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Nota Prévia

Na elaboracao desta dissertacao, foi usada uma pequena parte dos resultados
obtidos no ambito do projecto “Rationale and Options in Dietary Use of Canned
Sardines in Olive Oil and Tomato (Omega3, Lycopene, and Oleic acid) Related to
Inflammatory and Athero-thrombogenic Biomarkers in Obesity and Metabolic
Syndrome” financiado pela FCT (PTDC/SAU/70560/2006). Este projecto tinha como
principal objectivo avaliar os principais beneficios para a salde (prevencao da
doenca cardiovascular e tratamento da obesidade) de um consumo regular de
produtos da pesca, ricos em acidos gordos omega 3, no indice omega 3 dos
fosfolipidos (humano e do rato), em componentes sanguineos (humano e do rato) e
em diferentes tecidos (no rato). Assim, apenas os resultados relativos ao perfil de
acidos gordos e carotendides (no rato) se encontram neste documento. Acrescenta-se
ainda que estes resultados fazem parte de um trabalho multidisciplinar que envolveu
varios elementos pertencentes a Faculdade de Ciéncias Médicas da UNL, Faculdade
de Medicina Veterinaria da UTL e INRB/IPIMAR.
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ABSTRACT

The main objective of this study was to evaluate the effect of diets based on long-
chain fatty acids, omega 3 (w3) and omega (wé), particularly EPA (eicosapentaenoic
acid), DHA (docosa-hexaneoic) and AA (araquidonic acid) for the prevention of

obesity and cardiovascular disease.

Diets were supplemented with canned sardines and the percentage of EPA, DHA
and the ratio w3/w6 in liver, erythrocytes, and adipose tissue of Wistar rats
wasdetermined. It was introduced a natural antioxidant that exists in the tomato,
the lycopene, with the main objective to increase the beneficial effects of w3 and

w6 fatty acids.

The increased supplementation of sardines promotes the decrease of AA

decreased in liver, erythrocytes, and adipose tissue.

The increased supplementation of sardine (25 and 50%) promotes the increased

level of EPA and the w3/wé index in liver, erythrocytes and adipose tissue.

The percentage of DHA increased significantly only in liver, erythrocytes and

adipose tissue, with addition of 25% sardine.

The incorporation of lycopene supplementation in the diets did not show any
interference on the fatty acids, however, increased fatty acid supplementation of w3

PUFA (50% sardine) decreases the incorporation of lycopene in the liver.

The diet supplemented with 25% sardine and lycopene appears to have a greater
effect on cardiovascular diseases and prevention of breast and prostate cancer,
because it ensures the optimal level of EPA, DHA and lycopene, all of them
compounds/nutrients/substances favourable to health, particularly with scientific

evidence supporting their benefits for the prevention for this diseases



RESUMO

O presente trabalho teve como principal objectivo avaliar o efeito de dietas
suplementadas a base de acidos gordos de cadeia longa, 6mega 3 (w3) e 6mega (w6),
nomeadamente EPA (acido eicosapentaenodico), DHA (acido docosa-hexanedico) e AA

(acido araquidonico), na prevencao da obesidade e doenca cardiovascular.

Para tal, utilizaram-se dietas suplementadas com sardinhas em conserva e
determinou-se a percentagem de EPA, DHA e da razao w3/wé6 nos eritrocitos, figado
e no tecido adiposo de ratos Wistar. Para maximizar os efeitos benéficos dos acidos
gordos w3 e wé, foi introduzido na dieta o licopeno que € um antioxidante natural

que existe no tomate.

Verificamos que o AA diminuiu no figado, nos eritrocitos e no tecido adiposo, face

ao aumento da suplementacao da sardinha.

O EPA e a razao w3/w6 aumentaram no figado, nos eritrécitos e no tecido

adiposo, devido ao aumento da suplementacao da sardinha (25 e 50%).

A percentagem de DHA aumentou significativamente apenas no figado, nos

eritrocitos e no tecido adiposo, com a suplementacao de 25% sardinha.

A incorporacdao de licopeno nas dietas nao evidenciou qualquer tipo de
interferéncia com os acidos gordos, no entanto, o aumento da suplementacao de

acidos gordos PUFA w3 (50% sardinha) diminui a incorporacao do licopeno no figado.
A dieta suplementada com 25% sardinha e licopeno assegura niveis optimos de

EPA, DHA e licopeno, e parece apresentar maior efeito nas doencas cardiovasculares

e na prevencao do cancro da prdstata e mamario.
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INTRODUCAO

l. INTRODUCAO

1.1. Obesidade e Doencas Cardiovasculares

A obesidade reflecte as modificacbes que tém vindo a ocorrer no estilo de vida,
tendo aumentado significativamente o numero de pessoas com excesso ponderal e
obesas; tem, por isso, sido considerada a pandemia moderna ao nivel mundial. As
doencas que estao associadas a obesidade sdo: a hipertensao, a hipercolesterolemia, a
diabetes tipo 2, os problemas da coluna, a osteoartrose, a arteriosclerose, o enfarte do
miocardio e o acidente vascular cerebral (AVC) (Nettleton e Katz, 2005; Carpentier et
al., 2006; Shoelson et al., 2006; Thorsdottir et al., 2007).

A American Heart Association (AHA) estima que a percentagem da obesidade e dos
individuos com excesso ponderal na Europa é de aproximadamente 57,1%. A obesidade é
uma doenca crénica que necessita de prevencao e de tratamento prolongado, e
aumenta de forma significativa as taxas de morbilidade e mortalidade causada pela
doenca cardiovascular (DC) (AHA, 2010).

Segundo Rodrigues et al. (2008), a obesidade infantil e da adolescéncia apresenta um
elevado crescimento, nunca antes registado, e no caso especifico de Portugal, os indices
de obesidade juvenil encontram-se entre os mais altos a nivel mundial.

O excesso ponderal reflecte situacoes pouco saudaveis e € um risco acrescido de
doencas, como por exemplo, a diabetes, a doenca coronaria e varios tipos de cancro
(Shoelson et al., 2006; Thorsdottir et al., 2007; Rodrigues et al., 2008). As pessoas com
maus habitos alimentares ingerem demasiados acuUcares e gorduras. As gorduras e os
aclcares em excesso fornecem energia adicional. Se o nivel de exercicio fisico nao for
suficiente para queimar toda esta energia, a gordura ingerida é armazenada sob a forma
de gordura corporal, o que se traduz em excesso de peso (Thorsdottir et al., 2007,
Rodrigues et al., 2008). A figura 1 € um dos muitos exemplos de campanhas que alertam
para o problema da obesidade. De acordo com os mesmos autores, uma dieta prudente
e bem estruturada, associada a actividade fisica regular, sdao sem davida a melhor
estratégia no controlo desta doenca (obesidade).

O consumo de dietas ricas em gordura e acucares é um dos factores que levam a
predisposicao da obesidade, no entanto, existem outros factores como os antecedentes
familiares de obesidade, a auséncia de exercicio fisico, os maus habitos alimentares e
uma doenca subjacente, como por exemplo diabetes tipo 2 (Nettleton e Katz, 2005;
Rodrigues et al., 2008).

13



INTRODUCAO

Figura 1 - Exemplo de campanhas que  abordam a tematica da  obesidade
(http://www.google.pt/images/obesidade).

Como forma de reduzir o excesso ponderal tem-se recorrido ao uso de dietas pobres
em gordura, no entanto, sabe-se que a natureza da gordura, ou seja, o tipo e do grau de
saturacao dos acidos gordos presentes na dieta alimentar, € de extrema importancia,
assim como a quantidade que é ingerida (Rodrigues et al., 2008).

Inimeros estudos realizados nos ultimos anos tém demonstrado que a suplementacao
de dietas ricas em acidos gordos dmega-3 (w3) polinsaturados (PUFA) e o consumo de
peixe em quantidade adequada, aliado a uma dieta prudente e equilibrada, protegem os
consumidores contra o excesso de peso corporal e contra a intolerancia a glucose
(resisténcia a insulina - diabetes) (Nettleton e Katz, 2005; Carpentier et al., 2006;
Shoelson et al., 2006; Thorsdottir et al., 2007; Parra, et al., 2008; Rodrigues et al.,
2008; Ramel et al., 2009; Ramel et al., 2010).

Os acidos gordos polinsaturados (PUFA) provenientes do peixe actuam e “corrigem”
as anomalias da sinalizacdao insulinica, e previnem as alteracoes da homeostase
(regulacao global integrada) dos niveis de glucose, contribuindo deste modo para a
prevencao da diabetes tipo 2 e de outras alteracdes cardiometabdlicas que estao
associadas a obesidade (Nettleton e Katz, 2005; Tirosh et al., 2005; Carpentier et al.,
2006; Shoelson et al., 2006; Thorsdottir et al., 2007; Parra, et al., 2008; Rodrigues et
al., 2008; Ramel et al., 2009; Ramel et al., 2010).

Este mecanismo de regulacao é mediado pelo decréscimo dos niveis dos acidos gordos
sob a forma livre no sangue, pelo armazenamento dos acidos gordos no tecido adiposo
subcutaneo (deposito primario) e pela diminuicao da acumulacao dos acidos gordos no
tecido adiposo subcutaneo profundo e intra-abdominal (depdsitos secundarios),
musculos, rins, e no figado, o que representa o deposito dos acidos gordos ectopicos
(Nettleton e Katz, 2005; Tirosh et al., 2005; Thorsdottir et al., 2007;Rodrigues et al.,
2008).
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INTRODUCAO

Como consequéncia, a producao anormal de prostaglandinas e de adipocitoquinas
(polipéptidos produzidos pelas células adiposas) que possuem propriedades e
actividades autocrinas, paracrinas e endocrinas, tem condicbes para se normalizar
(Rodrigues et al., 2008). A desregulacdo das adipocitoquinas provoca a resisténcia
insulinica, a obesidade abdominal, a DC cronica e diversos tipos de cancro, como
consequéncia da sindrome metabdlica (Shoelson et al., 2006; Rodrigues et al., 2008).

A sindrome metabdlica resulta da combinacdao de trés ou mais componentes:
obesidade abdominal, niveis elevados de triglicéridos plasmaticos, baixos niveis das
lipoproteinas de alta densidade (HDL) associados a presenca de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) com elevado potencial aterogénico, hipertensao arterial, hiperglicemia
e/ou resisténcia insulinica. A sindrome metabodlica e a obesidade tém aumentado em
paralelo, e sao por esta razao, considerados como o factor preditivo da DC (Rodrigues et
al., 2008).

1.2. Efeitos benéficos dos acidos gordos w3 e wé na prevencado de doencas

cardiovasculares

1.2.1. Acidos gordos - Aspectos bioquimicos

Os acidos gordos sao constituidos por um grupo carboxilo localizado no extremo da
molécula, e na extremidade oposta um grupo metilo nao funcional. A sintese dos acidos
gordos ocorre no figado, sendo, posteriormente, transferidos para os outros
tecidos,onde funcionam como combustiveis nos processos metaboélicos (Horton et al.,
1996).

A sua classificacao é feita de acordo com o comprimento da cadeia carbonada, o
numero, a posicao e a configuracao das duplas ligacées. Os acidos gordos que nao
apresentam duplas ligacoes na sua estrutura molecular sao designados de acidos gordos
saturados (SFA), contrariamente, os acidos gordos que possuam duplas ligacoes sao
designados de insaturados. Os acidos gordos insaturados podem ser monoinsaturados
(MUFA), quando possuem apenas uma dupla ligacao, ou polinsaturados (PUFA) quando
possuem duas ou mais duplas ligacées (Campos, 1998). Segundo Huss (1995), os acidos
gordos também podem ser classificados como ndo essenciais, ou seja, sao utilizados
apenas para fins energéticos, e essenciais quando o nosso organismo nao possui a
capacidade de os sintetizar, sendo por este motivo necessaria a sua ingestao e

incorporacao na dieta humana. De acordo com o mesmo autor, os acidos gordos
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essenciais com maior importancia pertencem a familia dos w3 e w6, e sao os acidos
linoleico (LA - 18:2w6) (Figura 2 (A)) e a-linolénico (ALA - 18:3w3) (Figura 2 (B)).

Os produtos resultantes da actividade da pesca sdao muito ricos em acidos gordos, dos
quais se destacam o miristico (14:0), o palmitico (16:0) e o estearico (18:0) por serem
os SFA mais comuns na composicao do perfil de acidos gordos dos produtos da pesca, no
entanto, o acido palmitico encontra-se em percentagens muito elevadas
comparativamente com os restantes SFA. Em relacao aos MUFA, o acido oleico (18:1w9)
€ 0 que se encontra em maior quantidade no perfil de acidos gordos dos produtos da
pesca. Os PUFA também podem ser encontrados nestes produtos em elevadas
quantidades, dos quais se destacam pela sua importancia o acido eicosapentanedico
(EPA - 20:5w3) (Figura 2 (C)) e o acido docosa-hexanedico (DHA - 22:6w3) (Figura 2 (D)),
ambos w3, e o acido araquidonico (ARA) (Figura 2 (E)), da série w6, representando na
maior parte dos casos aproximadamente 90% do total dos PUFA, e em menor quantidade

o acido linoleico (LA) e a-linolénico (ALA) (Engler et al., 2005).
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1.2.2. Acidos gordos w3 e wé

1.2.2.1. Metabolismo

Segundo DeFilippis et al. (2006) e Martin et al. (2006), os PUFA podem ser da familia
w3 e w6, e sao classificados deste modo devido a posicao da primeira ligacao dupla no
terceiro e no sexto carbono, respectivamente, a partir do terminal metilo. Os acidos
gordos do tipo w3 e w6 podem ser obtidos directamente da alimentacao ou sintetizados
pelo organismo a partir do LA e do ALA, através da accao de enzimas do tipo elongases e
desaturases. As elongases como o proprio nome indica, actuam através da adicao de
dois atomos de carbono no inicio da cadeia, e as desaturases oxidam dois carbonos da
cadeia resultando na formacao duma dupla ligacao de configuracao cis (Covington,
2004). A familia w3 obtém-se através da sintese do ALA e a familia wé através da
sintese do LA (Figura 3), a partir dos quais sao sintetizados os acidos araquidonico (AA),

eicosapentaendico (EPA) e docosa-hexanedico (DHA) (Souza et al., 2007).

Familia w6 Familia w3

18:2w6 - LA 18:3w3 - ALA
9 A6 - desaturases 9
18:3wb 18:4w3
. elongases 9
20:3w6 20:4w3
9 A5 - desaturases 9
20:4w6 - AA 20:5w3 - EPA
9 elongases 9
22:4w6 22:5w3
9 elongases 9
24:4w6 24:5w3
3 A6 - desaturases 9
24:5w6 24:6w3
] B - oxidagdo 9
22:5w6 - DPA 22:6w3 - DHA

Figura 3 - Metabolismo dos acidos gordos da familia w3 e wé (adaptado de Martin et al., 2006).

O ALA é responsavel pela producao de EPA e DHA, que sao precursores de um grupo
de compostos eicosandides do qual fazem parte prostaglandinas, tromboxanos,

prostaciclinas, lipoxinas e leucotrienos (Rodrigues e Morais, 2008).
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De acordo com os mesmos autores, as gorduras e as proteinas do pescado estao
relacionados com os efeitos benéficos na prevencao de diversas doencas,
particularmente na DC, devido a modificacdo de factores de risco originados pelos
multiplos mecanismos. As inflamacées metabodlicas de baixa densidade nao sao
“detectadas” pelos doentes e desempenham um papel muito importante no
aparecimento das referidas doencas, uma vez que dao origem ao aparecimento e
agravamento da aterosclerose (Engler et al., 2005; Nettleton e Katz, 2005; Breslow,
2006; Carpentier et al., 2006; Shoelson et al., 2006; Thorsdottir et al., 2007; Parra, et
al., 2008; Rodrigues e Morais, 2008; Ramel et al., 2009; Ramel et al., 2010).

A aterosclerose é um processo que origina lesdes ao nivel do sistema vascular, e é
caracterizado pela infiltracao das células fagocitarias e do deposito do colesterol sob a
forma esterificada nos seus diferentes graus de oxidacao (Figura 4). Este processo pode
ser precoce, como por exemplo na adolescéncia, sem que seja detectado e despistado.
O colesterol sob a forma esterificada provém das lipoproteinas modificadas, ou seja,
que sofrem alteracdes provocadas pelas células fagociticas (fagocitose) originando as
“foam cells” (células espumosas). No desenvolvimento e consequente agravamento
deste processo (ateromatoso), as placas aumentam de extensao e originam o
crescimento da espessura fibro-muscular das paredes das artérias (Figura 4) (Rodrigues
e Morais, 2008).

A medida que as placas crescem para o interior das artérias a circulacdo sanguinea é

afectada, e através da instabilidade das placas ocorre a formacao dum trombo na
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superficie da lesao aterogénica, dando origem a isquémia (angina do peito) ou ao
enfarte do miocardio (Rodrigues e Morais, 2008).

O colesterol é uma substancia lipidica sintetizada no figado. E indispensavel no
organismo ao nivel da preservacao das membranas celulares, para a producao de
hormonas, vitamina D e acidos biliares que facilitam a digestao das gorduras
(http://www.ehealthmd.com/library/lowercholesterol/LC_whatis.html).

Existe, por vezes, uma sobre-producao de colesterol no organismo, 0 que provoca a
sua entrada na circulacao sanguinea. O colesterol é uma substancia insolivel no sangue
sendo o seu transporte mediado pelas lipoproteinas que podem ser LDL ou HDL. Quando
as LDL estao em excesso no sangue, o colesterol pode acumular-se, lentamente, nas
paredes das artérias que irrigam o coracao e o cérebro, tornando-as mais estreitas e
menos flexiveis, como ja foi descrito anteriormente. Por outro lado, as HDL protegem as
artérias porque actuam ao nivel da eliminacao das LDL, diminuindo deste modo o risco
de DC (Breslow, 2006; Rodrigues e Morais, 2008; Ramel et al., 2009;
http://www.ehealthmd.com/library/lowercholesterol/LC_whatis.html).

O organismo necessita do colesterol que é transportado pelas LDL para que o
metabolismo ocorra normalmente, uma vez que o colesterol €& extremamente
importante para inUmeras biofuncdes, tais como a hormonogénese e “turnover” das
biomembranas. O HDL actua ao nivel da remocao do colesterol total que é depositado
em excesso nos tecidos extra-hepaticos. Quando os valores de colesterol LDL estdao
associados a niveis baixos de HDL verifica-se um dos factores de risco para a DC. Por
outro lado, niveis elevados de triglicéridos aumentam também a predisposicao para as
doencas cardiovasculares, uma vez que dao origem a LDL de dimensdes menores e maior
densidade, estando estas mais susceptiveis de oxidarem, assim como, as HDL perdem a
sua funcionalidade na remocao do colesterol tecidular (Figura 5) (Rodrigues et al.,
2008; Ramel et al., 2009).

As LDL que circulam ou as que se acumulam na estrutura da parede vascular podem
sofrer, por sua vez, reaccoes de oxidacao provocadas por espécies reactivas, sobretudo
envolvidas nos mecanismos de defesa ou como “by-products” dos processos metabolicos
que utilizam o oxigénio. As LDL oxidadas actuam no processo aterogénico acelerado da
parede vascular disfuncional (Rodrigues et al., 2008; Ramel et al., 2009).

No entanto, o aparecimento das LDL oxidadas pode ter influéncia no tipo de gorduras
que sao ingeridas, podendo esta accao ser minimizada com o consumo simultaneo de

alimentos ou através da incorporacao de ingredientes com propriedades antioxidantes.
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Na Europa apontam-se para valores médios de colesterol total no sangue inferiores a
190 mg/dl, no entanto, na populacao em geral, a tendéncia sera para valores superiores

aos recomendaveis pela Direccao Geral de Saude (www.dg-saude.pt).
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Figura 5 - Colesterol HDL e LDL (http://www.medmovie.com).

Segundo Fehily et al. (1994) os MUFA e os PUFA do tipo wé presentes na gordura do
peixe tém propriedades ao nivel da prevencao destas doencas, uma vez que contribuem
para a reducao dos niveis de colesterol total. Os PUFA do tipo w-3, como o EPA e o DHA
possuem propriedades anti-aterogénicas e anti-tromboticas (Rodrigues e Morais, 2008),
assim como modulam o metabolismo das prostaglandinas possuindo, entao,
propriedades anti-inflamatorias (DeFilippis, 2006; Martin et al., 2006) e proporcionando
desse modo beneficios significativos para a salde e bem-estar (Rodrigues e Morais,
2008).

O aumento do consumo dos produtos da pesca ou dos produtos suplementados com
acidos gordos w3 (EPA e DHA) tem sido indicado na proteccao contra as doencas do foro
cardiovascular e na morte prematura. Os acidos gordos w3 sdao os mediadores que
actuam ao nivel da activacao dos factores de transcricao que estao relacionados com a
expressao dos genes envolvidos na oxidacao e na sintese dos lipidos. O efeito resulta da
reducdo dos niveis dos triglicéridos plasmaticos e da alteracao das LDL aterogénicas,
também denominadas de LDL tipo B. Para além destes efeitos, os acidos gordos w3
contribuem para a diminuicao da carga excessiva produzida pela sindrome metabdlica,
assim como, a modulacao da inflamacao, da normalizacao da actividade plaquetaria, da

funcao endotelial e da tensao arterial (Rodrigues et al., 2008).
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De acordo com Rodrigues et al. (2008), inimeros estudos desde os anos 70 do século
passado evidenciam que o consumo do pescado influencia directamente o estado de
salde, e mostraram que existe uma relacao entre o consumo destes produtos e a
proteccao contra as DC e morte precoce. Esses estudos demonstraram ainda que existe
uma diminuicao na incidéncia da morte prematura com origem no enfarte do miocardio
que estava intimamente relacionado com o aumento do consumo de peixe. Dado que os
consumidorres de peixe apresentavam taxas de sobrevivéncia superiores a dos nao
consumidores, registando este grupo (ndo consumidores de peixe) as taxas mais
elevadas de doencas cardiovasculares. Os estudos indicaram ainda que para consumos
semanais de uma ou mais refeicoes a base de peixe os niveis de risco da DC diminuem
significativamente (Wang et al., 2006; Parra et al., 2008; Rodrigues et al., 2008a;
Ramel et al., 2009; Ramel et al., 2010).

Estudos mais recentes, desde a década de 90, confirmaram que o aumento do
colesterol dietético é provocado pelos elevados niveis de colesterol presente no sangue,
e como consequéncia o risco das doencas cardiovasculares também aumenta. Este
factor é de extrema importancia, uma vez que o colesterol ingerido na dieta esta
associado ao consumo de SFA. Existem factores que podem influenciar a forma como o
corpo ira interagir com o colesterol dietético, tais como a idade, o sexo, a distribuicao
da adiposidade corporal, e o mais importante a composicao da dieta em acidos gordos.
Existem duas classes de acidos gordos dietéticos que podem aumentar os niveis de
colesterol plasmatico, os SFA de origem animal e os acidos gordos sob a forma trans que
sao produzidos no processo de hidrogenacao dos oleos vegetais (Engler et al., 2005;
Mooradian et al., 2006; Rodrigues et al., 2008).

A estratégia geral para a diminuicao do colesterol consiste em limitar a ingestao de
produtos ricos em colesterol e na reducao de gorduras, especialmente as SFA de origem
animal. O acido oleico presente no azeite virgem e extra virgem faz parte das gorduras
a serem incorporadas na elaboracao duma dieta prudente (Mooradian et al., 2006;
Rodrigues et al., 2008). O consumo de pescado previne as doencas cardiovasculares,
uma vez que resulta da combinacao de varios mecanismos tais como, reducao dos
triglicéridos plasmaticos, reducao da pressao arterial, melhoria da perfusao sanguinea,
melhoria das arritmias cardiacas, diminuicao da inflamacao e melhoria de reactividade
vascular (Breslow, 2006; Thorsdottir et al., 2007; Rodrigues et al., 2008). A American
Heart Association recomenda a populacao em geral a ingestao de duas ou mais refeicoes
de peixe, rico em PUFA (w3), nos regimes alimentares e, aos portadores das doencas
coronarias, um consumo diario igual ou superior a 1 g de EPA e DHA (Rodrigues et al.,
2008).
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O EPA e o DHA estao associados a diminuicao de casos com diagnostico cancerigeno
ao nivel do intestino, uma vez que evitam a formacao de metabolitos inflamatorios no
tubo digestivo (Rodrigues et al., 2008). Ainda, de acordo com os mesmos autores, estes
acidos tém evidenciado uma capacidade de inibicao da proliferacdo das células
cancerosas da mama e da prostata.

O DHA é extremamente importante para o sistema nervoso, em particular para os
neuronios e foto-receptores da retina, uma vez que este é rico em acidos gordos w-3.
Influencia as propriedades fisicas das membranas cerebrais e as caracteristicas dos seus
receptores, as interaccdes celulares e a actividade enzimatica (Sena, 2008).

Segundo Xavier (2008), os acidos gordos w3 tém um papel critico no desenvolvimento
e no funcionamento do sistema nervoso central, ou seja, a deficiéncia destes compostos
pode contribuir para o aparecimento de algumas doencas do foro neuroldgico e
psiquiatrico. Por outro lado, no processo do envelhecimento os niveis de DHA no cérebro
diminuem, provocando um aumento da percentagem de colesterol, facto que se observa
e constata em doentes de Alzheimer, Parkinson e esclerose lateral amiotréfica (Martin
et al., 2006). Os mecanismos responsaveis pelo funcionamento adequado podem sofrer
perturbacdes ao nivel da neurotransmissao, nos factores de proteccao contra o stress
oxidativo e ainda na constituicdo e no funcionamento das membranas dos neuroénios
(Xavier, 2008). Além do DHA presente na constituicdo das células do sistema nervoso,
também se encontram fosfolipidos, mas em quantidades inferiores comparativamente
com o DHA. Os fosfolipidos que estdao associados aos neuronios sao bastante ricos em
acido araquidonico (AA), o que sugere o seu envolvimento na transmissao sinaptica. O
AA esta relacionado com o desenvolvimento do cérebro e da retina durante o periodo de
gestacao e nos primeiros anos de vida, pelo que a sua presenca € indispensavel desde a
formacao do individuo (Al et al., 1995; Martin et al., 2006).

O AA é um acido gordo essencial da familia wé que esta armazenado nas membranas
celulares, e é responsavel por transmitir a informacao das alteracoes adaptativas em
resposta aos estimulos musculares. E o principal componente para a sintese de
prostaglandinas PGE2 que estdao directamente relacionadas com a sintese proteica e
com a hipertrofia muscular apos o exercicio. O AA esta directamente relacionado com a
regeneracao e o aumento do musculo, melhora a recepcao dos niveis hormonais de
androgénio e insulina, e aumenta a formacao de 6xido nitrico. Além destes beneficios, a
longo prazo, actua ao nivel da regeneracao dos vasos sanguineos no tecido muscular (Al
et al., 1995; Martin et al., 2006; Surette, 2008).

Além da importancia na prevencao de varias doencas, anteriormente mencionadas,

tem vindo a ser demonstrado que o consumo de alimentos com doses recomendaveis de
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PUFA, nomeadamente de DHA e AA, é indispensavel durante a gravidez e na fase de
aleitamento uma vez que estes acidos gordos sao responsaveis pelo bom

desenvolvimento do sistema nervoso e do tecido conjuntivo nos fetos (Al et al., 1995).

1.2.3. Relagao dos acidos gordos w3 e w6

Os w6 sao os acidos gordos que estdao presentes na maioria dos alimentos, fazem por
este motivo parte de todas as dietas, particularmente das ocidentais (Simopoulus,
2002). No entanto, devido a competicao entre as enzimas desaturases e elongases, o
consumo excessivo de wé resulta na diminuicao da sintese de acidos gordos w3, tais
como o EPA e o DHA (Martin et al., 2006). Por este motivo, alguns autores sugerem que
os acidos gordos w6 possuem caracteristicas pro-inflamatérias, uma vez que o seu
consumo excessivo da origem a efeitos como a proliferacao do musculo liso podendo
chegar ao ferimento oxidativo do endotélio, a alteracdes ao nivel das mitocondrias e a
activacao de factores transcricionais na vascularizacao (Ghosh et al., 2006). Embora as
desaturases e elongases possuam uma maior afinidade para os w3, durante os processos
de desaturacao e alongamento da cadeia, os acidos gordos w3 e w6 competem pelas
enzimas envolvidas nestas reaccoes, pelo que a conversao de ALA em acidos gordos
polinsaturados de cadeia longa esta dependente dos niveis de LA na dieta (Martin et al.,
2006). Assim, uma ingestao desequilibrada e elevada de LA inibe a capacidade natural
do organismo sintetizar o DHA (Soccol et al., 2003; Martin et al., 2006).

Segundo Simopoulus (2008), apds o processo de industrializacao, o consumo de 6leos
refinados com altos teores de LA aumentou e consequentemente a ingestao de fruta e
legumes diminuiu, o que resultou em dietas com baixos niveis de acidos gordos w-3.
Esta tendéncia tem-se agravado e o panorama a nivel mundial tem piorado
consideravelmente, tendo-se constatado que a ingestao média de acidos gordos
presentes nas dietas ocidentais proporciona relacdes w3/wé compreendidas entre 1/10
e 1/20, valores estes, bastante inferiores aos estimados antes da revolucao industrial,
cuja relacdao w3/w6 estava compreendida entre 1/1 e 2/1. Simopoulus (2008) refere
ainda que nos EUA se verificou que o nimero de doentes de cancro e de doencas
cardiovasculares era trés vezes superior ao registado nos paises mediterranicos. A
menor incidéncia destas doencas em paises como a Grécia esta associada ao facto das
dietas mediterranicas serem, geralmente, caracterizadas pelo consumo equilibrado de
fruta e legumes ricos em ALA e de peixe rico em EPA e DHA. No entanto, alguns estudos

clinicos sugerem que o aumento da taxa de mortalidade nas sociedades industrializadas
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esta relacionado com os maus habitos alimentares das populacdes e a falta de exercicio
fisico (Martin et al., 2006; Simopoulus, 2008).

Dada a competicao que envolve os w3 e wé, torna-se importante, em termos
nutricionais, conhecer a relacao entre estes acidos gordos presente nos alimentos
ingeridos diariamente. Neste sentido, tém sido elaborados varios pareceres, quer por
investigadores quer por organismos internacionais de saude, com o intuito de
estabelecer valores recomendaveis no que diz respeito as razoes entre os w3 e 0s wb6. A
WHO e a FAO recomendam dietas cuja razao w3/wé esteja compreendida entre 1/5 a
1/4 (Martin et al., 2006). No entanto, valores de razao w3/w6 entre 1/3 e 1/2 tém sido,
também, sugeridas pois podem possibilitar uma maior conversao do acido ALA em DHA.
Simoupolus (2008) refere que, no caso dos individuos com as patologias anteriormente
mencionadas, a razao w3/wé adequada ao organismo varia consoante o tipo de

patologia e o seu estado de evolucao.

1.3. Efeitos benéficos do licopeno na prevencao de doencas cardiovasculares

Os carotenoides sao pigmentos que ao longo dos ultimos anos tém vindo a ser
amplamente estudados devido as suas propriedades antioxidantes (Ferreira et al.,
2009). Sao sintetizados pelas plantas e pelos microrganismos; contrariamente, os
animais nao possuem essa capacidade. As principais fontes de carotendides na dieta
humana sao a fruta e os vegetais (Shi, 2000; Giovannucci, 2002; Willis e Wians, 2003).
Exemplos de carotenoides incluem o B-caroteno, o a-caroteno, o licopeno, a luteina e o
B-criptoxantina (Rao e Agarwal, 1999; Khachik et al., 2002; Ferreira et al., 2009).

Segundo Erdman et al. (2009), é essencial para o metabolismo e para a salude a
manutencao do equilibrio dos agentes oxidantes e dos agentes antioxidantes no meio
intracelular e extracelular. A obtencao de energia é conseguida através do metabolismo
dos macronutrientes presentes na dieta, no entanto, neste processo ocorre a formacao
de espécies reactivas de oxigénio (ROS) e espécies reactivas de azoto (RNS) que podem
danificar os lipidos, as proteinas e o DNA (Erdman et al., 2009; Ferreira et al., 2009).
Em condicdes normais, existem mecanismos que neutralizam o excesso da formacao de
ROS ou RNS que nos permitem proteger contra os desequilibrios originados nos processos
de oxidacao e/ou no stress oxidativo (Erdman et al., 2009; Ferreira et al., 2009).
Segundo Sies (2007), os animais possuem enzimas que actuam como antioxidantes sendo
a principal defesa contra o stress oxidativo. Estas enzimas interceptam as ROS e RNS, e

reparam os danos provocados pelo stress oxidativo nas macromoléculas, como o DNA.
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Pequenas moléculas, como os carotenoides, as vitaminas (vitamina E e C) e alguns
minerais (selénio e manganés) funcionam como antioxidantes podendo por vezes
interagir com enzimas como por exemplo a glutationa peroxidase e a superdxido
dismutase, intervindo desse modo na intercepcao ou extincao das ROS e RNS (Young et
al., 2004; Bose e Agrawal, 2007).

Os carotendides podem funcionar como antioxidantes, através do impedimento ou da
supressao do oxigénio simples ou dos radicais perdxidos. Esta supressao envolve
transferéncia de energia entre as moléculas que pode ser dissipada para o meio aquoso
sob a forma de calor ou destruir as moléculas dos carotendides. Para os carotenoides
funcionarem como antioxidantes eficazes, devem estar presentes em concentracoes
adequadas e no local especifico onde ROS ou RNS se formam (Agarwal e Rao, 2000;
Erdman et al., 2009).

Alguns investigadores defendem que muitas doencas crénicas, tais como doencas
cardiovasculares, cancro e diabetes, e o préprio processo de envelhecimento estao
relacionados com o stress oxidativo (Rao e Agarwal, 1999; Takeoka et al., 2001 in
Omoni e Aluko, 2005; Erdman et al., 2009).

Na ultima década tem havido um consenso universal em relacao ao consumo de
alimentos ricos em carotendides (alguns frutos e vegetais) e na relacao directa com a
diminuicdo do risco das doencas cronicas, nomeadamente doencas cardiovasculares e
cancro (Rao e Agarwal, 1999; Khachik et al., 2002; Erdman et al., 2009).

De acordo com Campos (1998), os carotendides pertencem a classe dos lipidos poli-
isoprénicos, e possuem na sua estrutura 40 atomos de carbono de cadeia longa de
duplas ligacoes conjugadas formando a parte central da molécula e de simetria bilateral
em torno da ligacao dupla central (Boileau et al., 1999; Rao e Agarwal, 2000; Shi,
2000). Estas caracteristicas sao comuns e sao responsaveis pela sua reactividade
quimica e pela propriedade de absorcao da luz (Ferreira et al., 2009), no entanto, no
presente trabalho, apenas o licopeno foi alvo de investigacao.

O licopeno € um carotendide de coloracdao avermelhada de estrutura aciclica,
também designado de tetraterpeno (C,) (Figura 6), com um peso molecular de 536,87
g/mol e formula molecular C4Hse, sendo constituido por 89,45% de carbono e 10,51% de
hidrogénio; contém onze ligacdes duplas conjugadas e uma dupla ligacdo em cada
extremidade da cadeia (Rodriguez-Amaya, 2001). Alguns autores referem que o licopeno
€ o B-caroteno na forma aciclica sem a actividade de pro-vitamina A (Nguyen e
Schwartz, 1999 in Bose e Agrawal, 2007), no entanto Agarwal e Rao (2000) defendem
que o licopeno apresenta maior actividade antioxidante do que o B-caroteno, a-

caroteno e a-tocoferol.
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Figura 6 - Licopeno (Rodriguez-Amaya, 2001).

O licopeno presente nos alimentos, principalmente no tomate ou nos produtos
alimentares em este que seja incorporado, em concentracoes adequadas no sangue,
estd associado a diminuicao das doencas cardiovasculares e do risco do cancro da
prostata (Sharoni et al., 2000; Dewanto, et al., 2002; Khachik et al., 2002; Canene-
Adams et al., 2005; Voutilainen et al., 2006). Segundo Erdman et al., (2009), dos
carotendides testados in vitro, o licopeno tem demonstrado ser o que apresenta maior
poder antioxidante e é responsavel pela prevencao das doencas acima descritas. Estudos
realizados demonstraram que concentracoes elevadas de licopeno no tecido adiposo
foram associadas a diminuicao do risco do enfarte do miocardio. Embora nem todos os
estudos epidemioldgicos sejam concordantes, a maioria defende uma relacao inversa
entre a ingestao e as concentracdes de licopeno presentes nos tecidos e as doencas
cardiovasculares (Rao e Agarwal, 1999; Petr e Erdman, 2005; Takeoka et al., 2001 in
Omoni e Aluko, 2005;).

1.4. Objectivos

O presente trabalho esta inserido no projecto de investigacao “PTDC/70560/2006 -
Projecto Omega 3” em que se pretendem avaliar o efeito da ingestdo regular de
diferentes niveis de sardinha e de tomate em po, e da sua interaccao na concentracao
dos acidos gordos e do licopeno no figado, eritrocitos e tecido adiposo, assim como os
mecanismos que estdo associados aos processos metabolicos, endrocrinos e genéticos,
com o objectivo de clarificar a importancia dos PUFA w3 e dos antioxidantes para a
saude e bem-estar.

Os principais objectivos deste trabalho foram:

a) Avaliar o efeito da suplementacao e ingestao regular de diferentes doses de
sardinha em conserva no perfil dos acidos gordos do figado, eritrocitos e tecido
adiposo de ratos Wistar;

b) Avaliar o efeito que o licopeno exerce sobre os acidos gordos;

c) Avaliar o efeito dos acidos gordos na incorporacao do licopeno no figado.
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Il. MATERIAL e METODOS

2.1. Produtos quimicos

Os solventes n-hexano 99,0%, acetato de etilo 99,8%, acetronitrilo 99,9%, metanol
99,9%, eram de grau HPLC e marca Lab-Scan (Lisboa, Portugal), o cloreto de acetilo
98% da Merck (Darmstadt, Alemanha). O Licopeno e os padroes dos ésteres metilicos
de acidos gordos, assim como o padrao interno, foram obtidos na Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO EUA). O acido ascorbico e o hidroxitolueno butilado (BHT) foram

adquiridos na Sigma Aldrich Chemie (Steinheim, Alemanha).

2.2. Delineamento experimental das dietas

Foram delineadas 6 dietas com base no estudo de Optilip (EN 472) com diferentes
composicoes para serem administradas a 9 ratos Wistar (machos) por cada grupo,
sendo que a dieta 1, foi designada de dieta ou/grupo controlo, a dieta/grupo 2,
designada de controlo e suplementada com licopeno, a dieta/grupo 3 foi
suplementada com 25% de sardinha em conserva, a dieta/grupo 4 foi suplementada
com 50% de sardinha em conserva e a dieta/grupo 5 e 6, a conjugacao das dietas 2 e
3 e das dietas 2 e 4, respectivamente (Tabela 1). Os ratos foram alimentados
diariamente durante 10 semanas (ad libidum), tendo sido realizadas colheitas de

sangue aos 0, 3, 6 e 10 semanas.

Tabela 1 - Delineamento das dietas suplementadas com sardinha em conserva e licopeno.

Percentagem (%) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6
Caseina 20,00 18,80 12,60 5,25 11,40 4,05
Amido de milho 37,85 24,00 38,70 39,50 24,80 25,60
Maltodextrina 13,20 13,20 13,20 13,20 13,20 13,20
Sacarose 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Celulose 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Oleo de soja 8,90 8,95 4,45 0,00 4,55 0,10
L-Cisteina 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Mistura de mineraxs 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50
Mistura de vitaminas 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Bitartarato de colina 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
TBHQ (antioxidante) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Sardinha em conserva 0,00 0,00 11,00 22,00 11,00 22,00
Tomate em p6 0,00 15,00 0,00 0,00 15,00 15,00
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

27



MATERIAIS E METODOS

2.3. Avaliacao dos acidos gordos e do licopeno das dietas

2.3.1. Determinac¢ao do perfil de acidos gordos

O perfil de acidos gordos das dietas dos ratos wistar foi determinado em
duplicado, e de acordo com o método desenvolvido por Lepage e Roy (1986) e
modificado por Cohen et al. (1988), por cromatografia de fase gasosa. O principio
deste método consiste numa trans-esterificacao dos acidos gordos dos triacilglicerais
presentes na amostra convertendo-os em ésteres metilicos, e utiliza o metanol para
remover o glicerol. Inicialmente, pesaram-se aproximadamente 300 mg para tubos de
ensaio devidamente identificados com a capacidade de 18 ml. Adicionou-se a cada
tubo, 5 ml da solucao de cloreto de acetilo e metanol preparada diariamente na
proporcao de 1:19 (v/v), respectivamente. De modo a controlar o processo de
extraccao e de identificacao, foi adicionado a cada tubo 50 pl de padrao interno
C21:0 (10 mg/ml), seguido de homogeneizacao no vortex. As amostras foram
incubadas a 80 °C num banho com agitacdo de 200 rpm durante 1 h e arrefecidas a
temperatura ambiente. Posteriormente, adicionou-se a cada tubo 1 ml de agua Milli-
Q e 2 ml de n-hexano e agitou-se no vortex. Fez-se uma centrifugacao durante 5 min
a 2000 g e recolheu-se a fase organica (superior) de cada tubo, a qual foi filtrada
recorrendo ao uso de uma microcoluna de algodao e sulfato de sodio anidro a fim de
eliminar a agua, e transferida para um vial com capacidade de 2 ml. O perfil de
acidos gordos foi obtido num GC modelo VARIAN CP 3800 equipado com um injector
split/splitless, detector de ionizacao de chama (FID) e uma coluna capilar de silica
fundida revestida com um filme de polietilenoglicol DB-wax o (Agilent J&W
Scientific, EUA) (30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno x 0,25 pm de
espessura). O programa de temperatura do forno foi o seguinte: temperatura inicial
da coluna de 180 °C, durante 5 min; de seguida a temperatura foi aumentando
gradualmente 4 °C/min até 220 °C a qual permaneceu durante 25 min. No final de
cada analise a coluna foi aquecida a 240 °C durante 15 min (programa de limpeza) O
gas de transporte (hélio) tinha um caudal de 1,0 ml/min, medido a 180 °C. A injeccao
split (1:100) foi realizada a 180 °C. Para cada analise injectou-se 2 pl de amostra. A
identificacao dos acidos gordos foi feita com base na comparacao entre os tempos de
retencao de cada acido gordo presente na amostra e os tempos de retencao de

padrdes previamente identificados, usando o software CSW 1.7 (DataApex 1.7).
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2.3.2. Determinacao do licopeno

Nas dietas dos ratos wistar o licopeno foi determinado de acordo com o método
desenvolvido por Prates et al. (2006) com algumas modificacoes. Este método
consiste num processo de saponificacao seguido da extraccao. Pesaram-se
aproximadamente 85 mg de racao liofilizada e colocou-se nos tubos devidamente
identificados, adicionando de seguida aproximadamente a cada tubo 20 mg de acido
ascorbico e 25 mg de BHT. A solucao de saponificacao foi preparada diariamente com
hidroxido de potassio a 11% (m/v) numa mistura de 55% (v/v) em etanol absoluto e
45% em agua Milli-Q, e adicionou-se a cada tubo 5,5 ml da solucéo resultante. Agitou-
se no vortex de modo a homogeneizar as amostras. O gas formado durante esta fase
do processo foi eliminado sob uma corrente de azoto. Para ocorrer a saponificacao,
as amostras foram incubadas num banho com a agitacao de 200 rpm a 80 °C durante
15 min e arrefecidas num banho a 5 °C durante 1 min. Apds o arrefecimento,
adicionou-se 1 ml de agua Milli-Q e 3 ml de n-hexano, agitou-se no vortex e
centrifugou-se durante 5 min a 2000 g. O sobrenadante foi cuidadosamente extraido
e desidratado em microcolunas com sulfato de sodio anidro e colocadas em novos
tubos de ensaio devidamente identificados, seguido de evaporacao sob corrente de
azoto. O licopeno de cada amostra foi extraido e solubilizado em 1 ml de n-hexano e
posteriormente filtrado com filtros descartaveis PTFE de 0,2 pm (Acrodisc® CR 25 mm
Syring Filtrer, Pall life Sciences), transferido para vial de cor ambar e analisado no
HPLC. A separacao e analise dos carotenoides foi realizada por um sistema de HPLC
Agilent 1100 Series (Agilent Technologies Inc., Palo Alto, CA, EUA), equipado com
uma bomba quaternaria G1311A Agilent, um desgaseificador G1379A Agilent, um
amostrador automatico G1329A Agilent, uma coluna termostatizada G1316A Agilent e
um detector UV-Vis G1314A Agilent. O sistema de cromatografia foi controlado e os
cromatogramas processados por um computador HP ChemStation e por um sofware
LC 3D (Rev. A.09.01, Agilent Technologies Inc., Palo Alto, CA, EUA). A separacao
cromatografica foi conseguida com uma coluna Phenomenex Gemini C18 de fase
reversa (5 pm, 250 x 4,6 mm ID, 5 pm tamanho de particula), operando a pressao
constante e a 20 °C. A fase movel utilizada foi uma mistura de acetonitrilo e acetato
de etilo na proporcao de 93:7 (v/v) com um caudal de 1 ml/min, tendo cada
determinacao a duracao de 45 min. O volume de injeccao foi 30uL. A quantificacao
foi baseada na resposta do sinal de absorvancia (comprimento de onda a 450 nm), e
foi tracada uma recta de calibracao com uma solucao padrao de licopeno e os

resultados expressos em pg por g de base seca.
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2.4. Avaliacédo dos acidos gordos e do licopeno no figado, tecido adiposo e

nos eritrocitos

2.4.1. Seleccao, colheita e preparacédo do figado, tecido adiposo e

dos eritrocitos apoés o abate

Nove dos 54 ratos correspondem ao grupo controlo e os outros 45 foram
distribuidos de forma aleatoria em 5 grupos (9 ratos por grupo/dieta) de acordo com
a tabela 2. Fez-se a extraccao do sangue para os tubos devidamente catalogados
(Tabela 2) e os eritrocitos foram armazenados em azoto liquido a - 80 °C. Apos o
abate dos ratos, procedeu-se a pesagem e separacao dos 6rgaos para papel de
aluminio devidamente identificados e armazenados a - 80 °C. Posteriormente, o
figado dos 54 individuos e o tecido adiposo foram liofilizados e armazenados a - 80 °C

antes de cada processo de extraccao.

Tabela 2 - Distribuicao dos grupos/dietas.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6
02 03 01 08 09 05
14 07 04 12 22 06
17 10 26 18 24 11
20 15 30 19 29 13
21 16 35 23 33 28
25 27 39 31 40 36
32 37 45 34 50 38
M 48 53 44 51 42
47 54 55 52 56 43

2.4.2. Determinacéao dos acidos gordos

O perfil de acidos gordos dos eritrocitos, do figado e do tecido adiposo, dos 54
ratos Wistar foi determinado de acordo com o método desenvolvido por Lepage e Roy
(1986) e modificado por Cohen et al. (1988) por cromatografia de fase gasosa, e
descrito anteriormente no ponto 2.3.1. As alteracdes ocorreram nas massas
utilizadas, tendo sido pesados aproximadamente 300 mg de eritrocitos, 75 mg de
figado e 100 mg de tecido adiposo, ambos liofilizados. Os resultados de cada dieta
sdao a média das 9 réplicas (individuos) e foram processados e expressos em

percentagem relativa de cada acido gordo e a area do padrao interno foi eliminada.
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2.4.3. Determinacao do licopeno

O licopeno do figado e do tecido adiposo dos 54 ratos Wistar foi determinado de
acordo com o método desenvolvido por Prates et al. (2006) e descrito anteriormente
no ponto 2.3.2.. As alteracdes ocorreram nas massas utilizadas, tendo sido pesados
aproximadamente 75 mg de figado e 100 mg de tecido adiposo, ambos liofilizados. Os
resultados de cada dieta sao a média das 9 réplicas (individuos) e a quantificacao foi
baseada na resposta do sinal de absorvancia (comprimento de onda a 450 nm), e foi
tracada uma recta de calibracao com uma solucao padrao de licopeno e os resultados
expressos em pg por g de base seca.

O método de quantificacao do licopeno foi completamente validado, com o
objectivo da uniformizacao dos critérios utilizados de modo a demonstrar que as
condicoes em que € praticado possuem as caracteristicas necessarias para a obtencao
de resultados robustos em relacdo a qualidade e a quantidade. Os métodos de ensaio
envolvem manipulacbes que nao podem ser controladas e estdao susceptiveis de
acumularem erros que podem ser sistematicos e/ou aleatorios, podendo em algumas
situacOes alterar de forma significativa o resultado final. A validacao do método
utilizado para a quantificacao do licopeno foi realizada de acordo com o Guia da
Relacre n.° 13 (Relacre, 2000).

2.5. Andlise Estatistica

Todos os resultados obtidos foram tratados estatisticamente com auxilio dos
programas Excel® e Statistica 8.0°. Inicialmente, formularam-se duas hipoteses que
permitiram tomar decisoes acerca das caracteristicas das amostras analisadas: uma
hipotese nula (HO) na qual se admitiu a igualdade entre amostras e uma hipotese
alternativa (Ha) na qual se admitiu a existéncia de diferencas significativas entre as
amostras. A aceitacao ou nao da hipotese nula depende do nivel de significancia
observado (p-value) e do adoptado (a = 0,05). Quando o p-value é maior ou igual ao
valor adoptado a hipotese nula é aceite e quando é menor a hipdtese nula é
rejeitada (Sokal e Rohlf, 1969). Para comparar as caracteristicas de duas amostras
independentes aplicou-se o teste t-student e nos casos em que se pretendeu
comparar mais do que duas amostras, recorreu-se a analise de variancia (ANOVA).
Ambos os testes se baseiam na comparacao de médias. Antes de efectuar a ANOVA,
foi necessario testar os pressupostos em que esta se baseia (normalidade e

homogeneidade), aplicando os testes de Kolmogorov-Smirnov e de Levene. Para os
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dados que apresentaram distribuicao normal e homogeneidade de variancias,
aplicou-se o teste One Way ANOVA. Em seguida, aplicou-se o teste Tukey que
permitiu identificar, efectivamente, as diferencas e/ou igualdades entre os grupos
analisados. Nos casos em que nao se verificou pelo menos um dos pressupostos da
ANOVA, passou-se ao teste nao-paramétrico Kruskal-Wallis. Neste teste assume-se
que a variavel em consideracao é continua e que € medida numa escala ordinal, isto
€, em ‘ranks’, em vez de ser em médias. Como se assume que as amostras em
comparacao tém origem na mesma distribuicao ou em distribuicdes com a mesma
mediana, a interpretacdo do teste Kruskal-Wallis é idéntica a do teste One Way
ANOVA. Posteriormente, determinaram-se as diferencas e/ou igualdades com um
teste de comparacoes multiplas. Para determinar a existéncia de uma relacao entre
os teores de gordura e colesterol nas amostras, calculou-se o coeficiente de
correlacao de Pearson e a significancia estatistica foi considerada quando p <0,05
(Dowdy et al., 2004).
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Il RESULTADOS e DISCUSSAO

3.1. Avaliacao dos acidos gordos e licopeno das dietas
3.1.1. Determinac¢ao do perfil de acidos gordos

O valor nutricional das dietas em estudo é determinado em grande parte pelo
perfil de acidos gordos. Da analise do perfil de acidos gordos das 6 dietas foram
identificados 21 acidos gordos, sendo os PUFA os que se encontram em maior
quantidade na sua composicao, variando entre 44 e 56% (dieta administrada ao G4 e
nas dietas do G1 e G2, respectivamente). Na figura 7 estao representadas as
principais classes de acidos gordos (SFA, MUFA e PUFA), a quantidade de AA, EPA e
DHA e a razao w3/wé presente nas dietas. Dos PUFA identificados, o LA é o que se
encontra em maior quantidade, seguido do ALA, e em menor quantidade do AA, EPA
e DHA. Dos MUFA identificados, o acido palmitoleico (16:1w9) e o acido oleico
(18:1w9) sao os mais abundantes. O acido palmitico (16:0) e o acido estearico (18:0)
sao os SFA identificados em maior quantidade e variaram entre 19 e 31% (dieta 1 e 2
e dieta 4, respectivamente).

Analisando os SFA presentes nas dietas administradas aos 6 grupos, observa-se que
existem diferencas significativas entre elas. As dietas do grupo G1 (a) e G2 (a) sao
diferentes das restantes, no entanto, apresentam semelhancas com a dieta do grupo
G5 (ab). Por outro lado, a dieta do G3 (bc) regista semelhancas com a dieta do grupo
G5 (ab) e a dieta do grupo G6 (cd). A dieta do grupo G4 (d) apresenta o valor mais
elevado de SFA (31%) e é diferente de todas as restantes, no entanto, apresenta
caracteristicas em comum com a dieta do grupo Gé (cd) (Figura 7).

Nos MUFA constatamos que as dietas dos grupos G3 (a) e G5 (a) sao diferentes da
dieta do grupo G4 (b), todavia, estas dietas evidenciaram caracteristicas comuns as
dietas dos grupos G1, G2 e G6 (ambos (ab)).

Da analise dos PUFA, verifica-se uma diminuicao dos valores do grupo G1 ao Gé6,
sendo esta proporcional ao aumento de SFA. As dietas dos grupos G1 e G2 registam os
valores mais elevados de PUFA; estas dietas tém incorporado na sua composicao éleo
de soja que é rico em PUFA w6, nomeadamente, o LA. A dieta do grupo G4 (a) é
estatisticamente diferente da dieta do grupo G3 (b) e dos grupos G1 e G2 (ambos
(c)), no entanto, evidencia proximidade com a dieta do grupo Gé6 (ab) e, este por sua
vez, apresenta caracteristicas comuns ao G3 (b). A dieta do grupo G5 (bc) registou

semelhancas com as dietas dos grupos G3 (b) e com G1 e G2 (ambos (c)) (Figura 7).
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No caso especifico do AA, nao se apuraram diferencas significativas entre as 6

dietas tendo-se registado valores muito baixos (Figura 7).
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Figura 7 - Perfil de acidos gordos das dietas administradas aos 6 grupos. Diferentes letras correspondem
a diferencas significativas entre os grupos (p < 0,05).

Analisando a figura 7, observa-se que os niveis de EPA aumentaram e
corresponderam a suplementacao de sardinha nas dietas. Registaram-se diferencas
significativas nas dietas dos grupos G1 (a) e G2 (a) que apresentaram os niveis mais
baixos de EPA (0,1 e 0,2%, respectivamente). Os grupos das dietas suplementadas
com 25 % de sardinha (G3 e G5, ambos (b)) registaram o valor intermédio de EPA
(2,3 %), seguidos dos grupos G4 (c) e G6 (c) suplementados com 50 % de sardinha com
o valor mais elevado de EPA (7,7 e 6,9 %, respectivamente).

No caso do DHA as diferencas significativas encontradas foram ao nivel da
suplementacao das dietas com 50 % de sardinha, ou seja, as dietas dos grupos G4 (b)
e G6 (b) sao estatisticamente diferentes das dietas dos grupos G1, G2, G3, e G5
(ambos (a)) (Figura 7).

Em relacdo a razao de w3/wé, a dieta do grupo G4 (c) é estatisticamente
diferente da dieta do grupo Gé6 (b), que por sua vez sao diferentes das dietas dos
grupos G1, G2, G3 e G5 (ambos (a)). Evidencia-se deste modo o efeito da
suplementacao das dietas com 50 % de sardinha na razao w3/wé que mostrou valores
superiores (1,2 e 0,8) aos referidos pela FAO e pela WHO e a FAO, que recomendam
dietas cuja razao w3/w6 estejam compreendidas entre 1/5 a 1/4 (Martin et al.,
2006). No entanto, valores da razdao w3/w6 na ordem de 0,5 (1/2) e 0,33 (1/3) tém
sido sugeridos nas dietas uma vez que facilitam a conversao do acido ALA em EPA
(0,5%) e EPA em DHA (0,005%) (Wang et al., 2006) (Figura 7).
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3.1.2. Determinacao do licopeno

A quantidade de licopeno presente nas dietas dos 6 grupos foi determinada e os
resultados obtidos estdao apresentados na figura 8. De acordo com o delineamento
experimental da composicao do valor nutricional das dietas dos grupos G1, G3 e G4,
o valor do licopeno presente na racao foi nulo (Figura 8). A quantidade de licopeno
presente nas dietas dos G2 e G5 (25% sardinha e licopeno) foi de 9 mg/g de racao e
de 7 mg/g de racao na dieta do Gé6 (50 % sardinha e licopeno). A quantidade de
licopeno na dieta do grupo 6 deveria ser idéntica ao G2 e G5, uma vez que a
quantidade de tomate em pd (fonte do licopeno) se manteve na formulacao das
dietas, por este motivo podemos afirmar que a diferenca se deve a limitacoes
experimentais. Por outro lado, podera existir uma interaccao entre o licopeno e o

aumento do nivel de acidos gordos (50% sardinha).

Grupo 6 a

Grupo 5 b
Grupo 4
Grupo 3

Grupo 1

mg Licopeno / g ragdo

Figura 8 - Concentracao de licopeno presente nas dietas dos 6 grupos. Diferentes letras correspondem a
diferencas significativas entre os grupos (p < 0,05).

Varios estudos tém sido realizados no ambito da biodisponibilidade do licopeno e
dos constituintes dos alimentos (Bramley, 2000; van Het Hof et al., 2000; Boileau et
al., 2002). A biodisponibilidade dos constituintes do alimento é um processo
complexo, que envolve a digestao, a captacao intestinal e sua absorcao, distribuicao
para os tecidos e sua utilizacao (Bramley, 2000). Existem varios factores que podem
interferir na biodisponibilidade dos carotendides, tais como a matriz alimentar, a
forma isomérica do licopeno, a quantidade e o tipo de gordura presente na dieta, o
processo de absorcao, as interacdes entre os carotendides, a presenca de fibras
alimentares e o processamento dos alimentos (Bramley, 2000; van Het Hof et al.,
2000; Boileau et al., 2002;).
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3.2. Avaliagcéo dos acidos gordos e do licopeno no figado, tecido adiposo e

nos eritrocitos

A seleccao dos tecidos/células nos estudos de incorporacao dos acidos gordos na
dieta € um factor de extrema importancia. Isto porque cada tecido repercute de uma
forma particular a dieta do individuo. Assim, o conjunto de tecidos escolhidos deve
dar uma panoramica global dos efeitos da dieta no organismo. Tal significa a
seleccao de tecidos de rapida reaccao a alteracbes dietéticas, bem como outros
tecidos que reagem a mudancas continuadas do tempo. Desta ponderacao resultou,
no presente estudo, a determinacao do perfil de acidos gordos no figado, no tecido

adiposo e nos eritrocitos.

3.2.1 Determinacao dos acidos gordos no figado

O figado € um 6rgao com inUmeras funcées no organismo, armazena e metaboliza
as vitaminas lipossoluveis, como a A, D, E e K, a hidrossoluvel B12 (factor
antianémico) e os minerais como o ferro e o cobre, que sao adquiridos através da
alimentacdo. Regula a composicao do sangue e sintetiza proteinas plasmaticas, e
juntamente com o baco elimina os globulos vermelhos envelhecidos. O figado regula
as taxas de glicose no sangue, participa nos varios mecanismos energéticos do
organismo, elimina as toxinas, faz a filtragem mecanica das bactérias, controla o
equilibrio hidro-salinico e segrega a bilis. Para além destas fungdes, sintetiza
lipoproteinas que se ligam ao colesterol e aos fosfolipidos, que sdao os componentes
essenciais das membranas plasmaticas das células. O figado também usa o colesterol
para a producao da bilis, que é uma substancia alcalina com capacidades digestivas
(http://www.todabiologia.com/anatomia/figado.htm).

Analisando a figura 9 (A), verificamos que a suplementacao das dietas dos grupos
G3 e G4 com 25 e 50% de sardinha modificou o perfil de acidos gordos no figado em
relacao ao grupo controlo (G1). Apesar de se registarem diferentes valores de SFA
para os grupos G3 (33,8 %) e G4 (35,3%), constatamos que estatisticamente nao se
verificaram diferencas significativas, ou seja, o facto das dietas dos grupos G3 (b) e
G4 (b) serem suplementadas com diferentes percentagens de sardinha nao afectou a
percentagem de incorporacao de SFA. No entanto, nos grupos G3 e G4 verificaram-se
diferencas face ao grupo G1 (controlo), ou seja, os niveis de incorporacao de SFA
aumentaram de 30,6% (G1) para 33,8% (G3) e 35,3% (G4).
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Comparando o grupo G1 com os grupos G3 e G4 para os MUFA, observamos que a
dieta do grupo G1 (ab) apresenta caracteristicas semelhantes aos grupos G3 (a) e G4
(b), contudo o G3 é diferente do G4. Da analise da figura 9 (A), constatamos que o
nivel de MUFA do grupo G3 (13,1%) foi inferior aos do G1 (15,6%) e do G4 (18,9%). O
que nos permite concluir que a dieta suplementada com 25% de sardinha baixa os
niveis de incorporacao/deposicao dos MUFA no figado.

Analisando o perfil de PUFA nos grupos G1 (53,0%), G3 (52,2%) e G4 (43,6%),
verificamos que a suplementacao de 25 e 50% de sardinha diminui a percentagem de
PUFA no figado. Apesar de se registar uma diminuicao ligeira entre os grupos G1 e G3
dos niveis de PUFA, estes sao estatisticamente idénticos (b), no entanto, sao
diferentes do grupo G4 (a) que apresentou uma diminuicao de aproximadamente 10%.
Assim, pode-se inferir que a suplementacao das dietas com sardinha provocou uma
diminuicao dos niveis de PUFA w6 no figado. Sabe-se que os lipidos provenientes da
dieta sao transportados do intestino para o figado e posteriormente sao
transportados do figado para os restantes tecidos do organismo. Regressam

novamente ao figado e sao eliminados para o intestino (Figura 9 (A)).
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Figura 9 - Perfil de acidos gordos do figado (n=9), (A) - G1, G3 e G4; (B) - G1 e G2. Diferentes letras
correspondem a diferencas significativas entre os grupos (p < 0,05).

A percentagem do AA diminuiu de 16,4% no grupo G1 (b) (controlo) para 11,8% no
G3 (b) e 5,9% no G4 (a), no entanto, a analise estatistica apenas identifica diferencas
significativas no grupo G4 suplementado com 50% de sardinha face ao G1 e G3, ou
seja, o grupo G3, cuja dieta foi suplementada com 25% de sardinha, nao é
significativamente diferente do grupo controlo (G1), contrariamente ao efeito da
dieta no grupo G4 que baixa o nivel de AA cerca de 10,5% (Figura 9 (A)).

O nivel de EPA no figado registado no grupo G1 foi de 0,3% e aumentou no G3

(3,3%) e no G4 (7,7%), ou seja, a ingestao de dietas ricas em sardinha aumenta o
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nivel de incorporacdo do EPA de acordo com o referido anteriormente. Na analise
estatistica, o grupo G4 ¢é significativamente diferente do G1, o que esta de acordo
com a composicao da dieta controlo e da dieta com 50% de sardinha. Todavia, em
relacao ao grupo G3 (ab) de dieta suplementada com 25% de sardinha, apesar de o
teor de EPA ter aumentado cerca de 3% face ao G1 (a), as diferencas ndao sao
significativas e este grupo apresenta caracteristicas comuns ao G1 e ao G4 (b) (Figura
9 (A)).

Os niveis de DHA no figado aumentaram de 3,0% no grupo G1 (a) para 8,8% no G3
(b) e 11,2% no G4 (b). Na analise estatistica constatamos que existem apenas
diferencas que tém origem na auséncia/presenca de sardinha, isto é, o grupo G1 é
diferente dos grupos G3 e G4. No entanto, o facto de, por um lado, a dieta do G4 ter
na sua composicao o dobro de sardinha face a dieta do G3 e, por outro, dos grupos
nao se distinguirem estatisticamente, permite-nos afirmar que apesar dos niveis de
ingestao de DHA serem superiores, tal nao se reflecte ao nivel da sua incorporacao
(Figura 9 (A)), contudo Harris e von Schacky (2004) verificaram o oposto.

Em relacao a razao w3/wb6 existente no figado, verificou-se um aumento do grupo
G1 (0,1) para o G3 (0,4) e 0 G4 (1,0). O aumento verificado entre 0 G3 e 0 G4 é de
0,6 e verifica-se que os trés grupos sao estatisticamente distintos, isto €, a
suplementacao de sardinha nas dietas dos grupos G3 e G4 tem um efeito positivo na
razao w3/wé (Figura 9 (A)).

Na analise da figura 9 (B), constatamos que o facto da dieta do grupo G2 ter sido
suplementada com licopeno, nao conduziu a diferencas significativas na percentagem
de SFA, MUFA, PUFA, AA, EPA, DHA e na razao w3/wé6 comparativamente com o G1,
isto &, o licopeno nao interfere no perfil de acidos gordos dos grupos, uma vez que a

Unica variavel na comparacao G1 vs G2 € a auséncia ou presenca de licopeno.

Na figura 10 (A) esta representado o perfil de acidos gordos dos grupos G2, G3 e
G5, visando verificar se a presenca/auséncia licopeno influencia o perfil de acidos
gordos no figado, em particular, nos grupos cujas dietas foram suplementadas com
25% de sardinha. Analisando as principais classes de acidos gordos, ou seja, SFA,
MUFA e PUFA, apenas se verificam diferencas significativas em relacao aos MUFA,
uma vez que para os SFA e PUFA nao existem diferencas entre os grupos. Ao nivel do
AA observam-se niveis mais elevados no G2 (19,1%), face ao G3 (11,8%) e G5 (10,7%).
Mais uma vez, se verifica a diminuicao dos niveis de AA em funcao da suplementacao
de sardinha, dado o AA e o EPA (abundante na sardinha) competirem pela mesma

enzima na biosintese dos eicosanoides (Figura 10 (A)). O AA é o principal constituinte
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das membranas usado na biosintese de eicosanoides, a presenca de EPA promove a
competicao entre estes e o EPA é preferencialmente incorporado diminuindo a
incorporacao de AA.

No caso especifico do EPA, DHA e da razao w3/wé verificou-se um aumento nos
grupos G3 (b) e G5 (b) face ao G2 (a), isto quer dizer que o enriquecimento das
dietas com sardinha tem um efeito positivo na deposicao do EPA e DHA no figado. No
entanto, nao se verificaram alteracGes significativas por causa do licopeno na
composicao das dietas dos grupos G3 e do G5, isto é, os dois grupos sao
estatisticamente iguais (b). Os valores obtidos para a razdao w3/wé sao iguais o0 que
nos permite constatar que a presenca de licopeno na dieta de G5 nao tem qualquer

tipo de influéncia no valor da razao w3/wé6 (Figura 10 (A)).
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Figura 10 - Perfil de acidos gordos do figado (n=9), (A) - G2, G3 e G5; (B) - G2, G4 e G6. Diferentes
letras correspondem a diferencas significativas entre os grupos (p < 0,05).

Na figura 10 (B) observamos o efeito do licopeno no perfil de acidos gordos do
figado relativamente aos grupos alimentados com dietas suplementadas com 50% de
sardinha (G4 e G6). Comparando o grupo G2 com o G4 e o Gé, verificamos que o teor
em SFA nao é afectado pela incorporacao de 50% de sardinha (G4 e G6) nas dietas e
que a dieta do grupo controlo de licopeno (G2) nao apresenta diferencas
significativas em relacao aos grupos G4 e G6. O mesmo nao se verifica em relacao aos
MUFA, isto é, a suplementacao de 50% de sardinha nas dietas dos grupos Gé6 (16,2%) e
G4 (18,9%) causa um aumento significativo dos niveis de MUFA face ao grupo G2
(13,0%). Contudo, a presenca/auséncia de licopeno (G4 e G6) nao influencia a
deposicao dos MUFA no figado uma vez que os grupos sao estatisticamente iguais.

Em relacdao ao efeito do licopeno na deposicao dos PUFA no figado, verificamos
uma diminuicao dos seus niveis do grupo G2 (53,7%) para o G4 (43,6%) e o G6 (44,0%).

A analise estatistica permite verificar que os grupos G4 (a) e Gé6 (a) sao idénticos,
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isto é, o licopeno nao tem influéncia na deposicao de PUFA no figado, mas diferem
do grupo G2.

Continuando a analise da figura 10 (B), verifica-se um nivel mais elevado de AA no
perfil de acidos gordos do figado do grupo G2 (19,1%) em relacdao aos grupos G4
(5,9%) e G6 (6,3%). Estatisticamente, o G2 (b) é diferente do G4 (a) e G6 (a);
verificamos deste modo que a suplementacao das dietas com 50% de sardinha
provoca a diminuicao dos niveis de AA. Tal deve-se ao facto da sardinha ser pobre em
AA, ao passo que o 6leo de soja é rico em LA (6leo presente na dieta do grupo G2), o
qual se converte em AA.

A suplementacao das dietas dos grupos G4 e G6 com 50% de sardinha tem um
efeito positivo no nivel de EPA, DHA e na razao w3/wé6. Por outro lado, mais uma vez
se verifica que a auséncia/presenca de licopeno nao tem qualquer tipo de influéncia
nos niveis de EPA, DHA e na razao w3/wé nos perfis dos grupos G4 (b) e Gé6 (b)
(Figura 10 (B)).

3.2.2 Determinacéao dos acidos gordos no tecido adiposo

O perfil de acidos gordos no tecido adiposo permite estudar a dieta administrada a
longo prazo (1 a 2 anos), devido a estabilidade da sua composicao (Baylin et al.,
2002). No tecido adiposo, os acidos gordos sdao armazenados sob a forma de
triacilglicerois.

Segundo um estudo de Baylin et al. (2002) o racio de deposicao dos acidos gordos
no tecido adiposo humano (percentagem de acidos gordos no tecido / percentagem
de acidos gordos na dieta) € 0,44 + 0,13 para o AA, 0,21 + 0,06 para o EPA e 0,17 +
0,06 para o DHA, e a razao w3/w6 0,064.

No tecido adiposo depositam-se os acidos gordos com menor importancia para as
funcdes vitais. Os principais acidos gordos do tecido adiposo sao os SFA e os MUFA e
sao importantes para a producao de hormonas, eicosanoides, etc. Para Baylin et al.,
(2002) parece existir uma modesta relacao entre a ingestao de peixe e o deposito de
DHA no tecido adiposo em humanos, no entanto, para outros investigadores esta
relacao nao se verifica e nao existe uma relacao linear entre a ingestao de peixe e o
aumento dos niveis de EPA e DHA no tecido adiposo (Baylin et al., 2002; Andersen, et
al., 1999; Katan, et al., 1997).

Analisando a figura 11 (A), verificamos que a suplementacao das dietas dos grupos
G3 e G4 com 25 e 50% de sardinha modificou o perfil de acidos gordos no tecido

adiposo em relacao ao grupo controlo (G1). Os valores de SFA aumentaram de 21,5%
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(G1) para 30,4% (G3) e para (47,0 %) (G4), isto é, o facto de as dietas serem
suplementadas com diferentes percentagens de sardinha afecta os niveis de
deposicao no tecido adiposo e leva a resultados estatisticamente diferentes.

Comparando o grupo G1 com os grupos G3 e G4 para os MUFA, observamos que o
grupo G1 (a) é estatisticamente diferente dos grupos G3 e G4, no entanto, o aumento
da percentagem de sardinha nas dietas dos grupos G3 e G4 nao altera os niveis de
MUFA, uma vez que nao sao estatisticamente diferentes (Figura 11 (A)).

Analisando o perfil de PUFA dos grupos G1 (36,7%), G3 (34,4%) e G4 (26,7%),
verificamos que a suplementacao de 25 e 50% de sardinha diminui a percentagem de
PUFA (principalmente w6) no tecido adiposo e que os 3 grupos sao estatisticamente
diferentes (Figura 11 (A)).
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Figura 11 - Perfil de acidos gordos do tecido adiposo (n=9), (A) - G1, G3 e G4; (B) - G1 e G2. Diferentes
letras correspondem a diferencas significativas entre os grupos (p < 0,05).

A suplementacao das dietas com 25 e 50% de sardinha (G3 e G4) modificou os
niveis de incorporacao do AA, pois, o nivel deste acido gordo diminuiu de 0,6 (G1)
para 0,3% (G3 e G4), e é estatisticamente diferente nos grupos G3 e G4 (Figura 11
(A)).

Relativamente ao EPA, ao DHA e a razdao w3/wé, observa-se um aumento nos
grupos suplementados com sardinha (G3 (b) e G4 (c)) face ao grupo G1 (a). Os trés
grupos em estudo sao estatisticamente diferentes (Figura 11 (A)) (Harris e von
Schacky, 2004). O facto de termos niveis de EPA e DHA superiores no tecido adiposo
aquando da suplementacao do dobro da sardinha mostra que em termos de
incorporacao a dose ministrada ultrapassa as necessidades do organismo para as
funcodes vitais.

Na figura 11 (B) o facto de a dieta do G2 ter sido suplementada com licopeno, nao
conduz a diferencas significativas na percentagem de SFA, MUFA, PUFA, AA, EPA,
DHA e na razao w3/wé comparativamente com o G1, isto €, a incorporacao de

licopeno nao modifica o perfil de acidos gordos do grupo G2.
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Na figura 12 (A) esta representado o perfil de acidos gordos dos grupos G2, G3 e
G5, visando apurar se a presenca/auséncia de licopeno influencia o perfil de acidos
gordos no tecido adiposo, em particular, nos grupos cujas dietas foram
suplementadas com 25% de sardinha. Examinando as principais classes de acidos
gordos, ou seja, SFA, MUFA e PUFA, apenas se verificam diferencas significativas em
relacao aos MUFA, uma vez que para os SFA e PUFA nao existem diferencas
estatisticas significativas entre os grupos G3 e G5. A suplementacdo com sardinha nas
dietas G3 e G5 aumenta os niveis de SFA no tecido adiposo e sao por isso
estatisticamente diferentes do grupo G2 (a), porém a presenca de licopeno na dieta
do grupo G5 nao influencia os niveis de SFA face ao G3. Por outro lado, baixa os
niveis de deposicao dos PUFA e mais uma vez se atesta que a presenca de licopeno
nao influencia os niveis de deposicdo no tecido adiposo.
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Figura 12 - Perfil de acidos gordos do tecido adiposo (n=9), (A) - G2, G3 e G5; (B) - G2, G4 e Gé6.
Diferentes letras correspondem a diferencas significativas entre os grupos (p < 0,05).

No que respeita ao AA observam-se niveis mais elevados no G2 (0,6 %), face ao G3
(0,3 %) e G5 (0,4 %). Em relacao ao efeito do licopeno, G5 (ab) apresenta semelhanca
com os grupos G2 (b) e G3 (a), que sao estatisticamente diferentes, ou seja, o
licopeno influencia ligeiramente, mas positiva e significativamente, a deposicao de
AA no tecido adiposo (Figura 12 (A)).

No caso especifico do EPA e do DHA e da razao w3/wé verificou-se um aumento
nos grupos G3 e G5 face ao G2, isto quer dizer que o enriquecimento das dietas com
sardinha tem um efeito positivo na deposicao do EPA e DHA no tecido adiposo. No
entanto, nao se verificaram alteracdes significativas por causa da presenca do
licopeno na composicao das dietas dos grupos G3 e G5, isto €, os dois grupos nao sao
estatisticamente diferentes (b), com excepcao do G3 (ab) para a razao w3/wé que

apresenta afinidade com o grupo G2 (a) e G5 (b), o que nos permite constatar que a
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presenca de licopeno na dieta de G5 interfere no valor da razao w3/wé (Figura 12
(A)).

Na figura 12 (B) observa-se o efeito do licopeno no perfil de acidos gordos do
tecido adiposo relativamente aos grupos alimentados com dietas suplementadas com
50% de sardinha (G4 e G6). Confrontando o grupo G2 com o G4 e G6, verifica-se que o
teor em SFA nao é afectado pela incorporacao de 50% de sardinha (G4 e G6) nas
dietas e que o grupo controlo de licopeno (G2 (a)) exibe diferencas significativas em
relacdao aos grupos G4 e G6 (ambos (b)). Registou-se uma situacdo idéntica em
relacdo aos MUFA, isto é, a presenca/auséncia de licopeno (G4 e G6) nao influencia a
deposicao dos MUFA no tecido adiposo, uma vez que 0s grupos sao estatisticamente
iguais.

Em relacao ao efeito do licopeno na deposicao dos PUFA no tecido adiposo,
verificamos uma diminuicao dos seus niveis do grupo G2 (48,3%) para o G4 (26,7%) e
G6 (28,5%). A analise estatistica permite verificar que os grupos G4 (a) e Gé (a) nao
sao diferentes, isto &, o licopeno nao tem influéncia na deposicao de PUFA no tecido
adiposo, mas diferem do grupo G2 (b) (Figura 12 (B)).

Continuando a analise da figura 16 (B), verifica-se uma diminuicao nos niveis de
AA no perfil de acidos gordos do tecido adiposo. Estatisticamente, o G2 (b) é
diferente do G4 (a) e G6 (a), verificamos deste modo que o licopeno nao interfere
com a deposicao de AA no tecido adiposo.

No caso especifico do EPA, DHA e da razao w3/w6, verifica-se um aumento nos
grupos G4 (b) e G6 (b) face ao G2 (a), isto quer dizer que o enriquecimento das
dietas com sardinha tem um efeito positivo na deposicao do EPA e DHA no tecido
adiposo. No entanto, nao se verificaram alteracdes significativas por causa do
licopeno na composicao das dietas do grupo G4 e do G6, isto é, os dois grupos nao
sao estatisticamente diferentes (b). Os valores obtidos para a razao w3/wé nao sao
diferentes, o que permite constatar que a presenca de licopeno na dieta de Gé6 nao

tem qualquer tipo de interferéncia no valor da razao w3/wé6 (Figura 12 (B)).
3.2.3 Determinacao dos acidos gordos nos eritrocitos
O perfil de acidos gordos dos eritrocitos pode ser utilizado como biomarcador da
incorporacao dos acidos gordos PUFA w3 nas dietas e reflecte uma resposta mais

rapida ao modo como os ratos estao a ser alimentados, além disso, os eritrocitos nao

levantam dificuldades de colheita e tratamento (estabilidade de armazenamento a -
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80 °C) (Hodson et al., 2002). De facto, os eritrécitos apresentam uma forte
correlacao com as variacoes do conteudo lipidico de células e tecidos, sendo assim
possivel a sua utilizacdo como marcador dietético (Arterburn et al., 2006; Harris e
von Shacky, 2004). Os eritrocitos tém um periodo de vida de aproximadamente 120
dias, pelo que reflectem a dieta ingerida no més anterior, sendo considerados, de
acordo com Arab (2003), marcadores de média duracao.

Analisando a figura 13 (A), verifica-se que a suplementacao das dietas dos grupos
G3 e G4 com 25 e 50% de sardinha modificou o perfil de acidos gordos nos eritrocitos.
Apesar de se registarem diferentes valores de SFA e de MUFA para os grupos G1, G3 e
G4, constata-se que estatisticamente nao se verificam diferencas significativas, ou
seja, o facto das dietas dos G3 e G4 serem suplementadas com 25 e 50% de sardinha
nao provocou alteracdes significativas no valor total dos SFA e MUFA nos eritrécitos.
Verificou-se um aumento da percentagem de PUFA no G3 (49,2%) em relacao ao G1
(42,6%). Apesar do grupo G4 ter sido suplementado com o dobro da quantidade de
sardinha, este grupo nao apresentou maior incorporacao de PUFA, quando comparado

com o G3.
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Figura 13 - Perfil de acidos gordos dos eritrécitos (n=9), (A) - G1, G3 e G4; (B) - G1 e G2. Diferentes
letras correspondem a diferencas significativas entre os grupos (p < 0,05).

A suplementacao das dietas com 25 e 50% de sardinha (G3 e G4) modificou os
niveis de incorporacao do AA, pois, o nivel deste acido gordo diminuiu para 16,1 e
10,4%, no G3 e G4, respectivamente, face ao valor do G1 (19,3%). Os trés grupos em
estudo sao estatisticamente diferentes, ou seja, a suplementacao da sardinha baixa
os niveis de deposicao do AA nos eritrocitos (Figura 13 (A)) (Haris e von Schacky,
2004).

Relativamente ao EPA, enquanto o G1 nao contém este acido gordo, o G3
apresenta um teor de 1,8 e o G4 de 6,2%, sendo os trés grupos estatisticamente
diferentes (Figura 13 (A)) (Haris e von Schacky, 2004).
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Para o DHA, verificou-se também um aumento nos grupos suplementados com
sardinha, ou seja de 1,1% no G1, para 3,4 e 3,5% no G3 e G4, respectivamente.
Contudo, nao se registaram diferencas significativas entre o G3 e G4, ou seja, o
aumento da suplementacao de sardinha no G4 nao provocou alteracées significativas
nos niveis de incorporacao do DHA nos eritrocitos, contudo Harris e von Schacky
(2004) verificaram que apo6s a suplementacao de PUFA w3 os niveis de DHA
aumentaram.

Prisco et al. (1996) demonstraram que a suplementacao com PUFA w3 modifica o
perfil de acidos gordos dos fosfolipidos na membrana dos eritrocitos, o que é
corroborado pelo presente estudo dado o aumento dos niveis de EPA e DHA.

Em relacao a razao w3/wé, verificou-se um aumento quando comparado com o Gf1
(0,3), nos grupos G3 (0,5) e G4 (1,0). O aumento verificado entre o0 G3 e 0 G4 é
proporcional ao da suplementacao da sardinha (25 e 50% de sardinha). Segundo um
estudo realizado por Cao et al. (2006) durante 8 semanas, verificou-se um aumento
dos PUFA w3 fornecidos pela dieta nas membranas dos eritrécitos, de 6,1 para 10,2%,
e de acordo com Skeaff et al. (2006), os acidos gordos nos eritrocitos tém o mesmo
intervalo de tempo dos acidos gordos no plasma, isto é, de 2 semanas.

Na figura 13 (B), é observavel que o facto de a dieta do G2 ter sido suplementada
com licopeno, nao conduz a diferencas significativas na percentagem de SFA, MUFA,
PUFA, AA, EPA, DHA e na razao w3/wé comparativamente com o G1, isto &, que a

incorporacao de licopeno nao interfere no perfil de acidos gordos do grupo G2.

Na figura 14 (A) esta representado o perfil de acidos gordos dos grupos G2, G3 e
G5, de modo, a verificar se o licopeno induz alteracdes nos eritrocitos, em particular
na situacao em que ha 25% de sardinha suplementada na dieta dos grupos. Analisando
as classes de acidos gordos, ou seja, SFA, MUFA e PUFA, ndao ha diferencas
significativas, permitindo afirmar que a suplementacao de licopeno nas dietas nao
modifica o perfil global de acidos gordos nos eritrécitos. Porém, numa analise mais
especifica observa-se a diminuicao dos niveis de AA do G2 (19,2%), para o G3 (16,1%)
e G5 (14,5%), no entanto, através da analise estatistica o G2 é diferente do G5, mas
o G3 apresenta caracteristicas comuns ao G2 e ao G5, assim, mais uma vez se
verifica que o licopeno nao altera o perfil de acidos gordos dos eritrocitos.

A suplementacao das dietas dos grupos G3 e G5 com 25% de sardinha tem um
efeito positivo nos niveis de EPA e DHA e na razao w3/wé. A auséncia/presenca de
licopeno ndao tem qualquer tipo de influéncia nos niveis de EPA, DHA e na razao
w3/wb6 nos perfis dos grupos G3 (b) e G5 (b) (Figura 14 (A)).
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Na figura 14 (B) observa-se o efeito do licopeno (G2) no perfil de acidos gordos dos
eritrocitos, com especial atencao aos grupos suplementados com 50% de sardinha (G4
e G6). Comparando o grupo G2 com o G4 e Gé6, verifica-se que o teor em SFA nao é
afectado pela incorporacao de 50% de sardinha (G4 e G6) nas dietas e que o grupo
controlo de licopeno (G2) nao apresenta diferencas significativas em relacao aos
grupos G4 e G6. O mesmo nao sucede em relacao aos MUFA, isto é, a suplementacao
de 50% de sardinha nas dietas dos grupos G4 (b) e G6 (b) causa um aumento
significativo dos niveis de MUFA face ao grupo G2 (a). Contudo, a presenca/auséncia
de licopeno (G4 e G6) nao influencia a deposicao dos MUFA nos eritrocitos uma vez

que 0s grupos nao sao estatisticamente diferentes.
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Figura 14 - Perfil de acidos gordos dos eritrocitos (n=9), (A) - G2, G3 e G5; (B) - G2, G4 e Gé. Diferentes
letras correspondem a diferencas significativas entre os grupos (p < 0,05).

Em relacdao ao efeito do licopeno na deposicao dos PUFA nos eritrocitos,
verificamos uma diminuicao dos seus niveis do grupo G2 (45,2%) para o G4 (43,1%) e
G6 (36,7%). A analise estatistica permite verificar que os grupos G2 (b) e Gé6 (a) sao
estatisticamente diferentes, no entanto, o grupo G4 (ab) apresenta semelhancas a
ambos, isto é, o licopeno interfere na deposicao de PUFA nos eritrocitos (Figura 14
(B)).

Continuando a analise da figura 14 (B), verifica-se um nivel mais elevado de AA no
perfil de acidos gordos dos eritrocitos do grupo G2 (19,2%) em relacao aos grupos G4
(10,4%) e G6 (10,1%). Estatisticamente, o G2 (b) é diferente do G4 (a) e G6 (a),
verifica-se deste modo que a suplementacao das dietas com 50% de sardinha provoca
a diminuicao dos niveis de AA (Bandarra et al., 1997; Ramel et al., 2010).

A suplementacao das dietas dos grupos G4 e G6 com 50% de sardinha tem um
efeito positivo nos niveis de EPA e DHA e na razao w3/wé. Dos resultados, decorre

que a auséncia/presenca de licopeno nao tem qualquer tipo de influéncia nos niveis
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de EPA eDHA e na razao w3/w6 nos perfis dos grupos G4 (b) e G6 (b) (Figura 14 (B))
(Bandarra et al., 1997; Ramel et al., 2010).

3.2.4 Comparacao dos acidos gordos no figado, tecido adiposo e nos

eritrocitos

Na figura 15 estao representados, para cada grupo, as principais classes de acidos
gordos, o AA, EPA, DHA e a razao w3/wé6 com o objectivo de avaliar as diferencas
significativas entre os niveis de deposicao nos eritrécitos, no figado e no tecido

adiposo.
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Figura 15 - Perfil de acidos gordos dos eritrocitos, do figado e do tecido adiposo (n=9), (A) - G1, (B) - G3,
(C) - G4, (D) - G2, (E) - G5 e (F) - Gé6. Diferentes letras correspondem a diferencas significativas (p <
0,05).

No grupo G1, observa-se que os SFA estao presentes em maior quantidade nos
eritrocitos, e em menor quantidade no tecido adiposo e que sao estatisticamente
diferentes, ou seja, a deposicao dos SFA difere nos eritrécitos (c), no figado (b) e no
tecido adiposo (a). O mesmo acontece com os MUFA, no entanto, estdao em menor
quantidade nos eritrécitos (a) e em maior quantidade no tecido adiposo (c). Em
relacao aos PUFA observam-se diferencas no figado (b) face aos eritrocitos (a) e ao
tecido adiposo (a), ou seja, a deposicao de PUFA foi maior no figado. No que diz
respeito ao AA, o tecido adiposo (a) € estatisticamente diferente do figado (b) e dos
eritrocitos (b). Para o EPA, os eritrocitos (a) sao diferentes do figado (b), no entanto

o tecido adiposo (ab) mostrou ter semelhancas com ambos. Relativamente ao DHA, o
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figado (b) distingue-se dos eritrocitos (a) e do tecido adiposo (a). No que concerne a
razao w3/w6, os eritrocitos sao estatisticamente diferentes do figado (b) e do tecido
adiposo, no entanto, € maior nos eritrocitos (c) e menor no tecido adiposo (a) (Figura
15 (A)).

Na Figura 15 (B) constata-se que, no grupo G3, para os SFA, MUFA, PUFA, AA, e
razao w3/w6, o tecido adiposo € estatisticamente diferente dos eritrocitos e do
figado, e os niveis de deposicdo no tecido adiposo foram menores do que nos
eritrocitos e no figado, excepto nos MUFA em que se verificou o inverso. No caso
especifico do EPA, o figado (b) é estatisticamente diferente do tecido adiposo (a) e
os eritrocitos (ab) evidenciam semelhancas entre ambos. Para o DHA, o figado
apresenta teores mais elevados do que os eritrocitos (a) e do que o tecido adiposo
(a).

No grupo G4, verifica-se para os SFA que os eritrécitos (b) sdao estatisticamente
diferentes do figado (a), no entanto, o tecido adiposo nao se diferencia de ambos
(ab). Em relacao aos MUFA, o nivel de deposicao é menor nos eritrocitos (a) e maior
no tecido adiposo (c). Para o AA, o nivel de deposicao foi superior nos eritrocitos (c)
e inferior no tecido adiposo (a). Para os PUFA, EPA e razao w3/wé, o tecido adiposo
(a) é estatisticamente diferente dos eritrécitos (b) e do figado (b). Para o DHA, o
nivel de deposicao foi superior no figado que é estatisticamente diferente dos
eritrocitos (a) e do tecido adiposo (a) (Figura 15 (C)).

No grupo G2, verificamos que os eritrocitos e o figado nao sao estatisticamente
diferentes para o caso dos SFA, dos MUFA e do AA, e diferentes do tecido adiposo.
Para os PUFA, os eritrocitos (a) sao estatisticamente diferentes do figado (b), e o
tecido adiposo apresenta semelhancas entre ambos (ab). Relativamente ao EPA e ao
DHA, o figado (b) é estatisticamente diferente dos eritrdcitos (a) e do tecido adiposo
(@), contrariamente ao registado na razao w3/wé, em que os eritrocitos (b) sao
diferentes do figado (a) e do tecido adiposo (a) (Figura 15 (D)).

No grupo G5, o nivel de SFA dos eritrocitos é estatisticamente diferente do tecido
adiposo, no entanto, o figado evidenciou caracteristicas em comum com ambos 0s
tecidos. Para os MUFA, AA e razao w3/w6, os eritrocitos e o figado sao
estatisticamente diferentes do tecido adiposo. Quanto aos PUFA, os eritrocitos
assemelham-se ao figado e ao tecido adiposo, o qual é estatisticamente diferente do
figado. Para o EPA, nao existem semelhancas entre os eritrocitos (b), o figado (c) e o
tecido adiposo (a), contrariamente ao DHA, em que os eritrocitos e o tecido adiposo

evidenciam semelhancas entre si (Figura 15 (E)).
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Na figura 15 (F) observa-se o caso especifico do grupo G6, em que os eritrocitos e
o figado mostram semelhancas para o caso dos MUFA, PUFA, AA, EPA e razao w3/wb6
e sdo estatisticamente diferentes do tecido adiposo. No que concerne a fraccao dos
SFA, os eritrocitos (b) sao estatisticamente diferentes do figado (a) e do tecido
adiposo (a). Para o DHA, o figado (b) € estatisticamente diferente dos eritrocitos (a)
e do tecido adiposo (a).

Comparando os 6 grupos entre si, é possivel concluir que a deposicao de SFA e de
MUFA evidenciou mais diferencas significativas e que o tipo de dieta condiciona o seu
local (tecido/o6rgao) e a quantidade de deposicao. Os niveis de deposicao de SFA no
tecido adiposo foram baixos, ou seja, estes acidos gordos nao funcionaram como
reserva, e este acontecimento podera ter origem na composicao inicial das dietas de
controlo, uma vez que os 6leos vegetais sao pobres em SFA e ricos em MUFA. Devido
ao facto dos ratos terem ingerido niveis baixos de SFA para serem posteriormente
utilizados como reserva, estes tiveram de utilizar os MUFA como acidos gordos de
reserva. Os niveis de deposicdo dos MUFA em todos os grupos foram superiores no
tecido adiposo, contrariamente ao AA que registou os niveis mais baixos de deposicao
no tecido adiposo. Os niveis de deposicao do AA nos eritrocitos sao semelhantes aos
do figado. Os PUFA e o DHA encontram-se em maior quantidade no figado para todos
0s grupos. Para o EPA, verificou-se o mesmo, excepto nos grupos G4 e G6 em que 0s
niveis de deposicao sao semelhantes aos eritrécitos. A razao w3/w6 é menor no
tecido adiposo e semelhante no figado e nos eritrocitos, excepto no grupo G1, em

que a deposicao nos eritrocitos € superior a do figado (Figura 15).

Segundo Pawar e Jump (2003), os acidos gordos PUFA-®3, EPA e o DHA, activam a
hormona receptora nuclear (PPARa) presente no figado, tecido adiposo, etc., com
elevado catabolismo ao nivel dos acidos gordos. Esta hormona liga-se ao receptor
retindico (RXR), e em conjunto activam a expressao das enzimas envolvidas na B-
oxidacao e na lipdlise dos triacilglicerois (Jump, 2004). A PPARy também é activada
pelo EPA e DHA e inibe a NF,B e a enzima COX-2, activando a lipase das
lipoproteinas. Estas duas hormonas em conjunto diminuem a acumulacao dos lipidos
no musculo, e no tecido adiposo, ou seja, diminuem a presenca de acidos gordos na
forma livre no plasma e melhoram a sensibilidade aos niveis de insulina (Armstrong e
Towle, 2001; Jump, 2004). Os resultados obtidos para o tecido adiposo nao reflectem
esta tendéncia, uma vez que o nivel de deposicao de SFA aumentou em funcao do
aumento da suplementacao de sardinha, pois como foi referido anteriormente a

sardinha é relativamente rica em SFA.
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Os PUFA corrigem as anomalias de sinalizacao insulinica e garantem a homeostase
dos niveis de glucose. Este mecanismo de regulacdao é mediado pelo decréscimo dos
niveis dos acidos gordos sob a forma livre no sangue, pelo armazenamento dos acidos
gordos no tecido adiposo subcutaneo (deposito primario) e pela diminuicao da
acumulacao dos acidos gordos no tecido adiposo subcutaneo profundo e intra-
abdominal (depositos secundarios), musculos, rins, e no figado, o que representa o
deposito ectdpico dos acidos gordos (Nettleton e Katz, 2005; Tirosh et al., 2005;
Thorsdottir et al., 2007; Rodrigues et al., 2008a).

Segundo Harris e von Schacky (2004), o indice w3, (soma do EPA e do DHA) e a
presenca de EPA e DHA nas membranas dos eritrocitos reflecte os niveis presentes na
membrana cardiaca, e propuseram que os niveis de EPA+DHA reflectiam o conteldo
total dos acidos gordos. Foi considerado que o indice w3 pode ser uma medida do
risco para as DC e morte subita e estudaram diferentes niveis de indice w3, e
concluiram que para niveis superiores a 8% o risco diminui 90%.

No presente estudo, o indice w3 nos eritrocitos apenas foi superior a 8% nos
individuos dos grupos G4 e G6 (50% sardinha). No figado, foi superior nos grupos G3,
G5, G4 e G6 (25 e 50% de sardinha, respectivamente). No tecido adiposo, os valores
foram inferiores a 8% para todos os grupos.

Bandarra et al. (1997) estudou o efeito de dietas suplementadas com 20% de 6leo
de sardinha em ratos wistar (machos) durante 6 meses no perfil de acidos gordos do
figado e concluiu que os niveis de MUFA sao inferiores aos SFA e aos PUFA, o que esta
em consonancia com o presente estudo, porém, as diferencas verificadas por
Bandarra et al. (1997) foram inferiores as descritas neste estudo.

Contrariamente ao estudo de Bandarra et al. (1997) em que o DHA esta presente
no figado em maior quantidade (15,2%), o AA foi superior ao DHA para todos os
grupos no figado. O EPA apresentou valores semelhantes aos do grupo G4, 6,7% e
6,2% respectivamente.

De acordo com o referido anteriormente no ponto 1.2.2.1, o ALA é responsavel
pela producao de EPA e DHA, que sao precursores de um grupo de compostos
eicosandides do qual fazem parte prostaglandinas, tromboxanos, prostaciclinas,
lipoxinas e leucotrienos (Rodrigues e Morais, 2008). O AA é o acido mais importante
da familia w6, quando as células sdao activadas por estimulos externos, o AA é
transformado em mediador celular tal como os tromboxanos, as prostaglandinas e os
leucotrienos, que por sua vez vao activar os leucocitos e as plaquetas, que actuam ao
nivel da regulacao gastrica, entre outras funcoes (Harris e von Schacky, 2004;
DeFilippis, 2006; Martin et al., 2006; Surette, 2008).
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A inclusdao de acidos de w3 na dieta tem um efeito rapido na composicao das
membranas celulares em todos os tecidos. Estes acidos actuam como reservatdrios
das moléculas biologicamente activas e regulam o ambiente proteico nas
membranas, por este motivo, nao € surpreendente que eles afectem varios tecidos e
as suas funcdes. No geral, a resposta e a reactividade nas células e nos tecidos
enriquecidos com esta fonte lipidica pode explicar a promocao da salde e o bem-
estar (Bandarra et al., 1997; Harris e von Schacky, 2004; Surette, 2008).

3.3 Determinacao do licopeno

O licopeno tem sido encontrado no plasma e nos tecidos variando a sua
distribuicdao, e a presenca de carotendides nos tecidos humanos tem sido relatada
desde 1990. Os carotenoides e os seus metabolitos podem ser encontrados no soro ou
acumulados em tecidos, como o figado, os pulmdes, a mama, a coluna cervical e na
pele (Khachik et al., 2002). A quantidade do licopeno foi determinada no figado e no
tecido adiposo, no entanto, apenas foi quantificado no figado; no tecido adiposo nao
evidenciou acumulacdo. No entanto, varios estudos tém demonstrado o contrario,
que o licopeno pode ser encontrado no tecido adiposo e que em concentracoes
elevadas esta associado a diminuicdo do risco do enfarte do miocardio (Petr e
Erdman, 2005; Rao e Agarwal, 1999; Takeoka et al., 2001 in Omoni e Aluko, 2005).
Os resultados obtidos estao apresentados na figura 16 e de acordo com o
delineamento experimental da composicao do valor nutricional das dietas dos grupos
G1, G3 e G4, o valor do licopeno presente na racao foi nulo (Figura 8). A quantidade
de licopeno presente nos grupos G2 e G5 (25% sardinha e licopeno) foi de 127 e 92
mg/g de figado (dw) e de 17 mg/g de figado na dieta do G6 (50% sardinha e licopeno)
e o grupo G6 revelou ser diferente dos grupos G2 e G5. Os resultados obtidos para o
grupo G6 reflectem a quantidade ingerida pelos ratos, que foi inferior a dos grupos
G2 e G5, uma vez que estava presente em menor quantidade na dieta (Figura 16).
Varios factores podem estar na origem de diferencas tao significativas ao nivel da
acumulacao no figado, como a absorcao, a variabilidade genética entre os individuos,
entre outras, tendo sido necessario recorrer ao tratamento dos dados pelo método de

Grubbs (eliminacao dos aberrantes).
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Figura 16 - Concentracao de licopeno presente no figado dos 6 grupos. Diferentes letras correspondem a
diferencas significativas entre os grupos (p < 0,05).

Os dados apresentados na figura 16 indiciam que para além da variacao existente
nos teores de licopeno nas racoes, tera de existir necessariamente um outro factor
explicativo das diferencas observadas no figado. Particularmente, a grande reducao
observada no teor de licopeno no figado dos ratos do grupo G6 aponta para a
interferéncia dos PUFA w3 (nomeadamente, EPA e DHA) na biodisponibilidade e/ou
absorcao do licopeno, visto que nas dietas dos grupos G5 e, especialmente, Gé6 os
teores de PUFA w3 apresentam as diferencas mais significativas. De facto, foi
encontrado um efeito do comprimento da cadeia do acido gordo na
biodisponibilidade de carotenodides, em concreto do B-caroteno (Bauernfeind et al.,
1981). Neste estudo foi observada uma correlacao inversa entre o comprimento da
cadeia e a biodisponibilidade do B-caroteno, isto €, acidos gordos mais compridos
interferem em maior grau na biodisponibilidade deste carotendide. Assumindo um
comportamento idéntico do licopeno, pode-se explicar as variacoes observadas neste
estudo pelo facto do EPA e do DHA possuirem uma cadeia mais longa do que o
principal PUFA w6 no 6leo de soja, LA.

A biodisponibilidade do licopeno parece estar relacionada com as formas
isoméricas (cis e trans), sendo o calor responsavel pela modificacdao da sua forma
isomérica. A absorcao de licopeno tem-se revelado mais elevada em produtos que
utilizam tomates cozidos, e € influenciada pela quantidade de gordura da refeicao.
Além disso, algumas fibras, como a pectina, podem reduzir a absorcao de licopeno
devido ao aumento da viscosidade. Alguns carotendides também podem afectar a

biodisponibilidade do licopeno, como, por exemplo, a luteina e o B-caroteno, pois
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competem com o licopeno durante a absorcao intestinal do licopeno (Boileau et al.,
2002 e Bramley, 2000).

O processo de absorcao do licopeno ocorre sem gasto de energia, mas pouco se
sabe sobre o seu aproveitamento no interior da mucosa. Estudos sugerem que o
licopeno é transportado por proteinas especificas ou que migra agregado a gotas
lipidicas (Bramley, 2000; Boileau et al., 2002). No enterdcito (célula epiteliar da
camada superficial do intestino delgado), o licopeno nao é transformado em vitamina
A, como ocorre com outros carotenodides, mas metabolitos oxidativos do licopeno tém
sido encontrados no soro humano, embora pouco se saiba sobre os locais e
mecanismos envolvidos em sua formacao. O licopeno é transportado do enterdcito
pelos quilomicrons que, pela accao da enzima lipase lipoproteica, vai sendo retirado
e absorvido nos varios tecidos, incluindo os adrenais, os renais, o adiposo, o
pulmunar e os dos orgaos reprodutivos. O licopeno pode acumular-se no figado ou ser
envolvido pelas lipoproteinas de muita baixa densidade (VLDL) e ser levado
novamente ao sangue (Bramley, 2000; Boileau et al., 2002).

De acordo com Bramley (2000), 85% do licopeno que € ingerido provém do tomate
ou dos seus derivados, no entanto, a quantidade de licopeno apresenta variacao
sazonal quer em relacao a coloracdo, ao estado de maturacao e a variedade do
tomate e quer ao local e ao clima. Segudo Giovannucci (2002), o tomate maduro
contém niveis de licopeno superiores aos de B-caroteno, e o licopeno é o responsavel
pela coloracao predominantemente vermelha.

Segundo Gartner, a ingestao de molho de tomate cozido em éleo aumentou duas a
trés vezes a concentracao sérica de licopeno no dia seguinte a sua ingestao, todavia,
nenhuma alteracao foi observada quando administrado o suco de tomate fresco. Altas
concentracoes de licopeno podem ser encontradas nos produtos a base de tomate,
como molhos, polpa, puré, extractos, massa, suco e ketchup, no entanto, as
concentracoes estao dependentes do tomate utilizado e da producao da matéria-
prima (Rodriguez-Amaya, 1997). O licopeno esta presente principalmente no tecido
do pericarpo de tomates, localizado no compartimento celular dos cloroplastos, nos
quais cristais sao associados a sua estrutura da membrana (Richelle et al., 2002).
Contudo, nao ha ainda uma quantidade especifica, minima ou maxima, prescrita de
licopeno que seja considerada segura e adequada para ingestdao (Amaya-Farfan,
2001). Segundo Rao e Shen (2002), consumos entre 5 mg e 10 mg de licopeno por dia
sdo suficientes para a obtencao dos beneficios ja citados anteriormente, no entanto,
para Rao e Agarwal (2000) o consumo médio deveria ser de 35 mg/dia. Convém

salientar que estas dosagens sao sugeridas para populacoes saudaveis. Rao e Shen
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(2001) sugerem que a dose de ingestao do licopeno deve aumentar consoante o tipo
de doenca, no entanto, sdao ainda necessarios estudos para determinar a sua
quantidade e seus efeitos. Nao sdao consensuais as recomendacdes nutricionais da
ingestao de licopeno e tém-se vindo a realizar estudos sobre os niveis de toxicidade
deste composto, no entanto, segundo o relatorio da European Food Safety Authority
(EFSA, 2010), nenhuma dose mostrou niveis de toxicidade de ingestao diaria ao nivel
do hemograma, urina, na coagulacao do sangue e no aumento de peso dos orgaos.

Conforme referido anteriormente, o licopeno esta presente maioritariamente nos
alimentos na forma trans (80 a 97%), sendo a forma cis a mais abundante e absorvida
no corpo humano, devido ao seu comprimento reduzido e a sua solubilidade nas
micelas. O pH acido do estomago parece contribuir, em pequena parte, na
transformacao de isomeros do licopeno all-trans para cis. Além disso, tem-se
sugerido que isomeros lineares all-trans podem, prontamente, agregar-se dentro do
intestino e formar cristais, reduzindo substancialmente a sua absorcao pelas micelas.

Segundo Boileau et al. (2002) a forma cis apresentou maior biodisponibilidade no
estudo realizado em que compararam a biodisponibilidade do licopeno nas diferentes
formas isoméricas in vivo, sendo preferencialmente incorporada nos quilomicrons. Os
mesmos autores testaram a biodisponibilidade do licopeno in vitro, e também
observaram que a forma cis foi a que registou maior biodisponibilidade. O licopeno
sintético parece ser equivalente ao licopeno natural em relacdo a sua
biodisponibilidade, com semelhante conteudo isomérico (Boileau et al., 1999; Hoppe
et al. 2003).
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IV. CONCLUSOES

As doencas cardiovasculares e a obesidade tém na actualidade um papel de
extrema importancia uma vez que estdao na iminéncia de serem consideradas uma
pandemia ao nivel mundial.

Os resultados do presente estudo demonstraram que a ingestao de dietas com
moderada restricao calorica e a suplementacao das dietas com 25 e 50 % de sardinha
provocam modificacoes no perfil de acidos gordos do figado, dos eritrocitos e do
tecido adiposo.

Os PUFA estao em maior quantidade no figado, nos eritrocitos e no tecido adiposo,
e os niveis de AA, EPA, DHA, e da razao w3/w6 reflectiram a influéncia das
diferentes dietas.

A deposicao de SFA e de PUFA foi maior no figado e nos eritrécitos contrariamente
a deposicao dos MUFA que foi maior no tecido adiposo.

O aumento do EPA e da razao w3/wé esta associado a diminuicao do AA para todos
os grupos no figado, nos eritrécitos, e no tecido adiposo. Os niveis mais baixos de
deposicao do AA ocorreram no tecido adiposo. A razao w3/w6é aumenta, uma vez que
os PUFA w6 das dietas dos grupos G3 e G4 foram substituidos pelos PUFA w3 (25 e
50% sardinha).

O aumento da suplementacao de sardinha (25 e 50%) nas dietas dos grupos G3 a Gé6
nao promoveu uma deposicao significativa de DHA no figado e nos eritrécitos, no
entanto, no tecido adiposo esse aumento foi significativo. Uma possivel explicacao
para que o DHA tenha aumentado no tecido adiposo, talvez esteja relacionado com o
facto deste ser um tecido (matriz) mais homogéneo e os acidos gordos estarem mais
disponiveis na forma de triacilglicerdis. Devido as diferencas na natureza do figado e
dos eritrocitos, aos processo de analise na quebra das membranas (limitacdes
analiticas), a variabilidade genética e a outros factores que possam ter influenciado
a libertacao dos acidos gordos, o aumento de DHA nao foi tao significativo no figado
e nos eritrocitos. Por outro lado, o facto de termos niveis de EPA e DHA superiores no
tecido adiposo aquando da suplementacao do dobro da sardinha mostra que em
termos de incorporacao a dose ministrada ultrapassa as necessidades do organismo
para as funcoes vitais.

0O licopeno apenas foi incorporado no figado. Em relacao a presenca do licopeno e
apesar dos MUFA na dieta G5 ser diferente da G3, concluimos na generalidade, que o
licopeno nao interfere na incorporacao dos acidos gordos no figado, nos eritrécitos e

no tecido adiposo para os niveis de 25 e 50% de sardinha. No entanto, o facto da
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concentracao de acidos gordos w3 aumentar provoca um efeito antagoénico na
incorporacao de licopeno no figado. Num estudo futuro o tempo de intervencao
deveria ser prolongado para 6 meses com o intuito de verificar se os niveis de DHA
correspondem a suplementacao administrada no figado e nos eritrocitos. Outro factor
a ter em conta em futuros trabalhos sera o delineamento de dietas utilizando doses
intermédias de suplementacao de sardinha e de licopeno.

Estudos futuros deveriam reanalisar a influéncia dos acidos gordos na
concentracao do licopeno no figado, prevendo o aumento dos niveis de licopeno
proporcional ao aumento da dose de w3 de modo a perceber qual é o
efeito/interferéncia existente entre os acidos gordos e o licopeno.

De modo a compreender a complexidade da molécula do licopeno e da relacao
que possa existir nos processos de isomerizacao, deveria ser usada outra coluna de

HPLC, que permitisse separar o licopeno nos isomeros cis e trans.
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