Mondcitos 1-10 37 a 1100 1-10 40 a 1500

Série plaquetéria
Adultos Criangas

Plaquetas (mil/mm®) 140 a 450 140 a 500
VPM (fl) 6,8a 12,6 6,8a 12,6
Plaquetdcrito (%) 0,18 a 0,29 0,18 a 0,29
PDW (%) 16,3a17,9 16,3a17,9

2. Dosagens Bioquimicas

Transaminase Oxalacética (TGO)

(UIL)

Masculino: 15 a 40 U/L
Feminino: 13 a 35 U/L

Transaminase Pirtvica (TGP)

(UIL)

Masculino: 10 a 40 U/L
Feminino: 07 a 35 U/L

CPK

(UI/L)

até 190

PCR Ultra Sensivel (mg/dL)

Baixo risco
Médio risco
Alto risco

menor que 1,0
de 1,0a3,0
acima de 3,0
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3. Perfil lipidico: valores de referéncia apo6s jejum de 12 horas

Colesterol total (mg/dL)

Entre 2 e 19 anos:
Acima de 20 anos:
Otimo

Limitrofe

Alto

Inferior a 170

Inferior a 199
200 a 239
Igual ou superior a 240

Triglicerideos (mg/dL)

Otimo
Limitrofe
Alto
Muito alto

Inferior a 150
150 a 199
200 a 499
Igual ou superior a 500

Colesterol HDL (mg/dL)

Valores desejaveis

Superior a 40

Colesterol LDL (mg/dL)

Otimo
Desejavel
Limitrofe
Alto
Muito alto

Inferior a 100
100 a 129
130 a 159
160 a 189
Igual ou superior a 190

Colesterol VLDL (mg/dL)

Desejavel
Limitrofe
Aumentado

<30
30 a 67
> 67
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