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RESUMO

O consumo diário de antioxidantes naturais protege contra danos oxidativos causados por

espécies reativas de oxigênio (ERO) e pode reduzir o risco de câncer, aterosclerose e outras

doenças degenerativas. O treinamento físico induz adaptações benéficas, mas exercícios

extenuantes ou com frequência de treinamento muito elevada aumentam a geração de ERO,

resultando em danos oxidativos no DNA e nos tecidos. O pequi (Caryocar brasiliense Camb.)  é

uma fruta típica do Cerrado Brasileiro, bem conhecida na culinária regional e usada na medicina

popular para tratar várias enfermidades. Sua polpa contém diversos antioxidantes como

carotenóides, vitamina C e compostos fenólicos, e sua composição de ácidos graxos é

representada principalmente pelos ácidos oléico (51,37 a 55,87%) e palmítico (35,17 a 46,79%). O

objetivo deste estudo foi investigar os efeitos antigenotóxicos, antioxidantes e farmacológicos de

extratos da polpa do pequi, através de estudos in vivo em camundongos e atletas humanos

(corredores de rua). Os testes pré-clínicos e toxicológicos em camundongos mostraram que os

extratos não tiveram efeito clastogênico ou genotóxico sobre as células e ambos protegeram os

animais contra danos oxidativos no DNA induzidos por bleomicina ou ciclofosfamida, dois

fármacos antineoplásicos. 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 peroxidação lipídica nos camungongos de ambos os sexos, especialmente nos machos;

o extrato orgânico aumentou a peroxidação lipídica apenas nos machos, sem efeitos nas fêmeas.

O extrato orgânico (óleo de pequi) foi escolhido para investigar os efeitos antioxidantes contra

danos oxidativos induzidos pelo exercício em atletas corredores de rua. Para avaliar se os efeitos

antioxidantes do óleo de pequi foram influenciados pelos genótipos das enzimas antioxidantes e

da haptoglobina (Hp), foram investigados os polimorfismos dos genes Mn-SOD ( Val9Ala), CAT

( 21A/T), GPX1 (Pro198Leu) e Hp. As avaliações foram feitas após corridas ao ar livre em terreno

plano, antes e depois da ingestão de 400mg de óleo de pequi em cápsulas durante 14 dias. A

pressão arterial dos voluntários foi checada antes das corridas. Após as duas corridas, foram

colhidas amostras de sangue e essas foram submetidas ao teste do cometa, teste TBARS,

hemograma, lipidograma pós-prandial e análises bioquímicas de creatina-fosfoquinase (CPK),

transaminase glutâmica-oxalacética (TGO), transaminase glutâmica-pirúvica (TGP), proteína C-

reativa ultra-sensível (PCR-US). Os resultados dos testes de TGO, TGP e cometa indicaram

influência do sexo, e uma redução significativa de danos após o tratamento com óleo de pequi foi

observada no grupo de mulheres para TGO e TGP e em ambos os sexos para o teste do cometa.

Para esses marcadores, também houve influência do genótipo Mn-SOD, cuja frequência mais alta

de heterozigotos foi relacionada a menores danos no DNA e nos tecidos, além de exibirem melhor

resposta ao óleo de pequi. Para CPK e PCR-US, os resultados indicaram que o sexo exerceu

efeito significativo, e uma queda não-significativa nos valores foi observada apenas para os

homens.  No eritrograma, a tendência geral de redução de eritrócitos, hemoglobina e hematócrito

após pequi foi particularmente associada a uma maior expansão do plasma, sendo tais resultados
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influenciados por sexo, idade (eritrócitos, hemoglobina) e genótipos de haptoglobina (eritrócitos,

hemoglobina e hematócrito), Mn-SOD (hematócrito), CAT (hemoglobina e hematócrito) e GPX1

(hemoglobina). A redução significativa da anisocitose foi relacionada principalmente ao efeito

protetor antioxidante do óleo de pequi. Os resultados do leucograma e da série plaquetária

sugeriram que o óleo de pequi foi biologicamente eficiente em reduzir a inflamação provocada pelo

exercício agudo. Queda significativa nos valores da pressão arterial, de colesterol total e LDL pós-

prandiais foram observadas no grupo 45 anos, sugerindo que o óleo de pequi apresentou efeitos

cardiovasculares protetores, principalmente para aqueles atletas incluídos na faixa etária de maior

risco. Para os homens, o teste TBARS apresentou resultados contrários àqueles obtidos com

camundongos e, novamente, nenhum efeito foi observado nas mulheres. Porém, tais resultados

foram influenciados por idade, distância percorrida e genótipos Hp e Mn-SOD. Mediante o

apresentado, podemos concluir que o óleo de pequi, além de possuir várias propriedades

nutricionais, apresentou efeitos antioxidantes e cardiovasculares protetores e, após testes

adicionais e com a definição da dose adequada, também poderá ser usado como adjuvante na

quimioterapia do câncer, na forma de suplemento na dieta.

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

cardioprotetor; teste do cometa; hemograma; índices hematimétricos (VCM, HCM, MHCM e

RDW); perfil lipídico pós-prandial; creatina-fosfoquinase (CPK); transaminase glutâmica-

oxalacética (TGO); transaminase glutâmica-pirúvica (TGP); proteína C-reativa ultra-sensível (PCR-

US); teste de TBARS; polimorfismos dos genes Mn-SOD ( Val9Ala),  CAT  ( 21A/T), GPX1

(Pro198Leu) e haptoglobina.
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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

( Val9Ala), CAT ( 21A/T), GPX1 (Pro198Leu) 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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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 45 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 (Pro198Leu) and haptoglobin genes’

polymorphisms.
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LISTA DE ABREVIATURAS

EAP extrato aquoso de pequi

EEP extrato etanólico de pequi

EHEP extrato hidro-etanólico de pequi

ECP extrato clorofórmico (posteriormente denominado EOP ou óleo de

pequi)

EOP extrato orgânico de pequi (óleo de pequi)

EHP extrato hexânico de pequi

BLM bleomicina

CP ciclofosfamida

RL radicais livres

ERO espécies reativas de oxigênio

ERN espécies reativas de nitrogênio

O2 radical superóxido

HO radical hidroxila

H2O2 peróxido de hidrogênio

NADPH forma reduzida da nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato

ATP adenosina trifosfato

TGO transaminase glutâmica-oxalacética

TGP transaminase glutâmica-pirúvica

CPK ou CK creatina-fosfoquinase ou creatina-quinase; do inglês creatine

phosphokinase (creatine kinase)

PCR proteína C-reativa

PCR-US proteína C-reativa ultra-sensível

TBARS substâncias reativas do ácido tiobarbitúrico; do inglês

Thiobarbituric Acid Reactive Substances

MDA malonaldeído

VCM volume corpuscular médio

HCM hemoglobina corpuscular média

CHCM concentração hemoglobínica corpuscular média

RDW amplitude ou variação da distribuição do tamanho dos eritrócitos;

do inglês Red Cell Distribution Width

VPM volume plaquetário médio

PDW índice de variação no tamanho da população de plaquetas; do

inglês Platelet Distribution Width

AGPI ácidos graxos poliinsaturados

AGMI ácidos graxos monoinsaturados
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AGS ácidos graxos saturados

TG ou TAG triglicerídeos ou triacilgliceróis

LDL lipoproteína de baixa densidade; do inglês Low Density Lipoprotein

VLDL lipoproteína de muito baixa densidade; do inglês Very Low Density

Lipoprotein

HDL lipoproteína de alta densidade; do inglês High Density Lipoprotein

DCV doença cardiovascular

DAC doença arterial coronariana

OMIM Online Mendelian Inheritance in Man

NCBI National Center for Biotechnology Information

SNP polimorfismos de nucleotídeo único; do inglês Single-Nucleotide

Polymorphism

Mn-SOD enzima superóxido-dismutase (forma SOD-manganês)

Mn-SOD ( Val9Ala) polimorfismo Val9Ala na sequência-sinal mitocondrial do gene da

Mn-SOD (NCBI, refSNP ID: rs1799725)

CAT enzima catalase

CAT ( 21A/T) polimorfismo 21A/T na região promotora do gene da catalase

(NCBI, refSNP ID: rs7943316)

GPX enzima glutationa peroxidase

GPX1 (Pro198Leu) polimorfismo Pro198Leu do gene da GPX1 (NCBI, refSNP ID:

rs1050450)

Hp haptoglobina

Hb hemoglobina
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1. INTRODUÇÃO

1.1.  Pequi (Caryocar brasiliense Camb.)

A espécie Caryocar brasiliense Camb., conhecida popularmente como pequizeiro, pequi,

piqui ou piqui-do-cerrado, é uma árvore característica do Cerrado Brasileiro, pertencente à família

Caryocaraceae. Apresenta altura variável – que pode ultrapassar 10 m – e madeira resistente,

sendo usada em casos em que se exige uma alta durabilidade, como na fabricação de estacas,

pilares, mourões e pilões. A casca é espessa e as folhas contêm altos teores de taninos,

constituindo-se em matéria-prima para a fabricação de tinturas (Marques et al., 2002).

O pequizeiro floresce de agosto a novembro e seus frutos iniciam a maturação a partir de

setembro, podendo ser coletados de novembro até o início de fevereiro (Almeida e Silva, 1994;

Almeida et al., 1998; Vera et al. 2005). O fruto, do tipo drupa, possui de um a quatro caroços

volumosos, cada qual contendo uma só semente ou amêndoa. É constituído por uma casca ou

epicarpo de coloração esverdeada, por um mesocarpo externo de coloração branca, por um

mesocarpo interno de coloração amarela e por um endocarpo espinhoso que protege a amêndoa.

O mesocarpo interno envolve o caroço e separa-se facilmente do mesocarpo externo, constituindo

a polpa comestível 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 lipídeos e 5,76% de proteínas. É responsável por cerca de 84% do peso total,

enquanto a polpa representa 10% e as sementes aproximadamente 6% (Barbosa e Amante, 2005;

Boletim informativo UFMG nº 1511, 2005).

Cada 100 g de polpa contêm de 20 a 33,4% de lipídeos (que constituem o óleo da polpa),

de 2,2 a 6,0% de proteína, 10,2 a 11,6% de fibras e 19,66 a 21,47% de carboidratos totais, além

de diferentes compostos antioxidantes tais como diversos carotenóides, vitamina C, compostos

fenólicos (flavonóides, taninos), saponinas e óleos essenciais (Almeida, 1998; Ramos et al., 2001;

Azevedo-Meleiro e Rodriguez-Amaya, 2004; Paula-Júnior, 2004; Boletim informativo UFMG nº

1511, 2005; Oliveira et al., 2006; Lima et al., 2007; Almeida et al., 2008; Maia et al., 2008; Roesler

et al., 2008).

A composição de ácidos graxos presentes no óleo da polpa é representada principalmente

pelos ácidos oléico (48,7 a 57,4%) e palmítico (34,4 a 46,79%), além de componentes minoritários

tais como os ácidos palmitoléico, linoléico, linolênico, esteárico e araquídico, entre outros (Araújo,

1995; Almeida, 1998; Facioli e Gonçalves, 1998; Segall et al., 2006; Lima et al., 2007; Almeida et

al., 2008).
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Além de fornecer óleo comestível, a polpa é também muito utilizada na culinária regional –

no preparo de pratos típicos, licores e doces – e também na medicina popular, para combater

diversos tipos de afecções, principalmente aquelas do sistema respiratório (Almeida e Silva, 1994;

Ramos et al., 2001). O óleo de pequi é também utilizado na medicina popular para sanar

problemas oftalmológicos relacionados à deficiência de vitamina A, fato justificado cientificamente

pelo alto teor de carotenóides com atividade pró-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 é rica em sais minerais como cálcio, fósforo, magnésio,

potássio, sódio, ferro e cobre (Almeida e Silva, 1994; Araújo, 1995; Almeida, 1998; Boletim

informativo UFMG nº 1511, 2005), sendo também uma boa fonte de vitaminas B1 (Tiamina), B2

(Riboflavina) e B3 (Niacina, ácido nicotínico ou vitamina PP) (Araújo, 1995; Barbosa e Amante,

2005; Boletim informativo UFMG nº 1511, 2005; Almeida et al., 2008).

Tabela 1 – Composição de carotenóides e vitaminas da polpa do pequi.

Carotenóides (mg/100g) Vitaminas (mg/100g)

Pró-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; Araújo, 1995; Almeida, 1998; Ramos et al., 2001; Barbosa e Amante, 2005;
Santos et al., 2005; Oliveira et al., 2006; Boletim informativo UFMG nº 1511, 2005; Almeida et al., 2008).

Tabela 2 – Composição de sais minerais da polpa do pequi.

Cálcio
(mg/100g)

Fósforo
(mg/100g)

Magnésio
(g/100g)

Potássio
(g/100g)

Sódio
(mg/100g)

Ferro
(mg/100g)

Cobre
(mg/100g)

50 a 60 1,7 a 2,1 0,13 1,34 2,1 0,83 a 1,6 0,24 a 0,4

(Fontes: Almeida e Silva, 1994; Araújo, 1995; Almeida, 1998; Boletim informativo UFMG nº 1511, 2005;
Almeida et al., 2008).

Até a década de 1980, as informações sobre as possibilidades de uso da flora nativa do

Cerrado eram poucas, mas a biodiversidade da região é rica e se equipara à da Amazônia – sua

flora abriga mais de seis mil espécies (Embrapa Cerrados, 2003).  Por ser o Cerrado a principal

área de expansão agrícola do país, alguns recursos naturais de interesse sócio-econômico para

as populações da região são eliminados para dar lugar a extensas áreas agropecuárias,

impossibilitando a exploração destes recursos. Apesar da relativa produção de frutos, a destruição

do pequizeiro não tem sido acompanhada por regeneração natural em escala significativa (Santos

et al., 2005).
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O pequizeiro é uma das árvores do Cerrado Brasileiro com maior grau de aproveitamento,

não só pelos frutos, mas pela árvore como um todo (Silva et al., 2005) e vem sofrendo com o

extrativismo e as queimadas para produção de carvão, que podem levá-lo à extinção (Embrapa,

2004; Santos et al., 2006).

1.2. Radicais Livres (RL)

Radicais livres (RL) podem ser definidos como espécies químicas que contêm número

ímpar de elétrons (elétrons não-pareados em sua última camada eletrônica). Essa configuração

faz com que sejam altamente instáveis, tenham meia-vida curtíssima e sejam quimicamente muito

reativos. Provocam ou resultam de reações de óxido-redução 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 não-pareado centrado no átomo de oxigênio ou no átomo de

nitrogênio, sendo denominados respectivamente de “espécies reativas de oxigênio” (ERO) e de

“espécies reativas de nitrogênio” (ERN) (Hermes-Lima, 2004; Barreiros et al., 2006).  ERO e ERN

podem também ser espécies não radicalares (não apresentam número ímpar de elétrons), mas

que são capazes de gerar espécies danosas e altamente reativas (Tabela 3) (Ferreira e

Matsubara,1997; Barreiros et al., 2006).

Tabela 3: Classificação dos Radicais Livres

ESPÉCIES RADICALARES ESPÉCIES NÃO-RADICALARES
ERO ERN ERO ERN

Superóxido (O2 ) Óxido nítrico (NO )
Peróxido de

hidrogênio (H2O2)
Óxido nitroso (N2O3)

Hidroxila (HO )
Dióxido de nitrogênio
(NO2 )

Hidroperóxido de

alquila (ROOH) Ácido nitroso (HNO2)

Peroxila (ROO )
Oxigênio singlete

(1O2)
Nitritos (NO2 )

Alcoxila (RO ) Ozônio (O3) Nitratos (NO3 )

Hidroperoxila (HOO ) Ácido hipocloroso
(HOCl)

Peroxinitritos (ONOO
)

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

Entre as ERO mais comuns, podemos citar o radical hidroxila (HO ), o radical superóxido

(O2 ) e o peróxido de hidrogênio (H2O2). Dessas, o radical hidroxila (HO ) é o mais deletério para o

organismo, uma vez que, devido a sua meia-vida muito curta, dificilmente pode ser sequestrado in

vivo. É formado no organismo principalmente por dois mecanismos: homólise da água por

exposição à radiação ionizante e reação de H2O2 com metais de transição (Hermes-Lima, 2004;
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Saeed et al., 2005; Barreiros et al., 2006). Frequentemente ataca as moléculas por abstração de

hidrogênio e por adição a insaturações, causando danos no DNA, no RNA, nas proteínas, nos

lipídios, 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 à

ruptura da cadeia. O mecanismo dessa ruptura tem como principais produtos 8-hidroxi-2’-

desoxiadenosina (8OHdA) e 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8OHdG) (Cooke et al., 2003; Barreiros

et al., 2006; Radak et al., 2007).

O radical superóxido (O2 ) é menos reativo que o radical hidroxila, apresenta meia vida

mais longa e é capaz de reagir com as moléculas por mais tempo. Em condições fisiológicas é

gerado principalmente nas mitocôndrias como resultado do metabolismo oxidativo normal.

Também é produzido durante a ativação máxima de neutrófilos, monócitos, macrófagos e

eosinófilos (Ferreira e Matsubara, 1997; Hermes-Lima, 2004; Andrade-Júnior et al., 2005).

O peróxido de hidrogênio (H2O2) é uma espécie não-radicalar pouco reativa frente às

moléculas orgânicas na ausência de metais de transição. É gerado in vivo pela dismutação do

ânion-radical superóxido por enzimas oxidases ou pela oxidação de ácidos 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 presença de metais de transição como

ferro e cobre. Nesse sistema, a importância do ferro é mais pronunciada devido à sua maior

biodisponibilidade. (Hermes-Lima, 2004; Barreiros et al., 2006).

1.3. Sistema de defesa antioxidante

As ERO são produzidas naturalmente em nosso organismo através de processos

metabólicos oxidativos que ocorrem nas mitocôndrias, no retículo endoplasmático, nos

lisossomas, nas membranas celulares, nos peroxissomas e no citosol (Ferreira et al., 2007). As

mitocôndrias usam 85-90% do oxigênio que respiramos; os 10-15% restantes são utilizados por

diversas enzimas oxidases e oxigenases e também por reações químicas de oxidação direta que

ocorrem nos outros compartimentos celulares citados (Schneider e Oliveira, 2004; Ferreira et al.,

2007).

Pelo simples fato de consumir oxigênio, o metabolismo celular, mesmo em situações

basais, promove uma contínua formação de ERO, através da redução da molécula de oxigênio

(Schneider e Oliveira, 2004; Ferreira et al., 2007). Em razão da sua configuração eletrônica, o

oxigênio tem forte tendência a receber um elétron de cada vez. A redução univalente do oxigênio

leva à formação do radical O2 (Hermes-Lima, 2004; Schneider e Oliveira, 2004; Ferreira et al.,

2007).
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Como os RL são continuamente formados em pequenas quantidades pelos processos

normais do metabolismo aeróbico, todas as células corporais possuem um sistema de defesa

antioxidante para suavizar seus efeitos agressores. Tal sistema antioxidante está dividido em

enzimático e não-enzimático. O primeiro inclui as enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase

(CAT) e glutationa peroxidase (GPX).  Já o sistema não-enzimático inclui compostos sintetizados

pelo organismo tais como haptoglobina, bilirrubina, ceruloplasmina, hormônios sexuais,

melatonina, coenzima Q, ácido úrico, e outros obtidos através da dieta como ácido ascórbico

(vitamina C), -tocoferol (vitamina E), carotenóides e compostos fenólicos de plantas (Sies, 1993;

Schneider e Oliveira, 2004; Tseng et al., 2004). No entanto, a capacidade antioxidante de um

organismo depende não só do papel específico de cada mecanismo antioxidante, como também

da cooperação entre os mesmos. As formas como as defesas se complementam difere não só

entre os organismos ou tecidos, mas também entre os compartimentos celulares (Schneider e

Oliveira, 2004; Ferreira et al., 2007).

1.3.1. Sistema enzimático de defesa antioxidante

1.3.1.1. Superóxido dismutase (SOD)

Corresponde a uma família de enzimas com diferentes grupos prostéticos em sua

composição. Nos mamíferos existem três formas de SOD: a forma SOD-cobre/zinco (Cu/Zn-SOD)

presente no citosol, a forma SOD-manganês (Mn-SOD) localizada na mitocôndria 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 dismutação do radical superóxido em H2O2 e O2, como mostrado abaixo (Ferreira e

Matsubara, 1997; Akyol et al., 2004; Hermes-Lima, 2004; Schneider e Oliveira, 2004; Barreiros et

al., 2006).

2O2  + 2 H+ SOD H2O2

A Mn-SOD (EC 1.15.1.1) tem sua atividade induzida por ERO, citoquinas, tabagismo e

etanol (Martin et al., 2009). Os níveis mais altos dessa enzima são encontrados no coração,

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

1.3.1.2. Catalase (CAT)

A catalase (EC 1.11.1.6) é uma hemeproteína citoplasmática que catalisa a redução de

H2O2 a H2O e O2, como mostrado abaixo. É encontrada em praticamente todos os órgãos, estando

particularmente concentrada nos hepatócitos e nos eritrócitos. O cérebro, o coração, e os

músculos esqueléticos contêm pequenas quantidades e sua atividade varia entre os diversos

músculos e em diferentes regiões de um mesmo músculo. Dentro das células encontra-se no
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interior dos peroxissomos e sua atividade é 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).

2H2O2
CAT O2 + 2H2O

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 selenoproteína que catalisa a

dismutação do peróxido de hidrogênio e de peróxidos orgânicos (lipídicos e não-lipídicos) a água e

oxigênio, usando glutationa reduzida (GSH) como co-substrato. A glutationa então oxidada

(GSSG) pode ser novamente reduzida à GSH pela enzima GR, como mostrado nas equações

abaixo (Ferreira e Matsubara, 1997; Hermes-Lima, 2004; Schneider e Oliveira, 2004; Barreiros et

al., 2006).

2GSH + H2O2
GPx GSSG + 2H2O (1)

GSSH + NADPH + H+ GR  2GSH + NADP+ (2)

A GPX é distribuída extensamente nos tecidos animais e humanos. Seus níveis são

elevados no rim, no fígado e no sangue total (Cemeli et al., 2009). Dentro das células está

presente no citosol e nas mitocôndrias (Shinkai et al., 2006). A enzima é um homotetrâmero

contendo selênio como co-fator e sua atividade é influenciada por fatores tais como sexo, dieta e

tabagismo (Bastaki et al., 2006).

1.3.2. Sistema não-enzimático de defesa antioxidante

Neste tópico, serão 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 carotenóides, enquanto no grupo de compostos sintetizados pelo organismo, apenas a

haptoglobina será abordada.

1.3.2.1. Vitamina E ( -tocoferol)

Confere proteção à membrana celular por atuar como quelante dos oxidantes produzidos

durante a lipoperoxidação ou como doador de hidrogênio para o radical peroxila, interrompendo a

reação radicalar em cadeia. É um importante antioxidante lipofílico, mas esta função poderá ser

limitada em situações 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 há altas tensões de O2 no meio

(Ferreira e Matsubara, 1997).

Cada molécula de tocoferol pode reagir com até dois radicais peroxila e, neste caso, o

tocoferol é irreversivelmente desativado. Para que eles não se desativem, necessitam do

mecanismo de regeneração sinergético com o ascorbato nas membranas celulares ou com a

ubiquinona na membrana mitocôndrial (Barreiros et al., 2006).

1.3.2.2. Vitamina C (ácido ascórbico)

É comumente encontrada em nosso organismo na forma de ascorbato. Por ser um

antioxidante hidrossolúvel, está localizada nos compartimentos aquosos dos tecidos orgânicos

(Hermes-Lima, 2004; Barreiros et al., 2006) e pode neutralizar diretamente as ERO (Ferreira e

Matsubara, 1997). Desempenha papéis metabólicos fundamentais no organismo humano ao atuar

como agente redutor, particularmente de metais de transição como Fe3+ e  Cu2+ presentes nos

sítios ativos das enzimas ou nas formas livres no organismo. Entretanto, quando em dose elevada

pode também atuar como pró-oxidante, levando à lipoperoxidação (Ferreira e Matsubara, 1997;

Hermes-Lima, 2004; Barreiros et al., 2006), pois os íons Fe2+ e Cu1+ reagem com o peróxido de

hidrogênio na reação de Fenton, gerando o radical hidroxila, como exemplificado abaixo (Barreiros

et al., 2006).

Fe++ + O2  Fe+++ + O2 (1)

2O2  + 2H+  O2 + H2O2 (2)

Fe++ + H2O2  Fe+++ + OH  + HO (3)

A vitamina C trabalha conjuntamente com a vitamina E, uma vez que é 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 oxidação de

lipoproteínas de baixa densidade (LDL), evento principal de início da aterosclerose (Cemeli et al.,

2009).

1.3.2.3. Carotenóides

Os carotenóides são importantes sequestradores de oxigênio singlete (1O2  oxigênio

triplete ou no estado excitado), tendo sido reconhecidos pela sua alta capacidade antioxidante

(Hermes-Lima, 2004; Gomes et al., 2005), especialmente em condições de baixa tensão de O2

(Ferreira e Matsubara, 1997; Gomes et al., 2005). O oxigênio singlete é uma espécie não-radicalar

de ERO de vida média relativamente longa, capaz de atacar os ácidos graxos poliinsaturados

(AGPIs) das membranas, resíduos de aminoácidos nas proteínas, DNA e até mesmo carotenóides
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(Hermes-Lima, 2004) comumente encontrados no plasma humano, tais como o -caroteno, o -

caroteno, a -criptoxantina, a luteína e o licopeno (Gomes et al., 2005). Dentre os diversos

carotenóides encontrados na natureza, o -caroteno, além de ser o mais potente precursor de

vitamina A e ser capaz de inativar várias espécies de oxigênio singlete antes de ser destruído,

ainda é reconhecido como sequestrador de radicais peroxila, especialmente em condições de

baixa tensão de oxigênio (Gomes et al., 2005).

1.3.2.4. Haptoglobina (Hp)

A hemoglobina (Hb) é a proteína mais abundante e funcionalmente importante dos

eritrócitos. Todavia, uma vez liberada das células vermelhas do sangue, torna-se altamente tóxica

devido à natureza oxidativa dos íons ferro contidos no grupo heme, os quais participam da reação

de Fenton para produzir ERO, que causam injúria celular (Wassel, 2000; Tseng at al., 2004).

A haptoglobina (Hp) é uma conhecida glicoproteína de fase aguda da fração -2-globulina

do plasma, que pode capturar Hb por formar um complexo de alta afinidade Hp-Hb. O complexo

formado é então metabolizado nos hepatócitos através de um processo mediado pelo receptor

CD163 de macrófagos. Sendo assim, Hp funciona como um antioxidante por sua habilidade de se

ligar à Hb e reduzir a geração 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 polipeptídicas:  (leve: 1 de 8,9 kDa e 2 de

16 kDa) e  (pesada, de 40 kDa), ligadas por pontes dissulfeto. As cadeias  são idênticas,

enquanto as cadeias  podem apresentar diferentes variações e são responsáveis por três

fenótipos diferentes, Hp1-1, Hp1-2 e Hp2-2 (Figura 1). Esses fenótipos diferem entre si no número

de componentes protéicos, na mobilidade eletroforética, na concentração plasmática de Hp e nas

atividades antioxidante e antiinflamatória, apresentando consequências clínicas 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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Figura 1: Desenho esquemático da estrutura da Hp humana.

Todos os três fenótipos compartilham uma estrutura comum de cadeias ,
enquanto Hp 2-1 e 2-2 são formas poliméricas heterogêneas. O grau de
polimerização dentro do arranjo intermolecular é mostrado. Devido a um
grupo tiol extra na cadeia 2, Hp 2-1 e 2-2 podem formar grandes polímeros
(Tseng et al.,2004).

Várias propriedades funcionais dos fenótipos Hp têm sido descritas como consequência

direta de sua capacidade de ligação com Hb na circulação, da concentração plamática, das

velocidades de acesso aos espaços extravasculares e de remoção do complexo Hb-Hp pelo

receptor CD163 de macrófagos e consequente proteção contra o estresse oxidativo e

imunomodulação. A capacidade antioxidante de Hp2-2 é menor do que a de Hp1-1, uma vez que

apresenta menor concentração plasmática e, em decorrência da alta massa molecular, sua

distribuição nos fluidos extravasculares é limitada. Consequentemente, a capacidade antioxidante

dos fluidos corporais extravasculares também é menos eficiente em indivíduos Hp 2-2. Hp2-1

apresenta concentração plasmática e atividade antioxidante intermediárias 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 pulmões, pele, baço, rins e tecido adiposo, o fígado é o

principal órgão de sua síntese, a qual aumenta durante a resposta de fase aguda e também por

ação de hormônio de crescimento, insulina, endotoxina bacteriana, prostaglandina e citoquinas

tais como a interleucina-6 (IL-6), e diminui durante períodos de hemólise (Langlois et al., 1997;

Wassel, 2000).

1.4. Estresse Oxidativo

O desequilíbrio entre a produção 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 presença dos RL é crítica para a manutenção de muitas funções fisiológicas normais

dos organismos aeróbicos. No corpo, encontram-se envolvidos na produção de energia,

fagocitose, regulação do crescimento celular, sinalização intercelular e síntese de substâncias

biológicas importantes (Harman, 1956; Saeed et al., 2005; Barreiros et al., 2006; Valko et al.,

2007; Lecarpentier, 2007). No entanto, se não controlados, podem provocar danos extensivos.

Seu excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais como a peroxidação dos lipídios das membranas

celulares (levando à lise celular) e a agressão a proteínas, carboidratos e DNA (provocando

quebras de fita simples, de fita dupla, além de aberrações cromossômicas) (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 várias

patologias tais como câncer, desordens neurológicas, doenças inflamatórias crônicas, doenças

cardiovasculares e até mesmo fadiga muscular durante o exercício 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 balanço entre o estresse oxidativo e as funções antioxidantes naturais do

organismo tem papel crucial na prevenção ou no desenvolvimento das doenças 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 ação direta ou indireta de agentes exógenos. A

indução de estresse e dano oxidativos tem sido observada após exposição à radiação ultravioleta

(UV), raios gama, ozônio e a vários xenobióticos, incluindo antibióticos, agentes antineoplásicos,

pesticidas, íons metálicos, asbesto e fumaça 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. Exercícios físicos e estresse oxidativo

Hoje é unanimemente aceito que o exercício físico, quando praticado de forma regular, é

determinante para a aquisição de um estilo de vida saudável, comportando-se como um agente

terapêutico e/ou de prevenção para numerosas doenças. No entanto, em franca oposição aos

seus potenciais efeitos benéficos, o exercício físico agudo, sobretudo se inabitual ou exaustivo,

induz alterações orgânicas nefastas, especialmente quando os diferentes tecidos, órgãos ou

sistemas não se encontram suficientemente adaptados para suportar, sem grandes alterações

homeostáticas, os diferentes tipos de sobrecarga que lhes são impostas (Ferreira et al., 2007). O

exercício agudo é um modelo bem aceito para induzir estresse oxidativo (Ji, 1995; Alessio et al.,

2002). Desde o final da década de 1970 os RL têm sido relacionados a danos tissulares induzidos

pelo exercício (Ji, 1995). Décadas de pesquisa em exercício e estresse oxidativo têm contribuído

para uma melhor compreensão dos mecanismos que fundamentam os potenciais perigos do
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exercício agudo exaustivo e os benefícios do exercício crônico para a saúde (Alessio et al., 2002;

Cruzat et al., 2007; Ferreira et al., 2007).

Uma produção fraca de RL é necessária para a atividade contrátil normal do músculo

esquelético. A geração de RL por miócitos é potencialmente importante porque parece

desempenhar um papel significativo na homeostase redox, modulando vários sistemas

regulatórios envolvidos no desempenho do músculo esquelético. Também podem ter efeitos

considerados positivos sobre o sistema imune (Cruzat et al., 2007; Lecarpentier, 2007). Entretanto,

exercícios físicos intensos e prolongados têm sido associados com o aumento da geração de ERO

e de ERN. Durante atividade física intensa o consumo de oxigênio pelo músculo esquelético pode

aumentar até 100-200 vezes, levando ao estresse oxidativo como resultado da produção

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 lesões musculares com consequente processo inflamatório, fatos que implicam em prejuízo

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). Não obstante, o treinamento físico, trabalhando paralelamente com o

sistema de reparo, é um conhecido indutor de enzimas antioxidantes (Ji e Leichtweis, 1997; Villa-

Caballero et al., 2000; Belviranli e Gökbel, 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

coração, o fígado e o pulmão evidenciam também melhorias na sua capacidade antioxidante após

treinamento físico (Ferreira et al., 2007).

Embora o treinamento físico induza adaptações benéficas, a realização de exercícios

intensos ou prolongados, acima da intensidade habitual de esforço ou com frequência de

treinamento muito elevada, suplanta a capacidade do sistema antioxidante endógeno e

geralmente resulta em lesão oxidativa. Esta sobrecarga oxidativa, apesar de se fazer sentir mais

intensamente nos músculos esqueléticos, tem sido relatada também em muitos outros órgãos e

sistemas corporais responsáveis pela regulação e manutenção da homeostase (Cruzat et al.,

2007; Ferreira et al., 2007; Kim et al., 2007; Lecarpentier, 2007), incluindo coração (Ferreira et al.,

2007), fígado (Nagel et al., 1990; De Paz et al., 1995; Ferreira et al., 2007; Kim et al., 2007), rins,

pulmões (Ferreira et al., 2007), eritrócitos (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 Gökbel,

2006; Cruzat et al., 2007; Kim et al., 2007) e ósteo-articular (Ferreira et al., 2007; Kim et al., 2007).

De fato, as acentuadas alterações hormonais, assim como as alterações térmicas, associadas ao

exercício intenso e exaustivo far-se-ão sentir, de forma mais ou menos intensa, na maior parte das

células corporais (Ferreira et al., 2007). Adicionalmente também ocorre aumento do estresse

mecânico imposto às fibras musculares esqueléticas solicitadas e às células dos sistemas ósteo-

articular e cardiovascular (Ferreira et al., 2007; Kim et al., 2007).
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O fenômeno de isquemia/reperfusão, que pode ocorrer durante o exercício físico ou após

trauma, também é um importante fator no processo de produção de ERO (Schneider e Oliveira,

2004; Finaud et al., 2006; Cruzat et al., 2007). Períodos de exercício intenso podem aumentar o

estresse oxidativo devido à hipóxia e à reoxigenação temporárias que ocorrem no músculo

exercitado, em função das contrações e relaxamentos estabelecidos ciclicamente. Durante a

contração, a compressão vascular estabelece um quadro de isquemia e, portanto, de hipóxia; no

relaxamento ocorre a reperfusão e, consequentemente, a reoxigenação (Schneider e Oliveira,

2004). Uma vez que durante o exercício a circulação sanguínea é desviada para os músculos em

atividade, outros tecidos também podem sofrer hipóxia temporária (Cruzat et al., 2007). Como

consequência, esses tecidos recebem uma grande quantidade de oxigênio após o exercício,

favorecendo a geração de ERO (Schneider e Oliveira, 2004; Finaud et al., 2006; Cruzat et al.,

2007). No processo de isquemia/reperfusão, o aumento do estresse oxidativo durante e após o

exercício é favorecido pelo catabolismo das purinas. Tem sido proposto que a conversão da

enzima xantina-desidrogenase à sua forma oxidada (xantina-oxidase), mediante proteases

intracelulares ativadas por Ca2+, favorece o aumento de ERO. Durante a hipóxia, o ATP é

degradado até hipoxantina, que se acumula nos tecidos. Como resultado, há falência 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 reperfusão a

xantina oxidase utiliza O2 para promover a conversão de hipoxantina em xantina e posteriormente

em ácido úrico, ocorrendo redução univalente de oxigênio molecular a O2 , com consequente

geração de H2O2 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 músculo esquelético, apesar da mitocôndria constituir a principal fonte e,

simultaneamente, o principal alvo das ERO, as atividades das enzimas xantina oxidase e

fosfolipase A2, a desaminação das catecolaminas e a infiltração de leucócitos pós-exercício

contribuem como fontes adicionais de ERO e, consequentemente, com as lesões oxidativas

(Ferreira et al., 2007). A mioglobina também por ser oxidada por auto-oxidação ou por RL durante

isquemia/reperfusão, com produção de H2O2. A mioglobina pode então interagir com H2O2 e

produzir outros radicais tais como o radical peroxila (Finaud et al., 2006).

A lesão muscular pode ser avaliada diretamente através de técnicas histológicas ou

microscopia eletrônica, ou indiretamente pela determinação do efluxo de enzimas citosólicas

específicas para a circulação sanguínea (Cruzat et al., 2007; Foschini et al., 2007), podendo variar

desde uma lesão ultra-estrutural de fibras musculares até traumas envolvendo a completa ruptura

do músculo. As características morfológicas e ultra-estruturais da lesão induzida pelo exercício

estão 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 lesão muscular induzida pela realização de uma sessão de exercícios excêntricos pode ser

decorrente da ruptura de tecidos conectivos ligados a miofibrilas adjacentes, da própria célula

muscular, da lâmina basal adjacente à membrana plasmática, da membrana plasmática da célula

muscular, do sarcômero, do retículo sarcoplasmático, ou ainda de uma combinação desses

componentes (Cruzat et al., 2007).

Em humanos, por razões éticas e logísticas, as evidências de estresse e lesão oxidativos

induzidos pelo exercício agudo têm sido essencialmente estudadas em nível sanguíneo, quer no

plasma, quer nas células circulantes (Ferreira et al., 2007). Neste contexto, o aumento da

concentração de proteínas citosólicas na circulação após o exercício reflete a lesão muscular. As

proteínas avaliadas frequentemente são a creatina quinase (CPK), a lactato desidrogenase (LDH),

a transaminase glutâmico-oxalacética (TGO  também chamada de aspartato aminotransferase ou

AST) e a mioglobina, que, normalmente, são incapazes de atravessar a membrana plasmática. A

presença dessas proteínas na circulação sanguínea reflete significativa alteração 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 após o exercício de força ou outros exercícios que exijam ações

predominantemente excêntricas (Barbosa et al., 2003; Foschini et al., 2007).

1.5.2. Miocárdio e estresse oxidativo

À semelhança do que foi descrito para o músculo esquelético, hoje é unanimemente

aceito que o exercício agudo, sobretudo se exaustivo, promove também elevação do estresse

oxidativo no coração, induzindo a um aumento de marcadores de lesão oxidativa neste órgão

(Ferreira et al., 2007). O miocárdio parece ser particularmente susceptível a todas as situações

que promovam uma elevação do seu metabolismo, nas quais se incluem o exercício físico agudo,

uma vez que a sua capacidade metabólica oxidativa é muito elevada devido à abundância de

mitocôndrias (Ferreira et al., 2007; Judge e Leeuwenburgh, 2007). O estresse oxidativo

aumentado neste órgão durante o exercício agudo é resultado de aumentos dramáticos no

consumo de oxigênio (Judge e Leeuwenburgh, 2007). Nestas condições, a reação da CPK é

importante para a rápida ressíntese de ATP a partir de creatina fosfato e ADP, uma vez que o

coração aumenta seu trabalho (Putney et al., 1984; Nascimben et al., 1996; Foschini et al., 2007).

Considerando que CPK é uma enzima citosólica, níveis séricos aumentados dessa enzima após

exercício agudo podem ser também indicativos de lesão oxidativa no miocárdio.

Várias evidências sugerem que o estresse oxidativo desempenha um papel importante na

patogênese de doenças cardiovasculares (Wattanapitayakul e Bauer, 2001; Molavi e Mehta, 2004;

Abramson et al., 2005; Belardinelli, 2007; Kasap et al., 2007). A presença de níveis plasmáticos
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elevados de alguns marcadores do estado inflamatório, como a proteína C-reativa (PCR) é um

fator preditivo de risco de síndrome coronariana aguda, infarto do miocárdio, doença arterial

periférica oclusiva e morte cardíaca súbita, tanto em indivíduos sadios, como em pacientes com

doença aterosclerótica estabelecida (Mitka, 2004; Dummer et al., 2007). Níveis séricos

aumentados da enzima TGO foram usados na diagnose de infarto agudo do miocárdio desde

1954. Essa transaminase é encontrada no citoplasma e nas mitocôndrias de muitas células,

principalmente do fígado, coração, músculos esqueléticos, rins, pâncreas e hemácias (Dewar et

al., 1958). Apesar dos marcadores citados não serem específicos para verificar lesões no

miocárdio, aumentos nos níveis plasmáticos de proteína C-reativa e TGO após exercício agudo

também podem ser indicativos de lesão oxidativa no miocárdio.

1.5.3. Fígado e estresse oxidativo

Exercícios igualmente induzem a formação de ERO e danos oxidativos no fígado, tais

como a peroxidação lipídica (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 exercício e do

estado de treinamento (Witt et al., 1992). O fígado apresenta alta taxa metabólica, a qual está

naturalmente associada com o alto fluxo de oxigênio. Entretanto, este fluxo diminui

significativamente durante o exercício, devendo ser similar ao fenômeno de isquemia/reperfusão

(Radak et al., 2008). Diferentemente do músculo esquelético, o fígado contém altos níveis de

xantina desidrogenase a qual, durante o exercício, é 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 único turno de exercício intenso estimula

adaptações no sistema antioxidante do músculo esquelético (Ji e Fu, 1992; Alessio et al., 2002;

Cruzat et al. 2007; Ferreira et al., 2007; Radak et al. 2007), o mesmo não ocorre com o fígado, que

fica oxidativamente estressado (Ji e Fu, 1992; Radak et al. 2007). Todavia, semelhantemente ao

músculo esquelético, tem sido demonstrado em animais que o treinamento físico também promove

melhorias na capacidade antioxidante do fígado (Wataru et al., 2003; Ferreira et al., 2007). Em

ratos, como resultado de adaptação induzida pelo treinamento físico, ocorre indução de enzimas

antioxidantes e a produção de ERO é reduzida (Wataru et al., 2003; Radak et al., 2008).

A lesão hepática pode ser evidenciada pelo efluxo de algumas enzimas citosólicas para a

circulação sanguínea, particularmente a TGO e a TGP (transaminase glutâmico-pirúvica), também

chamada de ALT (alanina aminotransferase); esta última é encontrada em altas concentrações

apenas no fígado (Bruce et al., 1958; Dewar et al., 1958; Almersjö et al., 1968; Chalifoux e Lagacé,

1969). Consequentemente, níveis séricos aumentados dessas enzimas após exercício agudo

servem como indicativos de lesão oxidativa neste órgão.
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1.5.4. Sangue e estresse oxidativo

1.5.4.1. Eritrócitos e estresse oxidativo

Tem sido sugerido que exercícios intensos de longa duração e treinamentos exaustivos

podem também comprometer nossa capacidade de detoxificar ERO dentro das células

sanguíneas e os eritrócitos parecem muito mais vulneráveis aos danos oxidativos (Petibois e

Déléris, 2005; Sureda et al., 2005). Isto decorre de sua capacidade biossintética muito limitada

(ausência de núcleo), de um mecanismo de reparo pobre (Santos-Silva et al., 2001; Cazzola et al.,

2003; Sureda et al., 2005), da presença de grandes quantidades de tióis (R SH) e de ácidos

graxos poliinsaturados (AGPI) na sua membrana e da alta concentração interna de oxigênio e

hemoglobina, fontes potencialmente promotoras de processos oxidativos (Ferreira e Matsubara,

1997; Cazzola et al., 2003; Feksa et al., 2008).

Apesar de possuírem um elaborado sistema de defesa antioxidante que inclui enzimas

tais como a catalase, superóxido dismutase e glutationa peroxidase, se a eficiência deste sistema

for superada pela magnitude dos processos oxidativos, ocorrerá o estresse oxidativo, que

culminará em hemólise (Ferreira e Matsubara, 1997; Feksa et al., 2008). Neste caso, a

hemoglobina extracelular se torna tóxica devido à natureza oxidativa dos íons ferro contidos no

grupo heme, os quais participam da reação de Fenton para produzir ERO, que causam injúria

celular (Stern, 1985; Josephy et al., 1997).

Durante o estresse oxidativo as alterações mais comuns são a peroxidação dos lipídeos e

das proteínas da membrana, o que pode desestabilizar o citoesqueleto e comprometer a

sobrevivência da célula (Petibois e Déléris, 2005; Sureda et al., 2005; Yusof et al., 2007).

Adicionalmente, os eritrócitos também estão altamente expostos ao estresse mecânico, assim

como a mudanças de pH citosólico e extracelular (Petibois e Déléris, 2005).

As ERO podem alterar as propriedades químicas e físicas da membrana eritrocitária por

modificar a composição, o empacotamento e a distribuição de seus lipídeos, o que conduz a uma

alteração estrutural com redução de sua fluidez.  Isto pode modificar a atividade de diversas

proteínas da membrana e acelerar a senescência do eritrócito ou mesmo provocar sua remoção

prematura da circulação (Cazzola et al., 2003; Petibois e Déléris, 2005). Os agentes oxidantes

podem converter os grupamentos tióis em componentes dissulfeto (R SSG), levando à

desnaturação das proteínas da membrana. Neste processo, pode ocorrer lesão intracelular com

oxidação da hemoglobina (Hb) a metahemoglobina (meta-Hb) que precipita, formando corpos de

inclusão eritrocitários denominados corpúsculos de Heinz (Ferreira e Matsubara, 1997; Feksa et

al., 2008). No corpo humano, 3% do total de hemoglobina (cerca de 750 g) são transformados por

auto-oxidação. Essa reação, que produz meta-Hb e O2 , pode aumentar com o exercício

(Belviranli e Gökbel, 2006; Finaud et al., 2006). Os produtos da peroxidação dos componentes
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lipídicos da membrana eritrocitária também podem induzir o estresse oxidativo intracelular. A

associação dos fenômenos de oxidação dos grupamentos SH, formação de corpúsculos de

Heinz e lipoperoxidação poderão promover a lesão da membrana do glóbulo vermelho (Ferreira e

Matsubara, 1997; Feksa et al., 2008).

Durante exercícios ou treinamento físico exaustivos pode ocorrer a destruição de

eritrócitos, não só pelos motivos anteriormente mencionados, mas também em decorrência da

redução do volume do plasma. O deslocamento de água para fora do espaço vascular pode atuar

como estresse químico, uma vez que a perda de água pelo sangue conduz à desidratação do

eritrócito, geralmente como consequência da perda de potássio. A desidratação dos eritrócitos

também é influenciada pelo fenômeno de isquemia/reperfusão. No entanto, em resposta ao

estresse químico, o organismo libera renina, aldosterona e vasopressina (hormônio antidiurético

ou ADH) e o resultado final é um aumento no volume plasmático (Carlson e Mawdsley, 1986;

Eichner, 2002; Petibois e Déléris, 2005). A consequência imediata é a então chamada “anemia do

esporte”, caracterizada por valores reduzidos de eritrócitos, hemoglobina e hematócrito e alteração

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 redução de eritrócitos e por uma menor concentração de hemoglobina e de

hematócrito no sangue (Schmidt et al., 1988). Entretanto, a anemia esportiva é uma

pseudoanemia, uma vez que a redução nos valores de hemácias, hemoglobina e hematócrito

ocorre como uma adaptação fisiológica aos exercícios extenuantes, sendo decorrente de uma

hemodiluição provocada pelo aumento do volume plasmático (Carlson e Mawdsley, 1986; Eichner,

1992; Eichner, 1996; Eichner, 1998; Eichner, 2002). Como se trata de uma falsa anemia, a

hemólise que ocorre com a prática de atividade física dificilmente causa anemia, sendo a ingestão

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 oxigênio e induzir o estresse oxidativo como resultado

da produção aumentada de RL, a atividade física exaustiva pode iniciar reações que se

assemelham à fase aguda da resposta imune à infecção, induzindo liberação de proteínas de fase

aguda e mudanças 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 neutrófilos aumentam após exercício exaustivo, a contagem de

linfócitos diminui rapidamente, podendo esta alteração permanecer por diversas horas após o

exercício. O treinamento moderado aumenta a função imune, mas o exercício exaustivo pode

causar perturbações no sistema imune e depressão imunológica, aumentando o risco de infecções

nas vias respiratórias superiores em decorrência da redução da função antiviral dos macrófagos
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alveolares nos pulmões (Woods et al., 2000; Peijie et al., 2003; Mooren et al., 2002; Sureda et al.,

2005).

Após o exercício exaustivo, inicialmente os neutrófilos e posteriormente os monócitos e os

linfócitos são recrutados para o local de inflamação, onde produzem ERO e enzimas proteolíticas.

A infiltração de neutrófilos é estimulada por fatores quimiotáticos, incluindo prostaglandinas, fator

de necrose tumoral (TNF)- , interleucinas (IL)-1  e IL-6. Essas duas últimas citocinas são

conhecidas por aumentar em resposta ao exercício. A IL-6 atua como mediador primário da

reação de fase aguda, estimulando a produção hepática de proteínas de fase aguda, como a

proteína C reativa (PCR) e inibidores de proteases. Também restringe a extensão da resposta

inflamatória por ativar a síntese de citocinas antiinflamatórias e estimular a glândula hipófise a

liberar o hormônio adrenocorticotrófico (ACTH), que promove o aumento da liberação do hormônio

cortisol pelo córtex adrenal (Cruzat et al., 2007).

As alterações hormonais que acompanham o exercício e a geração de ERO podem inibir

a proliferação de linfócitos, enquanto o dano oxidativo pode ativar processos apoptóticos nestas

células (Sureda et al., 2005). Diferentes estudos sugerem que os processos apoptóticos ativados

nos linfócitos após exercício intenso contribuem para a regulação da resposta imune (Mooren et

al., 2002; Sureda et al., 2005) e parecem estar relacionados ao status do treinamento e à

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

1.5.4.3. Plasma e estresse oxidativo

O aumento do metabolismo imposto pelo exercício promove acréscimo na produção de

ERO, o que pode induzir dano oxidativo nos eritrócitos e no plasma, frações mais suscetíveis à

peroxidação lipídica (Sureda et al., 2005).

Em humanos, a maioria dos estudos realizados para investigar a peroxidação lipídica tem

examinado a presença de peróxidos lipídicos ou de bioprodutos de peroxidação lipídica, tais como

dieno conjugados, hidrocarbonetos lipídicos (hidrocarbonetos alifáticos e hidrocarbonetos

policíclicos aromáticos – HPAs) e substâncias reativas do ácido tiobarbitúrico (TBARS), como o

malonaldeído (MDA). O TBARS, cujos resultados são expressos geralmente como milimols (mmol)

de equivalentes de MDA, tem sido a técnica mais amplamente utilizada para avaliar a peroxidação

lipídica (Clarkson e Thompson, 2000). Alterações nas concentrações plasmáticas das vitaminas C

e E e de glutationa oxidada (GSSG) têm sido também usadas para indicar aumento das reações

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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Após o exercício exaustivo, também ocorrem alterações nas concentrações séricas de

ferro e ferritina, na capacidade total de ligação do ferro e na saturação de transferrina. Apesar de

tais alterações serem similares àquelas encontradas na anemia crônica, apenas refletem a

resposta de fase aguda (Fallon et al., 1999).

Durante o exercício intenso, grande quantidade de ácido lático pode ser produzida pelo

músculo esquelético e liberada na circulação sanguínea para posterior remoção pelos tecidos

periféricos. Os exercícios lactacidêmicos, ou seja, com intensidade de esforço acima da qual o

lactato passa a se acumular na corrente sanguínea (limiar anaeróbio - LAn), têm também uma

influência direta no nível de peroxidação de lipídios do plasma, por inibir o sistema de defesa

antioxidante dos eritrócitos (Ribeiro et al., 2004; Petibois e Déléris, 2005; Manchado et al., 2006).

1.5.4.4. Lipoproteínas e estresse oxidativo

Existem evidências significativas do envolvimento de ERO na patogênese da

aterosclerose. A modificação oxidativa de lipoproteínas de baixa densidade (LDL) desempenha um

papel fundamental na amplificação da resposta inflamatória, mediando uma variedade de

processos imunes pró-inflamatórios que determinam a progressão 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 início e a progressão de lesões ateroscleróticas, ao

favorecerem a infiltração e o acúmulo de lipídios no espaço subendotelial. ERO produzidas por

células musculares lisas, endoteliais ou macrófagos podem modificar as LDL que, quando

oxidadas, promovem o recrutamento de monócitos circulantes, o acúmulo de macrófagos

residentes, a fagocitose acelerada e finalmente a formação de “células espumosas” (constituídas

por macrófagos ricos em lipídeos) e estrias gordurosas, característicos das lesões iniciais

(Steinberg, 1997; Santos-Silva et al., 2001). Adicionalmente, estudos epidemiológicos sugerem

que o aumento da viscosidade do sangue também está relacionado à aterogênese e ao risco

cardiovascular (Santos-Silva et al., 2001).

No contexto apresentado, exercícios físicos exaustivos e de alta intensidade podem

favorecer a aterosclerose e o risco cardiovascular (Schneider e Oliveira, 2004), uma vez que têm

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 exercícios prolongados estarem associados com uma pequena redução plasmática de

triglicerídeos, que pode refletir o uso de LDL (lipoproteína rica em triglicerídeos) como combustível

ou ser atribuída à redução da secreção hepática dessas lipoproteínas (Hardman, 1998), a inibição

do sistema de defesa antioxidante dos eritrócitos pelo estresse químico induzido por exercícios de

intensidade elevada (lactacidêmicos) pode favorecer a oxidação de LDL e, consequentemente, a

aterosclerose (Santos-Silva et al., 2001; Petibois e Déléris, 2005).
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Por outro lado, evidências epidemiológicas indicam que a atividade física está associada

com risco reduzido de doença coronariana e mortalidade decorrente de problemas

cardiovasculares na meia idade (Wannamethee e Shaper, 2001). A atividade física moderada

melhora a função endotelial, a capacidade de exercício e a colateralização da vascularização em

pacientes com doença coronariana e previne a progressão da aterosclerose da carótida. Entre

outros efeitos benéficos, o treinamento físico favorece a redução do peso (massa) corporal,

melhora o humor, a pressão sanguínea e a sensibilidade à insulina (Wannamethee e Shaper,

2001; Laufs et al., 2005). A longo prazo, exercícios moderados também favorecem o aumento da

expressão (upregulation) das enzimas antioxidantes com consequente redução do estresse

oxidativo (Laufs et al., 2005).

1.5.5. DNA e estresse oxidativo

Uma vez que o metabolismo celular normal está bem estabelecido como fonte endógena

de ERO e que estas espécies se relacionam com níveis basais de dano no DNA detectados em

tecidos normais (Cooke et al., 2003), o exercício exaustivo pode levar ao estresse oxidativo, o qual

pode ser evidenciado pela detecção de produtos de peroxidação lipídica e de bases danificadas

no DNA (Moller et al., 2001; Mastaloudis et al., 2004). De fato, tem sido mostrado que o exercício

exaustivo induz dano no DNA de leucócitos circulantes (Nies et al., 1996; Mastaloudis et al., 2004;

Demirbag et al., 2006) e que pode induzir apoptose através de mecanismos diferentes tais como

redução intracelular dos níveis de glutationa, alteração de proteínas mitocondriais ou danificando

diretamente o DNA (Mooren et al., 2002). Por outro lado, tem sido observado que a extensão dos

danos no DNA de indivíduos treinados é pequena se comparada à de indivíduos não-treinados,

sugerindo que a adaptação ao treinamento de resistência aeróbia 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 exercício (Mastaloudis et al., 2004), uma vez que detecta quebras de fita

simples e de fita dupla, sitios alcali-lábeis, sítios incompletos de reparo, ligação cruzada de DNA-

DNA e de DNA-proteína 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 variações genéticas, sob a forma de polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs, do

inglês Single-Nucleotide Polymorphism) são encontradas em quase todos os genes humanos.

Estima-se que uma mudança de base esteja presente, em média, a cada 300 nucleotídeos. Se a

alteração conduz a um fenótipo perceptível, essas formas variantes são uma ferramenta atrativa
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para investigar um possível efeito na doença em estudos da associação (Forsberg et al., 2001a;

Morgenstern, 2004).

Muitas variantes genéticas relacionadas ao estresse oxidativo e potencialmente

significativas já foram identificadas, incluindo o polimorfismo Val9Ala na sequência-sinal

mitocondrial da Mn-SOD, o polimorfismo 21A/T na região 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 variações ainda não

está claramente esclarecido, porém grande parte dos polimorfismos resulta em níveis ou

atividades alterados dessas enzimas, o que pode levar à redução da proteção contra o estresse

oxidativo (Bastaki et al., 2006).

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

Apesar de ser de ocorrência mitocondrial, a MN-SOD (EC 1.15.1.1) é codificada por um

gene nuclear localizado no cromossomo 6, loco 6q25.3 (Akyol et al., 2004; Akyol et al., 2005;

Kinnula et al., 2004; Bastaki et al., 2006; Martin et al., 2009). É sintetizada com uma sequência-

sinal mitocondrial (hidrofóbica) que permite sua passagem através da membrana e,

consequentemente, sua importação para a mitocôndria. Na matriz mitocondrial, a sequência-sinal

é clivada e a proteína madura é montada em um tetrâmero ativo (Martin et al., 2009).

No gene da Mn-SOD dois polimorfismos comuns na sequência-sinal mitocondrial –

Val9Ala e Ala16Val – já 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 mutação no códon 9 da sequência-sinal mitocondrial, a qual envolve a

substituição de uma timina (T) por uma citosina (C) e resulta na troca do aminoácido valina (Val -

GTT) pelo aminoácido alanina (Ala - GCT). A substituição Val9Ala induz uma mudança

conformacional na sequência-sinal mitocondrial, que passa de -hélice para -pregueada. Esta

mudança conformacional vem sendo implicada na redução da eficiência do transporte da Mn-SOD

para o interior da mitocôndria e na redução da formação do tetrâmero Mn-SOD ativo na matriz

mitocondrial, o que diminui sua eficiência 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 têm revelado associação entre a variante alélica 9Ala com doenças

relacionadas ao estresse oxidativo e a mecanismos de defesa anormais contra os RL tais como

doença esporádica do neurônio motor, esquizofrenia (Akyol et al., 2005), degeneração macular

exsudativa relacionada à idade (Kimura et al., 2000), doença de Parkinson (Grasbon-Frodl et al.,

1999) e aumento do risco de cânceres de próstata, mama e ovário (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 região promotora da CAT (NCBI,
refSNP ID: rs7943316)

O gene da catalase humana consiste de 13 exons e está localizado no cromossomo 11,

loco 11p13 (Kishimoto et al., 1992; Forsberg et al., 2001b; Bastaki et al., 2006). Diversos SNPs já

foram descritos para este gene (Góth et al., 2004; Mak et al, 2006; Flekac et al., 2008), sendo a

maioria associada com acatalassemia (Flekac et al., 2008), condição caracterizada por uma

deficiência de catalase nos eritrócitos e que apresenta como manifestações clínicas gangrena oral,

alteração do metabolismo de lipídios, carboidratos e homocisteína e aumento do risco de diabetes

mellitus (Góth et al., 2004). Esses polimorfismos encontram-se distribuídos ao longo de todo o

gene, incluindo região promotora, íntrons e éxons (Forsberg et al., 2001b; Ahn et al., 2005; Bastaki

et al., 2006; Gavalas et al., 2006; Park et al., 2006).

Associações de polimorfismos do gene da CAT com diabetes mellitus, hipertensão, vitiligo

e doença de Alzheimer têm sido investigadas (Góth et al., 2004; Oh et al., 2007). Entretanto,

mutações benignas na região não-codificadora 5’, como o polimorfismo 21A/T, não reduzem a

atividade da catalase e não têm sido associadas com doenças (Góth et al., 2004; Mak et al, 2006).

O polimorfismo citado ocorre dentro da região promotora e resulta na substituição de uma adenina

por uma timina na posição 21 à montante do sítio de iniciação da transcrição (Góth, 1998; Flekac

et al., 2008).

1.6.1.3. Polimorfismo Pro198Leu da GPX1 (NCBI, refSNP ID:
rs1050450)

A família glutationa peroxidase é a maior das famílias gênicas de selenoproteínas e inclui

os genes GPX1, GPX2, GPX3 e GPX4, cuja expressão varia entre os diferentes tecidos (Foster et

al., 2006).

O gene da GPX1 é composto por 2 exons e ocupa uma região de 1,42 Kb no cromossomo

3, loco 3p21.3 (Bastaki et al., 2006; Shinkai et al., 2006). Nesse gene vários polimorfismos já

foram descritos (Knight et al., 2004), incluindo o polimorfismo Pro198Leu, o qual decorre da

substituição de uma citosina por uma timina no códon 198 (inicialmente atribuído incorretamente

ao códon 197), resultando na troca do aminoácido prolina pelo aminoácido leucina (Knight et al.,

2004). Alguns estudos têm indicado que a variante Leu afeta a atividade da enzima GPX1, que se

torna menos responsiva à estimulação (Hu e Diamond, 2003; Zhao et al., 2005; Shinkai et al.,

2006).
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Estudos também têm revelado associação entre a variante Leu com risco aumentado de

alguns tipos de câncer (Ratnasinghe et al., 2000; Hu e Diamond, 2003; Ichimura et al., 2004;

Ravn-Haren et al., 2006). No entanto, estas correlações não foram observadas consistentemente

em todas as populações (Foster et al., 2006), uma vez que a frequência 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 gênicos estão envolvidos na síntese de Hp. O loco16q22.1 é responsável pela

síntese das cadeias  e consequentemente pelo polimorfismo da Hp que se manifesta através dos

fenótipos principais Hp1-1, Hp2-1 e Hp2-2. O loco 11p15.5 é responsável pela síntese das cadeias

, idênticas em todos os fenótipos. O gene Hp  consiste de três alelos estruturais Hp 1F, Hp 1S e

Hp 2 e possui 5 exons que codificam os alelos 1 e 7 exons que codificam o alelo 2. O alelo Hp 2,

presente apenas em humanos, teve sua origem em eventos de duplicação intragênica dos exons 3

e 4 (~1.700 pb) a partir da fusão por crossing-over desigual de um alelo Hp1F com outro Hp1S em

heterozigotos Hp1F/Hp1S. Posteriormente, crossing-over entre Hp2 e Hp1F ou  Hp1S em indivíduos

Hp1/Hp2 produziu Hp2FF, Hp2SS e  Hp2FS, cuja mobilidade eletroforética é idêntica (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 resolução em gel de poliacrilamida-SDS

(Borresen et al., 1987).

Em decorrência de apresentarem diferenças na concentração plasmática e extra-vascular

de haptoglobina e nas capacidades antioxidante e antiinflamatória, os fenótipos Hp apresentam

consequências clínicas diferentes e têm sido associados com maior resistência ou maior

predisposição a várias doenças (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

fenótipo Hp 2-2, por exemplo, é super-representado em pacientes com doenças auto-imunes,

epilepsia, psicoses afetivas e abuso de álcool e drogas, além de estar associado com o risco

aumentado de desenvolvimento de neuropatia, retinopatia e doenças cardiovasculares (DCV) em

pacientes diabéticos e de pré-eclâmpsia durante a gestação e ser considerado como maior fator

de risco para doenças relacionadas ao estresse oxidativo. Sua associação com lesões

ateroscleróticas e DCV tem sido estudada extensivamente. Já o fenótipo 1-1 tem sido associado

com a resistência a essas doenças. Por outro lado, o fenótipo 1-1 é super-representado em

pacientes com certos tipos de câncer, enquanto o fenótipo Hp2-2 apresenta menor frequência

(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 fenótipos principais, diversas variantes Hp têm sido identificadas e já foram

fornecidas evidências de evolução gênica através de duplicação por crossing-over desigual e

subsequente mutação independente (OMIM *140100). Alterações na cadeia polipeptídica , alelo

Hp 2 triplicado, Hp2-1 modificado, duplicação do gene Hp1, deleção alélica no gene Hp levando à

deficiência congênita de haptoglobina (anhaptoglobinemia) são 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 epidemiológicos e experimentais apontam para um mesmo lado, de que as dietas

ricas em vegetais e, portanto em antioxidantes, estão associadas com risco reduzido de se

contrair câncer (Borek, 2004). Muitos estudos indicam que alguns nutrientes antioxidantes como

as vitaminas A, C e E minimizam os efeitos tóxicos produzidos pelas drogas antioneoplásicas e

interferem positivamente na resposta ao tratamento empregado (Liu et al., 2003; Borek, 2004;

Berger, 2005). Do mesmo modo, a suplementação com antioxidantes, através do aumento da

ingestão de frutas e vegetais ricos nesses compostos, diminui as lesões oxidativas no DNA e a

oxidação de lipoproteínas de baixa densidade (LDL), prevenindo a ocorrência de câncer,

aterosclerose e outras doenças degenerativas (Kong e Lillehei, 1998; Santos e Cruz, 2001;

Dusinská et al., 2003). Estudos clínicos e epidemiológicos têm também apresentado evidências de

que antioxidantes fenólicos de vegetais contribuem para a baixa e significativa redução da

incidência de doenças crônicas e degenerativas encontradas em populações cujas dietas contêm

altos teores desses elementos (Bianchi e Antunes, 1999; Degáspari e Waszczynskyj, 2004;

Kuskoski et al., 2006).

Entretanto, o uso de suplementos nutricionais com propriedades antioxidantes é

controverso, sendo uma questão polêmica e objeto de divergência entre autores. Compostos com

propriedades antioxidantes podem ter efeito antioxidante ou pró-oxidante, dependendo da dose.

Enquanto em níveis 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 ingestão de uma única porção de suco laranja

protegeu as células mononucleares do sangue contra dano oxidativo no DNA. Porém, este efeito

protetor não foi observado depois da ingestão de vitamina C, indicando que a proteção

antioxidante do suco laranja não foi decorrente apenas da vitamina C e que outros fitoquímicos

podem estar envolvidos, e sugerindo que alimentos integrais podem aumentar a resistência ao

estresse oxidativo de forma mais eficiente do que compostos isolados.
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Diante do contexto apresentado, a importância da pesquisa com antioxidantes naturais

tem aumentado muito nos últimos anos. Desde a década de 1980 houve um aumento considerável

da busca por antioxidantes naturais que podem ser incluídos na dieta como substitutos para

antioxidantes sintéticos (Degáspari e Waszczynskyj, 2004).

1.7.1. Antioxidantes contra o estresse oxidativo induzido por exercícios

Antioxidantes biológicos desempenham um papel fundamental na proteção contra o

estresse oxidativo induzido por exercícios. A deficiência ou depleção desses antioxidantes tem

sido associada com dano tissular exacerbado, enquanto a suplementação com antioxidantes tem

gerado resultados variáveis (Ji, 1995). Muitos estudos têm investigado o impacto do estado

antioxidante nos danos oxidativos induzidos pelo exercício (Ji, 1995) e com esta finalidade, a

maioria das intervenções tem focado em fatores nutritivos tais como vitaminas antioxidantes ou

fármacos que servem como mediadores do estresse oxidativo (Alessio et al., 2002). Considerando

que ERO podem atuar como sinais que regulam eventos moleculares de adaptação celular ao

exercício, a consequência prática é que a administração de antioxidantes pode impedir tais

adaptações quando o exercício é moderado, uma vez que este tipo de exercício aumenta a

expressão das enzimas antioxidantes e desta forma, funciona como antioxidante. Portanto, a

recomendação do uso de suplementos antioxidantes deve ser feita apenas para aqueles casos de

exercícios 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 exercício extenuante, as

alternativas nutricionais mais estudadas incluem a suplementação com vitamina E, vitamina C,

creatina e glutamina (Clarkson e Thompson, 2000; Cruzat et al., 2007).

Os diversos estudos que examinaram os efeitos da suplementação antioxidante usaram

como medidas de resultado o desempenho atlético e/ou mudanças no estresse oxidativo (Urso e

Clarkson, 2003). Diferentes pesquisas demonstraram que a suplementação com vitamina E,

creatina e glutamina podem atenuar o estresse oxidativo ou reduzir a quantidade de lesões

celulares decorrentes de exercícios físicos exaustivos. Outros compostos como a vitamina C

tiveram pouco ou nenhum efeito; todavia, a redução dos estoques corporais de vitamina C pode

contribuir com o aumento do estresse oxidativo (Cruzat et al., 2007). Entretanto, nenhum estudo

examinou isoladamente o papel antioxidante dos diversos carotenóides na proteção contra danos

oxidativos induzidos pelo exercício e somente o -caroteno (30 mg) já 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 carotenóides apresentam alta capacidade antioxidante (Hermes-

Lima, 2004; Gomes et al., 2005), especialmente em condições de baixa tensão de O2 (Ferreira e

Matsubara, 1997; Gomes et al., 2005), a suplementação com óleo de pequi pode prevenir danos
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oxidativos induzidos por exercícios 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 carotenóides -caroteno, licopeno, -

caroteno, criptoflavina, -criptoxantina, anteraxantina, zeaxantina, mutatoxantina, violanxantina,

luteína e neoxantina (Ramos et al., 2001; Azevedo-Meleiro e Rodriguez-Amaya, 2004; Lima et al.,

2007).
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2. HIPÓTESE

1. Uma vez que a composição química da polpa do pequi (Caryocar brasiliense Camb.) descrita

na literatura revela a presença de vários compostos com potencial antioxidante, os extratos

obtidos a partir da polpa podem ser capazes de proteger as células contra:

1.1. mutações induzidas por agentes químicos;

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

O Projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências da

Saúde da UnB e pela Comissão Nacional de Ética em Pesquisa – CONEP, processo n°

25000.001668/2005-18 (Anexo I).
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3. OBJETIVOS

1. Pesquisar o melhor método de obtenção dos extratos da polpa do fruto do pequi (Caryocar

brasiliense Camb.).

2. Realizar testes pré-clínicos e de segurança toxicológica em camundongos.

3. Verificar os efeitos antioxidantes e fitoterápicos de extratos da polpa do fruto do pequi

(Caryocar brasiliense Camb.) em voluntários 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 à suplementação com o óleo de pequi.

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

estudados.
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4. MATERIAIS E MÉTODOS

4.1. Obtenção do material botânico e dos extratos

4.1.1. Obtenção do material botânico

O pequi in natura foi adquirido no comércio local de Brasília e entorno durante os períodos

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 obtenção da polpa, que foi

acondicionada em vasilhames de plástico com tampa e congelada a 86°C até o momento da

produção dos extratos.

4.1.2. Obtenção dos extratos

4.1.1.1. Verificação do melhor sistema para extração

Foram testados os seguintes sistemas de extração: (1) com aquecimento em aparelho

soxhlet sob atmosfera de argônio; (2) maceração a frio por 24 horas; (3) infusão. Todos os

procedimentos foram realizados em sistemas fechados e protegidos da luz.

4.1.1.2. Verificação do rendimento-massa

Foram usados 200 mL de solvente para cada 100g de polpa a ser extraída, sendo

testados cinco solventes: água destilada, para obtenção do extrato aquoso (EAP); etanol, para

obtenção do extrato etanólico (EEP); água destilada e etanol (1:1), para obtenção do extrato hidro-

etanólico (EHEP); clorofórmio e n-hexano, para obtenção da fase orgânica (óleo de pequi), cujos

extratos foram inicialmente denominados de extrato clorofórmico (ECP) e extrato hexânico (EHP).

O extrato aquoso foi obtido por infusão, enquanto os demais extratos, por maceração a

frio. Os extratos obtidos foram submetidos à evaporação sob pressão reduzida em rota-

evaporador, seguida de evaporação em bombas de alto vácuo. O rendimento-massa foi verificado

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

Após cada extração, uma alíquota de 2,0 mL foi enviada para o Instituto de Química da

Universidade de Brasília, para análise por Ressonância Magnética Nuclear (RMN); o extrato

clorofórmico também foi submetido à análise por Cromatografia Gasosa (Anexo II).
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4.2. Testes pré-clínicos e toxicológicos em camundongos

Como testes de segurança toxicológica in vivo foram usados a pesquisa de micronúcleos,

que avalia quebras cromossômicas (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 os extratos de

pequi são capazes de proteger as células contra mutações induzidas pelos agentes

quimioterápicos Bleomicina e Ciclofosfamida. Posteriormente o teste de TBARS foi utilizado para

verificar diferenças no nível de peroxidação lipídica do plasma. Os resultados foram publicados na

Revista Genetics and Molecular Biology (Anexo III).

4.2.1. Quimioterápicos

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 os extratos aquoso e clorofórmico (aqui denominado de extrato orgânico de

pequi ou EOP), sendo ambos obtidos por aquecimento em aparelho soxhlet sob atmosfera de

argônio. A escolha dos extratos e do método de extração 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 os sexos,

procedentes da Bioagri Laboratórios (Planaltina/DF), com 60 a 120 dias de vida e massa corporal

de aproximadamente 30g  2g. Os camundongos foram alojados em caixas plásticas devidamente

etiquetadas, sendo mantidos à temperatura ambiente (22°C ± 2°C) e com livre acesso ao alimento

e à água.

4.2.4. Teste do micronúcleo (MN)

Para a pesquisa de micronúcleos foi utilizado apenas o extrato orgânico do pequi (EOP),

uma vez 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.o.) através de gavagem nas concentrações de 0,5 e 1 mL kg 1 de massa corporal

(correspondentes a 15 L e 30 L, respectivamente), sozinho ou em combinação com uma única

injeção intraperitoneal (i.p.) de Bleoxina (BLM) ou Ciclofosfamida (CP) (para concentrações, olhar

Tabela 12 – itens resultados). A BLM foi diluída em solução salina a 0,9%, enquanto a CP foi

diluída em água destilada. O grupo controle recebeu água filtrada no lugar do EOP e nenhum

quimioterápico foi administrado. Os experimentos foram programados para testar dois grupos de

cada vez e, de acordo com os resultados obtidos, foram feitas alterações nas dosagens do EOP e

nas concentrações dos quimioterápicos utilizados (Tabela 12 – item resultados).

As lâminas de células da medula óssea foram preparadas de acordo com o protocolo

proposto por Schmid (1975), com modificações. Após o tratamento, os animais foram sacrificados

por meio de deslocamento cervical e as células da medula óssea foram imediatamente removidas

do fêmur para um tubo Falcon, utilizando uma seringa de insulina contendo 1 mL de soro fetal

bovino (Difco). O excesso de sobrenadante foi retirado após centrifugação a 800-1000 r.p.m

durante 10 minutos, as células foram homogeneizadas por agitação em vórtex e duas lâminas por

animal foram preparadas e coradas de acordo com o método Giemsa. Um total de 2.000 eritrócitos

foi contado por animal, sendo 1.000 policromáticos (EPC) e 1.000 normocromáticos (ENC). Foram

avaliadas a frequência de micronúcleos em cada tipo de eritrócito e a taxa de eritrócitos

policromáticos em relação aos eritrócitos totais.

Os testes estatísticos foram conduzidos através do teste não-paramétrico de Mann-

Whitney, com nível de significância < 0,05.

4.2.5. Eletroforese em gel de célula única  Teste do Cometa

Foi realizado após a pesquisa de micronúcleo, utilizando as dosagens mais adequadas

dos extratos orgânico (EOP) e aquoso (EAP) verificadas, respectivamente, neste experimento e

por Khouri et al. (2007). A concentração de BLM usada, de 25 mL kg 1 de massa corporal, foi

definida neste trabalho após os experimentos de análise de micronúcleo. Foram utilizados nove

grupos randomizados de oito camundongos de ambos os sexos (C1 a C9) e os tratamentos

seguiram o mesmo padrão do teste de MN (Tabela 13 – item resultados).

O teste do cometa foi feito segundo metodologia proposta por Singh et al. (1988), com

pequenas modificações.  Lâminas de microscópio de extremidade fosca foram mergulhadas em

1,5% de agarose ponto de fusão normal (NMA) em solução salina PBS e colocadas para secar a

temperatura ambiente. Subsequentemente, retirou-se 20 L de sangue periférico da cauda de

cada camundongo e transferiu-se para um eppendorf contendo 120 L de 0,5% de agarose baixo

ponto de fusão (LMA da Gibco BRL) em solução salina PBS a 37°C. Essa mistura foi então

distribuída nas lâminas (2 lâminas/animal). Cada lâmina foi coberta por lamínula e colocada para

secar a 4°C durante 10 minutos. Após solidificação, as lamínulas foram removidas e as lâminas
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foram mergulhadas em solução 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

solução de lise fresca foi preparada a partir de uma solução-estoque contendo NaCl 2,5M; EDTA

100mM e Tris 10mM. Protegidas da luz, as lâminas permaneceram nessa solução, mantidas a 4°C

durante 24 horas. Posteriormente, as lâminas foram transferidas para uma cuba de eletroforese e

submersas em tampão alcalino (300mM NaOH and 1mM EDTA, pH > 13.0) recém-preparado e

mantido a 4°C. Após 30 minutos de submersão neste tampão, procedeu-se com a eletroforese a

250V, 350mA a 4°C durante 40 minutos. A seguir, as lâminas foram transferidas para uma cuba

contendo tampão de neutralização (0.4M Tris-HCl; pH 7.5). A cada 5 minutos, as lâminas eram

retiradas do tampão, permanecendo a temperatura ambiente durante 5 minutos e depois

retornando por mais 5 minutos ao tampão, e assim sucessivamente, num total de 30 minutos. Em

seguida, as lâminas foram colocadas para secar a temperatura ambiente durante 1 hora e foram

posteriormente fixadas em etanol 100% por 5 minutos. Após secagem, as lâminas foram

guardadas a 4°C até o momento de uso. Todas as etapas foram realizadas em ausência de luz

direta (penumbra) para evitar danos adicionais no DNA. O processo de coloração foi feito com

brometo de etídio a 20 g/mL. A avaliação visual foi feita através de um microscópio de

fluorescência 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 índice de danos no DNA

foi calculado de acordo com Jaloszy ski et al. (1997).

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

com um nível de significância < 0,05.

4.2.6. Teste de TBARS

Este teste foi usado para avaliar o estresse oxidativo decorrente da ação de ERO sobre as

membranas celulares, através da quantificação de adutos MDA-TBA (malonaldeído-ácido

tiobarbitúrico) (Wasowicz et al., 1993).

Para o teste de TBARS foram usados seis grupos randomizados de quatro camundongos

cada, sendo três deles formados apenas por machos e os outros três apenas por fêmeas (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 fêmea (água filtrada v.o. durante 10 dias)

T2  Controle macho (água filtrada v.o. durante 10 dias)

T3  Fêmeas tratadas com EOP v.o. (0.5 mL kg 1 durante 10 dias)

T4  Machos tratados com EOP v.o. (0.5 mL kg 1 durante 10 dias)

T5  Fêmeas tratadas com EAP v.o. (1.0 mL kg 1 durante 10 dias)

T6  Machos tratados com EAP v.o. (1.0 mL kg 1 durante 10 dias)
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O teste de TBARS foi realizado segundo metodologia usada por Wasowicz et al. (1993). A

solução de TBA foi preparada dissolvendo-se TBA (Merck) em ácido acético (Merck) para uma

concentração final de TBA 29 mmol/L, ácido acético 8,75 mol/L. A solução-estoque de MDA foi

preparada dissolvendo-se 480 L de 1,1,3,3-tetraethoxypropano (Sigma) em 100 mL de etanol

(Merck). No momento de uso, esta solução foi diluída em água milli-Q para produzir uma solução

de trabalho de MDA de 10 mol/L.

O sangue dos animais foi coletado por punção cardíaca com uma seringa contendo EDTA

como anticoagulante. Após centrifugação 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

concentrações finais de 1,34 e 0,65 mmol/L, respectivamente. As amostras foram congeladas em

nitrogênio líquido e estocadas a 86°C até o momento de uso. Para o teste de TBARS, 50 L de

plasma ou volume adequado de solução de trabalho de MDA (curva-padrão) foi introduzido em

tubos de 10 mL contendo 1 mL de água milli-Q. A seguir, foi adicionada a solução de TBA em

ácido acético (29 mmol/L e 8,75 mol/L, respectivamente; pH da solução 2,4-2,6). O conteúdo dos

tubos foi agitado e os tubos foram colocados em banho-maria a 95°-100°C durante 1 hora. Após o

resfriamento das amostras à temperatura ambiente, foram adicionados 25 L de HCl 5 mol/L e 3,0

mL de butanol. Os tubos foram agitados em vórtex por 5 segundos e a fase alcoólica foi separada

por centrifugação a 1.500 x g durante 10 minutos. A leitura da fluorescência da fase alcoólica foi

feita no equipamento Espectrofluorometer FP-777 (JASCO), utilizando-se os comprimentos de

onda 525 nm para excitação e 547 nm para emissão. A curva-padrão foi preparada com soluções

de MDA de 0-0,15 nmol/mL.

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

de Mann-Whitney, com um nível de significância < 0,05.

4.3. Testes com voluntários atletas

Esta etapa visou avaliar os efeitos antioxidantes e fitoterápicos do extrato orgânico de

pequi (EOP), aqui denominado de óleo de pequi, na lipemia pós-prandial, na pressão arterial e

contra danos celulares e no DNA decorrentes do estresse oxidativo induzido pelo exercício. Para

tal, foram firmados contratos de parceria com as empresas Farmacotécnica e Laboratório Sabin de

Análises clínicas Ltda/Núcleo de Apoio à Pesquisa. À empresa Farmacotécnica coube o

encapsulamento do óleo de pequi. O Laboratório Sabin foi responsável pela aferição da pressão

arterial dos atletas, coleta do sangue e exames laboratoriais.
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4.3.1. Procedimentos de extração da polpa do pequi e preparação das
cápsulas

A polpa do pequi foi extraída por maceração a frio, usando clorofórmio como solvente. O

extrato obtido foi submetido à evaporação sob pressão reduzida em rota-evaporador, seguida de

evaporação em bombas de alto vácuo e imediatamente encaminhado à empresa farmacêutica de

manipulação Farmacotécnica para ser encapsulado. O óleo do pequi foi incorporado em q.s.p. de

Aerosil (dióxido de silício coloidal), de forma que os usuários ingerissem uma dose diária de 400

mg. A produção das cápsulas foi patenteada com o número PI0601631-6 (Instituto Nacional da

Propriedade Industrial – INPI, Centro de Apoio ao Desenvolvimento Tecnológico  CDT/UnB).

4.3.2. Desenho experimental

Voluntários corredores de rua (n=125) de ambos os sexos (76 homens e 49 mulheres) e

de diferentes faixas etárias (15 a 67 anos) foram recrutados em escolas de ensino médio,

faculdades, Universidade de Brasília (UnB), Polícia Civil (PCDF), clubes, grupos de dança e

empresas de Brasília (Distrito Federal). Os testes foram realizados ao ar livre e em terreno plano

após corridas de 4, 5, 6, 7, 8, 10, 16, 19 ou 21 Km, dependendo do condicionamento físico do

atleta. Como critérios de seleção, os voluntários deveriam correr no mínimo 4 Km e participar de

duas corridas de mesma distância, antes (grupo controle) e depois (grupo de tratamento) da

ingestão diária de 400 mg de óleo de pequi em cápsulas durante 14 dias consecutivos. A escolha

da ingestão diária levou em consideração a dose diária máxima de carotenóides recomendada

pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) e os dados da literatura sobre o pequi.

Os voluntários foram informados sobre o propósito do estudo e todos eles assinaram o

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE - Anexo IV e V), bem como preencheram um

questionário sobre seus hábitos e estilos de vida, doenças crônicas pré-existentes, histórico

familiar de doenças crônicas, existência de infecção/inflamação e estresse psicossocial (Anexo

VI). Os participantes foram randomizados e receberam um número (senha -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 concluíram sua participação. Após a primeira corrida, os atletas receberam as cápsulas de

pequi e foram instruídos para ingeri-las por 14 dias consecutivos durante ou imediatamente depois

do almoço, começando no dia da primeira corrida e finalizando na véspera da segunda corrida.

Todos os participantes tiveram sua pressão arterial aferida antes de cada corrida.

Imediatamente após o término das corridas, coletou-se o sangue de cada atleta para a realização

dos exames no laboratório de genética da UnB e no Laboratório Sabin. Ao laboratório 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 laboratórios Sabin ficaram responsáveis pela realização dos
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seguintes exames: hemograma completo, perfil lipídico e dosagens séricas de TGO, TGP, CPK e

PCR-US.

O material biológico encontra-se estocado no Laboratório de Genética da Universidade de

Brasília, responsável pela guarda das amostras, cujo local é de acesso restrito somente aos

pesquisadores envolvidos no projeto.

4.3.3. Coleta de sangue

Após cada corrida, foram coletados 20 mL de sangue de cada atleta, utilizando-se agulhas

descartáveis estéreis e tubos Vacutainer (4 mL/tubo) devidamente identificados com o número da

amostra. Foram usados dois tubos para sangue total contendo EDTA e três tubos SST gel para

análise química de soro. Desses, um tubo para sangue total e um tubo para soro foram

encaminhados ao laboratório de genética, sendo o restante encaminhado aos Laboratórios Sabin.

4.3.4. Teste do Cometa

Para o teste do cometa (Singh et al.,1988) algumas alterações foram feitas, em relação ao

protocolo usado para camundongos. Foram misturados em microtubos 120 L de sangue total em

720 L de 0,5% de agarose baixo ponto de fusão (LMA da Gibco BRL) em solução salina PBS a

37°C para a confecção de seis lâminas/amostra. Após solidificação e remoção das lamínulas,

duas lâminas foram mergulhadas em solução de lise fresca (controle). As outras lâminas foram

tratadas com H2O2 nas concentrações de 250 M e 1 mM (2 lâminas/tratamento), colocadas sob

refrigeração por 5 minutos e só então mergulhadas em solução de lise fresca após remoção das

lamínulas. 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. Preparação 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 concentrações finais de 1,34 e 0,65 mmol/L, respectivamente. As
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amostras foram congeladas em nitrogênio líquido e estocadas a 86°C até o momento de uso.

Subsequentemente, o byffy coat (fração leucocitária) foi transferido para novos microtubos de 2

mL previamente etiquetados, que receberam igual volume de tampão de estocagem de eritrócitos

(0,0598 M citrato trisódico; 0,02 M NaH2PO4; 0,0197 M Na2HPO4; 40% glicerol; pH 7,1). Após

homogeneização, armazenou-se em freezer 20°C. O mesmo procedimento foi realizado com a

papa de hemácias.

4.3.7. Extração de DNA

Foi feita a partir do byffy coat (fração leucocitária) por kits de extração GFXTM da

Amersham Biociences, de acordo com as especificações do fabricante. Os DNAs extraídos foram

quantificados em gel de agarose por comparação visual com padrões previamente quantificados

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

4.3.8. Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) e RFLP (polimorfismos de
tamanho de fragmentos de restrição)

A amplificação dos fragmentos de DNA foi feita por meio da reação em cadeia da

polimerase (PCR), usando-se um termociclador MJ PTC-100 (MJ. Research Inc.). A Tabela 4

apresenta as concentrações e quantidade de reagentes que foram empregados nas PCRs dos

polimorfismos estudados. As sequências dos iniciadores e as enzimas de restrição que foram

utilizadas nas análises dos polimorfismos das enzimas antioxidantes são mostradas na Tabela 5.

As Tabelas 6 e 7 apresentam, respectivamente, a sequência de iniciadores e os pares de

iniciadores específicos que foram usados na análise do polimorfismo da cadeia Hp  da

haptoglobina.
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Tabela 4 – Concentrações e quantidade de reagentes (em l) empregados nas PCRs dos
polimorfismos estudados.

Reagentes
Quantidade por amostra

Haptoglobina Mn-SOD CAT GPX1

H2Oa 8,06 12,60 12,60 7,11

Tampão 10Xb 1,57 2,55 2,55 1,25

dNTPc 1,25 1,50 1,50 0,31

Iniciadoresd 0,50 1,30 1,30 1,25

MgCl2 (50 mM) 0,63 0,70 0,70 0,13

Taq
polimerasee

0,08 0,15 0,15 0,20

Total 12,09 18,80 18,80 11,50

DNA (25ng/ l) * * * *

aágua destilada, deionizada e autoclavada; btampão com MgCl2 2 mM fornecido pelo fabricante da Taq DNA
Polimerase; c10 mM; d0,2 M de cada iniciador; e5 U/ l; *variou de acordo com a quantificação do DNA.

Tabela 5 – Sequência de iniciadores e enzimas de restrição utilizadas nas análises dos
polimorfismos estudados de MN-SOD, CAT e GPX1.

Marcador Sequência do primer ou iniciador Referência Enzima de
Restrição

Mn-SOD
Mitrunen et

al., 2001 Ngo MIVSense 5’ ACCAGCAGGCAGCTGGCGCCGG 3’

Antisense 5’ GCGTTGATGTGAGGTTCCAG 3’

CAT
Ukkola et al.,

2001 Hinf ISense 5’ AATCAGAAGGCAGTCCTCCC 3’
Antisense 5’ TCGGGGAGCACAGAGTGTAC 3’

GPX1
Zhao et al.,

2005 Apa ISense 5’AGCCCAACTTCATGCTCTTC 3’
Antisense 5’CAGGTGTTCCTCCCTCGTAG 3’

4.3.8.1. Genotipagem da Mn-SOD – Polimorfismo Val9Ala na
sequência-sinal mitocondrial (NCBI, refSNP ID: rs1799725)

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

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

por 2 minutos (extensão) e uma extensão 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 restrição foram visualizados após eletroforese em gel de poliacrilamida 6% não-desnaturante, a

150 V, 20-30 mA, durante 2 horas e coloração com nitrato de prata.

Tabela 6 – Concentrações e quantidade de reagentes empregados na digestão dos produtos da

PCR de Mn-SOD com Ngo MVI.

Reagente Quantidade por tubo ( L)
Água milli-Q 12,3
Tampão 10X 2,0
BSA Acetilado 0,2
Ngo MIV(10U/µl) 0,5
TToottaall ddoo MMiixx 1155,,00
Produto da PCR 5,0
VVoolluummee ffiinnaall 2200,,00

A Amplificação por PCR gerou um fragmento de 107 pb. O alelo 1 ou T (Val - GTT),

selvagem, por não ter sítio de restrição para a enzima Ngo MIV, gerou um fragmento de 107 pb. A

substituição T C (alelo 2 ou C ou Ala – GCT, mutante) criou um sítio de restrição, gerando dois

fragmentos, um de 89 pb e outro de 18 pb (Figura 2) (Mitrunen et al., 2001; Akyol et al., 2005).

Figura 2 – Análise dos genótipos do polimorfismo Ngo MIV no gene da Mn-
SOD.

Os produtos da PCR foram digeridos com Ngo MIV e submetidos à eletroforese em gel
de poliacrilamida 6%, seguida por coloração com nitrato de prata. 1- Homozigoto 1-1
(Val/Val); 2- Heterozigoto 1-2 (Val/Ala); 3- Homozigoto 2-2 (Ala/Ala); 4- Padrão de peso
molecular (100bp DNA Ladder).  Os tamanhos dos produtos da restrição são indicados
nas laterais.
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4.3.8.2. Genotipagem da CAT – Polimorfismo 21A/T na região
promotora (NCBI, refSNP ID: rs7943316)

As condições de PCR envolveram uma desnaturação inicial do DNA a 94°C por 5 minutos,

seguida de 35 ciclos de amplificação a 94°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto (anelamento), 72°C

por 1 minuto (extensão) e uma extensão final a 72°C por 10 minutos. O produto amplificado de

250 pb foi digerido com a endonuclease Hinf I a 37°C durante 4 horas (Tabela 7) e os fragmentos

de restrição foram visualizados após eletroforese em gel de poliacrilamida 6% não-desnaturante, a

150 V, 20-30 mA, durante 2 horas e coloração com nitrato de prata.

Tabela 7 – Concentrações e quantidade de reagentes empregados na digestão dos produtos da

PCR de CAT com Hinf I.

Reagente Quantidade por tubo ( L)
Água milli-Q 13,4
Tampão 10X 1,2
Hinf I (10U/µl) 0,5
TToottaall ddoo MMiixx 1155,,00
Produto da PCR 5,0
VVoolluummee ffiinnaall 2200,,00

A amplificação por PCR gerou um fragmento de 250 pb. O alelo selvagem (A), por

apresentar um sítio de restrição para a enzima Hinf I, resultou em dois fragmentos, um de 177 pb

e outro de 73 pb. A substituição A T, ao eliminar o sítio de restrição, gerou um fragmento de 250

pb (Figura 3) (Góth e Vitai, 1997; Ukkola et al., 2001; Lee et al., 2002).

Figura 3 – Análise dos genótipos do polimorfismo Hinf I no gene da CAT.

Os produtos da PCR foram digeridos com Hinf I e submetidos à eletroforese em gel de
poliacrilamida 6%, seguida por coloração com nitrato de prata. 1- Padrão de peso
molecular (100bp DNA Ladder); 2- Homozigoto TT; 3- Heterozigoto AT; 4- Homozigoto
AA;.  Os tamanhos dos produtos da restrição são indicados nas laterais.
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4.3.8.3. Genotipagem da GPX1 – Polimorfismo Pro198Leu (NCBI,
refSNP ID: rs1050450)

As condições de PCR envolveram uma desnaturação inicial do DNA a 94°C por 5 minutos,

seguida de 35 ciclos de amplificação a 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos

(anelamento), 72°C por 45 segundos (extensão) e uma extensão final a 72°C por 7 minutos. O

produto amplificado de 400 pb foi digerido com a endonuclease Apa I a 30°C durante 16 horas

(Tabela 8) e os fragmentos de restrição foram visualizados após eletroforese em gel de

poliacrilamida 10% não-desnaturante, a 150 V, 20-30 mA, durante 4 horas e coloração com nitrato

de prata.

Tabela 8 – Concentrações e quantidade de reagentes empregados na digestão dos produtos da

PCR de GPX1 com Apa I.

Reagente Quantidade por tubo ( L)
Água milli-Q 13,4
Tampão 10X 1,2
Apa I (10U/µl) 0,6
TToottaall ddoo MMiixx 1155,,00
Produto da PCR 5,0
VVoolluummee ffiinnaall 2200,,00

A amplificação por PCR gerou um fragmento de 400 pb. Nesta região, têm sido descritos

dois sítios de restrição detectáveis pela enzima Apa I: 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 sítios de restrição, gerou 3 fragmentos, um de 195 pb, um de 117 pb e outro de

88 pb. Como a substituição C T eliminou um dos sítios de restrição, o 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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Figura 4 – Análise dos genótipos do polimorfismo Apa I no gene da GPX1.

Os produtos da PCR foram digeridos com Apa I e submetidos à eletroforese em gel de
poliacrilamida 6%, seguida por coloração com nitrato de prata. 1- Padrão 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
restrição são indicados nas laterais.

4.3.8.4. Genotipagem da Haptoglobina

Para a vizualização dos diferentes alelos da cadeia  da haptoglobina (Hp1S, Hp1F e Hp2)

foram necessárias três PCRs distintas, com pares de iniciadores específicos para cada

polimorfismo (Tabelas 9 e 10).

As condições de PCR envolveram uma desnaturação inicial do DNA a 95°C por 3 minutos,

seguida de 35 ciclos de amplificação em três etapas: desnaturação a 94°C por 40 segundos,

anelamento a 58°C por 1 minuto e extensão a 72°C por 2 minutos. Os fragmentos foram

submetidos à eletroforese vertical em gel de poliacrilamida 6% não-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 – Sequência de iniciadores utilizados na análise do polimorfismo de Hp.

Haptoglobina Sequência de nucleotídeos (5’ 3’) Referência

F3 CAG GAG TAT ACA CCT TAA ATG

Yano et al.,
1998

S2 TTA TCC ACT GCT TCT CAT TG

C42 TTA CAC TGG TAG CGA ACC GA

C72 AAT TTA AAA TTG GCA TTT CGC C

C51 GCA ATG ATG TCA CGG ATA TC

Tabela 10 – Pares de iniciadores utilizados na análise do polimorfismo de Hp e seus respectivos

tamanhos.

Alelo Par de iniciador Tamanho do
fragmento

Hp1F F3 e C72 1,4 Kb

Hp1S C51 e S2 1,2 Kb

Hp2 F3 e C42 935 pb

Figura 5 – Análise do polimorfismo da cadeia  da haptoglobina.

Os produtos da PCR foram submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida 6%,
seguida por coloração com nitrato de prata. Cada genótipo está representado por
três poços. Os tamanhos dos produtos das PCRs são indicados na lateral direita.

4.3.9. Dosagens séricas de TGO, TGP e CPK

Foram realizadas pelo Laboratório Sabin em um mesmo analisador automatizado, ADVIA

1650 (Bayer Diagnostics), usando-se os reagentes apropriados ADVIA e seguindo-se os

protocolos do fabricante.
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4.3.10. Hemograma

Os exames foram realizados pelo Laboratório 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 Excelência para

Laboratórios Médicos, Control-Lab).

4.3.11. Lipidograma

As dosagens séricas de colesterol total, triglicerídeos, LDL, HDL e VLDL foram realizadas

pelo Laboratório Sabin, usando-se método colorimétrico enzimático executado em analisador

automatizado Advia 1650 (Bayer Diagnostics).

4.3.12. Dosagem sérica de PCR-US

A PCR-US foi dosada pelo Laboratório Sabin, através de ensaio imunométrico (Immulite

2000).

4.3.13. Análises Estatísticas

Os marcadores utilizados foram submetidos ao teste de probabilidade de aderência ao

Equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) pelo método convencional do qui-quadrado ( 2). Os p-valores

foram estimados pelo Método de Cadeia de Markov, utilizando-se o programa Genepopweb

versão 4.0 (http://genepop.curtin.edu.au). O mesmo programa foi usado para calcular as

frequências alélicas e genotípicas de cada loco e os parâmetros de diversidade genética tais como

heterozigosidade observada (Hi), heterozigosidade esperada (Hs) e coeficiente de endogamia

intrapopulacional (FIS).

Para verificar diferenças nos valores dos exames antes e depois das cápsulas de pequi foi

usado o teste T para amostras dependentes. A influência de variáveis tais como sexo, faixa etária,

Km percorrido e genótipos foi investigada através do seguinte modelo de ANOVA: Yijk =  + i + j

+ ( )ij + eijk, onde   é a média geral, i o efeito da cápsula do pequi, j o efeito da j-ésima variável

testada e eijk o erro aleatório. Considerou-se para essas análises apenas os casos em que o erro

aleatório eijk apresentou distribuição normal com média zero e variância constante. Também foram

considerados apenas os casos em que os erros associados às observações foram não

correlacionados. Uma vez confirmada a não-interação entre o tratamento com as cápsulas de

pequi e as variáveis estudadas (sexo, faixa etária, Km percorrido e genótipos), prosseguiu-se com

as análises de cada variável separadamente. Neste caso, quando os efeitos das variáveis foram
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diferentes de zero, utilizou-se o teste LSD de Fisher para verificar diferenças entre as categorias

das variáveis estudadas. Nos casos em que o teste LSD de Fisher detectou diferenças, trabalhou-

se com o teste T para amostras dependentes para verificar diferenças nas comparações antes-

depois do tratamento com pequi dentro de cada uma das categorias de variáveis. Quando a

interação entre a utilização das cápsulas de pequi e a variável estudada não foi rejeitada, as

limitações das técnicas de análise de variância impossibilitaram prosseguir separadamente com as

análises. As análises foram feitas utilizando-se os softwares aplicativos SPSS (Statistical Package

for the Social Sciences) versão 17.0 e SAS (Statistical Analysis System) versão 9.1.3, service pack

3.
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5. RESULTADOS

5.1. Obtenção dos extratos

5.1.1. Verificação do melhor sistema para extração

Uma vez que em testes prévios com os extratos aquoso (EAP) e clorofórmico (ECP) o

rendimento-massa foi menor na extração em aparelho soxhlet do que por maceração a frio (dados

não mostrados), optou-se pelo segundo tipo de extração, visando não só um maior rendimento

mas também evitar a perda de componentes termossensíveis. Posteriormente o método de

extração por infusão também foi testado para a obtenção do extrato aquoso. Visto que este

método forneceu maior rendimento-massa e houve menos problema de contaminação, foi

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

5.1.2. Verificação do rendimento-massa

Os resultados da extração da polpa com diferentes solventes e o rendimento-massa de

cada extrato são mostrados na Tabela 11. Nesta etapa, o extrato aquoso (EAP) foi obtido por

infusão, enquanto os outros extratos, por maceração a frio. Durante a remoção dos solventes,

EAP produziu muita espuma (persistente), indicando a presença de saponinas. EEP e EHEP

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

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

Solvente Extrato Rendimento-massa
(g/100g polpa)

Hexano Extrato hexânico (EHP) 2.8
Clorofórmio Extrato clorofórmico (ECP) 3.9

Água destilada Extrato aquoso (EAP) 3.4
Etanol Extrato etanólico (EEP) 3.0

Água destilada/etanol (1:1) Extrato hidro-etanólico (EHEP) 2.2

Embora o rendimento-massa de EAP e de ECP tenham sido similares, a remoção da água

do EAP foi extremamente demorada, uma vez que nesta etapa os solventes foram removidos à

temperatura ambiente. Enquanto somente algumas horas foram requeridas para remover o

clorofórmio do ECP, foram necessários três dias para que a água fosse completamente retirada do

EAP. Neste caso, o EAP foi congelado entre os procedimentos de remoção do solvente para evitar

a contaminação.
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5.2. Testes pré-clínicos e toxicológicos em camundongos

5.2.1. Teste do micronúcleo (MN)

A média e o desvio-padrão (DP) dos resultados obtidos na pesquisa de micronúcleos em

células da medula óssea de camundongos são apresentados na Tabela 12. Como previamente

publicado (Miranda-Vilela et al., 2008), nenhuma das concentrações usadas de EOP (1 mL kg 1 ou

0,5 mL kg 1, grupos M3 e M8, respectivamente) teve efeito clastogênico ou citotóxico sobre as

células da medula óssea de camundongos quando comparadas com o grupo controle (M1).

Entretanto, o índice de proliferação celular, expresso como porcentagem de EPC (%EPC),

aumentou nos grupos M3 e M8 (p=0,0117 e p=0,0460, respectivamente). Não houve diferença

significativa nas frequências de MN-EPC (p=0,5780), de MN-ENC (p=0,7004) e do índice de

proliferação celular (p=0,9163) entre os grupos M3 e M8. O grupo tratado com CP a 30 mg kg 1

(M2) apresentou aumento significativo na frequência de MN-EPC (p=0,0006) quando comparado

ao grupo controle (M1), porém não houve redução significativa na %EPC  (p=0,5286). O

tratamento conjugado de CP a 30 mg kg 1 com  EOP  a  0,5  mL  kg 1 (grupo M9) não afetou

significativamente a porcentagem de EPC quando comparado ao grupo M2. No entanto, o

aumento da frequência de MN-EPC durante o tratamento conjugado de CP a 30 mg kg 1 com EOP

a 1 mL kg 1 (grupo M4) foi maior do que a soma das frequências individuais apresentadas por CP

e EOP (p = 0,0309). BLM a 50 mg kg 1 (grupo M5) provocou lise das células da medula óssea,

como mostrado na Figura 6. Na concentração de 25 mg kg 1, a BLM não alterou significativamente

a frequência de MN-EPC (grupo M7 contra grupo M1), mas na concentração de 10 mg kg 1 (grupo

M11) houve indução significativa de MN-EPC .
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Tabela 12 – Avaliação de micronúcleos (MN) nas células da medula óssea de camundongos da
linhagem Swiss albino tratados por via oral (v.o.) com extrato orgânico (EOP) da
polpa do fruto do pequi (Caryocar brasiliense Camb.), exclusivamente ou conjugado
com uma única injeção intraperitoneal (i.p.) de Bleomicina (BLM) ou de
Ciclofosfamida (CP).

Eritrócitos policromáticos (EPC)
Eritrócitos

normocromáticos
(ENC)

Grupo Tratamento

Índice de
proliferação

celular
(%EPC)

Média e DP do
número de MN

Média e DP do
número de MN

M1 Controle (água filtrada) 59,22  3,34 1,38  1,06 0,75  0,88
M2 CP (30 mg kg 1, i.p., 24 h antes do

sacrifício)
58,23  6,81 11,5  6,71g 0,5  0,92

M3 EOP (1 mL kg 1, v.o., durante 10
dias)

67,26  6,33a 1  0,75 0,5  1,06

M4 EOP (1 mL kg 1, v.o., durante 10
dias) + CP (30 mg kg 1, i.p., 24 h
antes do sacrifício)

63,00  10,10 22,63  13,23h,i 1,25  1,48

M5 BLM (50 mg kg 1, i.p., 24 h antes do
sacrifício)

0* 0* 0*

M6 EOP (1 mL kg 1, v.o., durante 10
dias) + BLM (50 mg kg 1, i.p., 24 h
antes do sacrifício)

53,65  8,38b 5,37  2,82j,k 2,00  1,41

M7 BLM 25 mg kg 1, i.p., 24 h antes do
sacrifício)

49,99 11,88 2,25  1,38 1,75  1,03

M8 EOP (0,5 mL kg 1, v.o., durante 10
dias)

67,62  9,66c 1,00  1,41 0,5  0,75

M9 EOP (0,5 mL kg 1, v.o., durante 10
dias) + CP (30 mg kg 1, i.p., 24 h
antes do sacrifício)

57,84  7,31 9,25  4,71 1,87  1,95

M10 EOP (0,5 mL kg 1, v.o., durante 10
dias) + BLM 25 mg kg 1, i.p., 24 h
antes do sacrifício)

51,01  6,56d 2,75  0,88l 0,63  0,74o

M11 BLM (10 mg kg 1, i.p., 24 h antes do
sacrifício)

59,07  2,28 8,25  3,24m 1,37  1,18

M12 EOP (0,5 mL kg 1, v.o., durante 10
dias) + BLM (10 mg kg 1, i.p., 24 h
antes do sacrifício)

65,37  6,77e,f 5,37  1,50n 1,62  1,59

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

ap=0,0117 comparado com M1. bp=0,0003 comparado com M5. cp=0,0460 comparado com M1. dp=0,01003
comparado com M1. ep=0,0357 comparado com M11. fp=0,0357 comparado com M1. gp=0,0006 comparado
com M1. hp=0,0309 comparado com M2. ip=0,0006 comparado com M1. jp=0,0003 comparado com M5.
kp=0,0009 comparado com M1. lp=0,0172 comparado com M1. mp=0,0006 comparado com M1. np=0,0009
comparado com M1. op=0,0332 comparado com M7.

A comparação dos grupos M5 e M6 mostrou que o EOP a 1 mL kg 1 protegeu claramente

as células da medula óssea contra a lise induzida pela BLM a 50 mg kg 1 (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 1 + BLM a 25 mg kg 1 (grupo M10) não afetou significativamente a frequência de
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MN-EPC, mas reduziu a frequência de MN-ENC quando comparado ao grupo M7 (p=0,0332).

Apesar da redução de MN-EPC não ter sido significativa quando comparados os grupos M11

(BLM a 10 mg kg 1)  e  M12  (EOP  a  0,5  mL  kg 1 + BLM a 10 mg kg 1), a %EPC aumentou

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

5.2.2. Teste do Cometa

Como previamente publicado (Miranda-Vilela et al., 2008 – Anexo III), a Tabela 13 mostra

a média e o desvio-padrão (DP) do índice de danos no DNA (ID) obtidos no teste do cometa

realizado em leucócitos do sangue periférico de camundongos tratados com EOP (0,5 mL kg 1;

grupo C3) e EAP (1 mL kg 1; grupo C7). Os tratamentos com EOP (C3) e EAP (C7) não afetaram

significativamente o índice de danos no DNA (ID), se comparados com o grupo C1 (controle

negativo), indicando que os extratos não tiveram efeito genotóxico sobre as células.

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

Média e DP do IDGrupos Tratamentos

C1 Controle (água filtrada) 121,00  20,89
C2 CP (30 mg kg 1, i.p., 48 e 24 h antes do sacrifício) 313,50  26,91a

C3 EOP (0,5 mL kg 1, v.o., durante 10 dias) 171,13  68,18
C4 EOP (0,5 mL kg 1, v.o., durante 10 dias) + CP (30 mg kg 1, i.p.,

48 e 24 h antes do sacrifício)
144,75  57,22b

C5 BLM (25 mg kg 1, i.p., 24 h antes do sacrifício) 180,25  39,96c

C6 EOP (0,5 mL kg 1, v.o., durante 10 dias) + BLM (25 mg kg 1, i.p.,
24 h antes do sacrifício)

157,75  27,03d

C7 EAP (1 mL kg 1, v.o., durante 10 dias) 169,25  33,13
C8 EAP (1 mL kg 1, v.o., durante 10 dias) + CP (30 mg kg 1, i.p., 48

e 24 h antes do sacrifício)
139,13  16,57e

C9 EAP (1 mL kg 1, v.o., durante 10 dias) + BLM (25 mg kg 1, i.p.,
24 h antes do sacrifício)

131,13  14,29f,g

ap=0,0008 comparado com C1. bp=0,0008 comparado com C2. cp=0,0016 comparado com C1. dp=0,0134
comparado com C1. ep=0,0008 comparado com C2. fp=0,0273 comparado com C6. gp=0,0023 comparado
com C5.

CP a 30 mg kg 1 (grupo C2) e BLM a 25 mg kg 1 (grupo C5) foram significativamente

genotóxicas quando comparadas com o grupo C1 (p=0,0008 e p=0,0016, respectivamente). Por

outro lado, não houve diferença significativa nas comparações do grupo controle (C1) com os
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grupos C4 e C8, indicando que nas concentrações testadas ambos os extratos foram eficientes

em proteger as células contra a genotoxicidade de CP a 30 mg kg 1. A comparação do grupo C2

com os grupos C4 e C8 corroborou com este efeito protetor (p=0,0008 em ambos os casos).

Quando o grupo C5 foi comparado com os grupos C6 e C9, somente o EAP mostrou proteção

significativa (p=0,0023), indicando que o EAP a 1 mL kg 1 forneceu a maior proteção do que EOP

a 0, 5 mL kg 1 contra o efeito genotóxico da BLM a 25 mg kg 1.

5.2.3. Teste de TBARS

A média e o desvio-padrão (DP) dos resultados da fluorescência, bem como a

concentração média de malonaldeído (MDA) em nmol/mL verificada a partir da comparação da

curva-padrão com a fluorescência obtida no teste de TBARS com camundongos são mostrados na

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

Tabela 14  Peroxidação lipídica no plasma (níveis de TBARS) de camundongos da linhagem
Swiss albino tratados por via oral (v.o.) com extrato orgânico (EOP) ou extrato
aquoso (EAP) da polpa do fruto do pequi (Caryocar brasiliense Camb.).

Grupos Tratamentos Média e DP da
fluorescência

MDA (nmol/mL)
(média ± DP)

T1 Controle fêmea (água filtrada) 311,16  41,26 0,023  0,003
T2 Controle macho (água filtrada) 307,90  18,17 0,023  0,001
T3 Fêmeas tratadas com EOP (0,5 mL

kg 1, v.o., durante 10 dias) 337,31  39,59 0,025  0,003

T4 Machos tratados com EOP (0,5 mL
kg 1, v.o., durante 10 dias) 421,36  46,29a 0,031  0,003a

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

T6 Machos tratados com EAP (1 mL
kg 1, v.o., durante 10 dias) 392,20  39,95c 0,029  0,003c

ap=0,00002 comparado com T2. bp= 0,0248 comparado com T1. cp=0,0001 comparado com T2.

Não houve diferença estatisticamente significativa entre os sexos, quando comparados os

grupos controle fêmea (T1) e controle macho (T2). Não houve igualmente diferença significativa

entre os grupos T1 e T3, T3 e T5 ou T4 e T6. Entretanto, camundongos tratados com EAP

apresentaram aumento significativo da peroxidação lipídica (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 voluntários atletas

5.3.1. Análise dos marcadores genéticos

A distribuição das frequências alélicas dos locos de Hp, Mn-SOD, CAT e GPX1 e os

parâmetros de diversidade genética são apresentados na Tabela 15, enquanto a distribuição das

frequências genotípicas e os dados para o teste 2 (EHW) são mostrados na Tabela 16. O teste de

aderência ao equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) indicou a existência de desvios significativos

nos locos de Hp (p=0,0074) e Mn-SOD (p=0,0000), condizentes com uma deficiência de

heterozigotos para o loco da Hp (p=0,9990 para H0= excesso de heterozigotos; p=0,0009 para H0=

deficiência de heterozigotos) e um excesso de heterozigotos para o loco da Mn-SOD (p=0,0000

para H0= excesso de heterozigotos; p=1 para H0= deficiência de heterozigotos). Comparando os

valores de heterozigosidade observada (Hi) e esperada (Hs) do loco Hp (Tabela 15), podemos

notar que os principais fatores que contribuíram para o desvio do EHW foram a maior frequência

observada de Hp1F-1F e de Hp1S-1S em relação à esperada e a menor frequência observada de

Hp1F-1S em relação à esperada (Tabela 16). Quando os alelos Hp*1 foram tratados como um

bloco único, a distribuição das frequências dos genótipos Hp apresentou-se de acordo com o EHW

(p=0,2181), sendo rejeitadas as hipóteses de excesso ou deficiência de heterozigotos (p>0,05). A

distribuição das frequências nos locos de CAT e GPX1 apresentou-se de acordo com o EHW,

sendo rejeitadas as hipóteses de excesso ou deficiência de heterozigotos para esses locos

(p>0,05). Os valores do coeficiente de endogamia intrapopulacional (FIS) indicaram a existência de

níveis 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 Hi mais altos do que os

valores de Hs, sendo o valor de FIS compatível com seleção a favor dos heterozigotos ou exogamia

(FIS= 0,6302) (Tabela 15). Porém, quando a população foi testada como um todo (teste multi-

locos), os valores de p obtidos pelo Método de Cadeia de Markov foram condizentes com a

rejeição da hipótese H0 de excesso de heterozigotos (p=0,6578) ou de deficiência de heterozigotos

(p=0,3271).



Resultados

Ana Luisa Miranda-Vilela              58

Tabela 15  Distribuição das frequências alélicas dos locos de haptoglobina, MN-SOD, CAT e GPX1 e parâmetros de diversidade genética.

Marcadores
Haptoglobina Mn-SOD CAT GPX1

Alelos Hp*1 Alelo
Hp*2

Alelo 1
(Val)

Alelo 2
(Ala) Alelo A Alelo T Alelo 1

(Pro)
Alelo 2
(Leu)Hp*1F Hp*1S Total

Frequências alélicas 0,176 0,332 0,508 0,492 0,568 0,432 0,396 0,604 0,688 0,312
Heterozigosidade
observada (Hi) 0,504* 0,800** 0,424 0,400

Heterozigosidade esperada
(Hs) 0,6167* 0,4908** 0,4784 0,4293

Coeficiente de endogamia
intrapopulacional (FIS) +0,1828 0,6302 +0,1137 +0,0683

*, **Valores de p<0,05 indicam, respectivamente, deficiência (p=0,0009) e excesso (p=0,0000) de heterozigotos e foram gerados pelo programa de estatística
Genepopweb versão 4.0.

Tabela 16  Distribuição das frequências genotípicas dos locos de haptoglobina, MN-SOD, CAT e GPX1 e dados para o teste de aderência ao Equilíbrio
de Hardy-Weinberg (EHW) pelo método convencional do chi-quadrado ( 2).

Marcadores Haptoglobina* Mn-SOD* CAT GPX1
Genótipos 1F-1F 1F-1S 1S-1S 1F-2 1S-2 2-2 1-1 1-2 2-2 AA AT TT 1-1 1-2 2-2

Frequências
genotípicas 0,064 0,064 0,160 0,160 0,280 0,272 0,168 0,800 0,032 0,184 0,424 0,392 0,488 0,400 0,112

N° de
indivíduos
observado

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

N° de
indivíduos
esperado

3,87 14,61 13,78 21,65 40,84 30,26 40,33 61,34 23,33 19,60 59,80 45,60 59,17 53,66 12,17

*Valores de p<0,05 indicam desvio no Equilíbrio de Hardy-Weinberg (p=0,0074 para Hp e p=0,0000 para Mn-SOD) e foram gerados pelo programa de estatística
Genepopweb versão 4.0.
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5.3.2. Avaliação dos efeitos do óleo de pequi (Caryocar brasiliense Camb.)
contra danos oxidativos induzidos pelo exercício

Todos os resultados dos exames realizados pelo Laboratório Sabin foram comparados

com os valores de referência fornecidos pelo laboratório (Anexo VII).

A distribuição dos atletas por faixa etária no grupo total e por sexo é mostrada na Tabela

17.

Tabela 17  Distribuição dos atletas por faixa etária (em anos) no grupo total e por sexo.

Faixa etária 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
45 anos 17 08 09

A distribuição dos atletas por distância percorrida pelo grupo total e por sexo é mostrada

na Tabela 18.

Tabela 18  Distribuição dos atletas por distância percorrida (em Km) pelo grupo total e por sexo.

Distância 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 influências da suplementação com óleo de pequi nas dosagens séricas de TGO, TGP e

CPK e no índice de danos no DNA (ID – teste do cometa) do grupo total são mostradas nas

Figuras 6 e 7. Após ingestão do óleo do pequi houve uma tendência geral de redução 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 após tratamento com peróxido de hidrogênio a 250 M 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 H2O2 a 1mM).
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Figura 6 – Influências da suplementação com óleo de pequi nas dosagens
séricas de TGO e TGP do grupo total.

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

Figura 7 – Influências da suplementação com óleo de pequi nas dosagens
séricas de CPK e no índice de danos no DNA (ID – teste do cometa) do grupo
total.

Os dados correspondem às médias e ao erro padrão da média (EP). Os asteriscos
indicam diferenças significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,01) na
comparação antes-depois dos valores pelo Teste T para amostras dependentes.
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As influências da suplementação com óleo de pequi nas dosagens séricas de TGO, TGP e

CPK e no índice de danos no DNA (ID – teste do cometa) dos sexos masculino e feminino são

mostradas nas tabelas 19 e 20.

Tabela 19  Influências da suplementação com óleo 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 ±
0,95

30,38 ±
0,82

23,77 ±
1,23

23,18 ±
1,18

373,56 ±
47,37

293,82 ±
30,48

Feminino 27,84 ±
1,32

24,92 ±
0,89*

22,04 ±
1,78

19,24 ±
0,90*

149,92 ±
16,99

150,76 ±
18,07

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). Os asteriscos indicam diferenças
significativas (*p<0,05) na comparação antes-depois dos valores pelo Teste T para amostras dependentes,
sendo p=0,0186 para TGO e p=0,0334 para TGP.

Tabela 20  Influências da suplementação com óleo de pequi no índice de danos no DNA (ID –
teste do cometa) dos sexos masculino e feminino.

Sexo ID controle ID 250 m ID 1mM
Antes Depois Antes Depois Antes Depois

Masculino 241,38 ±
3,09

231,99 ±
4,01*

249,68 ±
4,31

249,43 ±
4,09

266,76 ±
3,25

258,92 ±
4,77

Feminino 256,59 ±
4,27

239,12 ±
3,50**

262,55 ±
5,45

264,20 ±
5,01

272,86 ±
4,34

263,27 ±
5,18

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). Os asteriscos indicam diferenças
significativas (*p=0,0382) e altamente significativas (**p=0,0010) na comparação antes-depois dos valores
pelo Teste T para amostras dependentes.

O modelo de análise de variância usado para verificar a influência da variável sexo

mostrou que não houve interação entre os fatores tratamento com as cápsulas de pequi e

categorias da variável em questão (homens e mulheres) para os testes utilizados (TGO, TGP,

CPK, ID controle, ID 250 M e ID 1mM de H2O2). Sendo assim, prosseguiu-se separadamente com

as análises.

Os resultados mostraram fortes evidências de que o fator sexo exerceu efeito na resposta

das variáveis TGO e TGP, que apresentaram diferenças altamente significativa entre as médias

(p<0,0001 para TGO e TGP). Nas comparações antes-depois o teste T para amostras

dependentes mostrou diferenças significativas nos valores de TGO e TGP apenas para o 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 cápsulas de pequi e sexo) tiveram efeito na resposta

da variável ID controle. Nos dois casos verificou-se diferença significativa entre as médias

(p=0,0006 para tratamento com as cápsulas de pequi e p=0,0041 para os sexos). O teste T para

amostras dependentes indicou que a redução no ID controle observada após tratamento com
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pequi foi altamente significativa para mulheres (p=0,0010) e significativa para homens (p=0,0382).

Já no tratamento com H2O2, somente o fator sexo influenciou na resposta da variável ID 250 M

(p=0,0039), porém o fator sexo não influenciou na resposta da variável ID 1mM e o tratamento

com as cápsulas de pequi obteve um p-valor um pouco acima do nível de significância comumente

utilizado (p=0,0539). Em ambos os tratamentos com H2O, não foram mostradas diferenças

significativas nas comparações antes-depois pelo teste T para amostras dependentes para

nenhum dos sexos.

A influência da suplementação com óleo de pequi nas diferentes faixas etárias (Tabelas 21

e 22) mostrou igualmente uma tendência geral de redução da média e do erro padrão da média

(EP) nos valores dos testes para quase todos os grupos etários. A análise de variância mostrou

que não houve interação entre os fatores tratamento e idade para os testes de TGO, TGP, CPK,

ID controle e ID 1mM de H2O2.  Portanto, para esses testes foi possível prosseguir separadamente

com as análises. Já para o tratamento com peróxido a 250 M (ID 250 M) a interação entre os

fatores tratamento e idade não foi rejeitada (p=0,0263). Sendo assim, as limitações das técnicas

de análise de variância impossibilitaram analisar separadamente o efeito de cada uma das faixas

etárias sobre a variável em questão.

Tabela 21  Influência da suplementação com óleo de pequi nos testes de TGO, TGP e CPK por
faixa etária.

Faixa Etária
TGO (U/L) TGP (U/L) CPK (U/L)

Antes Depois Antes Depois Antes Depois

15–19 32,55 ±
2,16

27,60 ±
1,59*

21,7 ±
1,43

21,25 ±
2,06

433,85 ±
138,84

327,75 ±
59,00

20–24 29,04 ±
2,19

26,4 ±
1,28

22,36 ±
3,19

18,88 ±
1,49

269,72 ±
56,16

249,04 ±
72,08

25–29 27,96 ±
1,28

28,46 ±
1,46

20,08 ±
1,45

20,21 ±
1,65

337,57 ±
72,03

248,09 ±
31,56

30–34 28,75 ±
2,21

27,83 ±
3,00

21,08 ±
3,36

19,08 ±
2,63

231,33 ±
43,36

156,83 ±
15,19

35–39 31,63 ±
2,25

29,75 ±
1,36

26,69 ±
3,31

25,00 ±
2,93

234,69 ±
48,43

226,25 ±
42,91

40–44 26,89 ±
1,45

27,89 ±
1,67

22,22 ±
2,34

23,67 ±
2,94

198,44 ±
58,05

166,11 ±
35,07

45 anos 31,00 ±
2,23

30,18 ±
2,16

28,47 ±
2,85

25,53 ±
1,97

183,24 ±
27,89

197,18 ±
39,56

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). U/L = unidades por litro. O asterisco
indica diferença significativa (*p=0,0134) na comparação antes-depois dos valores pelo Teste T para
amostras dependentes.

Em relação à TGO a análise de variância mostrou que nem o tratamento com pequi nem a

faixa etária influenciaram, pelos altos p-valores observados; entretanto, o teste T indicou redução

significativa nos valores de TGO para a faixa etária de 15 19 anos (p=0,0134) após tratamento
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com pequi. Já para TGP, apenas a idade exerceu influência (p=0,0148). Para detectar diferenças

entre faixas etárias específicas utilizou-se o teste LSD de Fisher, cujos resultados (p-valores) são

apresentados na Tabela 23. Os p-valores significativos (p<0,05) e altamente significativos (p<0,01)

foram destacados em vermelho.

Tabela 22  Influência da suplementação com óleo de pequi no índice de danos no DNA (ID –
teste do cometa) por faixa etária.

Faixa Etária
ID controle (ua) ID H2O2 250 M (ua) ID H2O2 1mM (ua)

Antes Depois Antes Depois Antes Depois

15–19 249,75 ±
5,49

249,15 ±
4,41

251,50 ±
7,61

266,05 ±
5,51

269,60 ±
5,86

278,05 ±
4,86

20–24 245,52 ±
5,51

221,2 ±
5,66**

244,44 ±
6,61

254,80 ±
7,77

266,04 ±
6,06

257,12 ±
7,54

25–29 245,28 ±
6,74

231,52 ±
2,87

235,52 ±
7,59

252,44 ±
8,11

261,60 ±
6,92

247,92 ±
7,88

30–34 228,83 ±
5,32

211,33 ±
16,63

264,67 ±
12,75

225,33 ±
10,22

264,58 ±
8,47

237,42 ±
13,44

35–39 256,13 ±
7,67

248,50 ±
6,28

266,25 ±
9,97

253,13 ±
8,79

280,88 ±
6,07

268,06 ±
12,76

40–44 240,90 ±
8,70

237,00 ±
12,70

271,10 ±
7,68

262,00 ±
12,99

272,80 ±
5,05

277,20 ±
11,71

45 anos 258,82 ±
7,29

245,00 ±
5,87

274,41 ±
9,10

266,29 ±
6,10

274,35 ±
7,77

263,59 ±
7,86

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). ID = índice de danos no DNA; ua =
unidades arbitrárias. Os asteriscos indicam diferenças altamente significativas (*p=0,0014) na comparação
antes-depois dos valores pelo Teste T para amostras dependentes.

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

Faixas
etárias

15–19 20–24 25–29 30–34 35–39 40–44  45
anos

15–19 0,6887 0,5372 0,5921 0,0680 0,6068 0,0192

20–24 0,6887 0,8155 0,8299 0,0225 0,4008 0,0047

25–29 0,5372 0,8155 0,9802 0,0136 0,3146 0,0026

30–34 0,5921 0,8299 0,9802 0,0348 0,3620 0,0104

35–39 0,0680 0,0225 0,0136 0,0348 0,3284 0,6408

40–44 0,6068 0,4008 0,3146 0,3620 0,3284 0,1674

 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 diferenças significativas entre a faixa etária de 35 39

anos e as faixas etárias mais jovens (até 30 34 anos) e entre a faixa etária  45 anos e as faixas

etárias mais jovens (até 30 34 anos), não havendo diferenças entre a faixa etária de 40 44 anos e
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as demais. Nenhuma diferença significativa nas comparações antes-depois foi indicada pelo teste

T para amostras dependentes.

Para CPK, verificou-se que a faixa etária influenciou apenas se considerados níveis de

significância superiores a 5,49%.

Quanto ao índice de danos no DNA (ID  teste do cometa), a análise de variância indicou

influência tanto da idade (p<0,0001) quanto do tratamento com pequi (p=0,0028); os resultados

indicaram que houve diferença na comparação antes-depois da ingestão das cápsulas de pequi no

ID controle (p=0,0028), sendo que esta variável diminuiu após a suplementação. As diferenças

entre as faixas etárias detectadas pelo teste LSD de Fisher são 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 H2O2, as análises

indicaram que, após ingestão das cápsulas de pequi, houve redução no ID 1mM de H2O2 em

níveis de significância superiores a 5,78%.

Tabela 24  P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para comparações entre os resultados de ID
controle e as diferentes faixas etárias (em anos).

Faixas
etárias 15–19 20–24 25–29 30–34 35–39 40–44  45

anos

15–19 0,0091 0,0722 0,0001 0,6761 0,1851 0,7148

20–24 0,0091 0,3833 0,0651 0,0041 0,4647 0,0042

25–29 0,0722 0,3833 0,0112 0,0342 0,9426 0,0362

30–34 0,0001 0,0651 0,0112 <0,0001 0,0318 <0,0001

35–39 0,6761 0,0041 0,0342 <0,0001 0,1055 0,9551

40–44 0,1851 0,4647 0,9426 0,0318 0,1055 0,1122

 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 única faixa etária que apresentou diferenças significativas

nas comparações antes-depois pelo teste T para amostras dependentes foi a de 20 24 anos

(p=0,0014).

Como pode ser observado na Tabela 25, o aumento de danos nos tecidos verificado pelas

dosagens séricas de TGO e TGP antes da suplementação com pequi foi proporcional à distância

percorrida, não ocorrendo o mesmo com CPK. Os resultados da estatística descritiva mostraram

que houve uma tendência geral de redução de danos nos tecidos, detectada pelos testes de TGO,

TGP e CPK, para todas as distâncias percorridas após suplementação com o óleo de pequi. O

teste do cometa (controle) apresentou a mesma tendência geral, exceto para a faixa de 16 21 km,
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que apesar de apresentar aumento na média do ID controle, apresentou redução no erro padrão

da média (Tabela 26). Este aumento na média do ID controle após suplementação com óleo de

pequi foi relacionado à distância de 21 Km. Por outro lado, a maior redução na média do ID

controle observada neste estudo foi relacionada à distância de 19 Km.

Tabela 25  Influência da suplementação com óleo de pequi nos testes de TGO, TGP e CPK por
distância percorrida (em Km).

Distância
percorrida

TGO (U/L) TGP (U/L) CPK (U/L)

Antes Depois Antes Depois Antes Depois

4–5 27,65 ±
1,15

26,86 ±
1,07

20,12 ±
1,18

19,43 ±
1,27

219,46 ±
31,03

205,73 ±
23,82

6 7 29,49 ±
1,40

27,24 ±
1,36*

24,43 ±
1,77

21,95 ±
1,26*

348,14 ±
76,76

242,14 ±
33,66

8 10 32,73 ±
1,74

30,50 ±
0,87

24,77 ±
2,72

23,20 ±
1,89

286,40 ±
59,69

260,37 ±
59,27

16 21 34,29 ±
2,93

32,86 ±
2,03

29,43 ±
5,00

28,29 ±
2,29

372,71 ±
98,86

313,00 ±
84,84

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

Tabela 26  Influência da suplementação com óleo de pequi no índice de danos no DNA (ID –
teste do cometa) por distância percorrida (em Km).

Distância
percorrida

ID controle (ua) ID 250 M (ua) ID 1mM (ua)

Antes Depois Antes Depois Antes Depois
4–5 244,00 ±

3,26
234,68 ±

3,87
244,68 ±

4,89
250,32 ±

5,14
267,18 ±

4,07
256,12 ±

6,12
6 7 255,66 ±

5,60
241,76 ±

3,59*
265,63 ±

6,11
269,58 ±

5,75
272,66 ±

5,22
271,08 ±

4,70
8 10 240,60 ±

5,13
219,97 ±

7,61**
249,73 ±

7,56
244,57 ±

5,93
267,77 ±

5,21
250,90 ±

7,92
16 21 255,00 ±

12,28
261,14 ±

8,99
288,71 ±

5,78
258,00 ±

12,31
270,14 ±

7,52
277,71 ±

11,68
Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). ID = índice de danos no DNA; ua =
unidades arbitrárias. Os asteriscos indicam diferenças significativas (p=0,0404) e altamente significativas
(*p=0,0090) na comparação antes-depois dos valores pelo Teste T para amostras dependentes.

A análise de variância para TGO indicou que não houve interação entre os fatores

tratamento e distância percorrida; portanto prosseguiu-se com as análises separadamente para

cada variável (Km). Os resultados também indicaram que os diferentes valores obtidos com as

variáveis TGO e TGP foram influenciados pela distância percorrida (p=0,0010 para TGO e

p=0,0030 para TGP). As diferenças entre distâncias específicas detectadas pelo teste LSD de

Fisher são 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 diferenças significativas nas comparações antes-depois apenas para a

distância 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 comparações entre os resultados de
TGO e as diferentes faixas de distância percorrida (em Km).

Distância
percorrida 4–5 6–7 8–10 16–21

4–5 0,3575 0,0008 0,0051
6–7 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 comparações entre os resultados de
TGP e as diferentes faixas de distância percorrida (em Km).

Distância
percorrida 4–5 6–7 8–10 16–21

4–5 0,0280 0,0111 0,0017
6–7 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 relação à CPK a análise de variância indicou que nem o tratamento com pequi nem a

distância percorrida influenciaram, pelos altos p-valores observados. Para o teste do cometa, os

resultados também indicaram influência da distância percorrida sobre o ID controle (p=0,0005). As

diferenças entre distâncias específicas detectadas pelo teste LSD de Fisher são 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 diferenças

significativas nas comparações antes-depois apenas para as faixas de distância 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 comparações entre os resultados de ID
controle e as diferentes faixas de distância percorrida (em Km).

Distância
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 H2O2 os resultados da análise de variância indicaram que,

para o ID 250 M houve influência apenas da distância percorrida (p=0,0002), enquanto o ID 1mM

não foi influenciado nem pelo tratamento com as cápsulas de pequi nem pela distância percorrida.

O teste T para amostras dependentes mostrou diferenças significativas nas comparações antes-

depois no ID 250 M exclusivamente para a distância de 16 21 Km (p=0,0235).

O modelo de análise de variância usado para verificar a influência dos genótipos mostrou

que não houve interação entre os fatores tratamento e genótipos para os testes utilizados (TGO,

TGP, CPK e cometa). Sendo assim, prosseguiu-se separadamente com as análises. Nos casos

em que os efeitos das variáveis consideradas foram diferentes de zero, utilizou-se o teste LSD de

Fisher.

Para haptoglobina, CAT e GPX1, a análise de variância indicou efeito nulo dos genótipos

nos valores das variáveis TGO, TGP, CPK e cometa (ID controle, ID 250 M e ID 1mM) ou seja, os

genótipos de haptoglobina, CAT e GPX1 não influenciaram na resposta ao tratamento com as

cápsulas de pequi. Consequentemente as análises e conclusões foram as mesmas obtidas

quando não se levou em consideração o genótipo.

Já no caso da Mn-SOD, a análise de variância indicou influência dos genótipos nos

valores das variáveis TGO (p=0,0080), TGP (p=0,0122) e ID controle (p=0,0167). O teste LSD de

Fisher mostrou diferenças entre os genótipos 1-1 e 1-2 para TGO (p=0,0019) e TGP (p=0,0304) e

entre os genótipos 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 comparações antes-depois o teste T para amostras dependentes

indicou diferenças significativas apenas para o genótipo 1-2 nos valores de TGO (p=0,0150) e ID

controle (p=0,0004), cujos valores diminuíram após o tratamento com pequi; para TGP

poderíamos considerar resultado semelhante se usados níveis de significância superiores a

5,88%. As influências dos genótipos de Mn-SOD nas dosagens séricas de TGO e TGP no índice

de danos no DNA (ID controle – teste do cometa) do grupo total antes e após a suplementação

com o óleo de pequi são mostradas nas Figuras 8 e 9.



Resultados

Ana Luisa Miranda-Vilela 68

Figura 8 – Influência dos genótipos de Mn-SOD nas dosagens séricas de TGO e TGP antes e
depois da suplementação com óleo de pequi.

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). As letras indicam diferenças
significativas entre os genótipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relação a c; b =
significativo em relação a d. O asterisco indica diferença significativa (*p<0,05) na comparação antes-
depois pelo Teste T para amostras dependentes.

Figura 9 – Influência dos genótipos de Mn-SOD no índice de danos no DNA (ID controle
teste do cometa) antes e depois da suplementação com óleo de pequi.

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média) e os valores de ID são dados em
unidades arbitrárias (ua). As letras indicam diferenças significativas entre os genótipos pelo teste LSD de
Fisher, sendo a = significativo em relação a c; b = significativo em relação a c. Os asteriscos indicam
diferenças altamente significativas (**p<0,01) na comparação antes-depois pelo Teste T para amostras
dependentes.
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5.3.2.2. Hemograma

As influências da suplementação com óleo de pequi nas variáveis do hemograma são

apresentadas nas Tabelas 30 e 31. No eritrograma houve uma tendência geral de redução de

hemácias, de hemoglobina, de hematócrito e da anisocitose (avaliada pelo RDW, do inglês Red

Cell Distribution Width), bem como de aumento nos valores das médias dos índices

hematimétricos VCM (volume corpuscular médio), HCM (hemoglobina corpuscular média) e

CHCM (concentração hemoglobínica corpuscular média), tanto no grupo total quanto para os

sexos, exceto VCM para o grupo de mulheres (Tabela 30). No leucograma houve uma tendência

geral de redução de linfócitos e de segmentados, assim como de aumento de monócitos, tanto

para o grupo total quanto para os sexos, não havendo alteração nas médias dos valores de

bastonetes. Tendência geral de redução nos valores da média também foi observada para as

plaquetas, tanto para o grupo total quanto para os sexos após a suplementação com o óleo de

pequi (Tabela 31). No eritrograma do grupo total, os resultados do teste T para amostras

dependentes foram significativos para a redução de hemácias (p=0,0007), de hematócrito

(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 monócitos (p=0,0097) e redução de plaquetas (p=0,0005).

Uma vez que a não homogeneidade da variância inviabilizou as análises de bastonetes,

não sendo possível afirmar nada além da análise descritiva, cujas médias praticamente não se

alteraram antes (26,02 ± 7,62) e depois (26,90 ± 7,70) do pequi, esta variável não será

apresentada.



Resultados

Ana Luisa Miranda-Vilela 70

Tabela 30  Influências da suplementação com óleo de pequi nos valores das variáveis do eritrograma do grupo total e por sexo.

Hemácias
(milhões/mm3)

Hemoglobina
(g/dL)

Hematócrito
(%)

VCM
(fl)

HCM
(pg)

CHCM
(g/% ou g/dL)

RDW
(%)

Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
Total

(N=119)
5,23 ±
0,05

5,15 ±
0,05**

14,47 ±
0,27

14,41 ±
0,28

45,01 ±
0,34

44,33 ±
0,33**

86,25 ±
0,35

86,29 ±
0,35

29,46 ±
0,14

29,79 ±
0,14**

34,16 ±
0,09

34,53 ±
0,06**

14,84 ±
0,09

14,26 ±
0,10**

Homens
(N=74)

5,47 ±
0,05

5,40 ±
0,05**

14,83 ±
0,39

14,77 ±
0,39

46,85 ±
0,33

46,25 ±
0,31*

85,79 ±
0,46

85,93 ±
0,48

29,33 ±
0,19

29,61 ±
0,19**

34,18 ±
0,11

34,47 ±
0,08*

14,96 ±
0,12

14,18 ±
0,11**

Mulheres
(N=45)

4,83 ±
0,05

4,75 ±
0,05*

13,88 ±
0,33

13,81 ±
0,33

41,98 ±
0,46

41,17 ±
0,42*

86,99 ±
0,49

86,89 ±
0,47

29,68 ±
0,21

30,08 ±
0,19*

34,12 ±
0,16

34,63 ±
0,09**

14,65 ±
0,14

14,38 ±
0,18

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). VCM = Volume Corpuscular Médio; HCM = Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM = Concentração
Hemoglobínica Corpuscular Média; RDW = amplitude ou variação da distribuição do tamanho dos eritrócitos; do inglês Red Cell Distribution Width; g/dL= gramas por
decilitro; fl=fentolitros; pg=picogramas; g/%=gramas por porcentagem. Os asteriscos indicam diferenças significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,01) na
comparação antes-depois pelo Teste T para amostras dependentes.

Tabela 31  Influências da suplementação com óleo de pequi nos valores das variáveis do leucograma e das plaquetas do grupo total e por sexo.

Leucócitos totais
(/mm3)

Linfócitos
(/mm3)

Segmentados
(/mm3)

Monócitos
(/mm3)

Plaquetas
(mil/mm3)

Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
Total

(N=119)
7449,15 ±

207,22
7470,34 ±

178,91
2671,08 ±

89,20
2624,26 ±

92,10
4017,89 ±

159,85
3976,42 ±

133,07
497,07 ±

20,41
549,18 ±
18,99**

335,27 ±
6,34

312,16 ±
5,92**

Homens
(N=74)

7391,78 ±
237,25

7394,52 ±
226,14

2737,96 ±
110,53

2668,45 ±
114,95

3871,44 ±
188,62

3855,45 ±
174,32

509,15 ±
27,47

555,82 ±
25,41

336,72 ±
7,99

309,65 ±
7,26**

Mulheres
(N=45)

7542,22 ±
386,90

7593,33 ±
294,76

2562,58 ±
150,41

2552,58 ±
154,55

4255,47 ±
285,74

4172,67 ±
203,47

477,47 ±
29,81

538,40 ±
28,22**

332,89 ±
10,50

316,29 ±
10,19*

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). Os asteriscos indicam diferenças significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,01) na
comparação antes-depois pelo Teste T para amostras dependentes.
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O modelo de análise de variância usado para verificar a influência da variável sexo

mostrou que não houve interação entre os fatores tratamento com as cápsulas de pequi e

categorias da variável sexo (homens e mulheres) para as variáveis analisadas no hemograma.

Sendo assim, prosseguiu-se separadamente com as análises. Nos casos em que os efeitos das

variáveis consideradas foram diferentes de zero, utilizou-se o teste LSD de Fisher. Os p-valores

obtidos na análise de variância do hemograma indicaram que apenas a variável sexo influenciou

nos resultados obtidos com hemácias (p<0.0001), hemoglobina (p=0,0169), hematócrito

(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 à CHCM, apesar dos resultados terem indicado influência do tratamento com

pequi (p=0,0005), uma suposição do modelo não foi aceita (constância da variância do erro

aleatório). Logo, não foi possível afirmar nada além da análise descritiva para esta variável. Para

leucócitos totais, linfócitos e segmentados a análise de variância indicou que nem o tratamento

com pequi nem o sexo influenciaram nas respostas dessas variáveis. Com respeito aos

monócitos, o efeito do tratamento com pequi só pode ser aceito se considerados níveis de

significância superiores a 6,28%.

As influências da suplementação com óleo de pequi nos resultados do eritrograma, do

leucograma e das plaquetas nas diferentes faixas etárias são apresentadas nas Tabelas 32 e 33.

Os resultados seguiram a mesma tendência geral do grupo total, exceto para os valores de

hemoglobina, que aumentaram nas faixas etárias 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 linfócitos, que aumentaram na faixa etária

de 40 44 anos; de segmentados, que aumentaram nas faixas etárias de 15 19 e 30 34; e de

monócitos, que reduziram nas faixas etárias de 40 44 anos e   45 anos após suplementação com

pequi.
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Tabela 32  Influências da suplementação com óleo de pequi nos resultados do eritrograma nas diferentes faixas etárias.

Faixa
etária

Hemácias
(milhões/mm3)

Hemoglobina
(g/dL)

Hematócrito
(%)

VCM
(fl)

HCM
(pg)

CHCM
(g/% ou g/dL)

RDW
(%)

Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
15-19
(N=20)

5,35 ±
0,12

5,17 ±
0,13**

15,50 ±
0,27

15,07 ±
0,29*

45,35 ±
0,83

43,71 ±
0,88**

84,92 ±
0,80

84,84 ±
0,78

29,05 ±
0,34

29,28 ±
0,33

34,18 ±
0,16

34,51 ±
0,13

14,25 ±
0,19

14,26 ±
0,24

20-24
(N=24)

5,26 ±
0,10

5,22 ±
0,10

14,10 ±
0,74

14,15 ±
0,76

45,24 ±
0,77

44,96 ±
0,81

86,16 ±
0,82

86,23 ±
0,81

29,45 ±
0,32

29,82 ±
0,35

34,20 ±
0,20

34,58 ±
0,15

14,86 ±
0,21

14,24 ±
0,23**

25-29
(N=23)

5,35 ±
0,11

5,24 ±
0,11*

12,76 ±
0,92

12,69 ±
0,95

45,97 ±
0,80

44,91 ±
0,75*

86,42 ±
0,92

86,32 ±
0,94

29,27 ±
0,34

29,66 ±
0,32

33,88 ±
0,24

34,37 ±
0,13

14,99 ±
0,21

14,02 ±
0,16**

30-34
(N=12)

5,22 ±
0,16

5,16 ±
0,14

14,59 ±
0,97

14,55 ±
0,94

44,96 ±
1,20

44,74 ±
1,02

86,31 ±
0,84

86,87 ±
0,95

29,54 ±
0,38

29,87 ±
0,44

34,22 ±
0,29

34,38 ±
0,24

14,77 ±
0,17

13,91 ±
0,25*

35-39
(N=15)

5,26 ±
0,13

5,20 ±
0,12

15,07 ±
0,36

15,17 ±
0,35

44,37 ±
1,04

43,99 ±
1,03

84,43 ±
1,00

84,59 ±
1,03

28,67 ±
0,41

29,20 ±
0,34**

33,96 ±
0,30

34,53 ±
0,16*

15,23 ±
0,35

14,77 ±
0,42

40-44
(N=09)

5,08 ±
0,11

5,05 ±
0,09

15,19 ±
0,33

15,30 ±
0,29

44,49 ±
1,01

44,06 ±
0,79

87,59 ±
0,70

87,29 ±
0,70

29,93 ±
0,37

30,32 ±
0,30

34,18 ±
0,33

34,74 ±
0,18

14,60 ±
0,29

14,01 ±
0,29*

45
(N=16)

4,94 ±
0,09

4,90 ±
0,09

15,16 ±
0,36

15,11 ±
0,34

43,79 ±
0,93

43,50 ±
0,90

88,68 ±
0,65

88,76 ±
0,68

30,68 ±
0,31

30,79 ±
0,32

34,60 ±
0,21

34,70 ±
0,17

15,18 ±
0,18

14,54 ±
0,18*

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). VCM = Volume Corpuscular Médio; HCM = Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM = Concentração
Hemoglobínica Corpuscular Média; RDW = amplitude ou variação da distribuição do tamanho dos eritrócitos; do inglês Red Cell Distribution Width; g/dL= gramas por
decilitro; fl=fentolitros; pg=picogramas; g/%=gramas por porcentagem. Os asteriscos indicam diferenças significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,01) na
comparação antes-depois pelo Teste T para amostras dependentes.
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Tabela 33  Influências da suplementação com óleo de pequi nos resultados do leucograma e das plaquetas nas diferentes faixas etárias.

Faixa
etária

Leucócitos totais
(/mm3)

Linfócitos
(/mm3)

Segmentados
(/mm3)

Monócitos
(/mm3)

Plaquetas
(mil/mm3)

Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
15-19
(N=20)

7180,00 ±
348,88

7420,00 ±
398,85

2750,35 ±
207,54

2740,75 ±
292,04

3693,65 ±
222,97

3799,15 ±
258,84

490,75 ±
45,69

587,35 ±
45,92

322,80 ±
16,34

320,95 ±
16,42

20-24
(N=24)

7826,09 ±
587,36

7873,91 ±
379,47

2731,96 ±
208,32

2680,67 ±
202,63

4256,33 ±
454,93

4247,04 ±
298,69

570,29 ±
59,24

644,13 ±
33,4

316,04 ±
11,63

290,42 ±
10,81*

25-29
(N=23)

7978,26 ±
347,60

7739,13 ±
366,68

2943,74 ±
223,27

2882,43 ±
180,61

4244,87 ±
260,01

4054,13 ±
288,36

500,26 ±
42,27

512,00 ±
39,14

350,35 ±
13,98

315,17 ±
10,29**

30-34
(N=12)

6391,67 ±
485,93

7608,33 ±
820,33

2416,58 ±
286,93

2523,58 ±
339,29

3317,00 ±
357,48

4240,83 ±
605,04

395,75 ±
62,64

572,67 ±
79,61*

332,33 ±
15,16

304,00 ±
17,69*

35-39
(N=15)

7700,00 ±
828,61

7385,71 ±
549,61

2667,64 ±
216,26

2426,29 ±
207,91

4287,36 ±
745,67

4001,29 ±
503,19

477,29 ±
51,00

489,93 ±
32,42

376,33 ±
22,48

337,93 ±
23,04*

40-44
(N=09)

7555,56 ±
413,36

6988,89 ±
244,63

2621,00 ±
211,34

2820,44 ±
288,75

4197,33 ±
340,97

3429,56 ±
138,37

473,22 ±
53,62

458,67 ±
39,50

336,44 ±
22,20

309,89 ±
21,31

45
(N=16)

6968,75 ±
686,22

6693,75 ±
546,08

2310,75 ±
265,48

2161,31 ±
205,57

3928,19 ±
442,55

3767,94 ±
323,82

497,25 ±
52,32

497,63 ±
70,63

321,06 ±
17,21

312,69 ±
15,98

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). Os asteriscos indicam diferenças significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,01) na
comparação antes-depois pelo Teste T para amostras dependentes.
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O modelo de análise de variância usado para verificar a influência da faixa etária mostrou

que não houve interação entre os fatores tratamento e idade para as variáveis analisadas no

hemograma. Sendo assim, prosseguiu-se separadamente com as análises. Nos casos em que os

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

Os p-valores obtidos na análise de variância do hemograma indicaram que apenas a faixa

etária influenciou nos resultados obtidos com hemácias (p=0,0287), hemoglobina (p=0,0007), VCM

(p=0,0001) e HCM (p<0,0001). As diferenças entre as faixas etárias detectadas pelo teste LSD de

Fisher para estas variáveis são 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

níveis de significância inferiores a 5%, as variáveis em questão (hemácias, hemoglobina, VCM e

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

Tabela 34  P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para comparações entre os resultados de
hemácias e as diferentes faixas etárias (em anos).

Faixas
etárias

15–19 20–24 25–29 30–34 35–39 40–44  45
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
 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 variável hemácias, a faixa etária que apresentou maior diferença em relação às

demais foi a de 30–34 anos, enquanto a que menos apresentou diferenças foi a de 40 44 anos.

No entanto, o teste T para amostras dependentes indicou diferenças significativas nas

comparações antes-depois para as faixas etárias de 15 19 anos (p=0,0067) e 25 29 anos

(p=0,0451).



Resultados

Ana Luisa Miranda-Vilela 75

Tabela 35  P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para comparações entre os resultados de
hemoglobina e as diferentes faixas etárias (em anos).

Faixas
etárias

15–19 20–24 25–29 30–34 35–39 40–44  45
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
 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 variável hemoglobina indicaram que a faixa

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

indicou diferenças significativas nas comparações antes-depois apenas para a faixa etária de

15 19 anos (p=0,0140).

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

Faixas

etárias
15–19 20–24 25–29 30–34 35–39 40–44

 45

anos

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
 45 anos <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 variável VCM, os resultados acima indicaram que as faixas etárias de 35–39 e  45

anos foram as que apresentaram maiores diferenças em relação às demais. Nenhuma diferença

significativa foi detectada pelo teste T para amostras dependentes em qualquer faixa etária.
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Tabela 37  P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para comparações entre os resultados de
HCM e as diferentes faixas etárias (em anos).

Faixas

etárias
15–19 20–24 25–29 30–34 35–39 40–44

 45

anos

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
 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 etária  45 anos foi a que mais se diferenciou das

outras. Entretanto, o teste T para amostras dependentes indicou diferenças significativas nas

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

Para hematócrito, leucócitos totais, linfócitos, segmentados e monócitos a análise de

variância indicou que nem o tratamento com o pequi nem a faixa etária exerceram influência.

Quanto à variável CHCM, apesar dos resultados terem indicado influência do tratamento com

pequi (p=0,0015), uma suposição do modelo não foi aceita (constância da variância do erro

aleatório). Logo, não foi possível afirmar nada além da análise descritiva para esta variável. Os

resultados com RDW indicaram que tanto o tratamento com pequi (p<0,0001) quanto a faixa etária

(p=0,0277) exerceram influência sobre a variável. 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 etária. As diferenças entre as faixas etárias detectadas pelo teste LSD de Fisher para as

variáveis RDW e plaquetas são 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

níveis de significância inferiores a 5%, as variáveis RDW e plaquetas apresentaram valores

distintos entre as faixas-etárias apresentadas nas tabelas.
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Tabela 38  P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para comparações entre os resultados de
RDW e as diferentes faixas etárias (em anos).

Faixas
etárias

15–19 20–24 25–29 30–34 35–39 40–44  45
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
 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 etária de 35–39 anos foi a que mais apresentou

diferenças em relação às demais, só não diferindo das faixas de 20–24 anos e  45 anos. Já a

faixa etária de 20–24 anos não apresentou diferenças em relação a nenhuma outra. O teste T para

amostras dependentes indicou diferenças nas comparações antes-depois para as faixas etárias 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 comparações entre os resultados de
plaquetas e as diferentes faixas etárias (em anos).

Faixas
etárias

15–19 20–24 25–29 30–34 35–39 40–44  45
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
 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 etária que mais se diferenciou das outras foi a de 35 39 anos,

enquanto a faixa de 40 44 anos não apresentou diferenças em relação às demais. O teste T para

amostras dependentes indicou diferenças significativas nas comparações antes-depois para as

faixas etárias 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 influências da suplementação com óleo de pequi nos resultados do eritrograma, do

leucograma e das plaquetas nas diferentes faixas de distância percorrida são apresentadas nas

Tabelas 40 e 41. Os resultados seguiram a mesma tendência do grupo total, exceto para os

valores de hemácias, hemoglobina e hematócrito, que aumentaram na distância de 16 21 Km; de

leucócitos totais e monócitos, que diminuíram na distância de 16 21 Km; de linfócitos, que

aumentaram na distância de 6 7 Km; e de segmentados, que aumentaram na distância de 4 5

Km.

O modelo de análise de variância usado para verificar a influência da distância percorrida

mostrou que não houve interação entre os fatores tratamento e quilômetros percorridos para as

variáveis analisadas no hemograma. Sendo assim, prosseguiu-se separadamente com as

análises. Nos casos em que os efeitos das variáveis consideradas foram diferentes de zero,

utilizou-se o teste LSD de Fisher.

Os p-valores obtidos na análise de variância do hemograma indicaram que nenhum dos

fatores (tratamento com pequi e distância percorrida) influenciou nos resultados obtidos com

hemácias, hematócrito, VCM, HCM, leucócitos totais, segmentados, linfócitos e monócitos. Para a

variável hemoglobina, os resultados indicaram que apenas a distância percorrida exerceu

influência (p=0,0220). Para RDW e plaquetas, ambos os fatores (tratamento com pequi e distância

percorrida) influenciaram, sendo que os p-valores para RDW foram de p=0,0002 para tratamento

com pequi e p<0,0001 para distância percorrida; e para plaquetas foram de p=0,0140  para

tratamento com pequi e p=0,0075 para distância percorrida. As diferenças entre as distâncias

percorridas detectadas pelo teste LSD de Fisher para as variáveis hemoglobina, RDW, plaquetas

são 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 níveis de significância

inferiores a 5%, as variáveis em questão apresentaram valores distintos entre as distâncias

percorridas apresentadas nas tabelas. Apesar dos resultados para CHCM terem indicado

influência do efeito do tratamento com pequi (p=0,0122), uma suposição do modelo não foi aceita

(constância da variância do erro aleatório). Consequentemente, não foi possível afirmar nada além

da análise descritiva para esta variável.
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Tabela 40  Influências da suplementação com óleo de pequi nos resultados do eritrograma nas diferentes faixas de distância percorrida.

Distância
percorrida

(Km)

Hemácias
(milhões/mm3)

Hemoglobina
(g/dL)

Hematócrito
(%)

VCM
(fl)

HCM
(pg)

CHCM
(g/% ou g/dL)

RDW
(%)

Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
4-5

(N=49)
5,32 ±
0,08

5,21 ±
0,08**

13,81 ±
0,56

13,66 ±
0,57

45,53 ±
0,57

44,55 ±
0,56**

85,74 ±
0,61

85,76 ±
0,60

29,30 ±
0,24

29,59 ±
0,25*

34,16 ±
0,13

34,50 ±
0,09*

14,53 ±
0,14

13,98 ±
0,13**

6-7
(N=33)

5,12 ±
0,07

5,08 ±
0,07

15,10 ±
0,19

15,10 ±
0,20

44,28 ±
0,50

44,09 ±
0,58

86,84 ±
0,48

87,04 ±
0,52

29,58 ±
0,18

29,82 ±
0,19

34,10 ±
0,19

34,26 ±
0,11

14,80 ±
0,15

14,20 ±
0,18**

8-10
(N=30)

5,25 ±
0,10

5,15 ±
0,08**

14,79 ±
0,52

14,74 ±
0,50

45,42 ±
0,74

44,49 ±
0,62*

86,68 ±
0,62

86,53 ±
0,63

29,62 ±
0,29

30,15 ±
0,25**

34,17 ±
0,20

34,84 ±
0,09**

15,04 ±
0,16

14,44 ±
0,17**

16-21
(N=07)

5,05 ±
0,13

5,07 ±
0,18

14,81 ±
0,58

14,97 ±
0,58

43,03 ±
1,58

43,26 ±
1,77

85,09 ±
2,11

85,41 ±
2,14*

29,30 ±
0,87

29,56 ±
0,76

34,40 ±
0,33

34,64 ±
0,26

16,34 ±
0,38

15,69 ±
0,64

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). VCM = Volume Corpuscular Médio; HCM = Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM = Concentração
Hemoglobínica Corpuscular Média; RDW = amplitude ou variação da distribuição do tamanho dos eritrócitos; do inglês Red Cell Distribution Width; g/dL= gramas por
decilitro; fl=fentolitros; pg=picogramas; g/%=gramas por porcentagem. Os asteriscos indicam diferenças significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,01) na
comparação antes-depois pelo Teste T para amostras dependentes.

Tabela 41  Influências da suplementação com óleo de pequi nos resultados do leucograma e das plaquetas nas diferentes faixas de distância percorrida.
Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média).

Distância
percorrida

(Km)

Leucócitos totais
(/mm3)

Linfócitos
(/mm3)

Segmentados
(/mm3)

Monócitos
(/mm3)

Plaquetas
(mil/mm3)

Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
4-5

(N=49)
7372,92 ±

253,95
7737,50 ±

270,30
2818,94 ±

134,56
2785,47 ±

144,47
3793,84 ±

163,80
4099,14 ±

198,04
514,04 ±

34,47
602,20 ±
27,39*

324,94 ±
8,97

310,16 ±
8,12

6-7
(N=33)

6936,36 ±
402,97

6863,64 ±
278,01

2284,48 ±
160,56

2494,85 ±
151,15

3908,42 ±
347,97

3445,73 ±
242,85

459,73 ±
37,93

489,18 ±
38,65

328,39 ±
10,42

302,33 ±
10,54**

8-10
(N=30)

7913,33 ±
510,41

7730,00 ±
417,27

2810,47 ±
188,84

2493,60 ±
215,10

4342,37 ±
370,51

4414,40 ±
252,84

499,57 ±
38,62

539,90 ±
38,52

363,03 ±
15,26

332,73 ±
13,70**

16-21
(N=07)

8483,33 ±
951,99

7066,67 ±
857,39

2892,83 ±
267,33

2672,83 ±
207,52

4827,33 ±
1039,38

3703,17 ±
777,14

551,33 ±
46,10

492,50 ±
47,82

321,00 ±
24,82

284,29 ±
28,56

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). Os asteriscos indicam diferenças significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,01) na
comparação antes-depois pelo Teste T para amostras dependentes.
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Tabela 42  P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para comparações entre os resultados de
hemoglobina e as diferentes faixas de distância percorrida (em Km).

Distância
percorrida

4–5 6–7 8–10 16–21

4–5 0,0043 0,0359 0,1741
6–7 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 distância de 4 5 Km diferiu das faixas de 6 7 e

8 10 Km, apresentando valores inferiores de hemoglobina. Nenhuma diferença significativa foi

mostrada pelo teste T para amostras dependentes nas comparações antes-depois para qualquer

distância.

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

Distância
percorrida

4–5 6–7 8–10 16–21

4–5 0,1178 0,0023 <0,0001
6–7 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 distância de 4 5 Km só diferiu de 8 10 Km, não apresentando

diferenças em relação à distância de 6 7 Km. O teste T para amostras dependentes indicou

diferenças significativas nas comparações antes-depois para as distâncias 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 comparações entre os resultados de
plaquetas e as diferentes faixas de distância percorrida (em Km).

Distância
percorrida

4–5 6–7 8–10 16–21

4–5 0,0180 <0,0001 0,0083
6–7 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 distância de 4 5 Km diferiu de todas as outras e que a

distância de 16 21 Km foi a que menos apresentou diferenças em relação às outras. Nas

comparações antes-depois, o teste T para amostras dependentes mostrou diferenças significativas

apenas para as distâncias de 6 7 (p=0,0002) e 8 10 Km (p=0,0037).

O modelo de análise de variância usado para verificar a influência genótipos mostrou que

não houve interação entre os fatores tratamento e genótipos para as variáveis analisadas no

hemograma. Sendo assim, prosseguiu-se separadamente com as análises. Nos casos em que os

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

Para haptoglobina, a análise de variância não rejeitou a nulidade do efeito genótipo nos

valores das variáveis VCM, HCM, CHCM, RDW, leucócitos totais, linfócitos, segmentados,

monócitos e plaquetas, ou seja, os genótipos de Hp, não influenciaram na resposta destas

variáveis (efeito genótipo Hp, nulos). Consequentemente as análises e conclusões foram as

mesmas obtidas quando não se levou em consideração genótipo. A análise de variância também

indicou que apenas os genótipos Hp exerceram influência nos valores das variáveis hemácias

(p=0,0061 para genótipos), hemoglobina (p=0,0372) e hematócrito (p=0,0101). Entretanto, quando

foram agrupados os subtipos Hp*1 os resultados indicaram efeito nulo dos genótipos nos valores

da variável hemoglobina, permanecendo, porém, o efeito dos genótipos nos valores de hemácias

(p=0,0040) e de hematócrito (p=0,0048). Para a variável hemácias, o teste LSD de Fisher detectou

diferenças entre os genótipos 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 variável hemoglobina, entre os genótipos 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 variável hematócrito,

entre os genótipos 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 comparações antes-depois, o teste T para amostras

dependentes só indicou diferenças significativas nos valores de hemácias e hematócrito para os

genótipos Hp1S-1S (p=0,0161 para hemácias e p=0,0266 para hematócrito) e Hp1S-2 (p=0,0210

para hemácias e p=0,0381 para hematócrito).
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As influências dos subtipos Hp na variável hemácias é mostrada na Figura 10.

Figura 10 – Influência dos subtipos de Hp na variável hemácias antes e depois da suplementação
com óleo de pequi.

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). As letras indicam diferenças significativas
entre os genótipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relação a c; b = significativo em
relação a c; c significativo em relação a e; d significativo em relação a e. Os asteriscos indicam diferenças
significativas (*p<0,05) na comparação antes-depois pelo Teste T para amostras dependentes.

As influências dos subtipos de Hp nas variáveis hemoglobina e hematócrito são mostradas

nas Figuras 11 e 12.

Figura 11 – Influência dos subtipos de Hp na variável hemoglobina antes e depois da
suplementação com óleo de pequi.

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). As letras indicam diferenças significativas
entre os genótipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relação a b; b = significativo em
relação a c; c significativo em relação a d.
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Figura 12 – Influência dos subtipos de Hp na variável hematócrito antes e depois da
suplementação com óleo de pequi.

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). As letras indicam diferenças significativas
entre os genótipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relação a b e a c; b = significativo em
relação a d; c significativo em relação a d. Os asteriscos indicam diferenças significativas (*p<0,05) na
comparação antes-depois pelo Teste T para amostras dependentes.

Quando os subtipos de Hp*1 foram agrupados (tipos de Hp), para hemácias e hematócrito

o teste LSD de Fisher detectou diferenças entre Hp1-1 e Hp2-1 (p=0,0326 para hemácias e

p=0,0276 para hematócrito) e entre Hp2-1 e Hp2-2 (p=0,0015 para hemácias e p=0,0020 para

hematócrito). Porém, nas comparações antes-depois, o teste T para amostras dependentes

apenas mostrou diferenças significativas para Hp1-1 (p=0,0314 para hemácias e p=0,0423 para

hematócrito) e Hp2-1 (p=0,0182 para hemácias e p=0,0469 para hematócrito).

As influências dos tipos de Hp nas variáveis hemácias e hematócrito são mostradas nas

Figuras 13 e 14.
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Figura 13 – Influência dos tipos de Hp na variável hemácias antes e depois da suplementação
com óleo de pequi.

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). As letras indicam diferenças significativas
entre os genótipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relação a b; b = significativo em
relação a c. Os asteriscos indicam diferenças significativas (*p<0,05) na comparação antes-depois pelo Teste
T para amostras dependentes.

Figura 14 – Influência dos tipos de Hp na variável hematócrito antes e depois da suplementação
com óleo de pequi.

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). As letras indicam diferenças significativas
entre os genótipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relação a b; b = significativo em
relação a c. Os asteriscos indicam diferenças significativas (*p<0,05) na comparação antes-depois pelo Teste
T para amostras dependentes.
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Para Mn-SOD a análise de variância indicou influência dos genótipos apenas nos valores

da variável hematócrito (p=0,0053), sendo que para as demais variáveis (hemácias, hemoglobina,

VCM, HCM, CHCM, RDW, leucócitos totais, linfócitos, segmentados, monócitos e plaquetas) o

efeito dos genótipos foi nulo. Para a variável hematócrito, o teste T detectou diferenças entre os

genótipos 1-1 e 2-2 (p=0,0016) e 1-2 e 2-2 (p=0,0015). No entanto, nas comparações antes-

depois, o teste T para amostras dependentes só indicou diferenças significativas para o genótipo

1-2 (p=0,0006). A influência dos genótipos Mn-SOD na variável hematócrito é mostrada na Figura

15.

Figura 15 – Influência dos genótipos de Mn-SOD na variável hematócrito.

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). As letras indicam
diferenças significativas entre os genótipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo
em relação a c; b = significativo em relação a c. Os asteriscos indicam diferenças altamente
significativas (*p<0,01) na comparação antes-depois pelo Teste T para amostras
dependentes.

Para CAT, a análise de variância indicou efeito nulo dos genótipos nos valores das

variáveis hemoglobina e segmentados; efeito apenas dos genótipos nos valores das variáveis

hemácias (p=0,0003), hematócrito (p=0,0009), VCM (p=0,0047) e HCM (p=0,0006); e efeito

apenas do tratamento com pequi para as variáveis RDW (p<0,0001) e plaquetas (p=0,0059). Para

as variáveis leucócitos totais, linfócitos e monócitos nem o tratamento com pequi nem os

genótipos CAT exerceram influência, Quanto à CHCM, uma suposição do modelo ficou

comprometida (constância da variância do erro aleatório) e prejudicou a confiabilidade de qualquer

análise por ANOVA. Para a variável hemácias, o teste LSD de Fisher indicou diferenças entre os

genótipos AA e AT (p=0,0176), AA e TT (p<0,0001) e AT e TT (p=0,0294); para hematócrito, 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=0,0006).
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No entanto, nas comparações antes-depois, o teste T para amostras dependentes mostrou

diferenças significativas apenas nos valores de hemácias, hematócrito e HCM para os genótipos

AA (p=0,0470 para hemácias, p=0,0498 para hematócrito e p=0,0291 para HCM) e AT (p=0,0106

para hemácias, p=0,0089 para hematócrito e p=0,0003 para HCM).

As influências dos genótipos CAT nas variáveis hemácias, hematócrito, VCM e HCM são

mostradas nas Figuras 16,17, 18 e 19.

Figura 16 – Influência dos genótipos de CAT na variável hemácias antes e depois da
suplementação com óleo de pequi.

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). As letras indicam diferenças significativas
entre os genótipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relação a b e c; b = significativo em
relação a c. Os asteriscos indicam diferenças significativas (*p<0,05) na comparação antes-depois pelo Teste
T para amostras dependentes.

Figura 17 – Influência dos genótipos de CAT na variável hematócrito antes e depois da
suplementação com óleo de pequi.

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). As letras indicam diferenças significativas
entre os genótipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relação a b e c; b = significativo em
relação a c. Os asteriscos indicam diferenças significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,001) na
comparação antes-depois pelo Teste T para amostras dependentes.
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Figura 18 – Influência dos genótipos de CAT na variável VCM antes e depois da suplementação
com óleo de pequi.

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). As letras indicam diferenças significativas
entre os genótipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relação a b e c.

Figura 19 – Influência dos genótipos de CAT na variável HCM antes e depois da suplementação
com óleo de pequi.

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). As letras indicam diferenças significativas
entre os genótipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relação a b e c. Os asteriscos
indicam diferenças significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,001) na comparação antes-depois
pelo Teste T para amostras dependentes.
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Para GPX1, a análise de variância indicou efeito nulo dos genótipos nos valores das

variáveis hemácias, hematócrito, CHCM, RDW, leucócitos totais, linfócitos, segmentados e

monócitos; efeito apenas dos genótipos nos valores das variáveis 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

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

de Fisher indicou diferenças entre os genótipos 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, não houve diferenças entre os genótipos. As influências dos genótipos

GPX1 nas variáveis hemoglobina, VCM e HCM são mostradas nas Figuras 20, 21 e 22. Nas

comparações antes-depois, o teste T para amostras dependentes somente indicou diferenças

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

plaquetas para o genótipo 1-2 (p=0,0214 para HCM e p=0,0000 para plaquetas).

Figura 20 – Influência dos genótipos de GPX1 na variável hemoglobina antes e depois da
suplementação com óleo de pequi.

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). As letras indicam diferenças significativas
entre os genótipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relação a b.
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Figura 21 – Influência dos genótipos de GPX1 na variável VCM antes e depois da suplementação
com óleo de pequi.

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). As letras indicam diferenças significativas
entre os genótipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relação a c; b = significativo em
relação a c.

Figura 22 – Influência dos genótipos de GPX1 na variável HCM antes e depois da suplementação
com óleo de pequi.

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). As letras indicam diferenças significativas
entre os genótipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relação a c; b significativo em relação
a c. Os asteriscos indicam diferenças significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,001) na
comparação antes-depois pelo Teste T para amostras dependentes.
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5.3.2.3. Perfil lipídico pós-prandial

As influências da suplementação com óleo de pequi no perfil lipídico pós-prandial

(dosagens séricas de colesterol total, triglicerídeos, HDL, LDL e VLDL) são apresentadas na

Tabela 45. Após ingestão do óleo de pequi houve uma tendência geral de redução nos valores de

colesterol total e LDL, bem como de aumento nos valores de triglicerídeos, HDL e VLDL, tanto

para o grupo total quanto para os sexos. Todavia, para o grupo total, não houve nenhuma

alteração quantitativa significativa detectada pelo teste T para amostras dependentes.

O modelo de análise de variância usado para verificar a influência da variável sexo

mostrou que não houve interação entre os fatores tratamento com as cápsulas de pequi e

categorias de sexo (homens e mulheres) para as variáveis analisadas no perfil lipídico. Sendo

assim, prosseguiu-se separadamente com as análises. Nos casos em que os efeitos das variáveis

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

triglicerídeos e VLDL os resultados da análise de variância indicaram que nenhum dos fatores

(tratamento com cápsulas de pequi e sexo) teve efeito significativo. Para HDL e LDL, somente o

fator sexo mostrou efeito sobre as respostas das variáveis (p<0,0001 para HDL e p=0,0409 para

LDL), sendo que nas comparações antes-depois não foram verificadas diferenças significativas

nos valores dessas variáveis para nenhum dos sexos.

As influências da suplementação com óleo de pequi nos resultados do perfil lipídico pós-

prandial nas diferentes faixas etárias são apresentadas na Tabela 46. Após ingestão das cápsulas

de pequi, houve uma tendência geral de redução do colesterol total e de triglicerídeos com o

aumento da faixa etária, particularmente a partir de 35 39 anos. Exceto para a faixa etária de

40 44 anos, tendência semelhante ocorreu com o LDL, cujos valores reduziram a partir de 30 34

anos.
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Tabela 45  Influências da suplementação com óleo de pequi nos valores das variáveis do perfil lipídico pós-prandial do grupo total e por sexo.

Colesterol Total
(mg/dL)

Triglicerídeos
 (mg/dL)

Colesterol HDL
(mg/dL)

Colesterol LDL
(mg/dL)

Colesterol VLDL
(mg/dL)

Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois

Total
187,78

3,53
187,29

3,22
113,09

5,58
118,26

4,83
54,25

1,21
54,48

1,26
110,82

2,94
108,70

2,64
22,62

1,12
23,65

0,97
(N=119) (N=118) (N=120) (N=118) (N=118)

Homens 187,23
4,75

186,99
4,29

116,88
6,92

122,99
6,56

49,53
1,19

49,70
1,26

114,08
4,22

112,07
3,67

23,38
1,38

24,60
1,31

(N=73) (N=72) (N=73) (N=72) (N=72)

Mulheres 188,65
5,23

187,76
4,84

107,17
9,38

110,87
6,87

61,57
2,08

61,89
2,17

105,80
3,61

103,50
3,53

21,43
1,88

22,17
1,37

(N=46) (N=46) (N=47) (N=46) (N=46)

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média).
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Tabela 46  Influências da suplementação com óleo de pequi nos valores das variáveis do perfil lipídico pós-prandial por faixa etária (em anos).

Faixa
etária

Colesterol Total
(mg/dL)

Triglicerídeos
 (mg/dL)

Colesterol HDL
(mg/dL)

Colesterol LDL
(mg/dL)

Colesterol VLDL
(mg/dL)

Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
15 19 150,95

6,26
158,00

6,33
88,10
 12,77

98,75
11,29

45,60
 2,30

48,55
 2,29

87,73
 4,29

89,70
 4,97

17,62
 2,56

19,75
 2,26

(N=20) (N=20) (N=20) (N=20) (N=20)
20 24 173,42

6,99
174,75

7,14
97,79
 8,52

116,67
11,54*

50,00
 2,09

50,38
 2,13

103,86
6,36

101,04
6,14

19,56
 1,70

23,33
 2,31*

(N=24) (N=24) (N=24) (N=24) (N=24)
25 29 193,29

6,25
195,33

6,27
117,43

11,63
118,39

9,17
56,08
 3,66

56,38
 3,69

112,17
7,29

113,76
6,23

23,49
 2,33

23,68
 1,83

(N=24) (N=23) (N=24) (N=23) (N=23)
30 34 188,73

8,48
189,00

7,29
119,18 24,5

6
125,91
19,36

59,27
2,68

59,00
3,12

105,62
8,40

104,82
6,18

23,84
4,91

25,18
3,87

(N=11) (N=11) (N=11) (N=11) (N=11)
35 39 190,43

6,97
185,07

6,91
137,86

17,59
137,71

9,15
53,40
 2,19

50,33
 2,70

110,57
6,63

107,39
6,64

27,57
 3,52

27,54
 1,83

(N=14) (N=14) (N=15) (N=14) (N=14)
40 44 208,44

9,75
208,44

10,29
121,89

15,26
112,67

14,37
56,00
 2,89

56,22
 3,41

128,07
8,88

129,69
9,08

24,38
 3,05

22,53
 2,87

(N=09) (N=09) (N=09) (N=09) (N=09)
45 229,88

8,87
217,59

7,62**
129,24

17,83
125,29

16,16
64,41
 3,15

64,35
 3,81

139,62
 6,28

128,18
5,09**

25,85
 3,57

25,06
 3,23

(N=17) (N=17) (N=17) (N=17) (N=17)
Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). Os asteriscos indicam diferenças significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,01) na
comparação antes-depois pelo Teste T para amostras dependentes.
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O modelo de análise de variância usado para verificar a influência da faixa etária mostrou

que não houve interação entre os fatores tratamento e idade para as variáveis analisadas no perfil

lipídico pós-prandial. Sendo assim, prosseguiu-se separadamente com as análises. Nos casos em

que os efeitos das variáveis consideradas foram diferentes de zero, utilizou-se o teste LSD de

Fisher. Os p-valores obtidos na análise de variância do perfil lipídico pós-prandial indicaram que

apenas a faixa etária influenciou nos resultados obtidos com colesterol total (p<0,0001),

triglicerídeos (p=0,0395), HDL (p<0,0001), LDL (p<0,0001) e VLDL (p=0,0391). As diferenças

entre as faixas etárias apontadas pelo teste LSD de Fisher são 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 níveis de significância inferiores a 5%, as variáveis colesterol

total, triglicerídeos, HDL, LDL e VLDL apresentaram valores distintos entre as faixas-etárias

apresentadas nas tabelas.

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

Faixas
etárias

15–19 20–24 25–29 30–34 35–39 40–44  45
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
 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 etária de 15 19 anos

apresentou diferenças em relação a todas as outras, enquanto a faixa  45 anos apenas não se

diferenciou apenas da idade de 40–44 anos. Nas comparações antes-depois, o teste T para

amostras dependentes indicou diferenças significativas apenas para a faixa etária  45 anos

(p=0,0015), cujos valores reduziram após suplementação com óleo de pequi.
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Tabela 48  P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para comparações entre os resultados de
triglicerídeos nas diferentes faixas etárias (em anos).

Faixas
etárias

15–19 20–24 25–29 30–34 35–39 40–44  45
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
 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 etária que mais apresentou diferenças em relação às demais para os valores de

triglicerídeos foi novamente a de 15 19 anos. Já as faixas de 30 34 e 40–44 anos não

apresentaram diferenças em relação às outras, a faixa de 20 24 só apresentou diferenças em

relação à de 35 39 e as faixas de 25 29 e 45 anos só se diferenciaram da idade de 15 19 anos. Nas

comparações antes-depois, o teste T para amostras dependentes indicou diferenças significativas

para a faixa etária de 20 24 anos, cujos valores aumentaram após suplementação com óleo de

pequi.

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

Faixas
etárias

15–19 20–24 25–29 30–34 35–39 40–44  45
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
 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 relação ao HDL, a faixa etária que mais se diferenciou foi a  45 anos, que só não

apresentou diferenças em relação à idade de 30 34 anos. Nas comparações antes-depois,

nenhuma diferença significativa foi mostrada pelo teste T para amostras dependentes.
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Tabela 50  P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para comparações entre os resultados de
LDL nas diferentes faixas etárias (em anos).

Faixas
etárias

15–19 20–24 25–29 30–34 35–39 40–44  45
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
 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 diferenças entre as faixas etárias para LDL foram semelhantes às observadas para

colesterol total nas idades de 15 19, 30 34, 35 39 e  45 anos. Nas comparações antes-depois, o

teste T para amostras dependentes indicou diferenças significativas apenas para a faixa etária

45 anos, cujos valores reduziram após suplementação com óleo de pequi.

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

Faixas
etárias

15–19 20–24 25–29 30–34 35–39 40–44  45
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
 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

triglicerídeos. Nas comparações antes-depois, nenhuma diferença significativa foi mostrada pelo

teste T para amostras dependentes.

As influências da suplementação com óleo de pequi nos resultados do perfil lipídico pós-

prandial nas diferentes faixas de distância percorrida são apresentadas na Tabela 52. Como pode

ser notado, houve uma tendência de redução do colesterol total e do LDL com o aumento da

distância percorrida.
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Tabela 52  Influências da suplementação com óleo de pequi nos valores das variáveis do perfil lipídico pós-prandial por distância percorrida (em Km).

Distância
percorrida

(Km)

Colesterol Total
(mg/dL)

Triglicerídeos
(mg/dL)

Colesterol HDL
(mg/dL)

Colesterol LDL
(mg/dL)

Colesterol VLDL
(mg/dL)

Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
4 5 171,81

5,26
177,44

4,97
107,23

9,39
111,88

7,82
49,63

1,55
51,31

1,69
101,23

4,84
103,44

4,59
21,45

1,88
22,38

1,56
(N=48) (N=48) (N=49) (N=48) (N=48)

6 7 188,77
5,74

186,77
5,67

106,09
9,87

118,20
9,06

57,06
2,67

55,57
2,57

110,49
4,10

107,56
4,17

21,22
1,97

23,64
1,81

(N=35) (N=35) (N=35) (N=35) (N=35)
8 10 207,50

7,08
202,03

6,18
130,66

11,07
128,97

9,44
57,77

2,37
58,10

2,69
122,87

6,11
116,57

4,72
26,87

2,26
25,79

1,89
(N=30) (N=29) (N=30) (N=29) (N=29)

16 21 211,17
10,13

195,33
14,77

116,00
8,96

118,00
16,71

58,00
2,99

55,83
5,38

129,97
10,41

115,90
13,58

23,20
1,79

23,60
3,34

(N=06) (N=06) (N=06) (N=06) (N=06)
Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média).
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O modelo de análise de variância usado para verificar a influência da distância percorrida

mostrou que não houve interação entre os fatores tratamento e quilômetros percorridos para as

variáveis analisadas no perfil lipídico pós-prandial. Sendo assim, prosseguiu-se separadamente

com as análises. Nos casos em que os efeitos das variáveis consideradas foram diferentes de

zero, utilizou-se o teste LSD de Fisher. Os resultados da análise de variância indicaram que

apenas a distância percorrida exerceu influência sobre os valores de colesterol total (p<0,0001),

HDL (p=0,0025) e LDL (p=0,0027). Em relação a triglicerídeos e VLDL, nem o tratamento com

pequi nem a distância percorrida influenciaram.

As diferenças entre as faixas de distância percorrida apontadas pelo teste LSD de Fisher

para colesterol total, HDL e LDL são 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 níveis de significância inferiores a 5%, a variáveis colesterol total, HDL e LDL

apresentaram valores distintos entre as distâncias apresentadas nas tabelas.

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

Distância
percorrida

4–5 6–7 8–10 16–21

4–5 0,7712 0,0366 0,6679

6–7 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 diferença nos valores da variável colesterol total entre 4 5 e 8 10

Km. Nenhuma diferença significativa foi mostrada pelo teste T para amostras dependentes nas

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

Distância
percorrida

4–5 6–7 8–10 16–21

4–5 0,0054 0,0007 0,1139

6–7 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 variável HDL, os resultados indicaram diferenças entre 4 5 e 6 7 Km e entre 4 5 e

8 10 Km. Nenhuma diferença significativa foi mostrada pelo teste T para amostras dependentes

nas comparações antes-depois.

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

Distância
percorrida

4–5 6–7 8–10 16–21

4–5 0,1577 0,0006 0,0242

6–7 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 diferenças só não 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 diferença significativa foi mostrada pelo teste T para

amostras dependentes nas comparações antes-depois.

O modelo de análise de variância usado para verificar a influência genótipos mostrou que

não houve interação entre os fatores tratamento e genótipos para as variáveis analisadas no perfil

lipídico. Sendo assim, prosseguiu-se separadamente com as análises. Nos casos em que os

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

Para haptoglobina, a análise de variância indicou efeito nulo dos genótipos nos valores

das variáveis colesterol total, triglicerídeos, LDL e VLDL; e efeito apenas dos genótipos nos

valores da variável HDL (p<0,0001). Neste caso, o teste LSD de Fisher mostrou diferenças entre
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os subtipos Hp1F-1F e Hp1S-1S (p=0,0045), Hp1F-1S e Hp1S-1S (p=0,0342), Hp1S-1S e Hp1F-2

(p=0,0485), Hp1S-1S e Hp1S-2 (p=0,0045), Hp1S-1S e Hp2-2 (p<0,0001), Hp1F-2 e Hp2-2

(p=0,0038) e Hp1S-2 e Hp2-2 (p=0,0102). Nas comparações antes-depois, o teste T para

amostras dependentes indicou diferenças significativas apenas para Hp1F-1F (p=0,0325), cujos

valores aumentaram após suplementação com óleo de pequi. Quando os subtipos de Hp*1 foram

agrupados (tipos de Hp), o teste LSD de Fisher indicou diferenças entre Hp1-1 e Hp2-2 (p=0,0003)

e entre Hp2-1 e Hp2-2 (p=0,0056), porém nenhuma diferença significativa foi mostrada pelo teste

T  para amostras dependentes nas comparações antes-depois. As influências dos subtipos e dos

tipos de Hp na variável HDL são apresentadas nas Figuras 23 e 24.

Figura 23 – Influência dos subtipos de Hp na variável HDL antes e depois da suplementação com
óleo de pequi.

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). As letras indicam diferenças significativas
entre os genótipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relação a c; b significativo em relação
a c; c = significativo em relação a d, e e f; d = significativo em relação a f; e = significativo em relação a f. O
asterisco indica diferença significativa (*p<0,05)  na comparação antes-depois pelo Teste T para amostras
dependentes.
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Figura 24 – Influência dos tipos de Hp na variável HDL antes e depois da suplementação com
óleo de pequi.

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). As letras indicam diferenças significativas
entre os genótipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relação a c; b = significativo em
relação a c.

Para Mn-SOD e GPX1, a análise de variância indicou efeito nulo dos genótipos nos

valores de todas as variáveis analisadas no perfil lipídico.

Para CAT, a análise de variância indicou efeito nulo dos genótipos nos valores de

colesterol total, triglicerídeos, LDL e VLDL e efeito apenas dos genótipos nos valores de HDL

(p=0,0098). O teste LSD de Fisher indicou diferenças entre os genótipos AA e AT (p=0,0033) e AA

e TT (p=0,0096), porém nenhuma diferença significativa foi mostrada pelo teste T para amostras

dependentes nas comparações antes-depois. A influência dos genótipos CAT na variável HDL é

mostrada na Figura 25.
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Figura 25 – Influência dos genótipos CAT na variável HDL antes e depois da suplementação com
óleo de pequi.

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). As letras indicam diferenças significativas
entre os genótipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relação a b e c.

5.3.2.4. Teste de TBARS

A influência da suplementação com óleo de pequi na peroxidação lipídica do plasma,

avaliada pela concentração média (em nmol/mL) de malonaldeído (MDA) e verificada pelo teste de

TBARS, é apresentada na Figura 26. Após ingestão das cápsulas de pequi foi observada redução

na média dos valores de MDA tanto para o grupo total quanto para o sexo masculino. Apesar do

sexo feminino não ter apresentado alteração nas comparações antes-depois, houve uma

tendência geral de redução do erro padrão da média (tendência de redução da variabilidade) tanto

para grupo total quanto para os sexos, após suplementação com óleo de pequi. Para o grupo total,

o teste T para amostras dependentes não apresentou diferença significativa na comparação antes-

depois.
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Figura 26 – Resultados do teste de TBARS para o grupo total e por sexo antes e
após a suplementação com óleo de pequi.

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média).

O modelo de análise de variância usado para verificar as influências de sexo, faixa etária,

distância percorrida e genótipos mostrou que não houve interação entre essas variáveis e o

tratamento com as cápsulas de pequi nas análises de TBARS. Sendo assim, prosseguiu-se

separadamente com cada análise. Nos casos em que os efeitos das variáveis consideradas foram

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

Os resultados indicaram que nem o tratamento com o pequi nem o sexo exerceram

influência estatisticamente significativa nos valores de TBARS.

A análise de variância indicou que os resultados do teste de TBARS foram influenciados

por idade (p=0,0087), distância percorrida (p=0,0007) e genótipos de haptoglobina (p=0,0008) e

de Mn-SOD (p=0,0072), não havendo influência estatisticamente significativa do tratamento com

as cápsulas de pequi.

As diferenças entre as faixas etárias detectadas pelo teste LSD de Fisher são 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 níveis de significância

inferiores a 5%, o teste de TBARS apresentou valores distintos entre as faixas de distância

percorrida indicadas na tabela.

0,0245

0,0250

0,0255

0,0260

0,0265

0,0270

0,0275

0,0280

0,0285

Total (N=125) Homens (N=76) Mulheres (N=49)

TBARS (nmol/mL)

Antes

Depois
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Figura 27 – Resultados do teste de TBARS por faixa etária antes e após
suplementação com óleo de pequi.

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). A letra a indica que a
faixa etária de 15 19 anos se diferenciou das demais pelo teste LSD de Fisher. O asterisco
indica diferença significativa (*p<0,05) na comparação antes-depois pelo Teste T para
amostras dependentes.

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

Faixas
etárias

15–19 20–24 25–29 30–34 35–39 40–44  45
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
 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 etária de 15 19 anos se diferenciou das demais. Nas

comparações antes-depois, o teste T para amostras dependentes indicou diferenças significativas

para esta faixa etária, cujos valores aumentaram após suplementação com óleo de pequi.

As diferenças entre as faixas de distância percorrida detectadas pelo teste LSD de Fisher

são 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 níveis de



Resultados

Ana Luisa Miranda-Vilela 104

significância inferiores a 5%, o teste de TBARS apresentou valores distintos entre as faixas de

distância percorrida indicadas na tabela.

Figura 28 – Resultados do teste de TBARS por distância percorrida antes e após
suplementação com óleo de pequi.

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). As letras indicam
diferenças significativas entre os genótipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a =
significativo em relação a b; b = significativo em relação a c. Os asteriscos indicam
diferenças significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,01) na comparação
antes-depois pelo Teste T para amostras dependentes.

Tabela 57  P-valores obtidos no teste LSD de Fisher para comparações entre os resultados do
teste de TBARS e as diferentes faixas de distância percorrida (em Km).

Distância

percorrida
4–5 6–7 8–10 16–21

4–5 <0,0001 0,4822 0,5463

6–7 <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 comparações antes-depois, o teste T para amostras dependentes indicou diferenças

significativas para as distâncias de 4 5 Km (p=0,0427), cujos valores aumentaram após

suplementação com óleo de pequi, e 6 7 Km (p=0,0034), cujos valores reduziram após

suplementação.
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Para os genótipos de haptoglobina, o teste LSD de Fisher mostrou diferenças 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 comparações antes-depois,

o teste T para amostras dependentes indicou diferenças significativas para os genótipos Hp1S-1S

(p=0,0088), cujos valores aumentaram após suplementação com óleo de pequi, e Hp1S-2

(p=0,0013), cujos valores diminuíram após suplementação. A influência dos subtipos de Hp nos

resultados do teste de TBARS é mostrada na Figura 29.

Figura 29 – Influência dos subtipos de Hp nos resultados do teste de TBARS.

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). As letras indicam diferenças
significativas entre os genótipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relação a c e f;
b = significativo em relação a c, d, e e f; c = significativo em relação a e e f. Os asteriscos indicam
diferenças significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,01) na comparação antes-depois
pelo Teste T para amostras dependentes.

Quando os alelos Hp*1 foram considerados conjuntamente (tipos de Hp), os resultados

indicaram que somente para níveis de significância superiores a 5,2%, o genótipo Hp exerceu

influência sobre os valores do teste de TBARS. Neste caso, as diferenças detectadas pelo teste

LSD de Fisher ocorreram entre Hp2-1 e Hp2-2 (p=0,0185). Nas comparações antes-depois, o teste

T para amostras dependentes mostrou diferenças significativas apenas para Hp2-1 (p=0,0004),

cujos valores diminuíram após suplementação com óleo de pequi. A influência dos tipos de Hp nos

resultados do teste de TBARS é mostrada na Figura 30.
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Figura 30 – Influência dos tipos de Hp nos resultados do teste de TBARS.

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). As letras indicam diferenças
significativas entre os genótipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relação a b.
Os asteriscos indicam diferenças altamente significativas (**p<0,01) na comparação antes-depois
pelo Teste T para amostras dependentes.

Para os genótipos de Mn-SOD, o teste LSD de Fisher detectou diferenças nos valores do

teste de TBARS entre 1-1 e 1-2 (p=0,0032).  Nas comparações antes-depois, o teste T para

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

cujos valores diminuíram após suplementação com óleo de pequi. A influência dos genótipos Mn-

SOD nos resultados do teste de TBARS é mostrada na Figura 31.

Figura 31 – Influência dos genótipos Mn-SOD nos resultados do teste de TBARS.

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). As letras indicam diferenças
significativas entre os genótipos pelo teste LSD de Fisher, sendo a = significativo em relação a b.
Os asteriscos indicam diferenças altamente significativas (**p<0,01) na comparação antes-depois
pelo Teste T para amostras dependentes.
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5.3.2.5. Pressão arterial e PCR ultra-sensível

As influências da suplementação com óleo de pequi na pressão arterial (sistólica e

diastólica) e nos valores da proteína-C reativa ultra-sensível (PCR-US) são apresentadas na

Tabela 58. Após ingestão do óleo de pequi houve uma tendência geral de redução da pressão

arterial (sistólica e diastólica, tanto para o grupo total quanto para os sexos. Tendência 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 redução da pressão arterial (p=0,001 para

pressões sistólica e diastólica).

Tabela 58  Influências da suplementação com óleo de pequi na pressão arterial e nos valores da
PCR-US do grupo total e por sexo.

Pressão sistólica
(mmHg)

Pressão diastólica
 (mmHg)

PCR-US
(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 são expressos como média ± EP (erro padrão da média). Os asteriscos indicam diferenças
significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,01) na comparação antes-depois pelo Teste T para
amostras dependentes.

O modelo de análise de variância usado para verificar as influências de sexo, faixa etária,

distância percorrida e genótipos mostrou que não houve interação entre essas variáveis e o

tratamento com as cápsulas de pequi nas análises de pressão arterial e PCR-US. Sendo assim,

prosseguiu-se separadamente com as análises. Nos casos em que os efeitos das variáveis

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

Para PCR-US os resultados da análise de variância mostraram que o fator sexo exerceu

efeito significativo (p=0,0491), enquanto para pressão arterial, ambos os fatores (tratamento com

pequi e sexo) influenciaram (Tabela 59). Nas comparações antes-depois, o teste T para amostras

dependentes indicou diferenças significativas para as pressões sistólica (p=0,0072 para homens e

p=0,0305 para mulheres) e diastólica (p=0,0029 para homens e p=0,0305 para mulheres), cujos

valores diminuíram após tratamento com óleo de pequi. Nenhuma diferença significativa foi

mostrada pelo teste T para amostras dependentes para a PCR-US nas comparações antes-

depois.
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Tabela 59  P-valores obtidos na análise de variância para a influência dos fatores tratamento
com cápsulas de pequi e sexo nos valores da pressão arterial.

Pressão sistólica Pressão diastólica

Tratamento com cápsulas de pequi 0,0024 0,0015
Sexo <0,0001 <0,0001

As influências da suplementação com óleo de pequi nos resultados da pressão arterial e

da PCR-US nas diferentes faixas etárias são apresentadas na Tabela 60. Após ingestão das

cápsulas de pequi, houve uma tendência geral de queda na pressão arterial em todas as faixas

etárias, exceto para a pressão sistólica na faixa de 30 34 anos. Já para os valores de PCR-US,

houve aumento em quatro faixas etárias e redução em três.

Tabela 60  Influências da suplementação com óleo de pequi nos resultados da pressão arterial e
da PCR-US por faixa etária.

Faixa etária
(anos)

Pressão sistólica
(mmHg)

Pressão diastólica
(mmHg)

PCR-US
(mg/dL)

Antes Depois Antes Depois Antes Depois

15 19
114,50

1,35
111,00

1,43
71,50
 1,50

69,00
 1,61

1,35
 0,57

1,66
 0,58

(N=20) (N=20) (N=19)

20 24
115,83

1,69
113,75

2,15
72,08
 1,90

69,58
 1,75

1,96
 0,69

2,39
 0,51

(N=24) (N=24) (N=20)

25 29
116,36

1,40
113,64

1,55
75,00
 2,05

71,82
 1,69

1,83
 0,42

1,76
 0,36

(N=22) (N=22) (N=22)

30 34
112,73

2,37
114,55

2,47
70,00

3,30
67,27

2,73
1,64
 0,48

0,69
 0,12

(N=11) (N=11) (N=12)

35 39
113,33

2,11
109,33

2,28
74,67
 2,36

68,00
 2,23

1,92
 0,75

1,46
 0,45

(N=15) (N=15) (N=14)

40 44
116,00

3,39
112,00

2,49
72,00
 2,91

70,00
 2,11

0,74
 0,26

0,79
 0,25

(N=10) (N=10) (N=10)

45
116,67

 1,87
110,00

 1,69
72,00
 2,00

65,33
 1,65

1,28
 0,29

1,30
 0,25

(N=15)** (N=15)** (N=16)

Os dados são expressos como média ± EP (erro padrão da média). Os asteriscos indicam diferenças
altamente significativas (**p<0,01) na comparação antes-depois pelo Teste T para amostras dependentes.
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Os resultados da análise de variância indicaram que apenas o tratamento com pequi

exerceu influência nos valores da pressão arterial (p=0,0080 para pressão sistólica e p=0,0026

para pressão diastólica), enquanto nenhum dos fatores exerceu influência significativa na variável

PCR-US. Nas comparações antes-depois, o teste T para amostras dependentes indicou

diferenças significativas na pressão arterial apenas para a faixa etária  45 anos (p=0,0031 para

as pressões sistólica e diastólica), cujos valores diminuíram após tratamento com óleo de pequi.

Para PCR-US, o teste T para amostras dependentes indicou diferenças na faixa etária de 30 34

anos em níveis de significância superiores a 8,76%.

As influências da suplementação com óleo de pequi nos resultados da pressão arterial e

da PCR-US nas diferentes faixas de distância percorrida são apresentadas na Tabela 61.

Novamente, após a suplementação com pequi houve uma tendência de queda da pressão arterial

em todas as faixas de distância percorrida, exceto para a pressão diastólica na faixa de 6 7 Km.

Tabela 61  Influências da suplementação com óleo de pequi nos resultados da pressão arterial e
da PCR-US por distância percorrida.

Faixa etária
(anos)

Pressão sistólica
(mmHg)

Pressão diastólica
(mmHg)

PCR-US
(mg/dL)

Antes Depois Antes Depois Antes Depois

4 5
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)

6 7
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)

16 21
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 são expressos como média ± EP (erro padrão da média). Os asteriscos indicam diferenças
significativas (*p<0,05) e altamente significativas (**p<0,01) na comparação antes-depois pelo Teste T para
amostras dependentes.

A análise de variância indicou que apenas o tratamento com pequi influenciou nos valores

da pressão arterial (p=0,0070 para pressão sistólica e p=0,0023 para pressão diastólica),

enquanto nenhum dos fatores exerceu influência significativa na variável PCR-US. Nas

comparações antes-depois, o teste T para amostras dependentes indicou diferenças significativas

na  pressão diastólica para as distâncias de 4 5 (p=0,0076), 8 10 (p=0,0002) e 16 21 Km

(0,0465), cujos valores diminuíram após tratamento com óleo de pequi.

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

e GPX1) tanto para os valores da pressão arterial quanto para os valores da PCR-US, e efeito
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apenas do tratamento com as cápsulas de pequi para os valores da pressão arterial (sistólica e

diastólica). Sendo assim, as conclusões foram as mesmas obtidas quando não se levou em

consideração os genótipos.

5.3.2.6. Efeitos Colaterais

Nenhum atleta se retirou do estudo por causa de desconforto ou efeitos adversos

associados ao tratamento. Onze indivíduos sentiram sonolência pesada, enquanto quatro

relataram insônia; seis voluntários tiveram um leve desconforto intestinal, dois relataram

constipação intestinal, três informaram flatulência aumentada, um homem queixou-se de azia,

duas mulheres informaram acne aumentada e uma mulher descreveu o aparecimento de nódulos

subcutâneos dolorosos nos braços. Todos os sintomas foram notados nos primeiros 3-4 dias de

tratamento, desaparecendo logo depois.

5.3.2.7. Aceitação das cápsulas

De maneira geral as cápsulas foram bem aceitas. Apenas os voluntários que não

seguiram a recomendação de ingestão após o almoço e/ou jantar e ingeriram as cápsulas em

jejum relataram aumento de eructação. No entanto, foi unânime a reclamação do grande tamanho

das cápsulas e, neste caso, desconforto na hora da ingestão.
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6. DISCUSSÃO

O pequi é um fruto encontrado em regiões onde as árvores recebem alta incidência de

raios solares, o que favorece a geração de RL. Adicionalmente, tanto a polpa quanto a amêndoa

são ricas em lipídios, os quais, sob ação de ERO, estão sujeitos à lipoperoxidação.  Essas

condições favorecem a biossíntese de compostos secundários com propriedades antioxidantes,

tais como compostos fenólicos e carotenóides (Lima et al., 2007) e também de compostos

primários como a vitamina C,  conhecida por ser um antioxidante que auxilia as plantas a lidar com

estresses provocados por seca, temperatura, salinidade, ozônio e radiação UV (Lee e Kader,

2000; Smirnoff, 2003; Foyer e Noctor, 2005). A literatura apresenta teores elevados de vitamina C

e de carotenóides totais para a polpa do pequi (Ramos et al., 2001; Azevedo-Meleiro e Rodriguez-

Amaya, 2004; Santos et al., 2005; Boletim informativo UFMG nº 1511, 2005; Oliveira et al., 2006;

Lima et al., 2007), presentes respectivamente, no extrato aquoso (EAP) e no extrato orgânico

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

6.1. Testes pré-clínicos e toxicológicos em camundongos

O teste do micronúcleo é o ensaio in vivo mais utilizado para a detecção de agentes

clastogênicos e aneugênicos, enquanto o teste do cometa é usado em estudos genotoxicológicos

para avaliar danos no DNA de células eucarióticas 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 1 ou a 1 mL kg 1 não teve efeito clastogênico nem genotóxico

nas células da medula óssea ou de linfócitos do sangue periférico de camundongos, corroborando

os resultados reportados por Khouri et al. (2007).

O sulfato de bleomicina (BLM) é um glicopeptídeo radiomimético usado rotineiramente na

quimioterapia do câncer; produz MN em células humanas, de ratos e de camundongos,

principalmente através de danos oxidativos no DNA (Erexson et al., 1995). A degradação do DNA

mediada por BLM exige a presença do oxigênio molecular e de um íon metálico como Fe2+ ou

Cu2+ para produzir ERO, que são tóxicas e mutagênicas para uma variedade de modelos

biológicos in vitro e in vivo (Hoffmann et al., 1993; Anderson et al., 1995; Erexson et al., 1995;

Hecht, 2000).

Nossos resultados confirmaram os efeitos citotóxicos e genotóxicos de BLM e igualmente

demonstraram que a administração prévia de EOP a 1 mL kg 1 protegeu claramente as células da

medula óssea de camundongos contra a lise induzida por BLM a 50 mg kg 1. Embora o EOP a 0.5

mL kg 1 não tenha protegido contra a indução de MN-EPC por BLM 25 mg kg 1, favoreceu a

redução de MN-ENC (comparação dos grupos M7 e M10). Na concentração de 0.5 mL kg 1,  o
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EOP também favoreceu a redução de MN-EPC induzidos por BLM a 10 mg kg-1 (comparação dos

grupos M11 e M12), apesar de estatisticamente não significativa. O aumento do índice de

proliferação celular observado em M12 confirmou que o EOP, em todas as concentrações 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 proteção contra

os efeitos clastogênicos naturais (comparação de M1 com M3 e M8), apesar da redução de MN-

ENC não ter sido estatisticamente significativa. Resultados semelhantes de proteção foram

obtidos no teste do cometa. Enquanto o EAP a 1 mL kg 1 forneceu proteção significativa contra

danos no DNA induzidos por BLM a 25 mg kg-1,  EOP 0.5  mL kg 1 igualmente contribuiu com a

redução de danos (C5 contra C6), apesar deste resultado não ter sido estatisticamente

significativo.

 Uma vez que a citotoxicidade de BLM envolve a produção de ERO (Hoffmann et al., 1993;

Anderson et al., 1995; Erexson et al., 1995; Hecht, 2000), nossos resultados sugerem que a

proteção do DNA contra danos oxidativos induzidos por BLM foi mediada por componentes

antioxidantes presentes nos extratos do pequi. De fato, estudos prévios têm 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 micronúcleo (MN) e mostraram que a habilidade dos dois extratos em

proteger o DNA contra danos oxidativos induzidos por BLM foi limitada à concentração do extrato.

Nas concentrações usadas, a maior proteção observada com EAP provavelmente refletiu seu

conteúdo mais alto em antioxidantes.

A ciclofosfamida (CP) é um composto organofosforado do tipo mostarda nitrogenada

largamente usado como agente antineoplásico. É um agente alquilante não-específico que

interage quimicamente com o DNA. É um pró-fármaco, ou seja, necessita ser metabolizado no

fígado por enzimas fosfamidases (oxidases) para que seus metabólitos possam exercer o efeito

alquilante celular (Almeida et al., 2005; Santos et al., 2007a). A fosforamida mostarda, metabólito

de CP responsável por seu efeito antineoplásico, é um agente alquilante que induz uma variedade

de alterações no DNA (IARC, 1981; Krishna et al., 1987; Santos et al., 2007a), sendo capaz de

formar ligações 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 -

caroteno (presente no EOP) podem ter efeito antioxidante ou pró-oxidante, dependendo da dose

(Antunes e Takahashi, 1999; Paolini et al., 2003). Esses dois lados ou efeito Janus refletem a

natureza dual de certas substâncias químicas, tais como antioxidantes e fármacos usados no

tratamento do câncer. Nosso estudo mostrou que o EOP apresentou tal efeito: a 0.5 mL kg 1

protegeu as células contra a genotoxicidade (teste do cometa) e a clastogenicidade (teste de MN)

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

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

Muitos estudos indicam que o consumo regular de frutas e vegetais ricos em nutrientes

antioxidantes pode reduzir o risco de câncer (Saeed et al., 2005); outros indicam que alguns

nutrientes antioxidantes como - caroteno e vitaminas C e E minimizam os efeitos tóxicos

produzidos por quimioterápicos 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

suplementação antioxidante na dieta pode reduzir o nível de danos oxidativos no DNA e proteger

as células contra os efeitos colaterais adversos de alguns agentes quimioterápicos.

Adicionalmente, tem sido demonstrado que antioxidantes, quando administrados conjuntamente

com antineoplásicos, potencializam o efeito desses fármacos, resultando em diminuição do

tamanho do tumor com produção de menos efeitos colaterais, melhoria da qualidade de vida e

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

Nossos resultados estão 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 saudáveis 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 modulatório foi relacionado à concentração do extrato usado.

O ataque oxidativo a componentes celulares é um mecanismo relevante na patogênese de

diversas doenças humanas tais como aterosclerose, doenças cardiovasculares, diabetes,

desordens hepáticas e doenças inflamatórias reumáticas (Wasowicz et al., 1993; Jentzsch et al.,

1996). ERO agridem os ácidos graxos poliinsaturados dos fosfolipídeos de membranas celulares,

causando alteração na estrutura e permeabilidade das mesmas e levando à formação de produtos

tóxicos, entre eles o malonaldeído (MDA) (Janero, 1990; Wasowicz et al., 1993). O teste de

TBARS é um método simples e sensível para quantificar MDA (Janero, 1990; Wasowicz et al.,

1993) e, consequentemente, avaliar o índice de peroxidação lipídica e o estresse oxidativo

(Jentzsch et al., 1996). Baseia-se no fato de que, em condições de baixo pH e altas temperaturas,

o MDA reage com o ácido tiobarbitúrico (TBA), originando um aduto MDA-TBA que pode ser

quantificado por espectrofotometria, fluorimetria ou cromatografia líquida de alta performance

(Janero, 1990; Wasowicz et al., 1993).

Nossos resultados mostraram que, nas concentrações usadas, o EAP não só não

protegeu as células contra a peroxidação lipídica 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 não com fêmeas, as quais não apresentaram alteração nas

comparações antes-depois. A importância dos resultados de TBARS neste estudo foi demonstrar

que extratos de plantas ricos em compostos antioxidantes, quando usados em concentrações

altas, podem ter efeitos pró-oxidantes inesperados, e que tais efeitos podem ser dependentes do

sexo.

6.2. Testes com voluntários atletas

Os polimorfismos de Mn-SOD, CAT, GPX1 e haptoglobina têm sido descritos como

interessantes biomarcadores em associação com doenças (Taufer et al., 2005; Ratnasinghe et al.,

2000; Wassel, 2000; Góth, 2001; Hu e Diamond, 2003; Góth 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 distribuição das

frequências alélicas e genotípicas de tais marcadores em várias etnias poderão fornecer uma

melhor compreensão de seu significado biológico para estudos antropogênicos e de associação

com doenças.

Para Mn-SOD, as frequências dos alelos 1 ou T (Val – 57%) e 2 ou C (Ala – 43%) do

grupo total foram mais próximas 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 associação com doenças, realizados respectivamente com

amostras populacionais da Finlândia, da Itália e do sul do Brasil. Em diversos estudos, a variação

das frequências alélicas foi relativamente pequena entre populações 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 populações asiáticas,

cujas frequências 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 pressão seletiva, nossos resultados sugerem que a heterozigose de Mn-SOD

favorece a defesa contra o estresse oxidativo. Essa sugestão é baseada nos resultados obtidos

com TGO, TGP e testes do cometa (ID controle) e de TBARS, uma vez que o genótipo SOD 1-2

(Val/Ala) apresentou os menores índices de danos nos tecidos e no DNA, bem como os menores

índices de peroxidação lipídica. Além disto, exceto para TBARS, este genótipo foi o que também

respondeu com redução significativa de danos após tratamento com pequi nos testes

mencionados. Por outro lado, SOD 1-2 (Val/Ala) foi o único genótipo que apresentou redução
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significativa, apesar de pequena, no hematócrito após o tratamento com pequi. No entanto, esta

variável também foi influenciada por sexo e genótipos Hp e CAT, sendo discutida posteriormente.

Para GPX1 (Tabela 62), as frequências dos alelos 1 ou C (Pro – 68,8%) e 2 ou T (Leu –

31,2%) foram semelhantes principalmente àquelas 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 frequências encontradas em amostras populacionais asiáticas (Bastaki et

al., 2006), onde a variante Leu é rara (Ratnasinghe et al., 2000; Zhao et al., 2005).

Tabela 62  Frequências alélicas e genotípicas do polimorfismo Pro198Leu do gene GPX1 em
diversas populações.

Polimorfismo Frequências genotípicas (%) Frequências
alélicas População Referência

GPX1
Pro198Leu

Pro/Pro
(CC)

Pro/Leu
(CT)

Leu/Leu
(TT)

Pro
(C)

Leu
(T)

35 48 17 0,59 0,33 Europa Forsberg et
al., 2000

42 43 15 0,64 0,36 Finlândia Ratnasinghe
et al., 2000

47,2 40,4 12,4 0,67 0,33 USA
Hu e

Diamond,
2003

45,4 44,1 10,5 0,675 0,325 Canadá Knight et al.,
2004

46 46 8 0,69 0,31 Caucasianos Bastaki et al.,
2006

86,1 11,3 2,6 0,92 0,08 Asiáticos Bastaki et al.,
2006

60 35 5 0,8 0,2 Hispânicos Bastaki et al.,
2006

57,9 21,1 21,1 0,625 0,375 Outros Bastaki et al.,
2006

49 41 10 0,7 0,3 USA Lightfoot et
al., 2006

58 35 7 0,75 0,25 (Europa)
Reino Unido

Lightfoot et
al., 2006

54 36 10 0,72 0,28 Europa
(Dinamarca)

Ravn-Haren
et al., 2006

52 44 4 0,74 0,26 USA Shinkai et al.,
2006

42,9 44,5 12,6 0,65 0,35 Afro-
americanos

Choi et al.,
2007

Já as frequências genotípicas (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 asiáticos por Bastaki et al. (2006) (Tabela

62).
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Nos diversos estudos realizados com populações norte-americanas (caucasianos e afro-

americanos) e européias, as frequências do genótipo 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 Pro198Leu esteja voltada para estudos de associação com

doenças, nossos resultados com atletas são concordantes e também sugerem que o alelo 1 (Pro),

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

Apesar do genótipo 1-1 (Pro/Pro) ter exibido uma concentração de hemoglobina total

significativamente menor do que o genótipo 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 os mostrados por 2-2 (Leu/Leu). Além disto,

somente os genótipos portadores do alelo 1 (Pro) apresentaram aumento significativo nos valores

de HCM após o tratamento com pequi. Tendo em vista que VCM indica o volume de um eritrócito

médio e HCM indica o conteúdo hemoglobínico de cada hemácia, ou seja, o peso da hemoglobina

em uma célula média (Zago et al., 2004), podemos inferir que indivíduos com portadores do alelo

1 (Pro) devem apresentar uma maior eficiência de cada célula no transporte de oxigênio.

Os resultados discutidos acima confirmam que tanto as frequências alélicas quanto as

genotípicas variam de acordo com a etnia e a região geográfica. Uma vez que a Mn-SOD e a

GPX1 são importantes enzimas que atuam na detoxificação do radical superóxido, 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 têm sido

relacionadas, respectivamente, com a redução da eficiência 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 doenças

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 variações étnicas devem ser investigadas e as diferenças devem

ser incorporadas nos estudos dessas variantes de susceptibilidade.

Visto que o aumento da atividade de SOD e a redução da atividade de GPX têm sido

reportados conjuntamente com desordens linfoproliferativas (Lightfoot et al., 2006), a avaliação

conjunta desses dois polimorfismos deve ser levada em conta nos estudos de associação. Como

ambas as enzimas atuam na redução do estresse oxidativo causado pelo tabagismo (Zhao et al.,

2005; Martin et al., 2009) e as atividades de Mn-SOD e GPX1 ainda são 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 associação. Neste contexto,
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nossos resultados sugerem que indivíduos com genótipo 1-2 (Val9Ala) da Mn-SOD e portadores

do alelo 1 (Pro) da GPX1 são mais eficientes na detoxificação do radical superóxido e,

consequentemente, na redução do estresse oxidativo intracelular, além de responderem melhor ao

tratamento com pequi.

Para CAT (Tabela 63), as frequências dos alelos A (39,6%) e T (60,4%) foram mais

próximas daquelas encontradas em populações européias por Ukkola et al. (2001) e Góth e Vitai

(1997), e mais distantes daquelas encontradas por Flekac et al. (2008), em uma amostra

populacional da República Tcheca, e por Lee et al. (2002), Mak et al. (2006), Park et al. (2006) e

Young et al. (2006)  em populações asiáticas. Quanto às frequências genotípicas, apenas aquelas

encontradas por Ukkola et al. (2001) foram semelhantes às obtidas neste estudo. Em outros

trabalhos realizados com amostras populacionais européias e asiáticas as frequências

encontradas de homozigotos AA foram aproximadamente de duas a quatro vezes maiores do que

as frequências 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  Frequências alélicas e genotípicas do polimorfismo 21A/T na região promotora do
gene CAT em diversas populações.

Polimorfismo Frequências genotípicas
(%)

Frequências
alélicas População Referência

CAT 21A/T

AA AT TT A T

0,44 0,56 Europa
(Hungria)

Goth e Vitai,
1997

17,62 47,95 34,43 0,42 0,58 Europa
(Finlândia)

Ukkola et al.,
2001

47,22 40,74 12,03 0,68 0,32 Ásia (Koréia) Lee et al.,
2002

48,1 51,9 (AT + TT) 0,693 0,307 Chineses (Hong
Kong)

Mak et al.,
2006

36,5 47,5 16,0 0,60 0,40 Ásia (Koréia) Park et al.,
2006

48 42 10 0,69 0,31 Ásia Young et al.,
2006

37 48 15 0,61 0,39 Europa Central Flekac et al.,
2008

Apesar do polimorfismo em questão não ter sido associado com qualquer alteração na

atividade de CAT (Góth et al., 2004; Mak et al., 2006), nossos resultados sugerem que a variante

T, cuja frequência foi mais alta no grupo de atletas, parece favorecer a proteção contra o estresse

oxidativo. Tal sugestão é apoiada nos resultados do eritrograma e do perfil lipídico obtidos neste

estudo. Indivíduos com genótipo AT exibiram valores intermediários de hemácias, hematócrito e

HCM, enquanto indivíduos TT, apesar de apresentarem valores menores de hemácias e de

hematócrito (em relação a AA), exibiram valores de HCM semelhantes àqueles apresentados por
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indivíduos AT e significativamente maiores do que os mostrados por indivíduos AA. Esses

resultados sugerem uma maior eficiência de cada célula no transporte de oxigênio. Entretanto,

apenas indivíduos AA e AT exibiram diferenças significativas nas comparações antes-depois do

pequi, cujos valores de HCM aumentaram. Ao mesmo tempo, os genótipos AT e TT apresentaram

valores de HDL semelhantes e significativamente mais altos dos que os exibidos pelo genótipo AA

e valores de LDL também semelhantes entre si e mais baixos do que os apresentados pelo

genótipo AA.

A redução significativa nos valores de hemácias e hematócrito para esses dois genótipos

após o pequi será discutida posteriormente. Visto que a modificação oxidativa de LDL

desempenha um papel fundamental no desenvolvimento de doença 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; Lamarão 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  presença do alelo T da CAT pode favorecer também a proteção cardiovascular.

Como a CAT atua na detoxificação do peróxido de hidrogênio 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 associação. Neste contexto, nossos resultados sugerem

que indivíduos com genótipo 1-2 (Val9Ala) da Mn-SOD e portadores dos alelos 1 (Pro) da GPX1 e

T da CAT são mais eficientes na defesa contra ERO e, consequentemente, na redução do

estresse oxidativo intracelular.

As frequências de Hp*1 e Hp*2 variam entre diferentes grupos étnicos e há igualmente uma

diferença significativa na distribuição dos alelos de Hp*1F e Hp*1S nas diferentes populações (Carter

e Worwood, 2007). Para haptoglobina, as frequências dos alelos Hp*1 (50,8%) e Hp*2 (49,2%) na

amostra de atletas foram semelhantes àquelas encontradas por Miranda-Vilela et al. 2009 (Hp*1 –

49,6%; Hp*2 – 49,4%) em estudo realizado com uma amostra populacional de não-atletas de

Brasília, sendo também próximas daquelas encontradas por Tondo et al. (1963) em estudo

realizado com uma amostra de afro-descendentes do Rio Grande do Sul (Hp*1 – 55%; Hp*2 –

45%). Entretanto, quando foram analisados os subtipos de Hp*1, a frequência de Hp*1F (17,6%) se

aproximou mais das frequências encontradas em amostras populacionais australianas (16,8%) e

européias (15% e 16%) (Lai et al., 1986; Borresen et al., 1987; Krüger e Püschel, 1993), enquanto

a frequência de  Hp*1S (33,2%) foi intermediária entre as frequências  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 não-atletas de Brasília.

Apesar da frequência de Hp1-1 (28,8%) ter se aproximado somente das frequências

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 frequência de Hp2-1 (44%) foi semelhante

àquelas encontradas em populações 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 frequência de Hp2-2 (27,2%) somente se aproximou daquelas encontradas em

populações brasileiras por Wobeto et al., 2007 (32,3%) e Miranda-Vilela et al., 2009 (30%), sendo

mais baixas do que as frequências de Hp2-2 encontradas em amostras populacionais

australianas, européias e asiáticas e mais semelhantes às frequências 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 frequência mais alta de indivíduos Hp2-1

pode estar associada a uma maior capacidade de transporte de oxigênio, uma vez que tal

genótipo apresentou a maior concentração de hemácias/mm3 de sangue e o maior percentual de

hematócrito, sendo significativamente diferente de Hp1-1, que apresentou valores intermediários e

de Hp2-2, que exibiu menores valores; os valores dos índices hematimétricos VCM, HCM e CHCM

foram semelhantes entre os três genótipos. Visto que Hp2-2 apresentou os menores valores de

MDA no teste de TBARS sua menor frequência na amostra de atletas pode ser decorrente de uma

menor capacidade aeróbica em relação aos outros genótipos.

Tem sido demonstrado que a haptoglobina pode atuar como molécula antioxidante, dada a

sua capacidade de ligação com a hemoglobina livre, reduzindo a geração 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 Hp1-1, intermediária 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 há um excesso de Hp em

relação à Hb livre e neste caso, as diferenças na função dos tipos de Hp não são significativas

(Melamed-Frank et al., 2001; Guéye et al., 2006; Carter e Worwood, 2007). Já no caso de diabetes

melitus ou de hemólise, tais diferenças podem ser importantes, uma vez que, em decorrência de

sua alta massa molecular, Hp*2 tem menor acesso aos espaços 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 peroxidação lipídica exibidos

por Hp2-2 no teste de TBARS não foram estatisticamente diferentes dos apresentados por Hp1-1.

Apesar de termos trabalhado somente com o perfil lipídico pós-prandial, nossos resultados

foram concordantes com aqueles obtidos por Borresen et al. (1987) no que concerne à associação

entre Hp2-2 e níveis significativos mais altos de HDL. Uma vez que a oxidação de LDL exerce

importante papel na iniciação e na progressão das lesões ateroscleróticas (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; Lamarão e Navarro, 2007) e a relação
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inversa entre HDL e risco de doenças cardiovasculares já está bem estabelecida (Mertens e

Holvoet, 2001; Pellanda et al., 2002; Asleh, 2006), nossos resultados são discordantes da

literatura que associa Hp2-2 com aumento de risco de doenças 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 os outros

genótipos e valores de LDL semelhantes a Hp1-1 e Hp2-1, seria de se esperar uma maior

proteção cardiovascular, pelo menos no que diz respeito à oxidação de LDL.

Por outro lado, o presente trabalho foi realizado com atletas, diferentemente dos estudos

de associação anteriormente mencionados. Além disto, as amplas diferenças nas frequências dos

tipos de Hp entre os diferentes grupos étnicos sugere a possibilidade de que populações distintas

possam ter susceptibilidade a doenças particulares e vários trabalhos concluem que não há

nenhuma associação entre os tipos de Hp e uma doença específica. Esses relatos contrastantes

podem indicar que quaisquer associações são questionáveis (Carter e Worwood, 2007), sendo

necessário caracterizar e estudar a distribuição de polimorfismo de Hp nas diferentes populações

para maiores esclarecimentos.

Em relação aos subtipos de Hp, os artigos são mais escassos. Entretanto, a frequência de

Hp1S-2 (28%) e Hp1F-2 (16%) foram próximas daquelas encontradas em amostras populacionais

de não-atletas de Brasília (Hp1S-2: 30%  Miranda-Vilela et al., 2009; Hp1F-2: 14,5%  Moreira et

al., 2009) e em amostras européias (Hp1S-2: 27%; Hp1F-2: 19%  Koch et al., 2003). A frequência

de Hp1S-1S (16%) se aproximou mais daquela encontrada por Miranda-Vilela et al. (2009) em

amostra populacional de Brasília (20%); a de Hp1F-1S (6,4%) foi mais próxima de europeus (7%

Koch et al., 2003); e a de Hp1F-1F (6,4%), mais próxima de uma amostra de não-atletas de

Brasília (4,8%  Moreira et al., 2009). Uma vez que no presente estudo não houve diferença

significativa entre Hp1F-2 e Hp1S-2 nos resultados obtidos com eritrograma, HDL e TBARS, as

sugestões são as mesmas feitas anteriormente para Hp2-1.

A realização de exercícios extenuantes ou com frequência de treinamento muito elevada

promove uma sobrecarga oxidativa tanto nos músculos esqueléticos quanto em muitos outros

órgãos e sistemas corporais responsáveis pela regulação e manutenção da homeostase (Cruzat et

al., 2007; Ferreira et al., 2007; Kim et al., 2007; Lecarpentier, 2007). Neste contexto, o aumento da

concentração de proteínas citosólicas como TGO, TGP e CPK na circulação após o exercício

reflete a lesão tissular (Bruce et al., 1958; Dewar et al., 1958; Almersjö 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 após suplementação com óleo 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 padrão da média (35,66%) desta enzima citosólica para o sexo masculino após

suplementação com o óleo de pequi.

A enzima TGO é encontrada principalmente no fígado, coração, músculos esqueléticos,

rins, pâncreas e eritrócitos (Dewar et al., 1958), enquanto a enzima TGP é encontrada em altas

concentrações apenas no fígado (Bruce et al., 1958; Dewar et al., 1958; Almersjö et al., 1968;

Chalifoux e Lagacé, 1969). Tendo em vista que o pequi contém diversos tipos de carotenóides

(Ramos et al., 2001; Azevedo-Meleiro e Rodriguez-Amaya, 2004; Oliveira et al., 2006; Lima et al.,

2007), substâncias reconhecidas pela sua alta capacidade antioxidante (Hermes-Lima, 2004;

Gomes et al., 2005), especialmente em condições de baixa tensão de O2 (Ferreira e Matsubara,

1997; Gomes et al., 2005), nossos resultados sugerem que o óleo de pequi foi particularmente

eficiente em reduzir o estresse oxidativo de células e órgãos submetidos ao fenômeno de

isquemia-reperfusão nas mulheres.

A enzima CPK está presente em altas concentrações nos músculos esquelético e cardíaco

e em menor extensão no tecido cerebral (Griffiths, 1964) e sua concentração sérica está sujeita as

variações fisiológicas como sexo, idade, massa muscular, tipo de exercício 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 músculo esquelético e no miocárdio (Apple et

al., 1988; Foschini et al., 2007). Visto que CPK é o marcador bioquímico mais utilizado na literatura

como indicador da ocorrência de lesão muscular, sobretudo após exercícios extenuantes

realizados por indivíduos sem enfermidades (Barbosa et al., 2003; Foschini et al., 2007), nossos

resultados também sugerem que o óleo de pequi foi particularmente eficiente em reduzir as lesões

oxidativas nos músculos de atletas do sexo masculino.

Uma vez que os resultados discutidos anteriormente indicam que a proteção suprida pelo

pequi contra danos oxidativos avaliados por TGO, TGP e CPK é sexo-dependente, o papel dos

hormônios sexuais na proteção antioxidante deve ser levado em conta. Além de sua função

clássica como um esteróide sexual, os efeitos benéficos do estrógeno são 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 após suplementação apenas para o sexo feminino sugerem ação conjunta do efeito

antioxidante do estrógeno e do óleo de pequi.

Por outro lado, nossos resultados com CPK mostraram proteção somente para o sexo

masculino, indicando que a testosterona pode ter algum papel na defesa contra o estresse

oxidativo nos músculos. Os resultados obtidos por Klapci ska et al. (2008) sugerem que, pelo

menos em ratos, a testosterona endógena pode exercer um papel indireto na defesa antioxidante,

o mesmo não ocorrendo com a reposição hormonal. Os autores observaram que a castração de

ratos afetou significativa e negativamente o estado antioxidante do ventrículo esquerdo, tanto pela

redução das enzimas antioxidantes quanto pelo aumento da peroxidação lipídica. Todavia, o
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restabelecimento de níveis fisiológicos de testosterona sérica através de reposição hormonal

resultou em tendência maior de decréscimo do estado antioxidante dos tecidos do ventrículo

esquerdo. Então, com base em nossos resultados de CPK e nos resultados obtidos por Klapci ska

et al. (2008), nós 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 músculos.

Visto que o exercício exaustivo também induz dano no DNA de leucócitos circulantes

(Nies et al., 1996; Mastaloudis et al., 2004; Demirbag et al., 2006), nossos resultados com o teste

do cometa demonstraram que o óleo 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, reforçam a idéia da contribuição dos efeitos

antioxidantes do estrógeno para o sexo feminino.

É importante ressaltar que, apesar do sistema antioxidante trabalhar em paralelo com o

sistema de reparo e o treinamento físico ser um conhecido indutor de enzimas antioxidantes

(Sureda et al., 2005; Radak et al., 2007), o exercício exaustivo ou o treinamento intenso e

prolongado ultrapassa a capacidade antioxidante endógena e geralmente resulta em lesão

oxidativa (Sureda et al., 2005; Cruzat et al., 2007; Ferreira et al., 2007; Kim et al., 2007;

Lecarpentier, 2007). Neste contexto, as faixas etárias e a distância percorrida devem ser

igualmente consideradas, uma vez que o aumento de danos oxidativos relacionados ao

envelhecimento tem sido bem documentado, que músculos envelhecidos exibem uma capacidade

de adaptação antioxidante inferior aos músculos jovens e que exercícios físicos extenuantes

aumentam a geração 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 proteção fornecida pelo óleo de

pequi contra danos nos tecidos (avaliados por TGO) e no DNA foi mais eficiente somente para

grupos mais jovens e para a distância percorrida de até 10 Km. Isto sugere que corridas de longas

distâncias podem ser prejudiciais, principalmente para atletas mais velhos, devido ao aumento do

estresse oxidativo acima da capacidade de adaptação do organismo, mesmo com o uso de

suplementos antioxidantes.

Estudos mostram que atletas, especialmente os de resistência, tendem a desenvolver

uma condição conhecida como anemia esportiva ou pseudoanemia, que pode ocorrer no início de

um programa de treinamento ou durante um treinamento prolongado. Reduções transitórias na

concentração de hemoglobina, na contagem de hemácias e de hematócrito que caracterizam esta

condição, são decorrentes da expansão do volume plasmático como uma adaptação fisiológica

aos exercícios extenuantes. Tal aumento no volume plasmático pode ser benéfico devido ao

decréscimo na resistência ao fluxo sanguíneo, melhora na sudorese e maior volume de ejeção, ou

seja, maior volume de sangue ejetado pelo ventrículo esquerdo durante a sístole (Eichner, 1992;
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Eichner, 1996; Eichner, 1998; Eichner, 2002). Como a anemia do esportista é uma falsa anemia, a

hemólise que ocorre com a prática de atividade física, dificilmente causa uma anemia. Portanto, a

principal causa da verdadeira anemia em atletas é ocasionada pela ingestão deficiente de ferro

(Eichner, 2002). Neste contexto, os resultados do presente trabalho sugerem que a tendência

geral de redução de hemácias, hemoglobina e hematócrito após a suplementação com óleo de

pequi foi principalmente decorrente de uma maior expansão do plasma e não de hemólise, e que

estes resultados foram influenciados por sexo, idade (exceto hematócrito) e genótipos Hp

(hemácias, hemoglobina e hematócrito), Mn-SOD (hematócrito), CAT (hemoglobina e hematócrito)

e GPX1 (hemoglobina).

Uma vez que os valores de referência para hemácias, hemoglobina e hematócrito diferem

entre homens e mulheres e que pesquisas com atletas de resistência do sexo feminino revelam

que estas não apresentam apenas uma redução na concentração de hemoglobina relacionada a

uma hemodiluição, mas também um estado de deficiência de ferro com ou sem anemia (Carlson e

Mawdsley, 1986; Eichner, 1998; Vilardi et al., 2001), é de se esperar que os 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 deficiência de ferro estavam incluídas preferivelmente na faixa etária de 25 29 anos,

que apresentou a menor concentração de hemoglobina e se diferenciou das demais.

Quanto aos valores de RDW, nossos resultados demonstraram que houve uma redução

significativa após suplementação com óleo de pequi. Uma vez que RDW (amplitude ou variação

da distribuição do tamanho dos eritrócitos; do inglês Red Cell Distribution Width) avalia o grau de

anisocitose na população de hemácias (Zago et al., 2004) e que tem sido sugerido que exercícios

intensos de longa duração e treinamentos exaustivos podem comprometer nossa capacidade de

detoxificar ERO dentro das células sanguíneas e os eritrócitos parecem muito mais vulneráveis

aos danos oxidativos (Petibois e Déléris, 2005; Sureda et al., 2005), nossos resultados mostraram

que o óleo de pequi foi eficiente em proteger os eritrócitos contra as lesões oxidativas decorrentes

do exercício. Visto que a idade e a distância percorrida também influenciaram nas respostas da

variável RDW ao pequi, a maior redução da anisocitose após o pequi observada na faixa etária de

25 29 anos e na distância percorrida de 16 21 Km corroboram a afirmação de proteção acima.

Adicionalmente, após a suplementação com pequi, os valores de RWD que se encontravam acima

da normalidade se apresentaram dentro dos valores de referência considerados normais, exceto

para as faixas etárias de 35 39 anos e 45 anos e para a distância percorrida de 16 21 Km, as

quais também exibiram maior anisocitose antes do pequi.

A atividade física exaustiva pode iniciar reações que se assemelham à fase aguda da

resposta imune à infecção, resultando em aumento de neutrófilos e redução de linfócitos (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 várias evidências
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demonstrando que o número de monócitos transientes aumenta de 50-100% no sangue periférico

em resposta ao exercício agudo (Woods et al., 2000). Pode também haver mudanças nas

subpopulações de monócitos dependendo da intensidade ou duração do exercício, de forma que

monócitos maduros podem migrar para fora da circulação (Woods et al., 2000).

No presente trabalho, apesar da tendência geral de redução de linfócitos após a

suplementação com óleo de pequi, houve também uma tendência de redução de neutrófilos

maduros (segmentados) e aumento de monócitos na circulação, não havendo alteração na

população de neutrófilos jovens (bastonetes). Uma vez que após o exercício exaustivo,

inicialmente os neutrófilos e posteriormente os monócitos e os linfócitos são recrutados para o

local de inflamação (Cruzat et al., 2007) e considerando que nos resultados discutidos

anteriormente houve redução das lesões oxidativas nos tecidos após a suplementação, podemos

inferir que o óleo de pequi foi biologicamente eficiente em reduzir a inflamação (apesar do teste de

ANOVA ter indicado que não houve influência do pequi). Isto porque, em decorrência da redução

dos danos oxidativos nos tecidos após o pequi, não houve necessidade de mobilizar monócitos

para fora da circulação, o que provocou seu aumento. Ao mesmo tempo, devido à redução do

processo inflamatório, houve redução de neutrófilos maduros e de linfócitos e não houve alteração

de neutrófilos jovens, indicando que não houve aumento da leucopoese pela medula óssea. Visto

que o aumento de monócitos foi maior para o sexo feminino (em níveis de significância superiores

a 6,28%), os resultados novamente conduzem à sugestão de contribuição dos efeitos

antioxidantes do estrógeno.

Os exercícios físicos exaustivos e de alta intensidade também podem favorecer a

aterosclerose e o risco cardiovascular (Schneider e Oliveira, 2004), uma vez que têm 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 sanguíneo, danificar a interface endotelial, facilitar a interação de proteínas plasmáticas com

o endotélio nas zonas de re-circulação pós-estenóticas e aumentar a propensão a trombose

(Rosenson e Lowe, 1998). Por sua vez, a disfunção endotelial está associada com o aumento da

adesão plaquetária, da atividade pró-coagulante e da fibrinólise. Sendo assim, as plaquetas

desempenham papel importante na patogênese da trombose e da aterosclerose. Quando

ativadas, interagem com o endotélio e as células inflamatórias por ação da glicoproteína P-

selectina (CD62p), contribuindo para eventos isquêmicos tromboembólicos (Santos et al., 2007b).

O aumento do volume plaquetário médio (VPM) é um dos indicadores da ativação de

plaquetas (Santos et al., 2007b; Santos et al., 2008) e houve redução (não significativa) na média

desta variável (dados não apresentados) antes e depois do tratamento com pequi (10,54 ± 0,15

antes e 10,37 ± 0,1 depois), bem como redução significativa nos valores do plaquetócrito

(p=0,0001; dados não apresentados) e das plaquetas. Portanto, esses resultados corroboram a
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afirmação prévia de que o óleo de pequi foi eficiente em reduzir a inflamação e a viscosidade do

sangue provocada por aumento da leucocitose e de plaquetas; consequentemente, também foi

eficiente em reduzir o risco cardiovascular. Tal afirmação ainda tem apoio nos resultados obtidos

com as diferentes faixas etárias e distâncias percorridas, visto que houve redução significativa nos

valores das plaquetas para quatro das sete faixas etárias, incluindo a de 25 29 anos, e para duas

das quatro faixas de distância percorrida (6 7 Km e 8 10 Km), bem como grande redução nos

valores desta variável para a distância percorrida de 16 21 anos após o pequi.

Nossos resultados também demonstraram que os exercícios agudos promovem alterações

na série plaquetária, particularmente nos valores de plaquetócrito e PDW (índice de variação no

tamanho da população de plaquetas), visto que ambos estavam maiores do que os valores de

referência após a primeira corrida (sem pequi). Porém, a média dos valores de PDW (dados não

mostrados) praticamente não se alterou antes e depois do tratamento com pequi (18,01 ± 0,11

antes e 18,11 ± 0,01 depois) e o plaquetócrito, apesar de exibir redução significativa em seus

valores, estes ainda permaneceram mais altos do que os de referência (0,36 ± 0,01 antes e 0,33 ±

0,01 depois). Tendo em vista que o VPM está geralmente aumentado quando há um aumento do

turnover plaquetário e consequentemente defeito de produção (Santos et al., 2008) e que tais

valores permaneceram dentro da normalidade antes e depois do pequi, podemos inferir que as

alterações observadas foram decorrentes de adaptação fisiológica ao exercício agudo.

Além dos fatores de risco clássicos relacionados à doença arterial coronariana (DAC) tais

como obesidade, tabagismo, hipertensão arterial sistêmica, dislipidemia, sedentarismo e diabetes

melitus, outros fatores de risco chamados de emergentes ou não clássicos têm sido estudados, e

entre eles a lipemia pós-prandial tem sido vista como um possível marcador precoce de

anormalidades metabólicas e disfunção vascular ainda não observados em jejum (Signori et al.,

2007). No estado pós-prandial, uma elevação estável de lipoproteínas ricas em triglicerídeos (LDL

e VLDL) por muito tempo pode causar alterações envolvidas na aterogênese, tais como disfunção

endotelial, menor disponibilidade do óxido nítrico e maior estresse oxidativo (Anderson et al., 2001;

Signori et al., 2007). Enquanto LDL oxidadas favorecem a aterosclerose por estimularem a adesão

e a agregação plaquetária, a infiltração de monócitos e a migração e a proliferação de células

musculares lisas, HDL tem propriedades antitrombolíticas diretas, através de inibição da

agregação de plaquetas e de eritrócitos, redução da viscosidade do sangue e supressão de

fatores de ativação plaquetária (Rosenson e Lowe, 1998; Mertens e Holvoet, 2001). Neste

contexto, a tendência geral de redução de colesterol total e LDL, bem como de aumento de HDL

observados para o grupo total após o tratamento com pequi contribuem para a afirmação prévia de

que o óleo de pequi foi biologicamente eficiente em reduzir a inflamação, a viscosidade do sangue

e o risco cardiovascular. Entretanto, pelo menos em relação ao perfil lipídico pós-prandial, tal

proteção foi influenciada por sexo, idade, distância percorrida e genótipos CAT e Hp.
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O sexo masculino é geralmente considerado um fator de risco independente para a

doença cardiovascular (DCV). O predomínio de DCV em homens tem sido atribuído em parte a

diferenças nos níveis lipídicos entre os sexos e supõe-se que tais diferenças sejam decorrentes de

modulação diferente pelos esteróides sexuais. Na puberdade os níveis de HDL decrescem em

paralelo com o aumento dos níveis da testosterona sérica; em homens adultos, os níveis mais

baixos de HDL são comparáveis àqueles observados em mulheres na pré-menopausa

(Pottelbergh et al., 2003). Mediante a composição química do pequi (Almeida, 1998; Lima et al.,

2007), existem evidências para sugerirmos que o consumo do óleo de pequi pode influenciar o

metabolismo de lipídeos (López et al., 2007) e nossos resultados sugerem que tal influência

depende do sexo, da idade do consumidor e, para HDL, também dos genótipos CAT e Hp. No

caso da influência dos genótipos, apenas Hp1F-1F apresentou aumento significativo de HDL após

o tratamento com pequi, não havendo alteração significativa nesses valores para nenhum genótipo

CAT.

De acordo com o consagrado estudo de Framingham, cada 1 mg/dL de aumento no HDL

está associado com uma redução de 2% no risco de doença arterial coronariana (DAC) nos

homens e de 3% nas mulheres (Mertens e Holvoet, 2001) Desta forma, a redução do colesterol

total e do LDL e o aumento de HDL observado para ambos os sexos após o pequi, apesar de não

significativos, indicaram que o óleo de pequi foi biologicamente eficiente em reduzir o risco

cardíaco em homens e mulheres. O maior aumento de HDL e a maior redução de colesterol total e

de LDL observados para o grupo de mulheres após o tratamento com pequi apóiam a suposição

de modulação diferente do perfil lipídico pelos esteróides sexuais e mais uma vez corroboram a

proposta do papel protetor do estrógeno. Considerando-se que: (1) os efeitos da dieta nos lipídeos

do sangue são mais bem conhecidos em homens; (2) diversos estudos, mas não todos, notaram

que o perfil lipídico das mulheres é menos responsivo à dieta do que o dos homens; (3) na maioria

desses estudos não foram feitas comparações estatísticas 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 lipídico de ambos os sexos.

Levando-se em conta que os valores de referência para colesterol total são diferentes para

a faixa etária de 2 19 anos, é de se esperar que a faixa de 15 19 anos tenha apresentado

diferenças em relação às demais idades para esta variável e outras relacionadas. Conforme o

estudo de Framingham, níveis elevados de colesterol LDL e baixos de HDL são fatores preditores

de DAC em homens e mulheres acima de 49 anos (Mertens e Holvoet, 2001; Polanczyk, 2005).

Adicionalmente, as recomendações dietéticas atuais para redução de risco de DCV enfatizam uma

menor ingestão de ácidos graxos saturados (AGS), especialmente de ácido palmítico, em prol de

uma maior ingestão de ácidos graxos monoinsaturados (AGMI), principalmente de ácido oléico

(Lopéz et al., 2007). Po outro lado, a relação entre maior ingestão de AGS e aumento de LDL não

é uma característica geral dos ácidos graxos saturados; o ácido esteárico não exibe esta

característica (Nestel et al.,, 1994). Visto que o consumo de óleos ricos em ácidos graxos
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monoinsaturados (AGMI) tem sido recomendado como estratégia para modular o perfil lipídico do

plasma em humanos (Heyden, 1994), nossos resultados de redução de LDL após suplementação,

significativos para a faixa etária  45 anos, estão de acordo com a literatura e evidenciam que o

óleo de pequi foi eficiente em diminuir o risco cardíaco de indivíduos incluídos na faixa etária de

maior risco. Os resultados obtidos com triglicerídeos sustentam esta afirmação, uma vez que o

aumento de triglicerídeos tem sido relacionado ao aumento da incidência de DAC em pacientes

com níveis elevados de LDL e baixos de HDL (Cullen, 2000) e após tratamento com pequi houve

tendência de redução de triglicerídeos em função do aumento da faixa etária, particularmente a

partir de 35 39 anos.

Durante os exercícios físicos, ácidos graxos não-esterificados são o substrato lipídico mais

importante; a taxa de oxidação é aumentada profundamente, representando mais de 60% da

energia gasta. Todavia, os ácidos graxos podem também ser derivados de hidrólise intramuscular

de triglicerídeos. Exercícios prolongados estão associados a um pequeno decréscimo na

concentração plasmática de triglicerídeos, o que pode também refletir o uso de LDL como

combustível ou pode ser atribuído à redução da secreção hepática de VLDL. No estado pós-

prandial, as concentrações elevadas de lipoproteínas ricas em triglicerídeos representam uma

fonte potencial de ácidos graxos para os músculos e podem ser importantes no reabastecimento

muscular de triglicerídeos após o exercício. Desde o final dos anos 60 já é conhecido que uma

sessão de exercícios diminui a lipemia pós-prandial. O exercício igualmente influencia a atividade

intestinal pós-prandial (Hardman, 1998). Neste contexto, a tendência de redução do colesterol total

e de LDL com o aumento da distância percorrida, bem como diferenças entre as faixas de

quilômetros percorridos já eram esperados e estão de acordo com a literatura.

Pelo fato do processo fisiopatológico da aterosclerose envolver oxidação e inflamação, os

marcadores inflamatórios assumem um papel muito importante na predição dos riscos de doenças

coronarianas, sendo inclusive um dos fatores considerados como não-clássicos ou emergentes

para DCV (Casella Filho et al., 2003; Signori et al., 2007). Alguns marcadores, como a PCR ultra-

sensível , se mostraram úteis como adjuntos aos fatores de risco tradicionais para DAC (Casella

Filho et al., 2003). Sua avaliação agrega valor preditivo às dosagens do colesterol na

determinação do risco de um primeiro evento cardiovascular em homens e mulheres saudáveis

(Potsch et al., 2006).

Os resultados obtidos no presente estudo com a dosagem sérica de PCR-US apóiam a

afirmação que o óleo de pequi foi eficiente em reduzir o risco cardiovascular em homens, uma vez

que a tendência de redução dos valores da PCR-US observada após tratamento com o óleo de

pequi foi particularmente relacionada ao sexo masculino, considerado por si só como um fator de

risco para DCV (Pottelbergh et al., 2003). Tal afirmação também é sustentada pelo teste de

TBARS, que avalia a peroxidação lipídica no plasma (Clarkson e Thompson, 2000). Apesar da

análise de variância ter indicado que nem o tratamento com pequi nem o sexo influenciaram nos
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resultados, houve redução nos valores de MDA para o sexo masculino após pequi, sendo esta

particularmente relacionada à distância de 6 7 Km pelo teste T para amostras dependentes

(dados não apresentados). Visto que durante a puberdade os níveis de HDL decrescem no sexo

masculino em paralelo com o aumento dos níveis da testosterona sérica (Pottelbergh et al., 2003)

é de se esperar maiores valores de peroxidação lipídica para a faixa etária de 15 19 anos, como

observado no presente estudo.

Uma vez que o exercício 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 influência da distância percorrida e

maior peroxidação lipídica para a faixa de 4 5 Km. Apesar da redução nos valores de MDA só ter

sido significativa para a distância de 6 7 Km, houve também redução da peroxidação lipídica para

as faixas de 8 10 e 16 21 Km após a suplementação, indicando que o óleo de pequi foi

biologicamente eficiente em reduzir a peroxidação lipídica em atletas treinados.

Estudos epidemiológicos sobre as gorduras da dieta não mostraram relação clara entre a

pressão sanguínea e o total de gordura consumida (Qizilbash, 1987; Soriguer et al., 2003). Uma

associação positiva entre a quantidade estimada de gorduras saturadas da dieta e a pressão

sanguínea foi reportada em alguns estudos epidemiológicos, mas não em outros (Soriguer et al.,

2003). Entretanto, uma associação entre redução de gordura saturada na dieta e queda da

pressão sanguínea já foi demonstrada na literatura (Obarzanek et al., 2001; Soriguer et al., 2003).

Apesar de poucos estudos epidemiológicos com pequenas amostras populacionais sugerirem que

uma maior ingestão de ácidos graxos monoinsaturados (AGMI) é inversamente relacionada à

pressão sanguínea, outros estudos com maiores amostras populacionais não encontraram essa

correlação (Soriguer et al., 2003). Porém, algumas evidências suportam a hipótese de que uma

alta taxa de AGPI/AGS (ácidos graxos poliinsaturados/ácidos graxos saturados) na dieta exerce

efeito hipotensivo. Apesar da influência da gordura da dieta na pressão sanguínea ser pequena,

ela tem um efeito considerável na saúde pública (Qizilbash, 1987).

Nesse estudo, a redução significativa da pressão arterial (sistólica e diastólica) para o

grupo total e para ambos os sexos após suplementação com óleo de pequi apóia a sugestão

anterior de que um maior consumo de AGMI é inversamente relacionado à pressão sanguínea.

Mediante a composição lipídica do óleo de pequi e nossos resultados, podemos sugerir que não

só 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

pressão sistólica versus diastólica variam de acordo com a idade. No estudo de Framingham há

uma transição gradual da pressão diastólica para a sistólica como fator de prognóstico mais

importante de risco cardiovascular. Para participantes com menos de 50 anos, a pressão diastólica
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é um melhor preditor de desenvolvimento de DAC. Entretanto, entre 50 e 59 anos, há um período

de transição entre pressão sistólica e diastólica, cujos valores assumem risco comparável. Após

os 60 anos, o risco de DAC permanece positivamente correlacionado a pressão sistólica, mas

inversamente relacionado à pressão diastólica. Isto é, após os 60 anos, níveis mais baixos de

pressão diastólica são associados a uma piora na prognose cardiovascular (Nishizaka e Calhoun,

2006). Como no presente estudo houve redução nos valores da pressão diastólica em todas as

faixas etárias após suplementação e, com exceção da faixa de 30 34 anos, também houve

redução na pressão sistólica, tais resultados sugerem um possível efeito hipotensivo e

cardioprotetor do óleo de pequi, particularmente para a faixa etária de maior risco cardiovascular

45 anos).
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7. CONCLUSÕES

1- Os extratos aquoso e orgânico não tiveram efeito clastogênico ou genotóxico 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 peroxidação lipídica nos camungongos de ambos os sexos,

especialmente nos machos e o extrato orgânico aumentou a peroxidação lipídica apenas

nos machos, sem efeitos nas fêmeas.

Em atletas e nas condições em que o trabalho foi realizado, podemos sugerir que:

3- O óleo de pequi foi eficiente em reduzir lesões 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 proteção fornecida pelo óleo de pequi contra danos nos tecidos (avaliados por TGO) e

no DNA foi mais eficiente para grupos mais jovens e para a distância percorrida de até 10

Km, indicando que corridas de longas distâncias podem ser prejudiciais, principalmente

para atletas mais velhos, devido ao aumento do estresse oxidativo acima da capacidade

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

5- Para TGO, TGP e teste do cometa, houve influência dos genótipos Mn-SOD (polimorfismo

Val9Ala na sequência-sinal mitocondrial) na resposta dos atletas à suplementação com

óleo de pequi. A frequência mais alta de heterozigotos foi relacionada a menores danos no

DNA e nos tecidos, além de exibirem melhor resposta ao óleo de pequi, com redução

significativa de danos.

6- Para CPK e PCR-US, os resultados indicaram que o sexo exerceu efeito significativo, e,

após o tratamento com pequi, uma queda não-significativa nos valores foi observada

apenas para o sexo masculino.

7- A tendência geral de redução de eritrócitos, hemoglobina e hematócrito após o tratamento

com pequi foi particularmente associada a uma maior expansão do plasma, sendo tais

resultados influenciados por sexo, idade (eritrócitos, hemoglobina) e genótipos de

haptoglobina (eritrócitos, hemoglobina e hematócrito), Mn-SOD (hematócrito), CAT

(hemoglobina e hematócrito) e GPX1 (hemoglobina).
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8- A queda significativa nos valores de RDW (amplitude ou variação da distribuição do

tamanho dos eritrócitos; do inglês Red Cell Distribution Width) foi relacionada

principalmente ao efeito protetor antioxidante do óleo de pequi.

9- Os resultados do leucograma e da série plaquetária indicaram que o óleo de pequi foi

biologicamente eficiente em reduzir a inflamação provocada pelo exercício agudo.

10- A queda significativa nos valores da pressão arterial, de colesterol total e LDL pós-

prandiais observada no grupo 45 anos, sugeriu que o óleo de pequi apresentou efeitos

cardiovasculares protetores, principalmente para aqueles atletas incluídos na faixa etária

de maior risco. Entretanto esses dados não podem ser extrapolados para indivíduos

sedentários ou mesmo para a lipemia após jejum, uma vez que nenhum experimento a

respeito foi realizado.

11- A tendência de aumento de HDL observada após o tratamento com óleo de pequi foi

relacionada a sexo, idade, distância percorrida e genótipos CAT e Hp, sendo que apenas

Hp1F-1F apresentou aumento significativo após o tratamento, não havendo alteração

significativa nesses valores para nenhum genótipo CAT.

12- Para os homens, o teste TBARS apresentou resultados contrários aos obtidos com

camundongos e nenhum efeito foi observado nas mulheres, sendo tais resultados

influenciados por idade, distância percorrida e genótipos Hp e Mn-SOD.
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

O óleo de pequi, além de possuir várias propriedades nutricionais, apresentou efeitos

antioxidantes e cardiovasculares protetores e, após testes adicionais e com a definição da dose

adequada, também poderá ser usado como adjuvante na quimioterapia do câncer, na forma de

suplemento alimentar.
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10. ANEXOS

 10.1. Anexo I – Parecer CONEP
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10.2. Anexo II – Análises de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) e Cromatografia Gasosa (CG) dos extratos
da polpa do pequi (Caryocar brasiliense Camb.)

1. Espectros de RMN (300 MHz) da fração orgânica  extratos hexânico (EHP) e clorofórmico (ECP) em solvente CDCl3: a) espectro RMN 1H;

b) espectro RMN 13C.

As insaturações do oleato de glicerila, presente majoritariamente na fração orgânica (60%), foram observadas por RMN 1H e 13C na região olefínica,
em 5,34 ppm (multipleto) e em 129,3 e 129,7 ppm, respectivamente. A região alifática (CH2 e CH3), observada entre 0,80 e 1,70 ppm no espectro
RMN 1H, incluiu também a absorção correspondente ao palmitato (40%). As funções acilas relativas aos ésteres foram apresentadas em 172,3 e
172,7 ppm.
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2. Análise da fração orgância (EHP e ECP) da polpa do pequi (Caryocar brasiliense Camb.) por

RMN 1H e 13C.

H (ppm) Natureza dos
Hidrogênios J (Hz) Natureza dos

Carbonos C (ppm)

0,88 CH3 7,0 CH3 13,9

1,21-1,31 CH2
__CH3 - CH2

__CH3 22,5

1,21-1,31 7CH2 - 7CH2 28,2-31,7

1,60-1,70 CH2
__CH2

__CO - CH2
__CH2

__CO 24,7

1,98-2,10 CH2
__C=C - CH2

__C=C 27,0

2,31 CH2
__C=O - CH2

__C=O 33,9

4,14 e 4,30 CH2
__C__O 4,3 e 12,0 CH2

__C__O 61,8

5,27 CH__C__O 7,8 CH__C__O 68,7

5,34 CH=CH - CH=CH 129,3 e 129,7

- - C=O 172,3 e 172,7

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

3. Composição relativa de óleos da fração orgânica (ECP e EHP) da polpa do pequi (Caryocar

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

Ácidos graxos saturados Número de Carbonos Quantidade
(% por 100g de polpa)

Palmítico C16:0 41,78
Esteárico C18:0 1,28

Araquídico C20:0 0,12
Total 43,18

Ácidos graxos insaturados Número de Carbonos e de Insaturações Quantidade
(% por 100g de polpa)

Mono-insaturados
Oléico C18:1 ( 9) 54,28

Palmitoléico C16:1 ( 7) 0,67
Bi-insaturado

Linoléico C18:2 ( 6) 1,36
Tri-insaturado

Linolênico C18:3 ( 3) 0,51
Total 56,82
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4. Espectro de RMN (300 MHz) do extrato aquoso (EAP) em solvente D2O: a) espectro RMN 1H; b) espectro RMN 13C.

Foram observadas absorções características de carboidratos no RMN 1H (3,00 5,50 ppm) e no RMN 13C (50,0 110,0 ppm). As múltiplas absorções
observadas indicaram uma mistura complexa, provavelmente provocada pela polimerização.
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5. Espectro de RMN do extrato etanólico (EEP) em solvente CH3OD: a) espectro RMN 1H; b) espectro RMN 13C RMN.

Foram observadas absorções características de carboidratos no RMN 1H (3,00-5,50 ppm) e no RMN 13C (50,0 110,0 ppm). As múltiplas absorções
observadas indicaram uma mistura complexa, provavelmente provocada pela polimerização. Absorções características de região aromática foram
observadas no RMN 1H a 7,00 9,00 ppm e  no RMN 13C a 120 145 ppm, as quais provavelmente representam os compostos fenólicos já descritos para
a espécie Caryocar brasiliense (Roesler et al., 2008).
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6. Espectro de RMN do extrato hidro-etanólico (EHEP) em solvente CH3OD: espectro RMN 1H; b) espectro RMN 13C.

Foram observadas absorções características de carboidratos no RMN 1H (3,00-5,50 ppm) e no RMN 13C (50,0 110,0 ppm). As múltiplas absorções
observadas indicaram uma mistura complexa, provavelmente provocada pela polimerização.
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10.3. Anexo III – Artigo
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10.4. Anexo IV – Explicação do Termo de Consentimento

LABORATÓRIO DE GENÉTICA
DEPARTAMENTO DE GENÉTICA E MORFOLOGIA
UNIVERSIDADE DE BRASILIA

EXPLICAÇÃO DO TERMO DE CONSENTIMENTO

Título do estudo
“Avaliação dos efeitos antigenotóxicos, antioxidantes e farmacológicos de extratos da

polpa do fruto do Pequi (Caryocar brasiliense Camb)”

Projeto de doutorado da aluna Ana Luisa Miranda-Vilela do curso de Pós-Graduação em Biologia

Animal da Universidade de Brasília (UnB), coordenado pelo prof° Dr. Cesar Koppe Grisolia – Dept°

de Genética e Morfologia – Laboratório de Genética – Universidade de Brasília.

Informações sobre a sua participação

A procura por suplementos vitamínicos naturais, principalmente aqueles com propriedades

antioxidantes, que previnem lesões no material genético, e consequentemente reduz o risco de

câncer, tem aumentado muito nos últimos anos. Já está cientificamente demonstrado que o uso de

antioxidantes também diminui o risco de desenvolvimento de doenças cardiovasculares e

desordens inflamatórias crônicas, entre outras.

O pequi é muito conhecido na culinária regional e tem um alto valor nutricional. O óleo de

pequi, além de conter suplementos antioxidantes, é também usado na medicina popular para

combater diversos tipos de doenças, principalmente aquelas do trato respiratório, além de ser

usado também para curar problemas oftalmológicos (da visão) relacionados à deficiência de

vitamina A. Entretanto, devido ao seu sabor peculiar, grande parcela da população não o aprecia

como alimento. Atualmente, através de técnicas farmacêuticas, pode-se suavizar esse sabor

tornando-o mais aceitável pela população em geral.

As técnicas apresentadas para o desenvolvimento do produto já são conhecidas e

validadas cientificamente. O caráter inovador do projeto baseia-se no fato de estarmos

apresentando um fruto típico do cerrado, muito conhecido na culinária, mas agora com uma outra

propriedade: suplemento vitamínico antioxidante na forma de extrato puro acondicionado em

cápsulas gelatinosas e com o sabor suavizado ou ligeiramente mascarado através de técnicas

farmacêuticas.

As populações alvo seriam atletas, que têm grande desgaste físico durante as suas

atividades, indivíduos que de algum modo estejam sob alguma condição de estresse físico, ou

mental, pessoas da terceira idade que necessitam de maior aporte vitamínico, entre outras.

Os voluntários nesse estudo serão submetidos a uma suplementação diária durante 14

dias com o extrato puro de óleo de pequi, encapsulado de acordo com os procedimentos da

N° __________
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técnica farmacêutica, sob a responsabilidade da Farmácia de Manipulação "Farmacotécnica",

empresa já bem estabelecida no Distrito Federal.

Objetivos do estudo:

1. Verificar a capacidade antioxidante do extrato de pequi, medindo componentes do sangue

(plasma sanguíneo).

2. Estudar as propriedades das cápsulas de pequi em proteger o material genético (DNA).

3. Verificar se as cápsulas de pequi melhoram os componentes do sangue.

4. Verificar se o esforço físico modifica a estrutura da musculatura e se as cápsulas de pequi

podem proteger os indivíduos contra as lesões musculares e cardíacas provenientes de alto

esforço físico.

5. Procurar uma associação entre a resistência dos indivíduos aos esforços físicos com sua

aptidão natural (genética).

6. Analisar componentes do sangue para avaliar a possibilidade de desenvolvimento futuro de

pressão alta.

Benefícios:

Ao final do estudo, apresentaremos aos participantes voluntários interessados, os

resultados dos exames realizados. São dados bastante informativos sobre a saúde do cidadão.

Qualquer informação importante que surgir durante a sua participação no estudo e que possa

contribuir para o seu melhor estado de saúde será levada imediatamente ao seu conhecimento.

Caso for constatado algum desvio de normalidade nesses exames, o voluntário será

imediatamente informado e aconselhado a buscar tratamento médico específico.

Possíveis riscos:

1. O pequi já é amplamente ingerido através da culinária e não há relato de intolerância ou alergia.

Caso algum voluntário venha a sentir algum tipo de desconforto ao ingerir as cápsulas, ele deverá

informar imediatamente ao coordenador do projeto, podendo assim ser desligado do grupo.

2. Desconforto na coleta endovenosa de sangue, que será realizada em dois momentos distintos,

num intervalo de tempo de 15 dias.

Outras informações:

1. Duração da sua participação: 15 dias.

2. Não haverá implicação na mudança nos hábitos de vida em virtude da participação nesse

estudo.

3. Compromisso com o sigilo da identidade do voluntário: os registros da participação no estudo

serão mantidos confidencialmente, sendo do conhecimento somente dos participantes do projeto.

Cada voluntário receberá um número.
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Maiores esclarecimentos:

1. Caso você 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 você não tenha entendido alguma parte deste documento/explicação, pergunte aos

pesquisadores antes de assinar o termo de consentimento.
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10.5. Anexo V – Termo de Consentimento

LABORATÓRIO DE GENÉTICA
DEPARTAMENTO DE GENÉTICA E MORFOLOGIA
UNIVERSIDADE DE BRASILIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO, PÓS-INFORMAÇÃO

O abaixo assinado, _________________________________________________declara ter sido

plenamente esclarecido, lido e ouvido o presente termo de responsabilidade que lhe informa estar

ciente do seguinte:

a) Que pelo presente documento concordo em participar voluntariamente do projeto “Avaliação
dos efeitos antigenotóxicos, antioxidantes e farmacológicos 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 Pós Graduação em Biologia Animal da

Universidade de Brasília (UnB), Ana Luisa Miranda-Vilela, do Laboratório de Genética -

Departamento de Genética e Morfologia do Instituto de Ciências Biológicas, com a parceria da

Empresa Farmacotécnica e dos Laboratórios Sabin, respectivamente, farmácia de manipulação e

laboratório de análises clínicas bem estabelecidos no Distrito Federal.

b) Que minha participação no projeto implicará na retirada de sangue de uma das veias do

antebraço em dois momentos distintos, sendo que este material será utilizado com a finalidade de

avaliação de hemograma e lipidograma, integridade das musculaturas esquelética e cardíaca,

teste de peroxidação lipídica e estudos do material genético (ver item Objetivos do Estudo).

c) Que esses procedimentos são usuais na pesquisa genética, não implicando em qualquer tipo de

risco de natureza ética ou para a saúde.

c) Que minha participação implicará também na ingestão diária de cápsulas de pequi durante 14

dias consecutivos, bem como no fornecimento de dados pessoais como idade, sexo, hábitos de

vida, uso de qualquer tipo de medicação, estado de saúde, horas de sono, dieta etc, na forma de

questionário.

e) Que minha participação poderá implicar também na medida de pressão sanguínea, altura e

pesagem em balança digital.

f) Que as informações aqui obtidas serão mantidas sob sigilo, sendo que cada participante poderá

ter acesso às informações que lhe cabem no momento em que for solicitado.

N° __________
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g) Que os dados gerados serão utilizados exclusivamente em pesquisas científicas e divulgados

sob a forma de relatórios, artigos científicos ou para o público leigo apenas de forma generalizada

(global), não havendo, portanto, a divulgação de dados individuais.

h) Que a minha participação no projeto é totalmente voluntária, não acarretando ônus a qualquer

uma das partes, em qualquer tempo.

i) Que apenas terei como benefícios pessoais ao participar desta pesquisa, os resultados dos

exames analisados, com consequente avaliação da saúde geral, além da oportunidade de ajudar a

ciência a entender melhor o papel dos produtos naturais sobre a saúde do homem.

j) Que em caso de dúvidas ou esclarecimentos poderei contatar diretamente os responsáveis pelo

projeto, nos endereços eletrônicos ou telefones listados abaixo.

k) Que a decisão em desistir do projeto poderá ser feita a qualquer tempo, mesmo após a

assinatura do presente termo de consentimento, bastando a comunicação prévia aos responsáveis

pelo projeto.

Atesto o recebimento da cópia deste acordo, que é constituído pelos termos de

explicação e de consentimento, estou plenamente esclarecido sobre minha

participação no projeto e aceito as condições estipuladas.

Brasília,______de__________________de 200 ___

Assinatura: ______________________________________________

Coordenador do Projeto: Prof° Dr. Cesar Koppe Grisolia

 Dept° de Genética e Morfologia – Laboratório de Genética – Universidade

de Brasília

 Fones: (61) 3307-2161, 9983-1747

 E-mail: grisolia@unb.br

Aluna de doutorado: Ana Luisa Miranda-Vilela

 Dept° de Genética e Morfologia – Laboratório de Genética – Universidade

de Brasília

 Fones: (61) 3307-2161, 9965-7535

 E-mail: analuisamv@uol.com.br
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10.6. Anexo VI – Questionário

LABORATÓRIO DE GENÉTICA
DEPARTAMENTO DE GENÉTICA E MORFOLOGIA
UNIVERSIDADE DE BRASILIA

QUESTIONÁRIO

Este questionário visa o conhecimento sobre alguns aspectos do estilo de vida e

condições de saúde, que podem influenciar nos resultados do nosso estudo. As informações aqui

presentes serão mantidas em sigilo e visam unicamente o suporte para a metodologia empregada

no estudo e para a análise dos resultados obtidos. Estas informações não serão, em hipótese

nenhuma, usadas com outros objetivos, além daqueles mencionados no projeto, ficando a sua

guarda sob inteira responsabilidade do coordenador.

Dados Pessoais:

 Nome:___________________________________________________________________

 Idade:______________ Data de Nascimento: ___________________________________

 Sexo:  Masc.  Fem.

Data da última menstruação: _____________________________

 Telefone para contato: ______________________________________________________

 E-mail para contato: _______________________________________________________

 Nacionalidade (País em que nasceu): __________________________________________

 Naturalidade (Cidade e Estado em que nasceu): _________________________________

 Estado Civil: ______________________________________________________________

 Filhos:  Não  Sim (caso positivo, responder abaixo):

 Sexo masculino Especificar n° ________________

 Sexo feminino Especificar n° ________________

 Nome do pai: _____________________________________________________________

 Nome da mãe: ____________________________________________________________

 Nacionalidade e naturalidade do pai: __________________________________________

 Nacionalidade e naturalidade da mãe: _________________________________________

 Em relação à cor de pele, como você acha que se encaixa abaixo?

 branco  pardo  negro  outro Especificar_________________________

N° __________
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Dados Clínicos:

 Tabagismo:  Não  Sim (caso positivo, responder abaixo):

 N° atual de cigarros por dia: ______

 Tempo de tabagismo:____  dias  semanas  meses  anos

 Parou de fumar há _____  dias  semanas  meses  anos

 Uso de bebida alcoólica:  Não  Sim (caso positivo, responder abaixo):

 Anual       Especificar: ___________________________________________

 Mensal Especificar: ___________________________________________

 Semanal  N° de vezes por semana:_________________________________

 Uso de medicamentos e/ou outras drogas:

 Não

 Sim

 Especificar quando possível:____________________________________

 Frequência e dose: ___________________________________________

 Uso de anticoncepcional hormonal ou tratamento de reposição hormonal:

 Não

 Anticoncepcional

 Tratamento de reposição hormonal

 Frequência e dose: ___________________________________________

 Uso de suplementos (vitaminas, sais minerais, aminoácidos etc):

 Não

 Sim

 Especificar:__________________________________________________

 Frequência e dose: ___________________________________________

 Submeteu-se a algum exame radiológico nos últimos 6 meses (raio-X, radioterapias ou

exames com isótopo radioativo, ressonância)?

 Não

 Sim     Frequência: _________________________________________________

 Episódio de exposição acidental a substâncias químicas:

 Não

 Sim     Frequência: _________________________________________________

 Exposição ocupacional (no trabalho) a substâncias químicas:

 Não

 Sim     Especificar: _________________________________________________

 Tem ou já teve hepatite ou algum tipo de disfunção hepática?

 Não

 Sim     Especificar: _________________________________________________
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 Tem algum tipo de anemia hereditária?

 Não

 Sim     Especificar: _________________________________________________

 Tem alergia ou algum tipo de doença crônica (rinite, asma, bronquite, anemia hereditária,

hipertensão arterial ou outro tipo de doença cardiovascular, diabetes, gota, artrite,

reumatismo, osteoporose etc)?

 Não

 Sim     Especificar: _________________________________________________

 Está gripado(a) ou apresenta algum outro tipo de infecção?

 Não

 Sim     Especificar, se possível: _______________________________________

 Já fez ou costuma fazer check-up cardiológico?

 Não

 Sim  Especificar frequência: _________________________________________

 Resultado do check-up cardiológico:

 Normal

 Alterado Especificar alteração: _____________________________

 Antecedentes familiares de anemia hereditária, hipertensão arterial ou outro tipo de

doença cardiovascular, diabetes, câncer, gota, artrite, reumatismo, osteoporose ou algum

outro tipo de doença crônica.

 Não

 Sim     Especificar: _________________________________________________

Grau de parentesco: _________________________________________________

 Horas de sono por dia: _____________________________________________________

 Encontra-se sob situação de estresse em casa ou no trabalho?

 Não

 Sim

 Quantas vezes você treina ou se exercita por semana?

o Fora de época de competição _________________________________________

 Tipo(s) de exercício físico: ______________________________________

 N° de horas por dia: ___________________________________________

 Total por semana _____________________________________________

o Em época de competição _____________________________________________

 Tipo(s) de exercício físico: ______________________________________

 N° de horas por dia: ___________________________________________

 Total por semana _____________________________________________

o  Estou sem treinar há __________  dias  semanas  outro _______________
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 Participou de alguma competição recentemente (há menos de 1 mês)?

 Não

 Sim     Especificar: _________________________________________________

 Dieta básica durante a semana:

o N° de vezes que se alimenta por dia:

 3 (café da manhã, almoço e jantar)

 4 (café da manhã, almoço, lanche e jantar)

 6 (café da manhã, lanche, almoço, lanche, jantar e ceia)

 outro  Especificar __________________________________________________

o Eespecificar abaixo a dieta básica:

 Café da manhã:

___________________________________________________________

___________________________________________________________

Lanche:

___________________________________________________________

___________________________________________________________

 Almoço:

___________________________________________________________

___________________________________________________________

 Lanche:

___________________________________________________________

___________________________________________________________

 Jantar:

___________________________________________________________

___________________________________________________________

 Ceia:

___________________________________________________________

___________________________________________________________

o Dieta altera no período de competição

Especificar alteração:

___________________________________________________________

___________________________________________________________

___________________________________________________________

___________________________________________________________
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10.7. Anexo VII  Valores de referência dos exames realizados nos
Laboratórios Sabin.

1. Hemograma

Eritrograma
Homens Mulheres Crianças Acima de 70 anos

Hemácias (milhões/mm3) 4,50 a 6,10 4,00 a 5,40 4,07 a 5,37 3,90 a 5,36
Hemoglobina (g/dL) 13,0 a 16,5 12,0 a 15,8 10,5 a 14,0 11,5 a 15,1
Hematócrito (%) 36,0 a 54,0 33,0 a 47,8 30,0 a 44,5 33,0 a 46,0
VCM (fl = fentolitros) 80,0 a 98,0 80,0 a 98,0 70,0 a 86,0 80,0 a 98,0
HCM (pg = picogramas) 26,8 a 32,9 26,2 a 32,6 23,2 a 31,7 27,0 a 31,0
CHCM (g/%) 32,0 a 36,0 32,0 a 36,0 32,0 a 36,0 32,0 a 36,0
RDW (%) 12,0 a 14,5 12,0 a 14,5 12,0 a 14,5 12,0 a 14,5

Leucograma
Adultos Crianças

(%) (/mm3) (%) (/mm3)
Leucócitos 100 3700 a 11000 100 4000 a 15000
Linfócitos 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
Eosinófilos 0-5 0 a 550 0-5 0 a 750
Basófilos 0-2 0 a 220 0-2 0 a 300
Monócitos 1-10 37 a 1100 1-10 40 a 1500

Série plaquetária
Adultos Crianças

Plaquetas (mil/mm3) 140 a 450 140 a 500
VPM (fl) 6,8 a 12,6 6,8 a 12,6
Plaquetócrito (%) 0,18 a 0,29 0,18 a 0,29
PDW (%) 16,3 a 17,9 16,3 a 17,9

2. Dosagens Bioquímicas

Transaminase Oxalacética (TGO)
(U/L) Masculino: 15 a 40 U/L

Feminino: 13 a 35 U/L

Transaminase Pirúvica (TGP)
(U/L) Masculino: 10 a 40 U/L

Feminino: 07 a 35 U/L

CPK
(UI/L) até 190

PCR Ultra Sensível (mg/dL)
Baixo risco menor que 1,0
Médio risco de 1,0 a 3,0
Alto risco acima de 3,0
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3. Perfil lipídico: valores de referência após jejum de 12 horas

Colesterol total (mg/dL)
Entre 2 e 19 anos: Inferior a 170
Acima de 20 anos:
Ótimo Inferior a 199
Limítrofe 200 a 239
Alto Igual ou superior a 240

Triglicerídeos (mg/dL)
Ótimo Inferior a 150
Limítrofe 150 a 199
Alto 200 a 499
Muito alto Igual ou superior a 500

Colesterol HDL (mg/dL)
Valores desejáveis Superior a 40

Colesterol LDL (mg/dL)
Ótimo Inferior a 100
Desejável 100 a 129
Limítrofe 130 a 159
Alto 160 a 189
Muito alto Igual ou superior a 190

Colesterol VLDL (mg/dL)
Desejável < 30
Limítrofe 30 a 67
Aumentado > 67


