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RESUMO

Os carotendides sdo pigmentos naturais sintetizados pelas plantas e responsaveis pela cor de
varios vegetais e frutos. Sdo amplamente estudados por sua habilidade em prevenir doencas
cronicas, devido sua elevada capacidade antioxidante in vivo. Este trabalho teve como objetivos
estudar a biodisponibilidade do -caroteno presente no tucuma e avaliar os efeitos in vivo de uma
suplementacdo didria. Realizou-se um estudo com 32 voluntarios divididos em dois grupos: o
grupo 1 (n=21) foi submetido a uma suplementacdo de 5 mg p-caroteno/dia durante 52 dias e o
grupo 2 (n=11) ndo fez ingestdo do produto e foi denominado grupo controle. Foram realizadas
cinco coletas sanguineas, com intervalos de 13 dias. Pardmetros bioquimicos como o colesterol
total (CT), HDL e LDL-colesterol, triglicerideos (TG), glicose (GLI), fosfatase alcalina (FA) e
Transaminase Glutdmico Pirtvica (TGP) foram analisados enzimaticamente. A susceptibilidade
oxidativa do plasma foi medida através do método TBARS e a capacidade antioxidante pelo
método ORAC. Foi desenvolvida uma metodologia para a quantificagdo do P-caroteno em
amostras bioldgicas e polpa de tucuma. O estudo da biodisponibilidade do B-caroteno mostrou
uma baixa taxa de absorc¢do e a maior disponibilidade deste composto no organismo 5 horas apds
a ingestdo. No estudo da suplementacéo, foi observado um aumento significativo (p<0,05) na
concentracdo de [3-caroteno no plasma do grupo 1 e uma diminuigdo significativa da formagéo de
TBARS, mostrando assim a acdo do [-caroteno contra a oxidagdo em sistemas biolégicos. O
HDL do grupo 1 aumentou significativamente (p<0,05) durante os primeiros 28 dias de
suplementagdo. A FA sofreu uma diminuicdo significativa (p<0,05) em ambos os grupos. Os
valores ORAC nédo sofreram modificagdes significativas, assim como as concentragdes de CT,
LDL, TG, GLI e TGP. Esses resultados mostram o efeito benéfico do -caroteno em humanos, a

curto prazo e baixas concentragdes.



ABSTRACT

Carotenoids are natural pigments synthesized by plants and responsable for many color of various
vegetables and fruits. Carotenoids attracted attention because their preventive effects against
cronics diseases associated with their antioxidant activity. This study evaluated the bioavailability
of B-carotene from tucuma fruits and the effects of a daily supplementation in vivo. 32 volunteers
were divided in two groups: group 1 (n=21) received a suplementation of 5 mg -carotene per
day for 52 days and group 2 (n=11) did not have any supplementation and was denominated
control group. It was realized 5 blood collections, with 13 days bettewen them. Biochemists
parameters such as cholesterol (CT), HDL and LDL, triglycerides (TG), blood glucose (GLU)
alkaline phosphatase (AF), TGP were enzimatically analized. The plasma oxidability was
measured by TBARS method and the antioxidant capacity was measured by ORAC method. A
methodology for carotenoids quantification in matrix biological and foods was developed. The
bioavailability study of the B-carotene from tucuma fruits showed a low absorption and greater
availability 5 hours later the ingestion. In the supplementation study was observed a significantly
increase (p<0,05) on the plasma p-carotene concentration in group 1 and a significantly decrease
in the TBARS formation, showing the [-carotene action in biological systems. HDL was
significantly higher in the supplemented group (p<0,05) during 28 days after the beginning of the
study. AF significantly decrease (p<0,05) in both groups. The ORAC values did not changed
significantly, the same way CT concentration, LDL, TG, GLU and TGP didn’t. These results

show the beneffic effects of B-carotene in humans in a short time and low concentration.
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BSA: bovine serum albumin (Albumina Sérica Bovina);

CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

DCV: Doengas Cardiovasculares;

ET: Equivalente Trolox

FA: Fosfatase Alcalina

HDL.: High density lipoprotein (Lipoproteina de Alta Densidade)

IMC: indice de Massa Corporal
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ORAC: Oxygen Radical Absorbance Capacity (Capacidade de Absorbancia das especies reativas
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PBS: Phosphate Buffered Saline (Solu¢do Tampdo Fosfato)
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AVISO

Este trabalho intitulado “Estudo in vivo de uma suplementacdo rica em betacaroteno:
biodisponibilidade e efeito antioxidativo no plasma humano” é contextualizado num contrato
de prestacdo de servicos assinado entre a Universidade Federal do Para, a Coca-Cola Services e a
FADESP. As Clausulas 1 - Definicbes e Interpretacdo, 10 - Responsabilidade, 11 -
Confidencialidade e 13 - Propriedade Intelectual e Exploracdo deste contrato estipulam
claramente que a propriedade intelectual decorrente deste trabalho é da empresa privada e que
este texto ou qualquer parte deste ndo poderdo ser divulgado ou reproduzido sem autorizagdo
prévia da mesma e antes do patenteamento do produto a ser eventualmente encaminhado pela
empresa.

Por esse motivo, avisamos que todos os membros desta banca sdo explicitamente avisados destas
clausulas e de sua filiagdo direta com o Magnifico Reitor, Dr. Alex Filza de Melo, o qual assinou

0 contrato pela Contratada.
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1. INTRODUCAO

A aterosclerose e o0 cancer constituem as principais doengas degenerativas nos paises
industrializados, sendo as principais causas de morte prematura (antes dos 65 anos). Essas
patologias foram consideradas de etiologias multifatorais, envolvendo varios fatores ambientais e
genéticos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989).

A influéncia benéfica de muitos alimentos e bebidas na saude humana, incluindo frutas,
vegetais, cha, vinho tinto, entre outros, vem sendo bastante estudada. Este efeito pode ser
atribuido a capacidade antioxidante, propriedade de muitas substancias bioativas naturalmente
presente nesses produtos. Os antioxidantes podem ajudar na prevengdo de doengas por serem
efetivos sequestradores dos radicais livres, inibindo, portanto, os danos desencadeados por eles
(STAHL; SIES, 2005).

No caso de doencas coronarianas, um dos principais fatores de risco para seu
desenvolvimento é a oxidagdo das LDL’s (lipoproteinas de baixa densidade) na parede arterial.
Estudos comprovaram que os antioxidantes podem reduzir a oxidacdo dessas particulas e assim
reduzir a formacdo das placas de ateromas (ARROL; MACKNESS; DURRINGTON, 2000).

A atencdo estd voltada para os antioxidantes lipossoluveis, tais como os carotendides,
entre eles o [-caroteno e o licopeno, devido estarem presentes nas LDL’s em quantidades que
podem ser modificadas pela ingestio de alimentos ou suplementacdo oral (ARROL;
MACKNESS; DURRINGTON, 2000).

Varios efeitos biologicos foram atribuidos aos carotendides. Destaca-se sua elevada
capacidade antioxidante, entretanto, outros mecanismos também contribuem para seu efeito
benéfico no organismo humano. A concentracdo de carotendides no plasma é considerada um
importante biomarcador de uma dieta rica em frutas e vegetais (VOUTILAINEN et al. 2006).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi conduzir um estudo de intervencdo humana para
avaliar os efeitos de uma suplementacdo rica em [-caroteno, avaliando o aumento da

concentracdo deste componente e a atividade antioxidante no plasma humano.
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2. OBJETIVOS DA PESQUISA

2.1 Objetivo Geral

Estudar os efeitos benéficos de uma suplementacéo diaria de -caroteno in vivo.

2.2 Objetivos Especificos

I. Determinagdo dos carotendides na polpa de tucuma por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE).
Il. Estudo da biodisponibilidade do -caroteno no organismo humano.
I1l. Avaliagdo do aumento da concentragcdo e acgdo antioxidante do [-caroteno no plasma
humano.
IV. Avaliagdo do comportamento de pardmetros bioquimicos como o colesterol (total e

fragOes) e triglicerideos em funcéo desta suplementacéo.
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A Amazbnia como fonte de matérias-primas

A bacia amazoénica apresenta uma riqueza consideravel em termos de recursos genéticos
em plantas frutiferas e oleaginosas, cuja valorizagdo constitui uma perspectiva importante para
regido. Entre os frutos provenientes do extrativisSmo sSdo numerosos 0S que apresentam
composi¢des notaveis em micronutrientes e especialmente em antioxidantes. Assim, sua
composicdo geralmente merece destaque, podendo posicionar-se como alimentos nutricionais e
naturais perante os produtos sintéticos.

Os frutos e oleaginosos provenientes do extrativismo tém grande potencial, por varias
razbes. Sua exploragdo racional ndo coloca em risco o estoque de recursos. Provenientes da
floresta, esses produtos estdo carregados de valores novos, trazidos pela Amazénia e também por
seus habitantes; tém uma imagem ‘ecologicamente correta’ e, portanto encontram facilmente
lugar em um mercado ‘verde’, como o de produtos organicos.

Porém, o conhecimento dessas espécies e a caracterizacdo de suas propriedades
tecnoldgicas e nutricionais, em funcdo de sua biodiversidade, ainda € um desafio importante para

sua valorizagdo. Sobre esses temas foram realizados poucos trabalhos (PALLET, 2002).
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3.2 Tucumazeiro (Astrocarium aculeatum)

O tucumazeiro é uma palmeira nativa do norte da América do Sul, possivelmente do
estado do Para. E uma palmeira que geralmente atinge 15 m de altura, a qual origina um fruto de
alto valor nutritivo, o tucuma (SILVA; TASSARA, 2005).

Os frutos sdo amplamente comercializados no mercado local do Estado do Parad e
possuem uma polpa comestivel amarelada e oleaginosa (Figura 1) (CAVALCANTE, 1991).

A polpa é altamente nutritiva e extremamente rica em compostos pro-vitamina A. Durante
a década de 70, dizia-se que o tucuma era o fruto encontrado na natureza que mais dispunha de
vitamina A (SILVA; TASSARA, 2005). Esse fato se deve a elevada concentragdo de -caroteno

em sua polpa.

14401 /2006

FIGURA 1 - Frutos do tucuma.

3.3 Os fitoquimicos

Os alimentos vegetais contém ndo apenas 0s principais nutrientes (isto é, proteinas,
gorduras, carboidratos, fibra e micronutrientes, tais como vitaminas e minerais), como também
grande nimero de compostos ndo nutrientes chamados fitoquimicos. Os fitoquimicos (da palavra
grega phyto, que significa planta) sdo compostos quimicos biologicamente ativos, de ocorréncia
natural em alimentos e vegetais. Nas plantas os fitoquimicos atuam como sistemas naturais de
defesa, protegendo-as contra infecgdes e invasdes microbianas, aléem de conferir a elas cor, sabor
e aroma. Mais de 200 pigmentos de plantas sdo considerados fitoquimicos - como os flavondides,
carotenos e antocianinas (GRAIG, 1997).

Os fitoquimicos sdo temas de pesquisas cientificas intensas enfocando a prevencdo ou
tratamento de doencas cronico-degenerativas, especialmente o cancer e as DCVs. Como protecao

contra o cancer, as substancias quimicas a base de vegetais desintoxicam toxinas, carcin6genos e
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mutagenos. Essas acOes de desintoxicacdo possuem mecanismo de neutralizacdo dos radicais
livres, inibicdo de enzimas que ativam carcindgenos e indugdo de enzimas que desintoxicam
carcindgenos. Em relagdo as doencas cardiacas, os fitoquimicos protegem as LDL’s contra a
oxidacgdo, reduzindo a sintese ou absorcdo de colesterol e afetando a pressdo sanguinea e a
coagulacdo (LAMPE, 1999).

3.4 Os carotendides

3.4.1 Generalidades

Os carotendides sdo 0s pigmentos naturais mais comuns encontrados na natureza, mais de
600 diferentes compostos ja caracterizados. O B-caroteno € o mais amplamente distribuido
(OLSON; KRINSKY, 1995).

Esses fitoquimicos sdo responsaveis por muitas cores de folhas, frutos e flores no reino
vegetal, tais como vermelho, amarelo e laranja, assim como a cor de alguns passaros, insetos,
peixes e crustdceos. Somente as plantas, bactérias, fungos e algas podem sintetizar o0s
carotenoides, porém, muitos animais incorporam esses compostos na alimentacdo (STAHL;
SIES, 2003).

Estudos epidemioldgicos tém revelado que um aumento no consumo de carotendides na
dieta esta correlacionado com a diminuicdo do risco de muitas doencgas degenerativas, incluindo
varios tipos de cancer, doencas cardiovasculares ou oftalmoldgicas (MAYNE, 1996; STAHL;
SIES, 2005; ZHANG; OMAYE, 2001; WATZL et al., 2007). O efeito protetor tem sido
associado a sua capacidade antioxidante, protegendo células e tecidos de danos oxidativos
(STAHL,; SIES, 1995).

3.4.2 Estrutura dos carotendides

A maioria dos carotendides é derivada de uma cadeia estrutural de 40 carbonos, a qual
inclui um sistema de duplas ligagdes conjugadas. Em geral, os carotendides podem ser
classificados em dois grupos: carotenos, 0s quais apresentam em suas estruturas apenas &tomos
de carbono e hidrogénio e as xantofilas, as quais apresentam pelo menos um atomo de oxigénio.

Estruturalmente, os carotendides podem ser encontrados na forma aciclica (p. ex.
licopeno) ou conter um anel de cinco ou seis carbonos no final de uma ou das duas extremidades

da molécula (p. ex. B-caroteno). A Figura 2 exemplifica algumas estruturas de carotenos e
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xantofilas comuns em alimentos (MINGUEZ-MOSQUERA; HONERO-MENDEZ; PEREZ-

GALVEZ, 2002).

p-Carotene

= R N S | R R =
Lycopene
OH
A
RN NS 3
HC
Lutein

HO Neoxanthin

FIGURA 2 - Estruturas quimicas de alguns carotendides encontrados na natureza.

O padrao de duplas ligagdes conjugadas na cadeia principal dos carotendides determina
sua propriedade de absor¢édo da luz e influencia na capacidade antioxidativa dos carotendides. De
acordo com o numero de duplas ligagbes, muitas configuracGes cis/trans sdo possiveis para uma
dada molécula. Os carotendides tendem a isomerizacdo e formam misturas de mono- e poli- cis-
isdbmeros em adi¢do a sua forma all-trans. Geralmente, a forma all-trans € predominante na
natureza (MINGUEZ-MOSQUERA; HONERO-MENDEZ; PEREZ-GALVEZ, 2002).

Carotendides sdo moléculas lipofilicas que tendem ao acUmulo em compartimentos
lipofilicos, como as membranas ou lipoproteinas. A lipofilicidade desses compostos também
influencia positivamente na sua absorcéo, transporte e excre¢cdo no organismo (STAHL; SIES,
1995).



19

3.4.3 Propriedades fisico-quimicas dos carotendides

a) Solubilidade

Como dito anteriormente, os carotendides sdo moléculas lipofilicas. Sdo insoliveis em
agua e conseqiientemente, soltveis em solventes organicos, tais como acetona, alcool, éter etilico,
cloroférmio e etil acetato. Carotenos sdo rapidamente sollveis em éter de petrdleo, hexano e
tolueno; xantofilas sdo melhor dissolvidas em metanol e etanol. A solubilidade de [-caroteno e
luteina (xantofilas) mostrou ser excelente em tetrahidrofurano (CRAFT; SOARES, 1992).

b) Absorgéo da luz

O sistema de duplas ligacGes conjugadas constitui o cromoforo que permite a absor¢do da
luz e d& aos carotendides sua atrativa cor, permitindo também a absor¢do do espectro na regido
do visivel que serve como base para sua identificacdo e quantificacéo.

O espectro ultravioleta e visivel é a primeira ferramenta para a identificacdo dos
carotendides. O comprimento de onda de maxima absor¢cdo (Amax) € 0 formato do espectro séo
caracteristicos do croméforo e do solvente utilizado para sua diluicio. A maioria dos
carotendides absorve em trés comprimentos de onda, resultando num espectro de trés picos
(Figura 3) (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Absorbance

350 400 450 500 550
Wavelenght (nm)

FIGURA 3 - Espectro de absorgdo visivel do licopeno (__ ), y-caroteno (- - -), B-caroteno (-.-.-)
e a-caroteno (....), em éter de petrdleo.
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Quanto maior o numero de duplas ligagbes conjugadas, maio o valor do Amax. Assim, 0
licopeno, maior caroteno aciclico insaturado, com 11 duplas ligagdes conjugadas, é vermelho e
absorve no maior comprimento de onda (Amax @ 444, 470 e 502 nm), conforme visualizado na
Figura 3. Sdo necessarias, pelo menos, 7 duplas ligacdes conjugadas para a percepcao de cor dos

carotendides.

c) Isomerizacdo e oxidagéo

A elevada insaturacao dos carotendides torna esses compostos susceptiveis a isomerizagdo
e oxidagdo. Calor, luz, &cidos e adsorcdo em superficies ativas (p. ex. alumina) promovem a
isomerizacdo de trans-carotendides, sua conformagdo usual, para a forma cis. Isso resulta em
perdas de cor e atividade pré-vitamina A. A degradacdo oxidativa, a principal causa de perdas
extensivas de carotendides, é positivamente correlacionada a disponibilidade de oxigénio e a
exposicdo a luz, enzimas oxidantes, metais de transicdo e co-oxidacdo com lipideos
hidroperoxidos. Carotenoides apresentam diferentes susceptibilidades a oxidagdo, a luteina e
violaxantina sendo as mais labeis. A formacdo de epoxidos e apocarotendides (carotendides com
menor cadeia carbonica) parecem ser o passo inicial (Figura 4).

A subsequente fragmentagdo leva a uma série de compostos de baixo peso molecular
similar aqueles produzidos na oxidacao de &cidos graxos, cuja as perdas de cor e de atividade
bioldgica sdo as consequéncias finais (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Trans-CAROTENOIDES

Isomerizagéo
Oxidacéo )
Cis-CAROTENOIDES

EPOXI CAROTENODES
APOCAROTENOIDES

COMPOSTOS DE BAIXO
PESO MOLECULAR

FIGURA 4 - Possivel esquema para a degradagdo dos carotendides.
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3.4.4 Fontes dietéticas

Devido ao grande nimero de carotendides ja identificados, estes foram divididos em trés
grupos de fontes alimenticias. Os carotendides no primeiro grupo de vegetais e frutas contém
uma grande quantidade de xantofilas e carotenos, o qual inclui o grupo dos vegetais verdes, tais
como brdcolis, espinafre, feijdo verde e ervilhas. A segunda categoria sdo as frutas de coloragdo
vermelha/amarela e vegetais com uma distribuicdo mais homogénea de carotendides que a
primeira, incluindo a cenoura, 0 damasco e 0s tomates. Na terceira categoria estdo a abdbora,
laranja, ameixa e péssegos, frutos amarelos/laranja e vegetais que contém xantofilas esterificadas
com 4acidos graxos (HAROLD; FURR; CLARK, 1997). A Tabela 1 contém uma lista de

carotendides amplamente conhecidos, presentes no plasma humano e sua fonte dietética.

TABELA 1 - Principais carotendides no plasma humano e fontes dietéticas

Carotendides Fontes Concentracdo plasma
(umol/L)
B-caroteno Vegetais verdes folhosos, cenouras, aboboras, 0,25-0,75

tomates, cenouras e frutas vermelhas e amarelas.
o-caroteno Vegetais verdes folhosos, cenouras, abdboras, 0,05-0,2
milho, pimentas verdes.

Licopeno Tomates e derivados. 0,27-1,00
B-criptoxantina Milho, pimentas verdes, limao, laranja. 0,2-0,45
Luteina Vegetais verdes folhosos, milho, cenoura, 0,28-0,65

pimentas verdes, tomates.

Zeaxantina Milhos, pimentas verdes, péssego, laranjas. 0,28-0,65

Fonte: HAROLD; FURR; CLARK (1997).

3.4.5 Ingestdo diaria recomendada (IDR)

A Ingestdo Diaria Recomendada ou Recommended Dietary Allowance (RDA) é a ingestdo
diaria de nutriente que é suficiente para atender as necessidades nutricionais de quase todos (97 a
98%) os individuos saudaveis, de um determinado grupo de mesmo sexo e estagio de vida
(estagio de vida considera idade e quando aplicavel, gestagdo e lactacdo).

A IDR para o -caroteno tem sido expressa como parte da IDR para a vitamina A, a qual
para 0 sexo masculino (>11 anos) é de 900 RE (Retinol Equivalent) ou 5,4 mg de B-caroteno,
enquanto para o sexo feminino (>11 anos) é ligeiramente inferior, 700 RE ou 4,8 mg de B-
caroteno (FOOD AND NUTRITION BOARD/ INSTITUTE OF MEDICINE, 2001).
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O comité do Food and Nutrition Board/ Institute of Medicine (2001) dos Estados Unidos
relata que o consumo diario de 3 a 6 mg de B-caroteno mantém o0s niveis sanguineos deste
composto dentro de uma faixa associada com o menor risco de doengas cronicas. Uma dieta
composta por cinco ou mais porgdes de frutas e vegetais por dia, incluindo vegetais verde-escuros

e vegetais e/ou frutas amarelas permite uma adequada fonte de B-caroteno e outros carotendides.

3.4.6 Extracdo, identificacdo e quantificacdo dos carotendides em matrizes alimentares e

bioldgicas

a) Matrizes alimentares

Devido a complexa estrutura dos carotendides e uma ampla variedade desses compostos
em diversos frutos e vegetais, ndo hd um metodologia de referéncia para os métodos analiticos.
Para a extracdo desses compostos a partir de matrizes alimentares, numerosos solventes organicos
sdo citados, dentre eles a acetona (AZEVEDO-MELEIRO; RODRIGUEZ-AMAYA, 2004),
hexano (GANDUL-ROJAS; CEPERO; MINGUEZ-MOSQUERA, 1999; FRANCA et al. 1999),
etanol (HOWARD et al. 1999; MOROS et al. 2002), ou mistura deles, entre outros.

Dados na literatura citam um método consistindo de uma extragdo exaustiva com acetona,
transferéncia a éter de petrdleo/dietil em funil de separacdo, com adicdo de agua; saponificacdo
com volume igual de uma solu¢do de KOH-MetOH (10%) a temperatura ambiente; lavagem e
concentracdo em evaporador rotativo (temperatura abaixo de 35°C) (RODRIGUEZ-AMAYA,
1996).

O processo de saponificacdo € uma etapa realizada com o objetivo de simplificar a
separacdo por remocao de substancias, tais como as clorofilas e lipidios, que podem interferir na
analise cromatografica (MINGUEZ-MOSQUERA; HONERO-MENDEZ; PEREZ-GALVEZ,
2002).

b) Matrizes bioldgicas

Em geral, a extracdo dos carotendides do plasma humano é realizada com um solvente
organico e imiscivel. O procedimento mais comum €, primeiramente, a desproteiniza¢do do
plasma com etanol, seguido por extragcdo com hexano (GUEGUEN et al. 2002; OLMEDILLA et
al. 1997).
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Prior et al. (2003) sugerem duas extragdes com hexano (1:4v/v), para uma recuperacao
mais eficiente de antioxidantes lipofilicos em plasma humano.

As andlises de carotenoides, tanto em amostras bioldgicas, como em matrizes, alimentares
sdo realizadas basicamente por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A separacdo em
fase reversa (reverse phase-RP) tem sido amplamente utilizada na determinacéo desses tipos de
compostos, embora métodos em fase normal tem sido citados na literatura. Tanto sistemas
isocraticos quanto a gradientes tém sido utilizados (QUIRO’S; COSTA, 2006).

Acetonitrila e metanol ou misturas deles sdo os principais solventes utilizados como fase
movel na determinacdo de carotendides em HPLC. Entretanto, 0 metanol tem sido recomendado
por alcancar uma recuperacdo melhor que a acetonitrila ou solventes baseados em acetonitrila
(QUIRO’'S; COSTA, 2006; EPLER; ZIEGLER; CRAFT, 1993).

3.4.7 Absorcdo, metabolismo e transporte dos carotendides

Os carotendides, por serem compostos lipofilicos, seguem o mesmo caminho de absor¢éo
de outros lipideos na alimentacdo. Embora a eficiéncia na digestdo e absorcéo dos lipideos seja
um pré-requisito para a absorcdo Gtima dos carotendides, sugere-se que 0s carotenodides
apresentam facil absorgdo.

Esse processo envolve varios passos, desde a quebra da matriz alimentar e liberagdo dos
carotenoides, dispersdo numa emulsdo lipidica, solubilizagdo em micelas com sais biliares,
absorcdo passiva através da mucosa intestinal e sua incorporacdo nos quilomicrons (lipoproteinas
constituidas principalmente de triglicerideos) e consequiente liberagdo para a corrente sanguinea
(HAROLD; FURR; CLARK, 1997).

Na corrente sanguinea, os carotendides sdo transportados juntamente com as lipoproteinas
e distribuidos nos tecidos de maneira similar ao colesterol. O tecido adiposo € o depdsito
primario dos carotendides, sendo encontrados também no figado, pulmdo e outros tecidos
(OLSON, 1994).

As lipoproteinas sdo particulas complexas, contendo proteinas na sua membrana externa e
sdo responsaveis pelo transporte dos lipideos sanguineos. Essas moléculas variam em tamanho,
composicdo e densidade. As cinco classes de lipoproteinas — quilomicrons, lipoproteina de
densidade muito baixa (VLDL), lipoproteina de densidade intermediaria (IDL), lipoproteina de

baixa densidade (LDL) e lipoproteina de alta densidade (HDL) — consistem de quantidades
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variaveis de triglicerideos, colesterol e proteinas, conforme pode ser observado na Tabela 2
(MAHAN; SCOTT-STUMP, 2005).

Cerca de 80% do B-caroteno e licopeno do plasma sdo transportados pelas LDL’s. J& 0s
carotenoides polares, tais como a luteina e a zeaxantina, sdo igualmente distribuidas entre as LDL
e HDL (HAROLD; FURR; CLARK, 1997).

TABELA 2 - Classes principais de lipoproteinas humanas e suas propriedades.

Composicao
Lipoproteina  Densidade  Proteina Fosfolipideos  Colesterol Esteres de Triglicerideos
(g/mL) livre colesterol
Quilomicrons <1,006 2 9 1 3 85
VLDL 0,95-1,006 10 18 7 12 50
LDL 1,006-1,063 23 20 8 37 10
HDL 1,063-1,210 55 24 2 15 4

Fonte: NELSON; COX, 2002.

3.4.8 Biodisponibilidade dos carotendides

A biodisponibilidade é definida como a fracdo de carotendides ingerida que serd
disponivel para o uso acima das condicOes fisiologicas normais ou de estocagem. Como
mencionado antes, a assimilacdo dos carotendides envolve sua absorcdo, transporte e
metabolizacdo (VAN HET HOF et al, 2000).

A biodisponibilidade dos carotendides é determinada por muitos fatores, incluindo as
espécies de carotendides nos alimentos, a matriz a qual os carotendides estdo incorporados, a
composicédo da dieta, entre outras (DE PEE; WEST, 1996). Muitas pesquisas mostram que o [3-
caroteno dissolvido em oOleo ou dispersbes é eficientemente absorvido (>50%), entretanto,
carotendides em vegetais ndo cozidos, como o [3-caroteno em cenouras ou o licopeno em suco de
tomate sé@o pobremente absorvidos (<3%) (YEUM; RUSSELL, 2002; FAULKS; SOUTHON,
2005) (Figura 5).
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Frutas e vegetais ~ Frutas e vegetais processados Formulag&o de carotendides
In natura Cenouras cozidas Solugéo oleosa

Cenoura Suco de tomate com 6leo

Suco de tomate Pasta de tomate com 6leo

Espinafre Espinafre cozido

FIGURA 5 - Biodisponibilidade dos carotendides em funcéo da matriz alimentar.

Apesar da descoberta de mais de 600 carotendides na natureza, o perfil de dieta da
populacdo ocidental inclui somente 30 a 40, dos quais 13 compostos e 8 metabdlitos foram
detectados em tecidos humanos, embora o perfil especifico é dependente de uma dieta individual
(KHACHIK et al. 1991; KHACHIK et al. 1997). Assim, a-caroteno, 3-caroteno, p-criptoxantina,
luteina, zeaxantina e licopeno sdo 0s principais constituintes, representando cerca de
aproximadamente 90% do contetido de carotendides no plasma humano (KHACHIK et al. 1997).

A medida da concentracdo de carotendides no plasma em individuos mantidos em jejum é
geralmente aceita como uma medida satisfatdria de ingestdo ‘habitual’. Para o monitoramento
desses efeitos de intervencdo na dieta ou suplementacdo a longo prazo, o perfil de carotendides
no plasma, medido através da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), é adequado
para avaliacdo do ‘status’ ou para efeito de comparacdo de diferentes regimes (FAULKS;
SOUTHON, 2005).

3.5 Propriedades bioldgicas dos carotendides - Atividade antioxidante

Pesquisas mostram que os carotendides presentes em frutas e vegetais sdo a principal
fonte de vitamina A na alimentacdo, especialmente em paises pobres onde a deficiéncia de
vitamina A é um grande problema (OLSON, 1993; MAHAN; SCOTT-STUMP, 2005). O B-
caroteno é o principal composto com atividade pro-vitamina A (OLSON, 1993). Quando
incorporada na dieta, essa molécula é quebrada em duas moléculas de retinol (vitamina A), por
acdo da enzima -caroteno-15,15’-dioxigenase no intestino.

Entretanto, estudos recentes mostram que a atividade prd-vitaminica A dos carotenos ndo

¢ a Unica contribuicdo desses compostos para a salude. Numerosos estudos epidemioldgicos
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indicam que uma dieta rica em carotendides esta correlacionada com um menor risco de contrair
certos tipos de céncer, doencas do coragdo, e outras importantes doengas humanas. A atencdo
atual estd voltada para a acdo do B-caroteno como antioxidante e como pode interferir na
oxidagdo dos radicais livres (peroxidagdo dos lipideos), primeiro passo tipico de muitas doengas
degenerativas (MINGUEZ-MOSQUERA; HONERO-MENDEZ; PEREZ-GALVEZ, 2002).

3.5.1 Os radicais livres

As moléculas organicas e inorganicas e 0s atomos que contém um ou mais elétrons néo
pareados, com existéncia independente, podem ser classificados como radicais livres
(HALLIWELL; CHIRICO, 1993). Essa configuracdo faz dos radicais livres moléculas altamente
instaveis, com meia-vida excessivamente curta e quimicamente muito reativas. A presenca dos
radicais é critica para a manutencdo de muitas funges fisiologicas normais (POMPELLA, 1997).

Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas mitocondrias ou na membrana e 0
seu alvo (proteinas, lipideos, carboidratos e DNA) esta relacionado com o seu sitio de formacao
(ANDERSON, 1996).

Algumas espécies de radiais livres:
10

5 Oxigénio singleto

0% Radial superdxido

OH’ Radial hidroxila
NO® Oxido Nitrico
ONOO Peroxinitrito

Radicais podem reagir com outras moléculas de véarias formas. Assim, se dois radiais se
encontram, eles podem combinar seus elétrons desemparelhados para formar um par de elétrons

compartilhado, por exemplo, uma ligagdo covalente.

A +A =D AA Equacéo 1

Entretanto, muitas moléculas bioldgicas ndo sdo radicais. Quando um radical cede e/ou
recebe um elétron, pode transformar uma molécula em radical. Assim, a caracteristica da reacéo
de um radical livre com uma molécula ndo radicalar é usualmente uma reacdo em cadeia: um
radical gera outro radical (HALLIWELL; CHIRICO, 1993).

A peroxidacéo lipidica é a reagdo em cadeia bioldgica mais relevante e mais conhecida no

estudo dos radicais livres.
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L-H+OH = H,O+ L’ Equacéo 2

A peroxidacdo lipidica aparece como a maior contribuicdo no desenvolvimento da
aterosclerose, como consequiéncia do estresse oxidativo e injurias na parede arterial. A deteccdo
dos produtos finais da peroxidacdo lipidica é a evidéncia mais frequente da acdo dos radicais
livres nas doencas humanas (HALLIWELL; CHIRICO, 1993). No Quadro 1 é possivel visualizar

0s principais métodos para a determinacdo da peroxidacao lipidica.

QUADRO 1 - Métodos utilizados para medir a peroxidagdo lipidica em sistemas biologicos.

Método O que é medido Marcadores
Teste TBA (acid TBARS (Thiobarbituric Acid | A amostra é aquecida a baixo pH e o croméforo
thiobarbituric) Reactive Substances) réseo resultante da reacdo MDA:TBA é medido

por absorbancia a 532nm ou por fluorescéncia a
553 nm. O crom6foro pode ser extraido com
butanol. A maioria dos aldeidos que reagem
com o TBA séo derivados dos peroxidos e ac.
graxos insaturados. E um métodos simples,
porém requer controle rigoroso.

Dienos Conjugados | Estrutura-dienos conjugados | A oxidacdo de &c. graxos insaturados &
acompanhada pelo aumento na absorbancia no
UV a 230-235 nm. Mais utilizado para as
LDL’s. Requer extracdo ou técnicas de
separacao especificas para fluidos biol6gicos.
Grande sensibilidade, porém  apresenta
problemas quando usados em fluidos humanos.

Analise de Acidos Perda de 4cidos graxos Muito utilizado para assessoramento da

Graxos por HPLC insaturados peroxidagdo lipidica estimulada por diferentes
metais que promovem a formagéo de diferentes
produtos.

Fonte: HALLIWELL; CHIRICO, 1993

3.5.2 Agdo dos carotendides no organismo humano

Dentre as varias estratégias defensivas do organismo humano contra os radicais livres, 0s
carotendides sdo provavelmente os mais envolvidos na captura de duas das espécies oxigenadas
reativas: o oxigénio molecular singleto (*O) e os radicais peroxil. Assim, eles sdo desativadores
eficientes de moléculas eletronicamente excitadas, que estdo envolvidas na geragdo de radicais
livres (YOUNG; LOWE, 2001).

O oxigénio singleto é extinto pelos carotendides via reacdo quimica ou fisica. A via fisica

envolve a transferéncia de energia excitada do "0, para os carotenéides, resultando em um novo
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estado de energia normal para o oxigénio, e o carotendide se encontra em um estado excitado
tripleto. Neste caso, o carotendide retorna ao estado fundamental através da dissipagdo de energia
de sua molécula. Assim, via método fisico, os carotendides continuam intactos e podem ser
submetidos a ciclos de extin¢do do oxigénio singleto (STAHL,; SIES, 2003).

Carotendides capturam eficientemente radicais peroxil, os quais sdo gerados nos
processos de peroxidacgdo lipidica, sendo que a captura dessas espécies interrompe a sequéncia de
reacbes que levaria a danos nos compartimentos lipofilicos. Devido sua lipofilicidade e
especificidade em sequestrar os radicais peroxil, os carotendides apresentam papel importante na
protecdo de membranas celulares e lipoproteinas contra os danos oxidativos (STAHL; SIES,
2003).

3.5.3 Os antioxidantes e a aterosclerose

A doenca da artéria coronaria (DAC) resulta do fluxo de sangue impedido na rede de
vasos sanguineos que circundam o coracdo e servem o miocardio. A principal causa subjacente
de DAC ¢ a aterosclerose, que envolve alteracdes estruturais e composicionais na camada mais
interna ou intima das artérias (Figura 6) (MAHAN; SCOTT-STUMP, 2005).

1. Estrial gordurosa

Tunica adventicia
Tuanica media

FIGURA 6 - Progresséo natural da aterosclerose (MAHAN; SCOTT-STUMP, 2005).
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O processo da aterosclerose inicia-se na juventude e pode levar décadas para avancar.
Agora se sabe que a patogénese da aterosclerose é multifatorial. As lesdes que se desenvolvem

sdo resultados de:

1. Proliferacdo de células de masculo liso, macréfagos e linfécitos (células envolvidas nas
respostas inflamatorias);

2. Formacéo de células de musculo liso em uma matriz de tecido conjuntivo;

3. Acumulo de lipideos e colesterol na matriz ao redor das células. Os depositos de lipideos

e outros materiais (produtos de eliminacdo celular, célcio e fibrina), que constituem a

camada intima, sdo chamados de placa ou ateroma.

Os fatores de risco influenciam fortemente e aceleram a progressdo para as lesdes mais
complicadas. As LDL’s oxidadas sdo capturadas pelas células endoteliais e macrdfagos na parede
arterial, levando aos primeiros estagios da aterosclerose. Em razdo dessa oxidagdo, 0s
antioxidantes estdo sendo estudados nas experiéncias clinicas que exploram a prevencéo e o
tratamento de DAC (MAHAN; SCOTT-STUMP, 2005).

Jialal et al. (1991) estudaram o efeito do P-caroteno como constituinte de defesa das
LDL’s e demonstraram seu consumo durante a oxidagdo das LDL’s e sua eficiéncia na inibigdo
da oxidacéo.

Levy et al. (2000) encontraram um aumento significativo na fase lag (medida de
resisténcia das particulas de LDL’s a oxidag&do), ap0s a ingestdo de -caroteno durante 3 semanas,
sugerindo uma menor susceptibilidade das LDL’s a oxidacao.

Vaérios estudos, tanto com animais como em seres humanos, tém demonstrado que a
suplementacdo com [-caroteno reduz a peroxidacdo lipidica in vivo, sendo estes ensaios
comprovados por varios métodos, entre eles, o TBARS. Além disso, Allard et al. (1994)
demonstraram que o -caroteno é capaz de aumentar a circulacdo do HDL-colesterol, conhecido
como ‘bom colesterol’.

Entretanto, estudos ainda sdo necessarios, pois, muitos destes ndo demonstram

sistematicamente efeitos benéficos da suplementacdo do -caroteno na oxidagao das LDL’s.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Matéria-prima

O tucuma foi a matéria-prima base deste estudo, devido ser um fruto regional de alto valor
nutritivo, caracterizado pela elevada concentragdo em f-caroteno.

Os frutos foram adquiridos no més de abril do ano de 2006, provenientes da cidade de
Abaetetuba-PA. O material obtido foi levado para o Laboratorio de Engenharia Quimica e de
Alimentos da Universidade Federal do Para (UFPA), onde foram realizados os devidos
procedimentos de recepgéo, lavagem dos frutos, despolpamento e armazenamento da polpa de
tucuma.

Foi realizada uma caracterizagdo fisica, onde foram selecionados 30 frutos de forma
aleatdria para a determinagdo da massa, comprimento e didmetro, com auxilio de uma balanca
semi-eletrénica e paquimetro.

O despolpamento foi realizado de forma manual, com auxilio de facas, onde fez-se a
separacdo da polpa e, consequentemente, a avaliacdo do rendimento. Retirou-se uma aliquota
para a caracterizagdo fisico-quimica e, em seguida, efetuou-se o armazenamento da polpa em
recipientes plasticos em refrigerador a —18°C.

O esquema de obtencéo da polpa de tucuma pode ser visualizado na Figura 7.

Recepcéo

v

Lavagem

v

Despolpamento dos frutos
Avaliacdo do rendimento

i

Liofilizacdo da Armazenamento
Polpa a-18°C
Caracterizacio Suplemento
fisico-quimica

FIGURA 7 - Fluxograma de obtencédo da polpa de tucuma.
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4.2 Caracterizacao fisico-quimica
Na polpa dos frutos de tucuma foram realizadas anélises de lipideos, proteinas, umidade,
cinzas, fibras e carotenos, conforme descrito abaixo.
4.2.1 Lipideos

Os lipideos foram extraidos e quantificados de acordo com o método AOCS Ba 3-38
(AOCS, 2002), utilizando-se o equipamento de soxhlet. Este método determina as substancias
lipidicas extraidas com hexano. O resultado foi expresso em porcentagem de matéria lipidica em
base seca.

4.2.2 Umidade

O método determina umidade e materiais (substancias) volateis, expressos em
porcentagem a partir da perda de peso da amostra. Para a determinacdo do teor de umidade, foi
utilizado o método AOAC 931.04 (AOAC, 1997).

4.2.3 Proteinas
O teor de nitrogénio total foi determinado pelo método Kjedahl, método oficial descrito
na AOAC 920.152 (AOAC, 1997), utilizando-se fator de multiplicacdo de 6,25 para a
transformacao deste em proteina.
4.2.4 Cinzas
A determinacdo das cinzas foi realizada em mufla a 550°C, segundo metodologia oficial
AOAC 940.26 (AOAC, 1997).
4.2.5 Fibras Totais
A determinacdo das fibras totais foi realizada pelo método enzimético, segundo
metodologia oficial AOAC 985.29 (AOAC, 1997).
4.2.6 Extracdo dos carotenos da polpa de tucuma

A metodologia de extracdo foi realizada segundo Minguéz-Mosquera e Hornero-Méndez

(1993) e consistiu em pesar aproximadamente um grama de amostra, fazer uma extracdo com 50
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mL de acetona, por aproximadamente 10 minutos, a temperatura ambiente, com auxilio de um
homogeneizador magnético, sequido de filtracdo em filtro de vidro esmerilado. O residuo foi
novamente extraido com acetona e esta operacédo foi repetida até a completa exaustdo da cor, ou
seja, aproximadamente cinco extracbes. Ao término da extracdo, fez-se a combinacdo dos
extratos de cada etapa e completou-se para um volume de 250 mL com o solvente de extracéo.

O extrato foi transferido a um funil de decantagéo e tratado com éter etilico. Um volume
suficiente de cloreto de sodio (10%) foi adicionado para separar as fases e transferir 0os pigmentos

ao éter. Foi usado sulfato de sodio anidro para a remogdo completa da agua.

4.2.7 Saponificacdo do extrato de tucuma

Para a etapa de saponificacdo, foram adicionados 100 mL de uma solugao de hidréxido de
potédssio/metanol (20%) e a amostra foi deixada em repouso, durante 1 hora, com agitacéo
periodica. Depois a fase organica foi lavada varias vezes com agua destilada até a neutralidade. O
extrato foi entdo filtrado em leito contendo sulfato de sddio anidro e evaporado em evaporador
rotativo a temperatura inferior a 35°C. Os pigmentos foram solubilizados em metanol e mantidos

sob refrigeracdo para a analise cromatografica.

4.3 Quantificacdo dos carotendides

A quantificacdo dos carotendides foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia, conforme descrito por Koningas; Roomans (1997), que otimizaram uma metodologia
para polpa de frutas e Pellegrini; Riso; Porrini (2000), trabalhando com carotendides em plasma
humano. Esta metodologia foi adaptada para a identificacdo e quantificacdo de —caroteno em

ambas as matrizes e aqui estardo descritas somente as condigdes otimizadas.
a) Reagentes

» Acetona PA (Sigma, USA);

« Agua Milli-Q;

» Tetrahidrofurano Grau HPLC (THF) (J.T. Baker, USA);
* Metanol Grau HPLC (J.T. Baker, USA).

» Padrdo p—caroteno 97% pureza (Sigma, USA);
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b) Equipamentos

* HPLC Shimadzu LC10ATVP (Japéo)

» Detectores UV/visivel Shimadzu SPD 10AV (Tdékio, Japao)
« Filtros de porosidade 0.5 um (Millipore).

. Evaporador rotativo QUIMIS 344.2 (S&o Paulo, Brasil)

4.3.1 Procedimento cromatografico

Para a analise cromatografica, foi utilizado um sistema isocratico, fase movel
metanol: THF (85:15 v/v), todos solventes com grau de pureza CLAE. As condic6es para todos 0s
testes foram: cromatografia em fase-reversa, coluna C18 (SHIMADZU ODS 15 cm), fluxo de 1,0
mL/min, tempo de anélise de 12 minutos e injecdo de 20 pL de amostra.

Um detector ultravioleta/visivel foi utilizado para a determinagdo do [-caroteno, onde foi

utilizado o comprimento de onda de 450 nm.

4.3.2 Detecgéo e quantificagao

Para a elaboragéo da curva de calibragdo do padrdo comercial de B—caroteno, foi utilizada
uma solucdo estoque de 0,2g/L. A curva de calibracdo foi construida a partir de diluicbes
consecutivas dessa solugdo (n=6), onde a faixa de concentracdo variou de 3,5 a 100 pg/mL. A
concentracdo de (-caroteno na polpa de tucumé e no plasma foi calculada usando a regresséo
linear ax + b (concentragdo vs area).

Todas as analises foram realizadas em duplicata, com coeficiente de variacdo entre as

amostras menor que 12%. Uma triplicata foi realizada no ponto central da curva de calibracao.
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4.5 Estudo da biodisponibilidade dos carotenoides

4.5.1 Sele¢do dos voluntarios

Este estudo foi realizado com 3 pessoas do sexo masculino, com idade de 20 e 22 anos.
Os voluntarios foram orientados a realizar uma dieta pobre em carotenos na semana que
antecedeu a pesquisa.

No dia da pesquisa, foi administrada uma dieta bésica igual para todos os participantes,

conforme mostrado na Tabela 3.

TABELA 3 - Dieta dos voluntarios no dia do experimento.

Refeicao Alimentacao
Café da manha Pao com queijo e iogurte
Lanche Pao com queijo e iogurte
Almoco Arroz, feijdo, macarrdo e frango frito.
Lanche Pao com queijo e iogurte
Café da manha (dia seguinte) P&o com queijo e iogurte.

Uma dose de suplemento a base de tucuma, com uma concentracdo de 25 mg de -

caroteno, foi ingerida pelos voluntarios ap6s o café da manha.

4.5.2 Coleta sanguinea e obtencdo do plasma sanguineo

Aliquotas de sangue (10 mL) foram coletadas nos tempos 0 (antes da ingestdo) e 1, 3, 5,
7, 10 e 24 horas apo6s a ingestdo do suplemento de P-caroteno. A coleta foi realizada por
profissional capacitado em tubos a vacuo (BD vacutainer®-USA) contendo heparina sédica com

auxilio de um escalpe, como mostrado na Figura 8.
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FIGURA 8 — Coleta sanguinea.

As amostras de sangue coletadas foram centrifugadas a 5000 rpm, a 4°C, durante 5
minutos para a separa¢do do plasma, o qual foi armazenado em tubos plasticos de 2 mL e

estocados a -22°C até a realizacdo das analises.

4.5.3 Extracdo, identificacdo e quantificacdo de carotendides em plasma humano
a) Reagentes

* n-Henano 95% (Tedia);
« Agua Milli-Q;
. Alcool Etilico Absoluto 99,3% (Quimex)

b) Equipamentos

« Centrifuga Refrigerada FANEN Excelsa 4, Modelo 280R (Séo Paulo, Brasil) ;
e HPLC Shimadzu LC10ATVP;

» Detectores UV/visivel Shimadzu SPD 10AV ;

. Estufaa vacuo QUIMIS Q819V2 (Séo Paulo, Brasil) ;

« Filtros de porosidade 0.5 um (Millipore).

« Agitador de tubo Vortex Motion Logen Scientific
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4.5.3.1 Extracdo dos compostos lipofilicos do plasma

A extracdo de carotenoides do plasma foi baseada na metodologia descrita por Pellegrini;
Riso; Porrini (2000), com algumas modificagdes. 100 pL de plasma foram transferidos para um
tubo de 2 mL e posterior adi¢do de 100 pL de etanol e 100 pL de &gua para a precipitacdo das
proteinas.

Essa mistura foi agitada em vortex e adicionou-se 600 pL de hexano para a extracdo dos
compostos lipofilicos. Fez-se a agitacdo e centrifugacdo a 8000 rpm, a 4 °C durante 10 minutos.
A camada de hexano foi removida e separada em outro tubo.

Um segundo volume de 600 pL de hexano foi adicionado ao tubo original, onde realizou-
se 0 mesmo procedimento de extracdo. A camada de hexano foi novamente removida e
combinada com o primeiro extrato.

Os extratos combinados foram centrifugados e uma aliquota de 1000 pL foi removida e
evaporada em estufa a vacuo. O residuo foi redissolvido em 200 pL da fase movel metanol: THF
(85:15 v/v).

4.5.3.2 Identificacao e quantificacio

A quantificacdo de B-caroteno no plasma foi realizada atraves da Cromatografia Liquida

de Alta Eficiéncia, conforme descrito anteriormente.

4.6 Estudo da funcionalidade dos carotenéides

Este trabalho teve a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos - CEP do Nucleo de Medicina Tropical da Universidade Federal do Para.

Os voluntarios selecionados assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Anexo 1) onde foram informados de maneira clara e objetiva sobre o desenvolvimento do

trabalho, assim como o livre arbitreo na participacdo da pesquisa.

4.6.1 Selegdo dos voluntarios

O estudo foi realizado com 32 pessoas do sexo masculino, com idade igual ou superior a
28 anos. Os voluntarios foram subdivididos em dois grupos: grupo de estudo, o qual foi

administrado o suplemento diariamente (n=21) e o grupo controle ou placebo (n=11).
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Este estudo consistiu na ingestdo diaria de um suplemento contendo 5 mg de B-caroteno,
divididos em duas doses de 2,5 mg/d, durante um periodo de 52 dias.

Os voluntarios do grupo de estudo foram selecionados de forma aleatoria, na propria
instituicdo (UFPA) onde responderam a um questionario de identificacdo e avaliacdo clinico-
nutricional (Anexo 2). Foram escolhidos a participar da pesquisa os que atendiam aos seguintes
critérios: ser do sexo masculino com idade igual ou superior a 28 anos; apresentar perfeita satde
fisica e mental; ndo alcoolatras ou praticantes de atividades fisicas excessivas e ndo fazer uso de
medicamentos que pudessem interferir nos resultados da pesquisa.

Para 0 grupo controle, realizou-se a sele¢do aleatéria em uma indistria do setor
madeireiro do municipio de Icoaraci (PA). Os critérios de selecdo foram 0s mesmos do grupo

anterior.

4.6.2 Coleta sanguinea

A coleta de sangue foi realizada no periodo da manhd, sendo necessario um jejum de, no
minimo, 10 horas. Foram realizadas 5 coletas, distribuidas da seguinte forma: a primeira antes da
ingestdo do suco, contabilizando o tempo zero e mais quatro coletas com tempo entre elas de 13
dias.

O sangue foi coletado em tubos a vacuo (BD vacutainer®-USA) contendo heparina sddica
ou gel separador, com auxilio de material descartavel, armazenado e levado para centrifugacdo
para obtencdo do plasma e soro, respectivamente.

O tubo contendo gel separador destinou-se as seguintes analises bioquimicas:

« Colesterol total,

« HDL e LDL-colesterol;

« Triglicerideos;

« Glicose;

« Enzimas hepéticas (Fosfatase alcalina e Transaminase Glutamica Piravica)
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O plasma obtido dos tubos heparinizados foi destinado as seguintes analises:
« Quantificacdo de -caroteno por CLAE;
« Avaliacao da capacidade antioxidante do plasma pelo método ORAC;

« Avaliacao da peroxidagdo lipidica do plasma pelo método TBARS.

4.7 Analises realizadas sobre o plasma humano

4.7.1 Andlises bioquimicas

As analises bioquimicas foram realizadas no Laboratorio de Anélises Clinicas Dr. Paulo
Azevedo (Belém-PA). Foram realizadas as analises de Colesterol Total (CT), suas fragbes HDL-
colesterol e LDL-colesterol, Triglicerideos (TG), Glicose, Fosfatase Alcalina (FA) e
Transaminase Glutdmica Pirdvica (TGP/ALT) através de kits enzimaticos da marca
Biosystems®.

Os resultados obtidos foram comparados com a referéncia da Sociedade Brasileira de
Cardiologia (Quadro 2).

QUADRO 2 - Valores de referéncia CT, LDL-C, HDL-C e TG para adultos (>20 anos).

Parametros Valores desejaveis Valores limitrofes Valores aumentados
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Colesterol total <200 200-239 >240
LDL-colesterol <130 130-159 >160
HDL-colesterol >40 - -
Triglicerideos <150 150-200 >200

Fonte: Sociedade Brasileira de Cardiologia (2001).

As analises de enzimas hepaticas sdo aplicadas para uma variedade de provas de sangue e

assim averiguar o estado geral do figado e do sistema biliar.
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4.7.2 Avaliacdo da susceptibilidade oxidativa pelo método TBARS

A andlise e 0 monitoramento da peroxidacao de lipideos € a base deste método que mede
a quantidade de espécies reativas ao &cido tiobarbitdrico de uma mistura bioldgica, incluindo
hidroperdxidos lipidicos e aldeidos, que aumentam com o estresse oxidativo. O teste realizado no
plasma é um protocolo adaptado por Yagi (1987) e é realizado através da reacdo do malonaldeido
(MDA) com é&cido tiobarbitarico (TBA) formando um aducto (MDA/TBA) que pode ser medido

por fluorimetria.
a) Reagentes

. Acido tricloro-acético (TCA) 15% (Fluka);

. Acido tiobarbitdrico (TBA) 0,67% (Sigma-Aldrich);

« Malondialdeido bis dimetil acetal (MDA) 99%; (Aldrich Chemical Company);
« Tampéo fosfato 7,4 (PBS) (Sigma-Aldrich);

« 1-Butanol (Fluka);

« Hidréxido de s6dio, NaOH 1 M (Cromato Produtos Quimicos);

b) Equipamentos

« Fluorimetro Microplate Fluorescence Reader — Bio-Tek Instruments (Winooski,
USA);

« Espectrofotometro a placas BIOTRAK (Cambridge, Inglaterra)

« Centrifuga Refrigerada FANEN Excelsa 4 Mod. 280R (Séo Paulo, Brasil);

. Estufa QUIMIS (S&o Paulo, Brasil);

. BCA Protein Assay Reagent Kit (Pierce, USA);

4.7.2.1 Dosagem de proteinas

A dosagem de proteina do plasma foi realizada através do kit BCA Protein Assay
Reagent. Este método é baseado na formacdo de um complexo proteina-Cu™ em condicdes
alcalinas, seguida pela reducdo do Cu™ a Cu™. A quantidade de redugdo é proporcional &
quantidade de proteina presente. O acido bicinconinico (BCA) forma um complexo colorido
(roxo) com o Cu™, permitindo assim o monitoramento da reacdo de reducdo a uma absorbancia

méxima de 562 nm.
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Em uma microplaca de espectrofotometria, 25 uL de plasma diluido em PBS foi
adicionado, juntamente com 225 uL de uma solucdo reagente AB, contendo o BCA e sulfato
cuprico a 4%. A placa foi aquecida a 37°C durante 30 minutos e em seguida, a medida da
absorbancia realizada em espectrofotdmetro a 562 nm.

Albumina sérica bovina (BSA) foi utilizada como padrdo para a constru¢do da curva de
calibragdo. Assim, as amostras de plasma para a dosagem dos TBARS foram padronizadas a uma

concentracdo final de 10 mg de proteina/L de plasma.

4.7.2.2 Dosagem TBARS

Em uma microplaca de fluorometria branca, injetou- se 30 uL de plasma diluido em PBS,
24 uL de TCA e 48 uL de TBA. A microplaca foi coberta por uma capa de polietileno para evitar
a evaporacdo, e colocada em estufa a 95°C, durante 30 minutos.

Apos resfriamento, adicionou- se 100 pL de butanol e misturou-se bem com as ponteiras
da micropipeta para uma maior eficiéncia na extracdo dos produtos da reacdo. A microplaca foi
centrifugada a 2000 rpm durante 5 minutos e a leitura da absorbéancia realizada em fluorimetro
(Excitacdo : 515 nm e Emisséo : 555 nm).

A concentracdo é determinada através da curva de calibracdo do MDA e expresso em

nmol MDA/mg proteina.

4.7.3 Avaliacdo da capacidade antioxidativa pelo método ORAC

Foi determinada a atividade antioxidante dos extratos lipofilicos do plasma, extraidos
conforme descrito anteriormente. O método utilizado baseia-se na medida da diminuicdo da
concentracdo de um substrato oxidavel, a fluoresceina, ao longo do tempo por fluorescéncia,

proposto por Huang et al. (2002) e adaptada por Silva et al. (2006) e Sampaio (2006).
a) Reagentes

« AAPH (0,97%) 0,1528 M (Sigma-Aldrich);

« Fluoresceina de sodio 0,444 mM (Sigma-Aldrich);

« Trolox (Sigma-Aldrich);

« HPO4.3H20 e KH2PO4 necessarios a preparagdo do tampao fosfato pH=7,4 a 75 mM
(Synth).
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b) Equipamentos

« Centrifuga Refrigerada FANEN Excelsa 4, Modelo 280R (S&o Paulo, Brasil);

« Fluorimetro : Microplate Fluorescence Reader — Bio-Tek Instruments, (Winoosk
USA);

« pH metro MARCONI.

O protocolo consistiu na adi¢do de 20 pL de extrato lipofilico diluido em acetona e 150
pL de fluoresceina. A placa foi incubada durante 15 minutos a 37°C. A leitura inicia apos a
injecdo automética de 25 pL de AAPH. Tampdo fosfato pH=7,4 foi usado como branco e o
Trolox como padrdo. Uma vez os reagentes misturados, a diminuicdo da fluorescéncia foi
acompanhada durante 50 minutos por leituras com intervalos de 1 minuto (Aexcitagao=485nm;
Aemissio= 520 nm). Se apds 50 minutos a fluorescéncia ndo fosse inferior a 5% do valor inicial, a
amostra era rediluida e a andlise repetida.

O resultado foi expresso como equivalente em Trolox por litro de plasma (umolET/L

plasma).

4.8 Tratamento estatistico

Os resultados foram expressos como médiatdesvio padrdo. Os efeitos da suplementacéo
com o [B-caroteno nos dois grupos foram comparados usando um Test t de Student. Os valores
p<0,05 foram considerados significativos. O tratamento estatistico foi realizado com auxilio do
software STATISTIC Release 5.1 para Windows 2000 (StatSoft, Inc., Oklahoma, Estados
Unidos).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao fisico-quimica dos frutos de tucuma

Os frutos de tucuma obtidos apresentavam elevado grau de maturacdo, com cor e cheiros
caracteristicos. Na Tabela 4 encontram-se os resultados obtidos na caracterizacao fisica dos frutos

de tucuma (n=30).

TABELA 4 — Caracterizacdo fisica dos frutos de tucuma®,

Parametros analisados

Massa (g) Comprimen Diametro Casca (%) Semente Polpa (%)
to (mm) (mm) (%)
Frutosde 860162 41484335 33556278 16,2 827 411
tucuma

# médiatdesvio padréo

O rendimento do processo de descascamento manual dos frutos foi de aproximadamente
41% em polpa. A relagdo semente/polpa ndo é elevada, 0 que caracteriza os frutos de tucuma
com elevado teor em polpa comestivel; diferentemente de outras frutas oleaginosas amazonicas,
como o pataua, por exemplo, apresentando 18,1% de polpa e 64,66% de semente (Rodrigues et
al. 2006).

Na Tabela 5 é possivel observar os valores obtidos na caracterizacdo fisico-quimica da

polpa do tucuma.

TABELA 5 - Caracterizaco fisico-quimica da polpa de tucuma®.

Matéria Seca Lipideos Proteinas Fibras Cinzas
(%) (% b.s.)’ (% b.s.) (% b.s.)’ (% b.s.)’
Polpade 5556 1059 40,40 £0,36 4422003 1576030 2,34 20,06
tucuma

# médiatdesvio padréo
®b.s. base seca

A polpa de tucuma apresentou um alto conteddo de matéria seca (53,26%), o0 que torna a
polpa pastosa e muito viscosa.

O teor de lipideos da polpa foi de 40,4% b.s. Essa porcentagem é semelhante ao
encontrado por Rodrigues et al. (2006) quando avaliaram oleaginosas amazdnicas, como o Inaja,
Mari e Pataud, encontrando teores de 36,31, 31,47 e 42,48%, respectivamente.

A polpa apresentou um teor em proteinas de 4,42% b.s. semelhante ao encontrado por
Rodrigues et al. (2006) para os frutos de Inaja e Mari, os quais foram 3,56 e 6,57%,

respectivamente. O teor de fibras e cinzas foi de 15,76 e 2,34% b.s., respectivamente.
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5.2 Validacdo do método cromatografico

O processo de validagdo dos métodos analiticos tem por objetivo demonstrar que o
método é perfeitamente adaptavel ao objetivo da analise. A validagdo inclui o entendimento do
método, as caracteristicas da performance do método e seus limites de aceitacdo. Abaixo estdo
descritos alguns parametros importantes no desenvolvimento de uma metodologia cromatografica
(SOUZA, 2000; RIBANI et al. 2004).

. Seletividade/especificidade (otimizacdo da separacdo e deteccdo de padrbes e das
amostras em estudo);

. Precisdo dos tempos de retencéo e das alturas e/ou superficie dos picos;

« Teste de linearidade;

« Limites de deteccéo e quantificacao;

« Preciséo e repetibilidade de amostras em diferentes concentragdes.

5.2.1 Seletividade e especificidade

Os termos “seletividade” e “especificidade” sdo comumente utilizados com 0 mesmo
sentido. O termo especificidade, geralmente faz referéncia a um método que produz uma resposta
para um s6 componente. O termo seletividade faz referéncia ao método que fornece a resposta
para varios compostos quimicos que podem ou nao ser distinguidos. Se a resposta for distinguida
de todas as outras respostas, 0 método é dito seletivo. Como ha poucos métodos que respondem a
apenas um analito, o termo seletividade € habitualmente mais apropriado.

A seletividade na cromatografia liquida é obtida alcancando as condi¢des 6timas, apos a
realizacdo de diferentes testes, tais como a composi¢do da fase mdvel, a temperatura da coluna e
0 comprimento de onda ideal do composto.

A Figura 9 ilustra um cromatograma de uma solugéo padréo de -caroteno, onde observa-

se uma boa definicdo da linha de base, assim como uma boa seletividade do composto em estudo.
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Minutes

FIGURA 9-Cromatograma do padrdo de -caroteno, fase movel metanol: THF (85:15 v/v), a 450

5.2.2 Precisao do tempo de retencéo e altura do pico

O tempo de retencdo é um pardmetro caracteristico de cada composto, nas condicoes

utilizadas. Através de um espectro de varredura realizado em um detector de arranjo de

fotodiodos € possivel identificar o pico de maxima absorcdo e o tempo de retencdo do B-caroteno

nas condicOes otimizadas.

Spectrum at time 9,88 min and wavelength at 450 nm

60

mAU
40

20
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nm

FIGURA 10 — Espectro de absorcao do padréo de B-caroteno (C=0,5 g/L), variando de 200 a 600
nm, utilizando acetona como solvente.
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A Tabela 6 mostra a repetibilidade do tempo de retencédo, juntamente com as superficies e

alturas dos picos de uma solucdo padrdo de -caroteno, injetada cinco vezes.

TABELA 6 — Repetibilidade dos tempos de retencédo (Tr), superficie e altura dos picos de uma
solucdo padrdo de (3-caroteno.

InjecBes B-carotene solution

Tempo de retencao Superficie Altura
(mim) (mUA)
1 9,69 13700413 844882
2 9,80 12099831 752785
3 9,78 12085479 759679
4 10,22 11710555 685160
5 9,781 12763404 776889
Mean 9,85 12471936 763879
SD 0,21 784478 57158

%CV 2,12 6,28 748

5.2.3 Linearidade e curva de calibragdo

A linearidade é a capacidade de um método analitico gerar resultados proporcionais a
concentracdo do composto em questdo, dentro de uma faixa analitica especificada, onde é
possivel relacionar a resposta do detector a concentragdo. A Figura 11 mostra a curva de
calibracéo obtida para o padréo B-caroteno (n=6), onde o coeficiente de determinacéo (R?) obtido
foi maior que 0,99, o que demonstra uma excelente linearidade no intervalo de concentracdo

estudada.
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2.500.000 -

2.000.000 -
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y = 3E+07x + 29931

1.500.000 4 R? = 0,995

1.000.000 4

500.000

0

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Concentragéo (mg/mL)

FIGURA 11 - Curva da concentragdo (mg/mL) vs area do pico obtida com o padrdo de (-
caroteno a 450 nm.
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5.2.4 Seletividade das amostras

A seletividade é a habilidade de separar o composto de interesse de outros componentes
da amostra. Assegura que o sinal medido ndo € influenciado por substancias interferentes. A
seletividade é avaliada comparando-se os tempos de retencdo dos picos dos padrées com o das
amostras a serem analisadas. Nas Figuras 12 e 13 verifica-se a presenca do pico correspondente

a0 -caroteno nas amostras de polpa de tucumé e plasma humano, respectivamente.
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FIGURA 12 — Cromatograma de uma amostra de polpa de tucuma a 450 nm.
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FIGURA 13 - Cromatograma de uma amostra de plasma humano suplementado com polpa de
tucumd a 450 nm
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5.2.5 Precisdo

E a habilidade do método de reproduzir o mesmo resultado, sempre que o procedimento é
executado. O critério de precisdo depende muito da andlise, podendo variar de 2% a mais de 20%
no coeficiente de variagdo. A Tabela 7 mostra a concentragdo de (-caroteno na polpa de tucuma
analisada em triplicata, onde o valor do coeficiente de variagdo mostra uma boa precisdo do

método.

TABELA 7 — Repetibilidade a partir de uma amostra de polpa de tucuma.

Repeticdes B-caroteno (Ug/g)
1 339,32
2 359,41
3 354,38
Média 351,03
Desvio-padréo 10,45
%CV 2,97

5.2.6 Determinag&o do teor de carotendides na polpa de tucuma

Como observado na Tabela 7, a concentracdo de [-caroteno na polpa de tucuma foi de
351 +10,4 pg/g fruto fresco, valor este superior ao encontrado por Rodriguez-Amaya (1996), o
qual foi de 107 ug/g. Entretanto, o teor em carotendides, assim como os fitoquimicos em geral,
varia de acordo com o grau de maturacdo, o tipo de solo e condicdes de cultivo, condicdes
climéticas, variedade dos vegetais, a exposicdo a luz solar, condi¢bes de processamento e a
estocagem, entre outros fatores, o que pode justificar uma concentragdo aproximadamente trés
vezes superior em nossos frutos (RODRIGUEZ-AMAYA, 1996).
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5.3 Estudo da biodisponibilidade do (3-caroteno no plasma humano

Neste estudo, foi encontrado um pico de maxima absorcdo ap06s 5 horas de ingestdo do
suplemento de B-caroteno (Figura 14). Este resultado esta de acordo com o encontrado por Pérez-
Galvez et al. (2005), os quais verificaram uma concentragdo maxima no plasma apos 5 horas de

ingestao de um 6leo de oliva rico em carotenoéides.
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FIGURA 14 - Evolucdo da concentracdo de B-caroteno no plasma (umol/L de plasma) em trés
voluntarios apds a ingestdo de um suplemento rico em -caroteno.

De fato, ap6s uma alimentagdo rica em carotenoides, esses compostos sdo liberados da
matriz alimentar e incorporados em micelas, as quais consistem de sais biliares, &cidos graxos
livres, monoglicerideos e fosfolipideos. Os carotendides presentes nos quilomicrons apresentam
um pico poucas horas ap6s a ingestdo (4-8 hs), entretanto, as LDL’s apresentam um pico entre 24
e 48 horas, e o HDL entre 16 e 48 horas (CORNWELL; KRUGER; ROBINSON, (1962);
SCOTT; RODRIGUEZ-AMAYA, 2000).

Os carotendides sdo submetidos a varios caminhos desde a quebra da matriz até a
liberacdo no lamem do trato intestinal através de sua incorporacdo nas lipoproteinas e
subsequente estocagem (HAROLD; FURR; CLARK, 1997).

A quantidade de B-caroteno encontrada no plasma foi estimada, em média, em 800 nmol,
considerando que um adulto médio possui 5 litros de sangue e o plasma corresponde a 50% desse
total no corpo humano. Esse valor encontrado corresponde a uma absorcdo de aproximadamente
2%. Entretanto, esse valor ndo leva em consideracdo os carotendides armazenados nos tecidos.

Segundo Harold; Furr; Clark, (1997) o B-caroteno absorvido pode ser acumulado no figado,
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musculos, estdbmago, e principalmente nos tecidos adipdcitos, sendo este considerado o maior
depdsito de -caroteno no organismo humano.

A eficiéncia da absorc¢do dos carotendides pode ser afetada por vérios fatores, tais como
(SCOTT & RODRIGUEZ-AMAYA, 2000):

a. quantidade de carotendides ingeridos,
b. processamento e/ou cozimento dos alimentos;

c. outros componentes da dieta que podem estimular (tipo e quantidade de gordura

na dieta) ou inibir (fibras) a absorcéo;
d. interacGes entre carotendides e/ou outros componentes;
e. status nutricional do organismo, entre outras.

Outro ponto que deve ser levado em consideracdo na absorcdo dos carotendides € sua
atividade pro-vitamina A, uma vez que absorvidos podem ser metabolizados a ésteres de retinil
durante a absorcéo intestinal. Cerca de 70% do B-caroteno absorvido é metabolizado, entretanto,
esse processo € influenciado pelo status nutricional do individuo, niveis de vitamina A no
organismo e composi¢do da dieta (CASTENMILLER; WEST, 1998).

5.4 Estudo da funcionalidade do -caroteno no plasma humano

5.4.1 Perfil dos voluntarios

Os 21 voluntérios selecionados para a suplementacdo tinham idade média de 47 anos (DP
+ 9,88) e indice de massa corpdrea (IMC) médio de 27,81 (DP+3,43). Esse valor se encontra fora
do intervalo de normalidade (20 — 25 K/m?), indicando um sobrepeso desse grupo.

Né&o foi constatado nenhum voluntario fumante. Aproximadamente 71% dos voluntarios
relataram o consumo de algum tipo de bebida alcodlica semanalmente e 76% o consumo de frutas
e vegetais diariamente.

Os voluntarios do grupo controle tinham, em média, 36 anos (DP £8,35) e IMC 25,21 (DP
+2,56), onde nenhum voluntario era fumante. O indice do consumo de bebida alcodlica foi de

aproximadamente, 73% e o consumo diario de frutas e vegetais de 45%.
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5.4.2 Analises bioguimicas

Nas Tabelas 8 e 9 estdo apresentados os resultados das analises bioquimicas realizadas no
soro humano, dos dois grupos em estudo: 0 grupo suplementado com [B-caroteno durante 52 dias

e 0 outro grupo, o qual ndo faz uso de nenhum suplemento.

TABELA 8 — Resultados das analises bioquimicas dos voluntarios que foram submetidos a
suplementacdo com B-caroteno durante 52 dias®.

Parametros
Dias  colesterol LDL- HDL- Triglicerideos Glicose Fosfatase TGP
Total (CT) colesterol colesterol (TG) Alcalina

0 215,8+412 1552+398 4534887 198,1+1464  91,1+179 81,9+16,64 33,71+13,10
14  201,74350 14264295 51,8+8,85°° 206,7+107,7 96,0+217 47,2 +9,66° 40,30+14,74
28 20654357 14104332 527+10,92°° 19814965 100,9+209 563 +1246"° 41,67 +25,79
38 200,0+351 140,0+31,8 493+906° 171,4+993 102 £24 5 54,4 +14,38°° 27,43 410,79
52 20974357 14734310 47049,29° 168141020 984220  57,7+1434°° 3972 +22,98

¥ médiatdesvio padréo
® diferente significativamente do tempo 0 (p<0,05).
¢ Letras iguais indicam que ndo ha mudancas significativas entre os intervalos de tempo (coluna).

TABELA 9 - Resultados das analises bioguimicas dos voluntarios do grupo controle durante 52
dias®.

Parametros

Dias  colesterol LDL- HDL- Triglicerideos ~ Glicose  Fosfatase TGP
Total (CT) colesterol colesterol Alcalina

0 1906 +43,6 12754326 4454899 186,0+1123 90+13,1 753+26,7 39,4+215
28 18194349 12684196 51,1+838 16574969 9234135 56,8480 552316
52 18324455 12454313 4794797 16984935 948460 59,0+134" 30,9+129

¥ médiatdesvio padrio
® diferente significativamente do tempo 0 (p<0,05).
¢ Letras iguais indicam que n&o ha mudancas significativas entre os intervalos de tempo (coluna).

Em média, os resultados do primeiro grupo (Tabela 8) apresentaram valores elevados para
o colesterol total, LDL-colesterol e triglicerideos, onde os niveis normais seriam valores abaixo
de 200, 130 e 150, respectivamente. Para o grupo controle (Tabela 9) todos os valores estéo
dentro da normalidade, exceto os TG que se encontram numa faixa limitrofe.

Essas alteragOes encontradas no primeiro grupo podem estar relacionadas diretamente

com o perfil desses voluntarios, 0s quais sdo pessoas acima dos 45 anos com indice de massa
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corpérea acima de 25 Kg/m? indicando um sobrepeso. Segundo a Sociedade Brasileira de
Cardiologia (2001) individuos que apresentam excesso de peso, associado ao acimulo de gordura
na regido abdominal, geralmente apresentam dislipidemia (TG elevado, HDL-C baixo, LDL-C
elevado), hipertensdo arterial e, consequentemente, maior risco de doenca aterosclerotica.

A ingestdo do suplemento de [-caroteno ndo ocasionou diferencas significativas nos
valores de colesterol total e LDL-C dos voluntarios durante o periodo estudado. Esse mesmo
efeito foi encontrado por Franke et al. (2005), o qual atribuiu essa falta de significancia dos
parametros a uma grande variabilidade da populacdo em estudo, apresentando assim, elevados
valores nos desvios padroes.

Entretanto, os valores de LDL apresentaram uma tendéncia de diminuicdo do tempo
inicial até 38 dias de suplementagdo, conforme visualizado na Figura 15.
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FIGURA 15 — Representacdo grafica dos valores LDL-colesterol (mg/dL de plasma) nos
voluntarios suplementados com -caroteno

Para o0 HDL-C, esse grupo apresentou um aumento significativo (p<0,05), passando de
45,3 £8,87 no tempo zero para 52,7 £10,92 mg/dL ap6s 28 dias de suplementacdo com o B-
caroteno (Figura 16). Este aumento é desejavel, uma vez que o HDL é conhecido como o ‘bom
colesterol’, ou seja, € a lipoproteina responsavel pelo transporte do colesterol da corrente
sanguinea para o figado, onde este seré eliminado, no chamado transporte reverso do colesterol.

De acordo com Allard et al. (1994), a concentragdo de HDL apresenta uma correlagédo

direta com o aumento da concentragédo de [3-caroteno no plasma.
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FIGURA 16 — Representacdo grafica dos valores de HDL-colesterol (mg/dL de plasma) nos
voluntarios suplementados com o -caroteno.

Elevados niveis de HDL e redugdo nos niveis de LDL-colesterol no sangue sdo associados
com uma diminuicgdo do risco de doencas cardiovasculares (SANTOS et al. 2002).

Os TG apresentaram uma leve diminuicao durante o periodo estudado, mas ndo ocorreram
modificacgOes significativas em ambos 0s grupos.

O teor médio da glicose apresentou-se dentro dos parametros de normalidade (90-110
mg/dL), em ambos 0s grupos, durante o periodo estudado.

As enzimas hepaticas mantiveram-se dentro dos padrdes de normalidade (FA 65-300 U/L
e TGP 8-53 U/L) durante o experimento para todos os participantes, confirmando a baixa
toxicidade hepatica dos carotendides, como descrito por Krinsky (2001). Entretanto, houve uma
diminuicdo significativa (p<0,05) da fosfatase alcalina, fato este ndo atribuido a suplementacéo
com o [3-caroteno, ja que no grupo controle também foi observado este efeito, como observado na

Figura 17.
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FIGURA 17 - Representacdo grafica dos valores de fosfatase alcalina (U/L de plasma) dos
voluntarios em ambos 0s grupos.

5.4.3 Avaliacdo da concentracdo do [3-caroteno no plasma humano

A suplementacdo com o B-caroteno, por um periodo de 52 dias, ocasionou um aumento

significativo (p<0,05) no plasma humano dos voluntarios que foram submetidos & suplementacéo

(Tabela 10).

TABELA 10 - Concentragdo de B-caroteno (umol/L) no plasma humano em ambos os grupos®.

Concentracao de B-caroteno no plasma

Dias (umol/L plasma)
Grupo Grupo
Suplementado Controle

0 0,512 +0,27 0,254 +0,19¢
14 0,708 +0,33"

28 0,983 +0,41°¢ 0,291 +0,23¢
38 0,815 +0,32°¢

52 0,906 +0,46"¢ 0,269 +0,20"

@ médiatdesvio padréo

> diferente significativamente do tempo 0 (p<0,05).

&9 etras iguais indicam que ndo ha mudancas significativas entre
os intervalos de tempo (coluna).
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O grupo suplementado apresentou um maior valor médio da concentracdao de -caroteno
no plasma (0,51umol/L), no tempo zero, comparado ao grupo controle (0,25umol/L). Este fato
pode estar associado a uma dieta balanceada rica em frutas e vegetais apresentada por esses
voluntarios. Avaliando os resultados obtidos através do questionario de avaliacdo clinico-
nutricional, observou-se que 76% dos voluntarios do grupo suplementado apresentavam o habito
de uma alimentacdo diéria saudavel, rica nesses compostos. O grupo controle apresentou uma
alimentacdo pobre, onde apenas 45% relataram o consumo de frutas e/ou vegetais diariamente.
Diversos estudos afirmam que uma alimentagdo rica em frutas e vegetais aumenta
significativamente a concentragdo de [3-caroteno no plasma humano (JOHNSON et al. 1995; ).

No grupo suplementado, o0 aumento da concentracdo de -caroteno foi de 38%, 91%, 59%
e 76% apos 14, 28, 38 e 52 dias de suplementacéo, respectivamente.

O aumento da concentracdo no plasma ja foi estudado por outros autores. Johnson et al.
(1995) verificaram um aumento de, aproximadamente, 8 vezes na concentracdo de 3-caroteno no
plasma ap6s 3 semanas, com uma suplementacdo de 90mg/d, passando de 0,62 para 5,33 umol/L.

Pellegrini; Riso; Porrini (1999) verificaram um aumento significativo na concentracdo de
-caroteno no plasma de 0,24 para 0,31 umol/L apds 14 dias de suplementacdo com 25g de puré
de tomate, contendo 7 mg de licopeno e 0,25 mg [3-caroteno.

Dimitrov et al. (1988) avaliaram uma suplementagdo com 45 mg/d durante 3 semanas. Os
niveis de B-caroteno no plasma aumentam significativamente e permaneceram em um estado
constante até a extremidade da administracdo (21 dias), declinando gradualmente apds o término
do estudo.

Allard et al. (1994) verificaram um aumento significativo da concentracdo de -caroteno
apds 4 semanas de suplementacdo com 20 mg de P-caroteno/dia, passando de 0,4 para 3,50
umol/L.

Grande parte dos trabalhos pesquisados apresentam uma suplementacdo relativamente
elevada de [B-caroteno quando comparado com este estudo em questdo, o qual foi de apenas 5
mg/d. Por isso, este trabalho mostra informagdes sobre uma suplementacdo rica em [3-caroteno,
capaz de aumentar significativamente a concentracdo desse componente no plasma humano, a
curto prazo, o qual pode ser um importante parametro na prevencédo de diversas doengas.

Uma gama de observacdes e estudos epidemioldgicos tém consistentemente mostrado

uma relagdo inversa entre varios tipos de cancer (predominantemente do trato-digestivo) com
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uma dieta rica em B-caroteno (VAN POPPEL, 1996). Para as doengas corondrias, associacoes
similares foram encontradas e ha consistentes evidencias in vivo para as funcGes benéficas dos
carotendides (PALOZZA; KRINSKY, 1992; KARDINAAL et al. 1993; KNEKT et al. 1994;
MILLER et al. 1996;).

5.4.4 Avaliacao da oxidabilidade do plasma pelo método TBARS

A andlise TBARS é um método bastante utilizado para a determinagdo da peroxidagdo
lipidica, dando informacdes sobre a susceptibilidade de materiais bioldgicos a oxidacdo. A
redugdo nos valores TBARS indica uma reducao na peroxidacao lipidica do material estudado.

Na Tabela 11 encontram-se o0s resultados obtidos na andlise TBARS. Observa-se uma
diminuicdo significativa na formacdo do MDA (p<0,05) do tempo zero até o quarto ponto de
coleta.

TABELA 11 - Concentracdo de MDA (nmolIMDA/mg proteina) no plasma para ambos 0s
grupos.

TBARS (nmolMDA/mg proteina)

Dias Grupo Grupo
Suplementado Controle
0 182+15 0,86 £0,3
14 1,32+0,8
28 1,15+0,7 0,86 04
38 1,04 +0,7°
52 1,10 40,6 111405

@ médiatdesvio padréo
> diferente significativamente do tempo 0 (p<0,05).

A formacdo do MDA é o indice mais comumente utilizado em estudos da peroxidacao
lipidica em humanos e animais, onde um aumento nos niveis de MDA no organismo esta
diretamente associado ao desenvolvimento de doencas como o infarto do miocardio, diabetes
melitos, Alzheimer’s, entre outras (KATALINICA et al., 2005).

O grupo controle apresentou um menor valor médio da concentracdo de MDA no tempo
zero (0,86 nmol/mg) em relagdo ao grupo suplementado (1,82 nmol/mg). Esse fato pode ser
atribuido ao estilo de vida desses voluntarios, os quais sdao mais novos, com IMC dentro dos
limites, ndo apresentam alteracGes nos niveis lipidicos e sdo praticantes de atividade fisica diaria,
levando assim, a uma menor predisposicao a formacao desses compostos no organismo.

O grupo que foi suplementado apresentou uma reducédo na formacgdo de MDA de 43% até

0 38° dia de estudo, alcangando niveis proximos ao encontrado no grupo controle. Esses
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resultados indicam que o [B-caroteno foi importante na inibicdo da peroxidacdo lipidica que
ocorre in vivo, sob condi¢cGes de estresse oxidativo.

Rao; Shen (2002) encontraram um resultado similar na protecdo da oxidagdo in vivo
estudando a ingestéo de licopeno, um outro tipo de caroteno, em baixas concentragdes (5, 10, 20
mg), onde a reducdo na formacdo de MDA foi de 20-23%. A Figura 18 apresenta graficamente os
resultados obtidos na analise TBARS.
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FIGURA 18 - Representacdo grafica dos valores TBARS (nmolMDA/mg proteina) dos
voluntarios submetidos a suplementagdo com p-caroteno.

5.4.5 Analise da capacidade antioxidante do plasma pelo método ORAC
A Tabela 12 apresenta os valores médios obtidos na analise da capacidade antioxidante do

plasma pelo método ORAC.

TABELA 12 - Resultados da analise ORAC (umolET/L plasma) para ambos os grupos®.
Valor ORAC (umolET/L plasma)

Dias Grupo Grupo
Suplementado Controle
0 131,2 4537 106,7+36,3
14 145,6 +47,7
28 151,4 +53,2 110,6+58,1
38 141,4 +558
52 146,0 +61,3 103,0+34,8

@ médiatdesvio padréo
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Né&o ocorreram diferengas significativas nos valores ORAC em ambos o0s grupos. Esse
mesmo efeito ja foi encontrado por outros autores. Van Het Hof et al. (1998) concluiram que o
consumo de uma margarina fortificada com antioxidantes (121 mg vitamina C, 2,7 mg a-
caroteno e 5,3 mg B-caroteno) durante 4 semanas aumenta 0s niveis desses antioxidantes no
plasma humano mas néo afeta a capacidade antioxidante total do plasma.

Pellegrini; Riso; Porrini (1999) avaliaram uma suplementacéo diéria com 25 g de puré de
tomate (7 mg de licopeno e 0,25 mg -caroteno) e ap6s 14 dias consecutivos ocorreu aumento no
plasma de ambos os compostos. Entretanto, ndo ocorreram mudancas significativas na
capacidade antioxidante total do plasma.

Apesar dos lipofilicos serem considerados um importante antioxidante in vivo, eles ndo
afetam a capacidade antioxidante medida por métodos TRAP (Total Radical-Trapping
Antioxidant Parameter), FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma) ou ORAC. Isso pode estar
relacionado ao fato das moléculas lipofilicas estarem confinadas no nicleo lipoprotéico,
impedindo assim a acdo contra os radicais formados pelo APPH, e consequentemente,
mascarando os resultados obtidos (PELLEGRINI; RISO; PORRINI, 2000).
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6. CONCLUSAO

A metodologia utilizada para a determinagdo de -caroteno tanto em matrizes bioldgicas
como para matrizes alimentares mostrou-se eficiente com uma boa definicdo do pico do
composto, assim como um tempo de analise curto.

A concentracdo de [3-caroteno na polpa de tucuma foi de 351 +10,4 ng/g fruto fresco.

Através do estudo da biodisponibilidade do B-caroteno foi confirmada a baixa taxa de
absorcdo deste caroteno, sendo este indice influenciado por diversos fatores.

A suplementacédo diaria de 5 mg de B-caroteno in vivo ndo alterou de forma significativa
os valores dos triglicerideos, TGP, colesterol total e LDL-colesterol. Entretanto, o LDL
apresentou uma tendéncia a diminuicdo durante o periodo estudado.

O HDL-colesterol apresentou um aumento significativo (p<0,05) ap6s 28 dias de
suplementagéo. A relagdo do aumento do HDL e diminuicdo do LDL-colesterol foi observada
neste trabalho, fator este associado com uma diminuigéo do risco de doencas cardiovasculares.

A fosfatase alcalina apresentou uma redugdo durante o periodo estudado, ndo sendo
atribuido a suplementagdo com [-caroteno, j& que essa reducdo foi verificada em ambos o0s
grupos.

Houve um aumento significativo (p<0,05) na concentracdo de (-caroteno no plasma
durante o periodo estudado.

Na avaliacdo da oxidabilidade do plasma, o grupo suplementado apresentou uma reducao
significativa (p<0,05) de aproximadamente 43% na formagdo do MDA, o que significa que o p-
caroteno pode estar associado na protecdo contra peroxidagao lipidica in vivo.

Na analise ORAC, ndo houve variacBes significativas em nenhum dos dois grupos
estudados.

A acdo protetora observada na suplementacdo com B-caroteno contra a oxidacdo lipidica
sugere um fator de protecdo dos componentes do sangue, tais como uma melhor circulagdo das
lipoproteinas e reforgca o conceito que os antioxidantes podem diminuir potencialmente as lesdes

vasculares que levam a doencas cardiovasculares.
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ANEXO 1
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O tucuma é um fruto regional rico em substancias protetoras, os carotendides, e por esse
motivo este trabalho tem como objetivo estudar os efeitos benéficos desses compostos no

organismo humano na prevencdo de doengas do sistema circulatorio, tais como a aterosclerose.

Esta pesquisa baseia-se na ingestdo diaria de suplemento rico em [-caroteno, aos
funcionarios em seu local de trabalho, por um periodo de seis semanas. Sera necessaria a coleta
de dados (sociais e de consumo alimentar) através de questionarios e ainda verificacdo de peso e

pressédo arterial antes do inicio da pesquisa.

Para as analises de colesterol (gordura), antioxidantes (substancias protetoras) e oxidagéo
do plasma, serdo coletadas amostras de sangue, sendo sempre realizadas por profissional
experiente e com garantia de uso de material descartavel, portanto ndo oferecendo risco aos
participantes da pesquisa. Para isso, 0s voluntarios deverdo estar em jejum de 10 horas, em

horario que seré previamente agendado, recebendo café da manha logo ap0s a coleta de sangue.

Seré necessario um grupo controle, o qual ndo fara ingestdo da bebida, apenas a coleta de
sangue da mesma maneira que o grupo de estudo. Este grupo sera necessario para que, caso haja

variagoes significativas no grupo de estudo, essas possam ser observadas.

Os resultados das analises realizadas serdo entregues ao participante em seu local de

trabalho ou em sua residéncia, tendo garantia de sigilo por parte do pesquisador.

Os voluntarios serdo livres para participar desta pesquisa, assim como para retirar-se a

qualquer momento, sem qualquer represélia.

Carissa Michelle Goltara Bichara

Universidade Federal do Paré

Centro Tecnol6gico

Departamento de Engenharia Quimica e de Alimentos

Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
Telefones para contato: 3201-7456/8127-5683

e-mail: carissa@ufpa.br
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CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que li as informagdes acima sobre a pesquisa e que me sinto perfeitamente esclarecido
sobre o conteddo da mesma, assim como 0s seus riscos e beneficios. Declaro ainda que, por
minha livre vontade, aceito participar da pesquisa, cooperando com a coleta de material para

exame.

Belém /| |/

NOME LEGIVEL:

ASSINATURA:
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ANEXO 2
Ficha de Identificagdo e Avaliacdo Clinico-Nutricional
A) IDENTIFICACAO
Nome: Idade: _ anos
Naturalidade:
Local de Trabalho (setor/sala/andar):
Telefone do Trabalho: Telefone Residencial:
Profisséo:
Horas de Trabalho/dia: Dias de Trabalho/semana:
B) AVALIACAO CLINICO-NUTRICIONAL:
Peso:  Kg Pressdo Arterial: _ mmHg
Altura: _ cm IMC:
C) FATORES DE RISCO
Antecedentes Familiares: Mée Pai Ambos Né&o sabe
Hipertenséo: () () () ()
Hiperlipidemia 0 0 0 0
Diabetes: () () () ()
Cancer/Tipo: () () () ()
Dieta:
No momento esta fazendo alguma dieta? ()Sim ()Né&o
Qual o objetivo da dieta? () Controle de dieta. Qual?
() Emagrecer () Engordar () Outro

Hé& quanto tempo?
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Fumo:
( ) Fumante ( ) Ex-fumante ( ) Nunca fumou

Caso seja fumante, quanto tempo fumo?

( ) Menos de um ano Mais de um ano, n° anos:
O que fuma?
( ) Cigarro ( ) Cachimbo ( ) Charuto () Qutros

Quantas unidades/dia?

Caso seja ex-fumante, fumou por quanto tempo?
( ) Menos de uma ano Mais de um ano, n° anos:

A quanto tempo parou de fumar?

Bebida Alcodlica:

Qual bebida consome?

( ) Vinho () Cerveja ( ) Uisque, vodka, cachaga ( ) Outros
Consome com que freqiiéncia?

( ) Dia ( ) Semana () Més ( ) Raramente ( ) Nunca

Atividade Fisica:

Pratica atividade fisica? ( ) Sim ( ) Néao

Caso sim, qual das atividades abaixo?

Atividade Atividade leve Atividade Moderada Atividade intensa
Caminhada com Pedalar levemente, nadar, Correr, ginastica aerobica
velocidade dancar, ginastica/aerobica leve, | intensa, pedalada rapida,
moderada e vOlei recreativo ou qualquer basquete ou quaquer
exercicio em forma atividade que faga suar atividade fisica que faca suar
de lazer levemente ou que aumente bastante ou acelerar a
moderadamente a respiragdo e | respiragdo e os batimentos
0s batimentos cardiacos. cardiacos.
n°® dias/
semana
Tempo/dia

Horas de sono/dia:




Meio de locomogdao para o trabalho:

Tempo gasto na locomogdo (ida/volta):

D) ALIMENTACAO

Quiais refei¢Oes costuma fazer habitualmente?

() Café daManha ( )Lanche ()Almoco ( )Lanche2 ()Jantar () Ceia
Com que frequiéncia, (n° vezes por semana) utiliza os servigos do restaurante?
Almogo: ()1 ()2 ()3 ()4 () ()6

Lanche: ()1 ()2 ()3 () ()b ()6

Tém costume de comer frutas? ( ) Sim ( )Nao

Quais?

Com qual frequéncia? ( )Uma /Dia ( ) Mais de uma/dia

( ) Uma/Semana () Mais de uma/Semana
Por qual motivo faz refei¢Ges no local de trabalho?
()Preco () Faltadetempo ( )Qualidade ( ) Variedade ( ) Outros
Toma algum tipo de suplemento vitaminico? () Sim () Nao
Caso sim: ( ) As vezes ( ) Sempre Qual?
Toma algum medicamento? ( ) Sim () Néao

Caso sim, qual?

Retira a gordura visivel da carne? ( ) Sim () Nao

Caso sim: () As vezes () Sempre

Retira a pele do frango? ( ) Sim () Nao

Caso sim: () As vezes () Sempre

Consome alimentos fritos? ( ) Sim () Néao

Caso sim: ( ) Diariamente ( ) Semanalmente () Mensalmente ( ) Raramente
Consome carne assada de brasa? ( ) Sim () Nao

Caso sim: ( ) Diariamente ( ) Semanalmente () Mensalmente ( ) Raramente
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Alimentos

Porgéo Vezes/dia | Vezes/semana |Vezes/més
consumida
(n°/descricdo)

Raro

Nunca

Leite e Derivados

Leite desnatado ou
semidesnatado

Leite integral

logurte

Queijo branco

Queijo amarelo

Requeijdo

Carne e Ovos

Ovo frito

Ovo cozido

Carne
bovina/bubalina

Carne de porco

Frango

Peixe fresco

Peixe salgado
(pirarucu,
bacalhau)

Peixe enlatado
(atum sardinha)

Carne conservada
em sal (carne seca,
sarne de sol
pertences da
feijoada)

Embutidos
(salsicha, lingiga,
presunto,
mortadela, salame)

Viscera (figado,
coragéo)

Camarédo

Caranguejo




Oleos e Gorduras

Azeite

Bacon, toucinho

Manteiga

Margarina

Maionese

Peticos e Lanches

Salgados fritos e
assados (batata
frita caseira,
coxinha, quibe,
pastel)

Snacks (cheetos,
batata frita
industrial,
amendoim)

Fast foods (pizza,
sanduiches,
comida chinesa)

Cereais e Leguminosas

Arroz integral

Arroz polido

Macarrdo

Farinha de
mandioca

Feijao

Pao Integral

Pédo Careca

Pédo de forma

Biscoito salgado

Biscoito doce

Bolos

Tapioquinhas

Hortaligas e Frutas

Folha crua

Folha
refogada/cozida

Vegetal cru

Vegetal cozido

Tubérculos
(macaxeira, batata,
card)

Frutas
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Sobremesa, doces e outros

Tortas

Geléia/mel

Doces, bombons

Chocolate

Sorvete

Picolé

Barra de cereal

Bebidas

Café com agUcar

Café sem agUcar

Suco natural com
acucar

Suco natural sem
acucar

Suco industrial
com agucar

Suco industrial
sem agucar

Refigerante

Produtos Light e Diet

Adocante

Geléia

Margarina

Regueijéo,
iorgutes, leite,
condensado, creme
de leite

Chocolate, doce,
picolé, sorvete,
gelatina

Barra de cereais

Outros




