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RESUMO GERAL

As folhas e frutos da goiabeira sdo ricos em compostos antioxidantes, os
quais podem inibir a oxidagdo das lipoproteinas, reduzindo os agravos do
estresse oxidativo. Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar
substancias antioxidantes e o potencial antioxidante das folhas e frutos de trés
cultivares de goiabeira (Paluma, Pedro Sato e Século XXI), bem como avaliar o
efeito da cultivar Pedro Sato no controle da hipercolesterolémia e estresse
oxidativo em ratos. Para preparar as amostras, foram coletados 60 frutos de cada
cultivar na regido de Lavras, levando-se em consideragdo o estddio de
maturacdo, excluindo-se os frutos maduros e os muito verdes e, foram obtidas as
farinhas dos frutos. As folhas foram coletadas no mesmo pomar dos frutos para a
preparagdo das farinhas. Os extratos etanolicos/acetonicos das folhas e frutos
foram preparados a partir da farinha dos mesmos mediante maceragdo por 48
horas e evapora¢ao do solvente. Nas farinhas, foram analisados umidade, teor de
minerais, fibra alimentar, vitamina C, beta-caroteno, compostos fendlicos e
atividade antioxidante pelos métodos DPPH e beta-caroteno/acido linoleico. Nos
extratos etanolicos/acetonicos foram analisados apenas os compostos fendlicos e
atividade antioxidante. As folhas apresentaram os maiores teores de fibra
alimentar, beta-caroteno, compostos fendlicos e maior atividade antioxidante do
que os frutos. Os extratos etanolicos/acetdnicos apresentaram maior teor de
compostos fenolicos e atividade antioxidante que suas respectivas farinhas. Para
a indugdo da hipercolesterolemia nos ratos, foi preparada uma dieta enriquecida
de colesterol e 4cido colico. Os ratos receberam diariamente, por 42 dias, as
farinhas e extratos etanolicos/acetdnicos da cultivar Pedro Sato por gavagem, na
dosagem de 50 mgKg' de peso corporeo. Apds esse periodo, foram
anestesiados com tiopental e o sangue retirado por puncdo cardiaca sendo
submetidos as seguintes analises no sangue ¢ no figado: razdo massa do figado
versus massa corporeo, lipideos hepaticos, colesterol total, HDL, colesterol ndo
HDL, triglicerideos, proteina C reativa, atividade das enzimas antioxidantes
(superoxido dismutase e glutationa peroxidase) e do marcador de
lipoperoxidang@o (dialdeido maldnico). No figado, foi realizado analise
histopatologica para avaliagdo dos hepatdcitos. Nao houve diferenca na razio da
massa do figado verusus massa corporeo e nos lipideos hepaticos nos ratos
hipercolesterolémicos tratados com as farinhas e os extratos com o controle
hipercolesterolémico. Houve uma diminui¢do nos niveis de triglicerideos e
colesterol ndo HDL nos ratos hipercolesterolémicos tratados com as farinhas e
os extratos com o controle hipercolesterolémico e um aumento no HDL. Para a
fragdo colesterol total, apenas as farinhas das folhas e frutos foram efetivas. As
farinhas e extratos diminuiram a atividade da GPx e os niveis de dialdeido
malonico. Para a SOD, apenas as farinhas diminuiram de forma significativa a



sua atividade nas amostra de soro. Para as amostras de tecido hepatico, ndo
houve diferenga na atividade da SOD; porém em relagdo a GPx, apenas a farinha
dos frutos diminuiram a sua atividade. Houve uma diferenga significativa nos
niveis de dialdeido malénico dos animais hipercolesterolémicos tratados com a
farinha e extratos com os animais do grupo controle hipercolesterolémicos.

Palavras-chave: Psidium guajava. Compostos antioxidantes. Estresse oxidativo.



GENERAL ABSTRACT

The leaves and fruits of guava are rich in antioxidants compounds,
which can inhibit the liproteins oxidation, reducing the aggravations of oxidative
stress. The aim of this work was to evaluate antioxidant substances and the
antioxidant potential of the leaves and fruits of three guava cultivars (Paluma,
Pedro Sato and Século XXI), as well as evaluating the effect of Pedro Sato
cultivar in the control of hypercholesterolemia and oxidative stress in rats. To
prepare the samples, 60 fruits of each cultivar in the region of Lavras were
collected, taking into consideration the maturity stage, excluding the mature
fruits and the very green ones then the fruit flour was obtained. The leaves were
collected in the same orchard of the fruits for the preparation of the flours. The
ethanol and acetone extracts of the leaves and fruits were prepared from the
flour of the same ones by steeping for 48 hours and solvent evaporation. In the
flours, moisture, mineral content, dietary fiber, vitamin C, beta-carotene,
phenolic compounds and antioxidant activity were analyzed by DPPH methods
and beta-carotene/linoleic acid. In the ethanol/acetone extracts only the phenolic
compounds and antioxidant activity were analyzed. The leaves showed the
highest contents of dietary fiber, beta-carotene, phenolic compounds and higher
antioxidant activity than the fruits. The ethanol and acetone extracts had higher
content of phenolic compounds and antioxidant activity than in their respective
flours. For the induction of hypercholesterolemia in the rats, a diet rich in
cholesterol and colic acid was prepared. The rats daily received, for 42 days, the
flours and ethanol/acetone extracts from Pedro Sato cultivar by gavage, at a dose
50 mg.Kg' of body weight. After this period, they were anesthetized with
thiopental and blood withdrawn by cardiac puncture being submitted to the
following blood and liver analyses: liver mass index versus body mass, hepatic
lipids, total cholesterol, HDL, non HDL cholesterol, triglycerides, C-reactive
protein, activities of the antioxidants enzymes (superoxide dismutase and
glutathione peroxidase) and marker of lipoperoxidation (malonic dialdehyde). In
the liver, histopathological analysis was realized for evaluation of the
hepatocytes. There was no difference in the liver mass index versus body mass
and in the hepatic lipids in the hipercholesterolemic rats treated with flours and
the extracts with the hipercholesterolemic control. There was a decrease in the
levels of triglycerides and non — HDL cholesterol in the hipercholesterolemic
rats treated with the flours and the extracts with the hipercholesterolemic control
and an increase in the HDL. For the fraction total cholesterol, only the flours of
the leaves and fruits were effective. The flours and extracts decreased the GPx
activity and the levels of malonic dialdehyde. For SOD, only the flours
significantly decreased their activity in the serum sample. For the samples of
hepatic tissue, there was no difference of SOD; however, in relation to GPx,



only the fruit flour decreased the activity. There was a significant activity in the
levels of malonic dialdehyde of the hipercholesterolemic animals treated with
flour and extracts with the animals of the hipercholesterolemic control group.

Keywords: Psidium guajava. Antioxidants compounds. Oxidative stress.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

A oxidagdo ¢ um processo metabolico que provoca a producdo de
energia necessaria para as atividades essenciais das células. Entretanto, o
metabolismo do oxigénio nas células vivas também provoca a producdo de
espécies reativas de oxigé€nio, podendo conduzir ao estresse oxidativo, que tem
sido associado ao desenvolvimento de muitas doengas cronicas nao
transmissiveis, incluindo o cancer, doengas cardiacas e doencas
neurodegenerativas.

A modificagdo oxidativa das particulas de lipoproteinas de alta
densidade pelos radicais livres é considerada um dos principais eventos na
inducdo e progressdo da aterosclerose. Dados da literatura indicam que a
lipoperoxidagdo estd associada as doengas cardiovasculares.

A aterosclerose tem sido a causa principal de doengas coronarianas.
Pode ser causado pelo aumento das lipoproteinas no plasma e turbuléncias
hemodindmicas, o que provoca ao acimulo de macrofagos repletos de colesterol
na parede arterial, proliferacdo de certos tipos celulares que gradualmente
diminuem a luz vascular e impedem o fluxo sanguineo. Além disso, aumentam a
rigidez da parede vascular.

A busca por uma vida saudavel vem se tornando a preocupacdo de
muitas pessoas do mundo inteiro nos ultimos anos. Nesse caminho, elas
provavelmente deparar-se-d0 com uma receita antiga e simples: o consumo
regular de frutas e verduras. Estas, cada vez mais, mostram-se como grandes
aliadas na prevencdo de diversas doencas, em razdo de suas propriedades

antioxidantes atribuidas a presenca de compostos fendlicos, vitamina C,
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vitamina E e carotenoides principalmente. Entretanto, os teores desses
fitoquimicos nos vegetais sdo influenciados por fatores genéticos e condigdes
climaticas edaficas, entre outras. Por outro lado, sabe-se que algumas frutas e
hortaligcas podem potencialmente conter maior teor de compostos antioxidantes
nos residuos (pele, folhas, cascas e sementes) do que na polpa, ou ainda o perfil
dos fitoquimicos ser diferenciado nessas partes do vegetal.

Levando em consideragdo o elevado custo dos medicamentos ¢ seu uso
prolongado, os pacientes tém recorrido ao uso desses vegetais como um
tratamento alternativo; porém, esses tratamentos tém sido utilizados de forma
empirica pela populacdo, necessitando de estudo que permitam conclusdes mais
confiaveis.

A goiaba é uma fruta considerada muito importante dentro do contexto
da fruticultura brasileira, encontrando-se em expansao. O aumento do consumo
esta associado a grande divulgagdo das qualidades nutricionais da fruta. Além da
qualidade nutricional, possuem outras a¢des no organismo, o que estimula o seu
consumo, entre eles pode-se citar a agdo hipoglicemiante, atividade antioxidante

e efeitos sobre a hemostasia e coagulagdo sanguinea.
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2 OBJETIVO GERAL

Neste trabalho objetivou-se avaliar a capacidade antioxidante de trés
cultivares de folhas e frutos da goiabeira, caracterizar as substancias
responsaveis por essa atividade e determinar os possiveis efeitos das farinhas das
folhas e frutos da cultivar Pedro Sato e seus respectivos extratos
etandlicos/acetonicos sobre a peroxidacdo lipidica, atividade de enzimas

antioxidantes e perfil lipidico em ratos hipercolesterolémicos.

2.1 Objetivos especificos

a) Avaliar a capacidade antioxidante das folhas e frutos e seus respectivos
extratos etanolicos/acetonicos de trés cultivares da goiabeira (Pedro Sato,
Paluma e Século XXI), pelos métodos: DPPH (2,2-difenil-1-pieril hidrazil)
e B-caroteno/acido linoleico;

b) Quantificar o teor de compostos antioxidantes (compostos fendlicos,
vitamina C e [-caroteno) presentes nas folhas e frutos e nos seus
respectivos extratos etanolicos/acetonicos de trés cultivares da goiabeira
(Pedro Sato, Paluma e Século XXI);

¢) Quantificar o teor de fibra alimentar e minerais nas folhas e frutos de trés
cultivares da goiabeira (Pedro Sato, Paluma e Século XXI);

d) Determinar a concentragdo de colesterol total e fragdes no soro de ratos
hipercolesterolémicos e ndo hipercolesterolémicos que ingeriram as folhas e
frutos e seus extratos etanolicos/acetonicos da cultivar Pedro Sato;

e) Determinar a concentragdo do marcador da inflamacdo: proteina C reativa
no soro de ratos hipercolesterolémicos e ndo hipercolesterolémicos, que
ingeriram as folhas e frutos e seus extratos etanolicos/acetdnicos da cultivar

Pedro Sato;



g)

h)

24

Avaliar o efeito das folhas e frutos e seus extratos etandlicos/acetonicos da
cultivar Pedro Sato no teor de lipidios em figados de ratos
hipercolesterolémicos e ndo hipercolesterolémicos;

Analisar os efeitos das folhas e frutos e seus extratos etanolicos/acetdnicos
da cultivar Pedro Sato nas lesdes de figados ratos hipercolesterolémicos e
ndo hipercolesterolémicos;

Avaliar a peroxidacdo de lipidios em figado e soro de ratos
hipercolesterolémicos e nao hipercolesterolémicos que receberam as folhas
e fruto e seus respectivos extratos etandlicos/acetonicos da cultivar Pedro
Sato;

Analisar o efeito das folhas e frutos e seus extratos etandlicos/acetonicos
da cultivar Pedro Sato sobre a atividade de superoxido dismutase e
glutationa peroxidase no figado e soro de ratos hipercolesterolémicos e nao

hipercolesterolémicos;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Descricéo e classificacio boténica da goiabeira

A goiabeira pertence a familia Myrtaceae ¢ ao género Psidium. Na
América Central e América do Sul, sdo encontradas cerca de 3020 espécies
conhecidas (MANICA, 2002). No Brasil, ¢ encontrada em todo o palis,
destacando-se os Estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Pernambuco, Rio de
Janeiro e Rio Grande do Sul.

No sul de Minas Gerais, ¢ cultivada por pequenos produtores, que
conduzem os pomares como forma de subsisténcia, produzindo apenas uma vez
ao ano. Porém, alguns produtores estdo utilizando conhecimento tecnoldgico
disponivel para otimizar sua exploragdao e dar importancia ao cultivo como um
empreendimento comercial (HOJO et al., 2007).

A arvore apresenta um tamanho de aproximadamente 10 m, com uma
casca fina, lisa e desigual. Os frutos sdo carnosos de coloracdo amarela quando,
maturos com cerca de 5 cm de didmetro; e seu mesocarpo ¢ comestivel de
coloragdo rosa ou branca, contendo inimeras sementes duras. Os tipos mais
comuns sdo: a vermelha e a branca, sendo a vermelha mais saborosa e nutritiva.
As folhas tém um comprimento de 5-10 cm, hipoestomaticas, com um grande
numero de tricomas e glandulas oleiferas (GUTIERREZ; MITCHELL; SOLIS,
2008; MANICA, 2002).

3.2 Composi¢do quimica dos frutos e folhas da goiabeira

As folhas e frutos da goiabeira apresentam uma diversidade de

compostos bioativos que estdo apresentados abaixo.
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3.2.1 Frutos

Além da expressividade economica, a goiaba apresenta um grande valor
nutricional; porém, apresenta variagdo na composi¢cdo quimica dependendo da
espécie, das condigdes ambientais do cultivo e estagio de maturagdo do fruto
(SOARES et al., 2007), o que influencia a sua atividade biologica.

Os frutos sdo caracterizados pelo baixo conteido de carboidratos
(13,2%), gorduras (0,53%) e proteinas (0,88%) e pelo elevado teor de agua
(84,9%) (MEDINA; PAGANO, 2003). Dados da literatura demonstram a
presenca de agucares (glicose 4,14% ¢ sacarose 1,62%), vitaminas A e B3,
riboflavina (0,03-004 mg IOOg'l), elementos minerais, como calcio (9,1-17mg
100g™), fosforo (17,8-30 mg 100g™), potassio (MANICA, 2002), manganés, em
combinagdo com os acidos fosforico, oxalico e malico (NADKARNI;
NADKARNI, 1999), saponinas, fibra alimentar (48-49 g 100g™) (JIMENEZ;
RINCON; SAURA, 2001) e acido ascoérbico (50-100 mg 100g) com teores
superiores aos da laranja (THAIPONG et al., 2005), lim3o Tahiti, pimentdo-
verde e maracuja (OLATUNJI-BELLO et al., 2007), o que faz da goiaba um dos
frutos mais completos e equilibrados no que diz respeito ao valor nutritivo
(MANICA, 2002).

Os compostos fenodlicos também fazem parte da constitui¢do quimica do
fruto. Os compostos fendlicos presentes nos frutos de goiaba sdo: isoquercetina,
quercetina (OLATUNIJI-BELLO et al., 2007), miricetina, antocianinas, acido
caféico, acido feltirico, quavina B (THAIPONG et al., 2005). Os frutos imaturos
contém elevados teores de taninos, tais como: o acido elagico e galico, que

causam uma sensa¢ao adstringente, quando ingeridos.
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3.2.2 Folhas

As folhas da goiabeira apresentam Oleos essenciais, cujos principais
componentes sao o a-pineno, B-pineno, limoneno, mentol, bisabolol, 1,8-cineol,
alcool isopropil, B-cariofileno, nerolidol, selinenol e cariofileno (DOMINGOS et
al., 2003; LI et al., 2003).

Além dos oleos essenciais, as folhas apresentam uma diversificada
composicdo de compostos fendlicos. Os principais flavonoides relatados na
literatura sdo a quercetina, canferol e miricitina, guavin B (ALMEIDA et al.,
2006). Em folhas maturas, foram encontrados miricitina (208.44 mg kg ),
luteolina (51.22 mg kg '), quercetina (2883.08 mg kg ') e canferol (97.25 mg
kg") (VARGAS et al., 2006). Os 4cidos galico (1000-1600 pg g') e feralico
(100-600 pg g™) foram detectados por Chen e Yen (2007).

Furlan e Salatino (2006) identificaram a presenca de 14 picos de
flavonoides em duas cultivares (Paluma e Pedro Sato), sendo a maioria
derivadas da quercetina. Os mais abundantes foram quercetina-3-O-arabinose,
quercetina-3-O-glucosila, quercetina-3-O-xilosila, quercetina-3-O-ramnosila e

diglicosideo de quercetina.

3.3 Atividade bioldgica

As folhas e frutos da goiabeira foram introduzidos na terapéutica
popular para aliviar, curar e prevenir varias doengas. Tém sido usados para o
controle do diabete mellitus, hipertensdo (YUSOF; SAID, 2004), distarbios
gastrointestinais (diarréia, dores de estomago, gastrointerite, indigestdo e
disenteria) (LOZOYA et al., 1999; ZHANG et al., 2003) e doengas
cardiovasculares (YAMASHIRO et al., 2003).
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Além disso, possui a¢des anti-inflamatoria (MURUGANANDAN et al.,
2001), antimicrobiana (CHAH et al., 2006; SATO et al., 2000), antioxidante
(QIAN; NIHORIMBERE, 2004; THAIPONG et al., 2006), hepatoprotetora
(ROY; KAMATH; ASAD, 2006), anticancerigena (CHEN; YEN, 2007) e anti-
malarica (NUNDKUMAR; OJEWOLE, 2002).

As atividades bioldgicas da goiabeira no organismo humano estdo
associadas principalmente com seus teores de compostos fendlicos, tais como
acido felurico, quercetina, guavin B (THAIPONG et al., 2005), acido galico e
acido cafeico e aos elevados teores de acido ascorbico (JIMENEZ; RINCON;
SAURA, 2001).

3.4 Espécies reativas e estresse oxidativo

Radicais livres s3o todas as espécies quimicas que possuem um ou mais
elétrons desemparelhados em sua ultima camada eletronica conferindo um alto
poder de reatividade, podendo causar danos ao organismo por reagir com
praticamente qualquer molécula que entra em contato (HALLIWELL, 2006).
Sdo denominados de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) ou Nitrogénio
(ERNs); sua produgdo ocorre de forma continua pelas células como parte dos
seus processos metabolicos (HALLIWELL, 2001).

Normalmente, as EROs sdo mantidas em baixas concentracdes pelo
sistema de defesa antioxidante, mas quando sua producdo estd aumentada, elas
podem sobrecarregar a capacidade desse sistema, resultando num estado pro-
oxidante chamado de estresse oxidativo (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
HALLIWELL, 2001).

O estresse oxidativo favorece a ocorréncia de ataques das EROs a
componentes celulares, podendo resultar em lesdes oxidativas em

macromoléculas e diversas estruturas celulares que, se ndo forem reparadas, irdo
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alterar a funcionalidade de células, tecidos e 6rgdos. Estdo presentes em uma
grande variedade de condi¢des patologicas e acredita-se que funcione como
agente patogenético em muitas dessas condi¢oes (VICTOR et al., 2009).

Em condigdes fisiologicas do metabolismo celular aerdbio, o O, sofre
redugdo tetravalente com aceitagdo de quatro elétrons, resultando na formagao
de H,O. Durante esse processo, sdo formados intermedidrios reativos, como
radical anion superoxido (O,e-), radical hidroxila (OHe) e perdxido de
hidrogénio (H,O,) (Figura 1). Outras espécies reativas formadas durante os
processos metabolicos sdo o oxigénio singleto ('0,), radical alquila (R’), radical
alcoxila (RO"), hidroperdxido (ROO), o6xido nitrico (NO) e peroxinitrito
(ONOO). As EROs podem surgir também de outras fontes, como NADPH
oxidase, xantina oxidase, oxido nitrico sintase, auto-oxida¢ao de catecolaminas,
aumento dos niveis de angiotensina II e aldosterona, e liberagdo de citocinas
pré-inflamatorias. Raios-X, ultra-som e luz ultravioleta sdo fatores fisicos que
também promovem a formagdo dessas moléculas reativas (BARREIROS;

DAVID; DAVID, 2006; BERRY; HARE, 2004; CHATTERJEE, 2009).
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Figura 1 Redugdo do O, a H,O na cadeia de transporte de elétrons
Fonte: Barreiros, David e David (2006)
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O radical anion superdxido (O,"), formado na redug¢do do oxigénio e
ativagdo dos neutréfilos, mondcitos, macroéfogos e eosinofilos, ndo ¢é reativo,
mas ao reagir com o 6xido nitrico (NO), forma o radical peroxinitrito (ONOO-).
Além disso, o O,°- é capaz de inativar enzimas que possuem um centro ferro-
enxofre, causando a liberacdo do ion ferro (FERREIRA; MATSUBARA, 1997;
HALLIWELL; ZHAO; WHITEMAN, 1999).

O radical hidroxila (HO®) é uma das EROs mais toxicas ao organismo;
devido a sua meia-vida muito curta, dificilmente pode ser sequestrado in vivo.
Atua no proprio local onde foi gerado sobre macromoléculas, levando a
modificagdes celulares que poderio provocar a morte celular (GOUVEA, 2004).

O peroéxido de hidrogénio (H,0,) é considerado como uma ERO pelas
reagdes que pode desencadear e os radicais que pode gerar. Pode ser gerada pela
dismutagdo do superoxido e por acdo de algumas enzimas, como a xantina
oxidase. O H,0, pode degradar algumas hemeproteinas, como a mioglobina e
hemoglobina, liberando ferro (FERREIRA; MATSUBARA, 1997,
HALLIWELL; GUTTERRIDGE, 2007).

O estudo sobre os mecanismos de lesdo oxidativa tem confirmado a agdo
catalitica dos metais nas reagdes que levam a essas lesdes. O papel dos metais na
formagdo dos radicais livres ¢ confirmado pelas reagdes de Fenton e de Haber-
Weiss, conforme descrito abaixo (HALLIWELL; ZHAO; WHITEMAN, 1999).
O ferro, sendo o metal mais abundante do nosso organismo, € o mais capacitado
para catalisar as reagdes de oxidagao.

Retardar ou inibir a oxidagdo de substratos oxidaveis ¢ o papel dos
antioxidantes, reduzindo, dessa forma, o dano celular. Sdo importantes como
forma de prevenc¢do e tratamento de doencas nas quais o estresse oxidativo esta

envolvido.
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Reacdo de Fenton:

FCH + 02 (_)Fe+++ + 02:
20, +2H" —» 0, + H,0,
Fe™ +H,0, > Fe™" + OH +OH"

Reacdo de Haber-Weiss:

Fe™ + O, < Fe™+ 0,

Fe™ +H,0, > Fe"™" + OH +OH"
0, +H,0, > 0, +OH +OH*

3.5 Lipoperoxidacéo

A lipoperoxidacdo consiste na incorporacao de oxigénio molecular a um
acido graxo poliinsaturado, produzindo radicais lipoperdxido (alquila (L),
alcoxila (LO") e peroxilas (LOO")), hidroperéxidos lipidicos (LOOH) ¢ produtos
da fragmentagdo, como dialdeido malénico (LIMA; ABDALLA, 2001). Ocorre
em trés etapas — iniciagdo, propagacao ¢ término (Figura 2).

Nessa etapa, o acido graxo poliinsaturado sofre ataque de uma espécie
reativa para abstrair um atomo de hidrogénio a partir de um grupo metileno (-
CH,-), formando um radical de carbono. Esse radical é estabilizado por um
rearranjo molecular para formar um dieno conjugado. Em meio aer6bico, o
radical alquila formado se combina com o oxigénio, formando o radical
peroxila, o qual pode abstrair um hidrogénio alilico de outro acido graxo,
gerando outro radical de carbono e promovendo a etapa de propagacdo. Nessa
etapa, formam-se diversos peroxidos, que podem ser mensurados, servindo
como indice de oxidacdo lipidica no organismo humano. A rea¢do do radical
peroxila com o atomo de hidrogénio abstraido gera um hidroperdxido lipidico

(LOOH). A terceira e ultima etapa, a fase de terminagdo, ocorre pela aniquilagdo
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dos radicas formados, originando produtos ndo radicalares (HALLIWEL;

CHIRICO, 1993; LIMA; ABDALA, 2001).

1) INICIACAO ]/\=/1\=/\R Acido graxo LI
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. AN A _/\;—-—*/w_/\=/\x
.2_\ ™
COH
WR - ]/\:/\:/\3
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Rad:cal peraxila 1LOQ" )
111) TERMINACAO L' +L" SRR

LOO" + 100" = LOH +L=0
oG +L" = LooL

Figura 2 Esquema das principais reagdes ocorridas durante o processo de
lipoperoxidagdo
Fonte: Barreiros, David e David (2006)

Os mecanismos e a sequéncia de eventos pelos quais os radicais livres
interferem nas fungdes celulares ndo estdo completamente elucidados, mas um
dos mais importantes eventos parece ser a lipoperoxidacdo, a qual resulta em
dano da membrana celular, que pode eventualmente levar a morte celular. Esse
processo promove grave alteracdo da membrana celular, causando perda da
fluidez, alteragcdo da funcgdo secretora e dos gradientes idnicos transmembrana,

perda da seletividade na troca idnica, com liberagdo do contetido de organelas,
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levando a formagdo de produtos citotdxicos, até a morte celular (VOLP et al.,
2008).

As lipoproteinas do plasma sao alvos de ataques dos EROs, promovendo
sua oxidagdo com modificagdo da estrutura lipidica e proteica das
apolipoproteinas, o que gera alteragdes nas suas propriedades fisico-quimicas. O
conteudo de antioxidantes da particula de LDL ¢ crucial para sua protecdo. Seus
principais antioxidantes sdo a vitamina E, carotenoides e o ubiquinol-10
(ESTERBAUER et al., 1992). Estudos in vitro mostraram que a oxidacdo de
LDL somente se inicia apds o estresse oxidativo haver depletado o conteudo de
antioxidante celular. In vivo, é provavel que a magnitude do processo oxidativo
e, mesmo, a ocorréncia ou ndo de oxidacdo de LDL dependa do balango entre a
intensidade da agressdo oxidativa e a capacidade das defesas antioxidantes.

O processo de modificacdo oxidativo da LDL ocorre em cascata, com a
formacao de radicais peroxila provenientes dos lipidios da camada externa da
lipoproteina. A cadeia de reagdes oxidativas se propaga para o centro da
lipoproteina, modificando os acidos graxos e colesterol. Por fim, o dano
oxidativo atinge as proteinas da molécula, resultando em uma completa
modificagdo da estrutura inicial da lipoproteina (AVIRAM et al., 2000).

A LDL oxidada afeta a vasodilatagdo dependente do endotélio, mediante
do decréscimo da biodisponibilidade do o6xido nitrico (NO), propiciando o
desenvolvimento da ateroesclerose.

A avaliagdo da oxidagcdo das lipoproteinas pode ser realizada pela
mensuracdo: 1) dos produtos derivados da lipoperoxidacdo e da modificagdo
oxidativa dos residuos de aminoacidos das apolipoproteinas; 2) da oxidabilidade
das lipoproteinas in vitro; 3) pela detecgdo direta das particulas de lipoproteinas
modificadas (LIMA; ABDALLA, 2001).

Os produtos derivados da oxidacdo de acidos graxos insaturados e do

colesterol s@o: isoprostanos, hidroperoxidos lipidicos, aldeidos e fosfolipideos
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oxidados, esses produtos podem ser determinados nos fluidos bioldgicos por
meio de técnicas cromatograficas e colorimétricas (ABDALLA; SENA, 2008).
Os aldeidos sdo formados pela clivagem beta da cadeia dos acidos
graxos oxidados. Entre eles, tém-se o dialdeido maldnico e o 4-hidroxinonenal
(Figura 3), que se ligam aos residuos de aminoacidos positivamente carregados
das apolipoproteinas, produzindo alteragdes de cargas na superficie das

lipoproteinas (MOORE; ROBERTS, 1998).

/ CsHiy

OH
Dialdeido malonico 4-hidroxinonenal
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Figura 3 Estrutura quimica dos aldeidos derivados da lipoperoxidacio
Fonte: Barreiros, David e David (2006)

A determinagdo da concentracdo do dialdeido maldnico pela sua
condensac¢do com o acido tiobarbitirico em meio acido a 90° C, formando o
composto MDA:TBA (1:2), C;HgN4S,04.H,0, que tem absor¢do maxima em
532 nm e ¢ uma das técnicas mais utilizadas para determinar o grau de

lipoperoxidagao (LIMA et al., 2001).

3.6 Antioxidantes

O excesso de radicais livres no organismo ¢ combatido por antioxidantes

produzidos pelo corpo ou absorvidos da dieta. De acordo com Halliwell e

Chirico (1993), antioxidante ¢ qualquer substincia que, quando presente em
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baixa concentracdo comparada & do substrato oxidavel, regenera o substrato ou
previne significativamente a oxidagdo do mesmo. Portanto, sdo compostos que
protegem os sistemas biologicos contra os efeitos deletérios das reagdes que
levam a oxidagdo de macromoléculas ou de estruturas celulares (BRAMBILLA
et al., 2008; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

O mecanismo de defesa antioxidante do organismo inclui antioxidantes
endogenos representados por enzimas como: superéxido dismutase, catalase e a
glutationa peroxidase e fatores ndo enzimaticos: glutationa, nicotinamida
adenina dinucleotidio fosfato (NADPH), coenzima Q e proteinas que se ligam a
metais (ferritina, lactoferrina, albumina e ceruloplasmina) (DUTHIE; BROWN,
1994) e antioxidantes exogenos: acido ascorbico, vitamina E, carotenoides e
compostos fenolicos que sdo adquiridos a partir da dieta (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006).

Os antioxidantes sdo classificados de acordo com o modo de acdo, em
primarios e secundarios. Podendo ser sequestrantes de radicais livres, de
oxigénio e de ions metalicos capazes de catalisar a oxidacdo lipidica. Os
antioxidantes primarios reagem com radicais lipidicos de alta energia, para
converté-los a produtos mais estdveis. Ja4 os secundarios, conhecidos como
preventivos, t€ém a fung@o de retardar a iniciagdo da reacdo em cadeia por quebra
dos hidroperéxidos. Esses ultimos atuam como um suporte aos antioxidantes

enddgenos e sdo obtidos por meio da dieta (DUARTE et al., 2009).

3.6.1 Antioxidantes naturais

Os antioxidantes naturais estdo presentes nos vegetais € 0 seu consumo
esta associado a diminui¢@o do risco de doengas cardiovasculares e cancer, o que
¢ indicado por varios estudos epidemiologicos. Um dos principais aspectos

relacionados ao efeito protetor desses vegetais tem sido atribuido & presenca de
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compostos fendlicos, vitamina C, B- caroteno e vitamina E (OLIVEIRA et al.,

2009).

3.6.1.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos, produtos secundarios do vegetal, constituem
um amplo e complexo grupo de fitoquimicos, com mais de 8000 estruturas
conhecidas. Tém sido destacados por apresentarem efeito benéfico na prevengao
de doencas cardiovasculares, canceres, inflamagdes e doengas degenerativas.
Séo classificados como antioxidantes por serem agentes redutores que possuem
a capacidade de proteger o organismo contra o estresse oxidativo. O organismo
humano ndo produz essas substincias quimicas protetoras, cabendo ao homem
obté-las por meio da alimentagao (OLIVEIRA et al., 2009).

O entendimento da sua estrutura quimica é importante para que se
possam avaliar os efeitos biologicos como: disponibilidade, atividade
antioxidante, interagdes especificas com receptores celulares e enzimas, entre
outras (ENGLER; ENGLER, 2004).

Os compostos fendlicos sdo substancias que possuem um ou mais anéis
aromaticos com um ou mais grupos hidroxilas, incluindo derivados funcionais
(ésteres, acidos, etc) (VOLP et al., 2008). Variam desde moléculas simples,
como os acidos fenolicos, até compostos altamente polimerizados, como os
taninos. Nas plantas, apresentam-se em forma conjugada com um ou mais
residuos de agticares unidos aos grupos hidroxilas (SIMOES et al., 2004).

Os compostos fendlicos podem se agrupar em diferentes classes,
dependendo da sua estrutura quimica basica, podendo ser classificados como:
4cidos fenolicos, flavonoides, taninos, estilbenos e lignanas (SIMOES et al.,

2004).
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Os acidos fendlicos podem ser subdivididos em dois grandes grupos: os
acidos  hidroxibenzoicos (como exemplos: 4acidos p-hidroxibenzoico,
protocatequina, vanilico, seringico e galico) e os acidos hidroxicindmicos (p-

cumarico, cafeico e ferulico ) (Figura 4) (SIMOES et al., 2004).

OH
° OH

Ry
Rz
Ra

Hidroxidocindmico Hidroxibenzoico

Figura 4 Estrutura basica dos derivados dos acidos fenolicos
Fonte: Simdes et al. (2004)

Os flavonoides sdo os compostos fenolicos mais abundantes. Sao
caracterizados por possuirem dois anéis aromaticos conectados por uma ponte de
trés atomos de carbono (Figura 5). Sdo subclassificados em seis grupos
principais, de acordo com o grau de oxida¢do do oxigénio heterociclico:
flavonas (como exemplo: luteolina), flavondis (quercetina), catequinas ou
flavandis (epicatequina), flavanonas (naringenina), antocianinas (cianina) e

isoflavonas (daidzeina) (SIMOES et al., 2004; VOLP et al., 2008).
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Figura 5 Nucleo fundamental dos flavonoéides
Fonte: Simdes et al. (2004)

A atividade antioxidante se deve a capacidade de doar hidrogénio, que ¢
dependente do numero e da posi¢do dos grupamentos hidroxilas e sua
conjugagdo, assim como da presenca de elétrons doadores no anel aromatico da
estrutura, devido a capacidade que o grupo aromatico possui de suportar o
desaparecimento de elétrons. A eficacia desses compostos diminuem com o
aumento do numero de hidroxilas substituidas por moléculas de acgucar
(OLIVEIRA et al., 2009; VOLP et al., 2008).

Entre os antoxidantes naturais, os flavonoides estdo entre os de maior
carater lipofilico, perdendo apenas para o a-tocoferol; porém, Auger et al.
(2004) e Teissedre et al. (1996) demonstraram que os flavonoides catequinas e
procianidinas sdo mais potentes para inibir a oxidagdo das LDL do que o o-
tocoferol. Essa observacdo se deve a localizagdo dos antioxidantes nas
membranas lipidicas. Os a-tocoferdis estdo presentes dentro da bicamada dos
fosfolipideos, o que os tornam menos acessiveis, ao passo que os flavonoides se
localizam na superficie polar da bicamada da membrana, aumentando a sua

capacidade em capturar os radicais livres presentes no sangue.
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Alguns compostos fendlicos tém agdo hipocolesterolémica mediada por
reduc@o na absor¢do de colesterol no intestino, aumento na excre¢do de acidos
biliares e inibicdo da a¢do de enzimas de substincias de resposta inflamatdria
(MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2004).

Relatos da literatura mostram uma correlacdo entre o consumo de
compostos fendlicos presentes nos vegetais e a inibicdo da oxidacdo de LDL,
prevenindo o desenvolvimento de doengas cardiovasculares (PERSON et al.,
1999; SOUZA et al., 2008). Além da atividade como antioxidante de LDL, os
flavonoides apresentam atividade antiplaquetaria e anti-inflamatoria (RIQUE;
SOARES; MEIRELLES, 2002).

A estrutura quimica é um fator determinante da proporcao e extensdo da
absor¢do dos compostos fendlicos. No momento da ingestdo, ndo ocorre uma
digestdo, pois a saliva ndo tem o poder de realizar essa acdo sobre os compostos
fenolicos. Alguns compostos fendlicos sofrem & acdo do suco gastrico,
quebrando em moléculas menores. Nas células intestinais, ocorrem duas
importantes agdes: a deglicosilagdo dos compostos ligados ¢ a glicuronagdo do
composto fenolico na forma livre a uma molécula de albumina, acdo que
influencia a sua capacidade de difusdo através das membranas bioldgicas. No
figado, ocorre a adigdo de um grupo sulfato ou metila com a fungao de diminuir
a toxicidade do composto e aumentar seu tempo de circulagdo no organismo
antes da sua eliminagdo (GERMANO et al., 2006; HOLST; WILLIAMSON,
2008). Os compostos fenodlicos de elevado peso molecular e alto grau de
polimerizagdo ndo sofrem acdo enzimdtica no trato gastrointestinal e ndo sdo
absorvidos no intestino delgado, sendo eliminados pelas fezes. A eliminagdo de
compostos de menor peso molecular é realizada pela urina ou pela bile, via pela
qual os compostos ainda podem chegar ao duodeno e serem absorvidos

(RODRIGUES et al., 2008).
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A extragdo dos compostos fenodlicos nos vegetais ¢ influenciada por
varios fatores, tais como: sua natureza quimica, o método de extracdo, o
tamanho das particulas da amostra, o tempo e as condi¢des de estocagem da
amostra, bem como a presenga de substancias interferentes. Os extratos
fenolicos sdo sempre uma mistura de diferentes classes de compostos fenolicos
que sdo soluveis no solvente utilizado. Segundo Souza et al. (2008), o uso de

solugdes hidroalcoolicas oferece um resultado satisfatorio na extragao.

3.6.1.2 Vitamina C (ascorbato)

O 4cido ascorbico é uma vitamina hidrossolivel encontrada nos
compartimentos aquosos. Sua oxidacdo produz inicialmente o radical
semidesidroascorbato, que € pouco reativo, podendo ser reconvertido em
ascorbato ou duas moléculas dele podem sofrer desproporcionamento,
originando uma molécula de desidroascorbato e regenerando uma molécula de
ascorbato. O desidroascorbato pode ser, entdo, regenerado para ascorbato
mediante um sistema enzimatico, ou ser oxidado irreversivelmente, gerando

oxalato e treonato (Figura 6) (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).
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Figura 6 Ciclo oxidativo do ascorbato
Fonte: Barreiros, David e David (2006)

A vitamina C exerce um papel fundamental na inibicdo da
lipoperoxidagdo, atuando de duas maneiras:

- no plasma sanguineo, atua na prevengdo pela reacdo com as EROs e
ERNS presentes;

- na restauracdo, doando hidrogénio ao radical lipidico.

Nas membranas celulares, atua em parceria com o a-tocoferol. O radical
livre normalmente abstrai um préoton do carbono metilénico alilico, e o radical
alquila (L) formado rapidamente adiciona oxigénio tripleto, gerando o radical
peroxila (LOOe¢). Nessa etapa, o a-tocoferol age, doando um hidrogénio para

esse radical, formando o hidroperoxido (LOOH) e o radical tocoferoxila. O
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ascorbato na interface da membrana celular regenera o tocoferol, doando um
hidrogénio e transformando-se em semidesidroascorbato (BARREIROS;

DAVID; DAVID, 2006).

3.6.1.3 Carotenoides

Entre os carotenoides, o B-caroteno (Figura 7) é a mais importante fonte
de vitamina A. Eles formam um tipo incomum de agentes redutores bioldgicos,
pois reduzem melhor os produtos de oxidacdo a baixos niveis de oxigénio. Na
maioria dos tecidos bioldgicos, o nivel de oxigénio é baixo, de modo que os
carotenoides adquirem importancia como antioxidantes (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006).

(\ﬁ(\\\\\\\\

X

Figura 7 Estrutura quimica do B-caroteno
Fonte: Barreiros, David e David (2006)

A principal atividade antioxidante dos carotenoides ¢ a desativagdao do
oxigénio singlete, sendo a velocidade para essa reagdo superior a dos tocoferois.
A desativacdo do oxigénio ocorre de duas formas: pela transferéncia fisica da
energia de excitacdo do oxigénio para o carotenoide e pela reagdo quimica do
carotenoide com o oxigénio. Outra atividade recentemente estudada é do
sequestro de radicais peroxila (BURRI, 1997; PALACE et al., 1999).

O processo completo de oxidacdo dos carotenoides pode ser dividido em

duas etapas. Na primeira, ocorre a formagdo de éteres ciclicos e compostos
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carbonilicos. Na segunda etapa, os produtos primarios sdo convertidos em
compostos carbonilicos de cadeias menores, com liberacdo de CO, e acidos
carboxilicos (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Outro aspecto da atividade dos carotenoides diz respeito a polaridade.
Aqueles que possuem grupos polares nos anéis A e B sdo efetivos na prevengdo
da oxidacdo das membranas. Essa polaridade os localiza de maneira tal, que
estdo em contato mais préximo com a fase aquosa, reagindo com os radicais que
penetram a membrana. Os apolares, tais como o licopeno e o B-caroteno sdo
mais regeneradores que preventivos, combatendo os radicais formados com mais
eficiéncia no interior da membrana (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
BURRI, 1997; PALACE et al., 1999).

3.6.2 Antioxidantes enzimaticos

A defesa enzimatica envolve a ag¢do conjunta de algumas enzimas
antioxidantes: Superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e

outras.
3.6.2.1 Superdxido dismutase

A SOD pertence ao grupo das metalo enzimas e atua catalisando a
dismuta¢do do radical superdoxido (O;”) em oxigénio molecular ¢ peréxido de

hidrogénio, segundo a equacao abaixo (LESTER; JIFON; CROSBY, 2009).

202._+2H+ >H202+02

Existem trés isoformas de SOD no organismo, dependendo de sua

localizacdo e do metal componente: SOD1, SOD2 ¢ SOD3. A SOD1 ¢ SOD3



44

contém Cu*" e Zn*" como centros redox e ocorre no citossol, sendo que sua
atividade ndo ¢ afetada pelo estresse oxidativo (ZELKO; MARIANI; FOLZ,
2002).

A SOD2 contém o Mn*>* como centro redox, ocorre na mitocondria e sua
atividade ¢ aumentada com o estresse oxidativo (GALLAGHER et al., 2009).
Em situacdes de hipercolesterolemia, ocorre a superexpressio da MnSOD, que
atua bloqueando a adesdo de mondcitos, impedindo a inibi¢do da atividade do
oxido nitrico sintetase e a ativagdo e a agregacdo plaquetaria (SCHWENKE et

al., 2003; YAMAGISHI et al., 2001).

3.6.2.2 Sistema glutationa peroxidase (GSHPx)/glutationa redutase (GSHR)

Este sistema é composto pela glutationa (GSH), em conjunto com duas
enzimas: glutationa peroxidase (GPx ) e glutationa redutase (GR). Ele catalisa a
dismutagdo do H,O, em H,O e O,, e a glutationa opera em ciclos entre sua forma
oxidada e sua forma reduzida. A glutationa (GSH) reduz o H,0, a H,O em
presenca da glutationa peroxidase, formando uma ponte dissulfeto e, em
seguida, a glutationa oxidada (GSSG) ¢ regenerada a custa de NADPH, pela
acdo da glutationa redutase, segundo a equacdo descrita abaixo (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006).

2GSH + H,0, &% GSSG + 2H.O
GR

GSSG + NADPH + H*+ . 2GSH + NADP+
GSH

H.O: + NADPH + H* : 2H.O + NADPH
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3.7 Fibra alimentar

A American Association of Cereal Chemists - AACC (1995) descreve
fibra alimentar como sendo o remanescente da parte comestivel de plantas e
carboidratos andlogos que sdo resistentes a digestdo e & absor¢do no intestino
delgado de humanos, com completa ou parcial fermenta¢do no intestino grosso.
Isso inclui polissacarideos, oligossacarideos, lignina e substincias associadas,
permitindo que possam ser incluidos na categoria de alimentos funcionais, pois a
sua utilizacdo dentro de uma dieta equilibrada ou balanceada pode reduzir o
risco de certas doencas (dislipidemias, diabetes mellitus, doengas cardiacas e
doengas relacionadas ao intestino) (FOOD AND AGRICULTURAL
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS - FAO, 1998; FOOD AND
DRUG ADMINISTRATION - FDA, 1998).

As fibras podem ser classificadas de acordo com a estrutura como
polissacarideos, em relacdo a sua solubilidade em agua e grau de fermentacao
(pela acdo das bactérias anaerdbicas no intestino grosso) em soliveis e
insoluveis, as quais exercem diferentes fungdes no organismo humano. A fragdo
insoluvel ¢ constituida por celulose, hemicelulose, lignina ¢ amido resistente, ¢ a
fragdo soltuvel, por hemicelulose soluvel, pectina, gomas e mucilagem (LIMA,
2009).

As fibras soluveis caracterizam-se por ser rapidamente degradadas no
intestino grosso, possuirem alto grau de fermentagdo e alta capacidade de fixar
substancias organicas e inorganicas, sequestrando os sais biliares, o que acarreta
um aumento de sua excre¢do e, consequentemente, uma redugdo na sua
circulacdo enteropatica. Com isso, o organismo tenta suprir o déficit de sais
biliares, sintetizando-os a partir de suas reservas de colesterol. As fibras
insoluveis, em geral, sdo pouco fermentadas e aceleram o tempo de transito

intestinal devido a absor¢io de agua (MARQUES, 2001). Como consequéncia,
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os principais efeitos sdo o aumento da frequéncia da evacuacdo e diminuicdo do
tempo de transito no célon, prote¢do contra infecgdo bacteriana, melhorando ou
prevenindo a constipa¢do, diminuindo o risco de hemorroidas e diverticulite
(MAFFEI, 2004).

As fibras s3o substratos para a fermentacao bacteriana que resultam na
formacao de gases (hidrogénio, metano e didxido de carbono) e 4cidos graxos de
cadeia curta (acido acético, lactico, propidnico e butirico). Esses acidos exercem
papel importante na fisiologia do intestino, como principal fonte de energia,
melhoram o fluxo sanguineo, aumentam a absor¢do de agua e sodio, diminuem o
pH, fundamentais pelas propriedades ao trofismo intestinal e atuam no
metabolismo da glicose e do colesterol (BEHALL; SCOLFIELD;
HALLFRISCH, 2004; LI et al., 2003; LIMA, 2009).

A FDA (1998) determinou um valor diario de 25 g de fibras para uma
dieta de 2000 calorias, sendo considerado satisfatorio o consumo de 5 g de fibras

em cada refeigao.

3.8 Aterosclerose e hipercolesterolemia

A aterosclerose ¢ uma doenca inflamatéria cronica de origem
multifatorial, que ocorre em resposta a agressdoes endoteliais, acometendo a
camada intima de artérias de médio e grande calibre (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA - SBC, 2007). Ela se manifesta
clinicamente por doencas cardiovasculares, que sdo as doengas cardiacas e as
doengas cerebrovasculares.

A progressdo desse processo inflamatério ¢ mantida pela interagdo entre
lipoproteinas modificadas, macrofagos derivados de mondcitos, linfocitos T e
constituintes celulares normais da parede arterial, com propriedades de

reparagdo tecidual, ocorrendo espessamento e endurecimento das lesdes arteriais
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(ABDALLA; SENA, 2008; SIGNORI et al., 2007).

Ha vérias hipodteses sobre o inicio do progresso aterogénico. A que mais
se destaca ¢ a hipOtese oxidativa que afirma que o inicio do processo
aterosclerotico ocorre quando as particulas de LDL sofrem modifica¢des
oxidativas pelos radicais livres formados pelo estresse oxidativo, transformando
em LDL oxidadas (LDL-o0x), sendo esses os responsaveis pelos danos no
endotélio vascular (STEINBERG et al., 1989). Embora as diferentes teorias
direcionem mecanismos diversos para explicar a aterosclerose, existem pontos
comuns, como, por exemplo, o envolvimento da inflamagdo e a LDL como
particula central no processo (STOCKER; KEANEY, 2004).

O processo de oxidagdo das LDL se d4 em cascata, com a formagao de
radicais peroxilas provenientes dos lipidios da camada externa. A cadeia de
reacdes oxidativas se propaga para o centro da lipoproteina, modificando os
acidos graxos poliinsaturados e colesterol (AVIRAM et al., 2000). Os radicais
peroxilas formados interagem com os residuos de aminodcidos das
apolipoproteinas, modificando-as, o que resulta em uma menor afinidade pelos
receptores de LDL ndo oxidadas e em um aumento da afinidade pelos receptores
scavenger dos macrofagos (BROWN; GOLDSTEIN, 1983).

As particulas de LDL-ox estimulam o processo de surgimento de
moléculas de adesdo leucocitaria pelas células endoteliais (SBC, 2007). As
moléculas de adesdo sdo responsaveis pela atracdo de mondcitos e linfocitos
para a parede arterial. Os mondcitos migram para o espago subendotelial, onde
se diferenciam em macréfagos, que, por sua vez, captam as LDL-ox. Os
macrdfagos repletos de lipidios sdo chamados de células espumosas e sdo o
principal componente das estrias gordurosas, lesdes macroscopicas iniciais da
aterosclerose (SANZ; FAYAD, 2008).

O actmulo de lipidios na parede arterial induzira a liberagdo de citocinas

inflamatorias pelos macrofagos. Essas citocinas estimulam a migracdo e
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proliferacdo das células musculares lisas da camada arterial para a intima. Estas,
ao migrarem para a intima, passam a produzir citocinas, fatores de crescimento e
matriz extracelular, que formara parte da capa fibrosa da placa aterosclerotica
(SANZ; FAYAD, 2008). Os danos desenvolvidos pelas artérias podem sofrer
complica¢des, de modo que calcificagdes e ulceragdes na superficie do endotélio
em contato com o sangue podem levar a ruptura da superficie da placa. Como
consequéncia ocorrerd o desenvolvimento de hemorragia ou hematoma,
terminado por causar microembolia e trombose, que podem fechar a artéria e,
em casos severos a aterosclerose enfraquece de tal maneira os vasos que provoca

dilatacao arterial ou aneurisma (KATAR; GLASZ, 2001).
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CAPITULO 2

SUBSTANCIAS ANTIOXIDANTES E MINERAIS DAS FOLHAS E
FRUTOS DE TRES CULTIVARES DA GOIABEIRA

RESUMO

A goiabeira (Psidium guajava) ¢ uma planta nativa brasileira € pouco
estudada quanto a composicdo de suas substincias antioxidantes e atividade
antioxidante dos seus frutos e principalmente de suas folhas. Objetivou-se com
este trabalho determinar essas substancias e a atividade antioxidante das farinhas
e extratos etanolicos/acetonicos das folhas e frutos das cultivares Pedro Sato,
Paluma e Século XXI. Foram selecionados 60 frutos de cada, cultivar levando-se
em consideracdo o grau de maturacdo. Os frutos foram lavados, picados,
congelados em nitrogénio liquido e liofilizados. As folhas foram lavadas e
colocadas em estufa a 37 °C, durante cinco dias. Ambas as partes foram
trituradas em moinho para a obtencdo das farinhas. Os extratos
etandlicos/acetonicos foram preparados por meio da maceracdo em
etanol/acetona (70/30), na propor¢do de 1:50 (p/v), por 24 horas e, em seguida,
filtrados. O sobrenadante foi recolhido e armazenado e o residuo foi reutilizado
nas mesmas condicdes. Os dois sobrenadantes foram reunidos, submetidos a
evaporagao e, posteriormente, liofilizados para a obtengdo dos extratos secos. Os
teores de fibra alimentar foram maiores para as folhas, ndo variando entre as
cultivares. As folhas n3o apresentaram diferencas no teor de vitamina C, ¢ a
cultivar Século XXI apresentou maior teor de vitamina C nos frutos. O teor de
beta-caroteno foi maior para as folhas, tendo a cultivar Paluma maior teor; ja em
relagdo aos frutos, ndo houve diferenga. Os compostos fendlicos nas farinhas e
extratos das folhas foi maior, principalmente na Século XXI; ja em relacdo aos
frutos, ndo houve diferenca. As farinhas e extratos das folhas apresentaram
maior atividade antioxidante que os frutos por ambos os métodos.

Palavras-chave: Goiaba. Cultivares. Vitamina C. -caroteno.
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ABSTRACT

Guava (Psidium guajava) is a native Brazilian plant and very little studied in
relation to the composition of its antioxidant substances and antioxidant activity
of its fruits, and mainly of its leaves. The objective of this work was to
determine these substances and antioxidant activity of the flours and
ethanol/acetone extracts of the leaves and fruits of Pedro Sato, Paluma and
Século XXI cultivars. 60 fruits of each cultivar were chosen considering the
level of maturation. The fruits were washed, chopped, frozen in liquid nitrogen
and lyophilized. The leaves were washed and placed in a greenhouse at 37 °C,
for 5 days. Both parts were ground using a mill for obtaining the flours.
Ethanol/acetone extracts were prepared by steeping in ethanol/acetone (70/30),
in the proportion of 1:50 (p/v), for 24 hours and, right after that, they were
filtered. The supernatant was collected and stored, and the residue was reused in
the same conditions. The two supernatants were reunited, submitted to
evaporation, and after that, they were lyophilized for obtaining dried extracts.
The contents of dietary fiber were higher for the leaves, not varying among the
cultivars. The leaves did not show differences in the content of vitamin C, and
Século XXI cultivar showed higher content of vitamin C in the fruits. The
content of beta-carotene was higher for the leaves, having Paluma cultivar
higher content; however, the fruits had no difference. The phenolic compounds
in the flours and extracts of the leaves were higher mainly in Século XXI;
nevertheless, the fruits had no difference. The flours and extracts of the leaves
showed higher antioxidant activity than the fruits for both methods.

Keywords: Guava. Cultivars. Vitamin C. B-carotene.



61

1 INTRODUCAO

Desde a Antiguidade, o homem procurou conhecer os vegetais e suas
propriedades medicinais, baseando-se em descobertas casuais e que estdo sendo
comprovadas pela ciéncia. Cerca de 25% dos farmacos utilizados sdo de origem
vegetal, 75 % sdo sintéticos sendo que 50% estdo relacionados aos principios
isolados de plantas medicinais (SILVA; CECHINEL FILHO, 2002).

Em toda parte do vegetal podem ser encontradas substancias ativas dos
mais variados tipos de estruturas moleculares, sintetizadas a partir do
metabolismo primdrio, denominadas de metabodlitos secundarios. Essas
substancias participam diretamente das interagdes bioquimicas de convivéncia e
comunicagdo entre os vegetais e 0s varios organismos Vvivos no sistema
ambiental.

A goiabeira ¢ uma arvore frutifera pertecente a familia Myrtaceae, de
ocorréncia espontanea em grande parte do Brasil, destacando-se nos Estados de
Sdo Paulo, Minas Gerais, Pernambuco, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul.
Seus frutos s@o carnosos, de coloragdo amarela quando maduro com cerca de 5
cm de didmetro, seu mesocarpo de coloragdo rosa contem inimeras sementes
duras e brancas. As folhas tém um comprimento de 5-10 cm, hipoestomaticas,
com um grande nimero de tricomas e glandulas oleiferas. Ha varias cultivares
da goiabeira; as mais cultivadas para a comercializa¢do e preparo de doces e
geléias sdo Pedro Sato, Século XXI e Paluma.

Os frutos podem ser consumidos ao natural ou na forma de sucos,
geleias, doces e compotas. As folhas apresentam-se como uma alternativa no
consumo de vitaminas, minerais ¢ compostos fendlicos a baixo custo na forma
de capsulas ou preparagdes de chas.

Poucos estudos sdo encontrados na literatura relacionados aos

constituintes quimicos da goiaba, sobretudo os compostos bioativos,



62

principalmente em relacdo as folhas da goiabeira. Além disso, a busca por
alimentos funcionais e fontes naturais de substincias antioxidantes motivam
grandes investimentos por parte das industrias alimenticia, farmacéutica e
cosmética e desperta o interesse de pesquisadores.

Neste trabalho, objetivou-se determinar a composicdo dos minerais,
quantificar as substancias antioxidantes e avaliar a atividade antioxidante das
farinhas e dos extratos etanolicos/acetdnicos das folhas e frutos da goiaba das

cultivares Pedro Sato, Paluma e Século XXI.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

As folhas e frutos da goiabeira das cultivares Pedro Sato, Paluma e
Século XXI foram colhidos pela manha em um pomar comercial da cidade de
Lavras-MG, sendo, em seguida levadas ao Laboratério de Bioquimica da

Universidade Federal de Lavras, para a montagem do experimento.

2.2 Preparo das amostras

As folhas foram lavadas e colocadas em estufa a 37°C, durante cinco
dias. Apds esse periodo, foram maceradas e trituradas em moinho para a
obtencao da farinha de folhas da goiabeira.

Foram sclecionados 60 frutos de cada cultivar, levando-se em
consideracdo o grau de maturacdo, excluindo-se os frutos maduros e os muito
verdes. Os frutos foram lavados, picados, congelados em nitrogénio liquido,
liofilizados e, posteriormente, triturados em moinho para a obtencgao das farinhas
dos frutos.

As farinhas dos frutos e das folhas foram armazenadas ao abrigo da luz e

da umidade, até a realizagdo das analises.

2.3 Analises

Todas as analises foram realizadas no Laboratério de Bioquimica da

Universidade Federal de Lavras
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2.3.1 Umidade

O teor de umidade dos frutos foi realizado por liofiliza¢do, até atingir
peso constante. As folhas foram secas em estufa a 37° C, até atingir peso

constante. Em ambos os casos, o teor de umidade foi realizado diariamente.

2.3.2 Teor de minerais

As amostras foram analisadas em extratos obtidos mediante a digestdo
nitropercldrica e leitura em espectrofotometro de absorcdo atdmica, conforme

método descrito por Malavolta (1997).

2.3.3 Fibra alimentar

Os teores de fibra alimentar total, fibra alimentar solavel e fibra
alimentar insoluvel foram determinados nas folhas e nos frutos, utilizando-se o
kit dietary fiber total, marca Sigma, seguindo as técnicas propostas pela
Association of Official Agricultural Chemists - AOAC (2000). Esse método se
baseia na porc¢do nao hidrolisada do alimento que resiste a digestdo enzimatica
sequencial com a-amilase, protease e amiloglicosidase e ¢ insoluvel em etanol

entre 78% e 98%. Os resultados foram expressos em g 100g” de amostra.

2.3.4 Vitamina C

O teor de vitamina C foi determinado pelo método colorimétrico
descrito por Strohecker e Henning (1967). A vitamina C foi extraida com acido
oxalico sob agitacdo e, apos filtragdo, foi dosada no extrato, empregando-se o

2,4-dinitrofenilhidrazina e usando-se o acido ascorbico como padrao.
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2.3.5 Beta-caroteno

As amostras foram homogeneizadas com uma mistura de acetona e
hexano (4:6). Os extratos obtidos foram usados para a leitura de absorbancia em
espectofotdmetro a quatro comprimentos de onda: 435; 505; 645 e 663 nm
(NAGATA; YAMASHITA, 1992).

Os célculos das concentracdes de [-caroteno foram realizados

utilizando-se a seguinte equacdo 1:

B—Caroteno (mg 100 mL'l) = 0,216 A663 — 1,22 A 645 — 0,304 A505 + 0,452 A453
(equagdo 1)

2.3.6 Determinacéo dos compostos fenolicos

A determinacdo dos compostos fendlicos foi realizada nas farinhas das
folhas e frutos e nos seus respectivos extratos etandlicos/acetonicos.

Para a obtencdo dos extratos etanolicos/acetonicos, as farinhas das
folhas e frutos foram mantidas sob maceracdo em etanol/acetona (70/30) na
propor¢ao de 1:50 (p/v), por 24 horas e, em seguida, filtrados. O sobrenadante
foi recolhido e armazenado para posterior evaporacdo e o residuo foi reextraido
nas mesmas condi¢des. Os dois sobrenadantes foram reunidos, submetidos a
evaporagdo e, posteriormente, liofilizados para a obtengdo dos extratos secos
(RUFINO et al., 2007), os quais foram dissolvidos em agua destilada para a
determinacgdo do teor de compostos fenolicos.

Para a determinacdo dos compostos fenodlicos nas farinhas das folhas e
frutos, foi realizada uma extrag¢do das farinhas com metanol 50%, em refluxo,
por trés vezes consecutivos, a 80°C, e os extratos reunidos, evaporados até 25

mL (GOLDSTEIN; SWAIN, 1963).



66

Os compostos fenodlicos foram dosados utilizando-se o reagente de
Folin-Denis, o qual ¢ reduzido, pelos fendis, a um complexo de coloracdo azul
em solucdo alcalina, que ¢ medido a 760 nm (AOAC, 2005). Os resultados

foram expressos em mg de 4cido tinico g MS.

2.3.7 Atividade antioxidante

Dois métodos foram utilizados para a determinacdo da atividade

antioxidante.

2.3.7.1 Método DPPH

A capacidade de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)
foi realizada segundo método descrito por Thaipong et al. (2006), com
modificacdes. As amostras foram obtidas conforme descrito no item 4.3.6 ¢
diluidas em quatros concentragdes.

Aliquotas de 0,1 mL de cada concentragdo das quatro amostras
preparadas foram colocadas em diferentes tubos de ensaio. Em sequéncia, 3,9
mL da solu¢do de DPPH em metanol (0,06 mM) foram adicionados e, apés
agitacdo em vortex, os tubos foram deixados em repouso ao abrigo da luz. Ao
final de 30 minutos, a absorbancia foi medida a 515 nm e a capacidade de
sequestrar o radical, expressa em percentual, calculada em relacdo ao controle

(sem antioxidante), segundo a equagdo 2 :

% sequestro = Absorbancia do controle — Absorbancia da amostra x 100
Absorbancia do controle

(equacao 2)
Pela equacdo da reta de cada amostra, foram calculadas as

concentragdes necessarias para inibir 50% do radical DPPH'. O antioxidante



67

sintético butilhidroxitolueno (BHT) foi utilizado como padrdo, o qual foi

submetido as mesmas condi¢des das amostras.

2.3.7.2 Método beta-caroteno/acido linoleico

A metodologia utilizada foi a desenvolvida por Marco (1968),
modificada por Rufino et al. (2007). As amostras foram obtidas conforme
descrito no item 4.3.6.

Para o preparo da solugdo sistema B-caroteno/acido linoleico, utilizaram-
se 50 puL de P-caroteno diluido em cloroformio (20 g L), aos quais
adicionaram-se 40 pL de acido linoleico, 530 puL de tween 20 (emulsificante) e,
para solubilizar, 1 mL de cloroférmio. Em baldo recoberto com aluminio para
protegdo contra luz, o cloroférmio foi evaporado em rota-evaporador ¢ 100 mL
de agua saturada de oxigénio (4gua destilada tratada com oxigénio por 30
minutos) foram acrescentados e agitados até que a solugdo sistema apresentasse
coloragdo amarelo-alaranjada. Em tubos de ensaio, 5,0 mL dessa solugdo
sistema foram adicionados a 0,4 mL de amostras de farinha e extrato das folhas
e frutos nas concentragdes de 0,16 mg mL"' 0,024 mg mL™', respectivamente.
Foram feitos tubos controle contendo 5 mL da solugdo sistema com 0,4 mL de
BHT, rutina e quercetina, juntamente com as amostras. Apds homogeneizagao,
foram feitas leituras em espectrofotometro a 470 nm, utilizando-se agua
destilada para calibracdo do espectrofotometro, sendo essa a leitura do tempo
zero (inicial). Os tubos foram colocados em banho-maria, a 40°C e leituras
realizadas apos 2 horas.

Foi avaliada a porcentagem de inibicdo da oxidagdo, em que a redugdo
da absorbancia do sistema sem antioxidante (Equacdo 3) ¢ considerada como

100 % de oxidagao.
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Reducdo da absorbancia = Abs inicial — Abs final (Equagéo 3)

Correlacionou-se a queda da leitura de absorbancia das amostras com o
sistema e estabeleceu-se a porcentagem de oxidagdo (Equagdo 4). A
percentagem de protecdo contra a oxidacdo lipidica ¢ dada, subtraindo-se a

porcentagem de oxidacdo de cada amostra de 100 (Equagao 5).

% Oxidacao - [(Reduc@o Abs)amostra x 100] (Equagao 4)

(Redugdo Abs) sistema)

% Protecdo = 100 — ( % de Oxidagdo) (Equagao 5)

A acdo antioxidante de cada amostra foi verificada, comparando-se com

a atividade antioxidante das substancias utilizadas como controle.

2.4 Andlises estatisticas

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado. Para as analises do teor de minerais, fibra alimentar, vitamina C e
beta-caroteno, utilizou-se esquema fatorial 2 x 3, sendo duas fracdes da
goiabeira, trés cultivares da goiabeira, com quatro repetigdes. Para analise dos
compostos fendlicos e atividade antioxidande, o esquema fatorial foi de 2 x 2 x
3, sendo duas fracdes da goiabeira, duas formas de preparo dos extratos, trés
cultivares da goiabeira, com quatro repeticdes. A analise estatistica foi feita,
empregando-se o programa Sisvar (FERREIRA, 2000), sendo as médias
comparadas pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Nao foi aplicada analise estatistica para o mineral calcio por nao ter sido

detectado nos frutos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Umidade

Os teores de umidade (g.100g") nas farinhas das folhas e dos frutos
foram de: 71,90 + 1,34 e 84,74 + 2,74 respectivamente para a cultivar Paluma,
de 72,15 +£ 2,59 e 84,34 + 1,92 respectivamente para a cultivar Pedro Sato e de
72,05 £ 1,71 e 80,12 + 2,1 respectivamente para a cultivar Século XXI. O teor
de umidade encontrado para os frutos estdo de acordo com encontrados por
Freire et al. (2009) e Reis et al. (2007) que variou entre 84,98 a 93,36 g 100g™.
Normalmente, o teor de umidade em folhas é em torno de 63,85 a 75,45 g 100 g

'(SIMAO, 2010).

3.2 Teor de minerais

Os teores de minerais nas farinhas das folhas e frutos da goiabeira
encontram-se nas Tabelas 1 e 2.

As folhas da cultivar Pedro Sato se destacaram em calcio ¢ magnésio (
16,00 g Kg' e 3,00 g Kg', respectivamente). Seus frutos apresentaram os
maiores teores de potissio e magnésio (14,53 g Kg' e 0,70 g Kg',
respectivamente).

A cultivar Paluma se destacou apenas para o mineral potassio nas folhas
(16,03 g Kg™) e os seus frutos se destacaram paras os minerais cobre, zinco e
ferro (34,87 mg Kg™', 19,30 mg Kg' ¢ 21,25 mg Kg™', respectivamente).

As folhas da cultivar Século XXI se destacaram entre os minerais cobre,
manganés, zinco e ferro (37,93 mg Kg', 122,30 mg Kg”, 32,28 mg Kg' ¢
111,07 mg Kg'', respectivamente), porém em relagio aos seus frutos apenas se

destacou com manganés (5,13 mg Kg™).
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Os teores de calcio ndo foram encontrados nas trés cultivares dos frutos

de goiaba pela metodologia empregada.

Tabela 1 Teores médios de minerais (g Kg™") nas farinhas das folhas e frutos de
diferentes cultivares da goiabeira.

Fragdes

Cultivar Folha Fruto Minerais

Paluma 8,00 (£ 0,22) ND
Pedro Sato 16,00 (£ 0,52) ND Calcio (g Kg™)
Século XXI 10,40 (£ 0,29) ND

Paluma 16,03 Aa 14,05 Ba
Pedro Sato 8,73 Bc 14,53 Aa Potassio (g Kg)
Século XXI 13,80 Ab 13,13 Aa

Paluma 2,38 Ab 0,68 Ba
Pedro Sato 3,00 Aa 0,70 Ba Magnésio (g Kg™)
Século XXI 2,28 Ac 0,55 Bb

Médias seguidas da mesma letra minuscula nas colunas e letra maiuscula nas linhas nao
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
ND: nédo determinado
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Tabela 2 Teores médios de minerais (mg Kg') nas farinhas das folhas e frutos
de diferentes cultivares da goiabeira.

Fragdes

Cultivar Folha Fruto Mineral

Paluma 16,50 Be 3487 Aa
Pedro Sato 28.45 Ab 30.87 Aa Cobre (mg Kg™)
Século XXI 37,93 Aa 32,69 Ba

Paluma 23,48 Ac 2,58 Ba
Pedro Sato 85.40 Ab 335 Ba Manganes (mg Kg’

D

Século XXI 122,30 Aa 5,13 Ba

Paluma 28,80 Aa 19,30 Ba
Pedro Sato 30.88 Aa 14,60 Ba Zinco (mg Kg™)
Século XXI 32,28 Aa 16,10 Ba

Paluma 66,18 Ac 2125 Ba
Pedro Sato 95.50 Ab 15,70 Ba Ferro (mg Kg™)
Século XXI 111,07 Aa 13,05 Ba

Médias seguidas da mesma letra minuscula nas colunas e letra maiuscula nas linhas nao

diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Os valores de IDR (Ingestdo Diaria Recomendada) para o potassio,

magnésio, ferro, zinco, manganés, cobre e calcio sdo 4,6g/dia, 260 mg/dia, 14

mg/dia, 7 mg/dia, 2,3 mg/dia, 900 pg/dia e 1,3 g/dia, respectivamente, para

individuos adultos. Dessa forma, a ingestdo de 100 g de frutos da goiaba por dia
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estara fornecendo aproximadamente 0,52 %, 0,42 %, 0,2 %, 0,4%, 0,27% e 6,22
% dos minerais: potassio, magnésio, ferro, zinco, manganés e cobre,
respectivamente. Para o consumo de 100 g de folhas por dia que pode ser na
forma de cha ou capsulas, estara fornecendo 0,78%, 1,81%, 1,21%, 2,69%,
9,13%, 8,55 % e 1,46 % dos IDR dos respectivos minerais: potassio, ferro,
zinco, magnésio, manganés, cobre e calcio teores superiores aos fornecidos
pelos frutos.

Soares et al. (2004), analisando os teores de minerais em diversas
marcas de sucos de goiaba concentrados encontrou um teor de 0,036 g Kg' de
calcio, o que nao foi determinado nesse estudo. Para os minerais potassio,
magnésio, ferro, manganes e cobre os teores encontrados foram de 1,4 g Kg'l,
0,049 g Kg', 6,8 mg Kg', 0,9 mg Kg' e 0,37 mg Kg', respectivamente. Com
excegdo do cobre todos os minerais apresentaram teores superiores aos
encontrados nesse estudo. O teor de minerais em relagdo a matéria fresca 0,24 g
Kg, 0,011 g Kg', 0,28 mg Kg’, 0,063 mg Kg™ e 0,56 mg Kg’, para o potassio,

magnésio, ferro, manganés e cobre, respectivamente.

3.3 Fibra alimentar

Observa-se pela Tabela 3 que o teor de fibra alimentar insoluvel nas
farinhas das folhas é superior aos dos frutos, sendo essa diferenga significativa,
variando entre 42,23 a 57,84 g 100 g para as folhas e 10,43 a 11,27 g 100g™
para os frutos. As folhas das cultivares Paluma e Pedro Sato apresentaram os
maiores teores de fibra alimentar insoluvel. Em relacdo as farinhas dos frutos
observa-se que ndo houve diferenca significativa entre as cultivares. Dados da
literatura indicam que o teor de fibra alimentar insoluvel nos frutos da goiabeira
estd entre 9,96 a 12,18 g 100g”’ MS (GUERRA et al., 2004; SALGADO;
GUERRA; MELO-FILHO, 1999), o que esta de acordo com o presente trabalho.
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As fibras insoliveis sdo de grande importancia para a saide por aumentar o
volume do bolo fecal, reduzir o tempo de transito no intestino grosso e tornar a

eliminacdo fecal mais facil e rapida (FIGUEIREDO et al., 2009).

Tabela 3 Teores (g 100 g' MS) de fibra alimentar insoluvel nas farinhas de
folhas e frutos das trés cultivares da goiabeira.

Cultivar Folha Fruto

Paluma 57,10 Aa 10,43 Ba
Pedro Sato 57,84 Aa 11,27 Ba
Século XXI 42,23 Ab 11,09 Ba

Meédias seguidas da mesma letra mintiscula nas colunas e letra maitiscula nas linhas nao
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade.

Os teores de fibra alimentar soltvel estdo apresentados na Tabela 4.
Observa-se diferenga significativa entre as folhas e frutos das trés cultivares da
goiabeira, sendo que as folhas apresentam teores maiores que os frutos. Entre as
folhas as cultivares Pedro Sato e Século XXI apresentaram os maiores teores
4,10 e 4,34 g 100 g'l, respectivamente. Em relacdo aos frutos, ndo houve
diferenca significativa entre as cultivares. Os teores de fibra alimentar soluvel
variaram entre 1,48 a 1,58 g 100 g'l, 0 que esta de acordo com os trabalhos de
Guerra et al. (2004) que encontrou um teor de 1,54 g 100 g MS nos frutos da
goiabeira. Esse tipo de fibra atua em beneficio do organismo aumentando a
viscosidade do conteido intestinal e reduzindo o colesterol plasmatico

(FIGUEIREDO et al., 2009).
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Tabela 4 Teores (g 100 g' MS) de fibra alimentar solavel nas farinhas de folhas
e frutos das trés cultivares da goiabeira.

Cultivar Folha Fruto

Paluma 2,67 Ab 1,48 Ba
Pedro Sato 4,10 Aa 1,57 Ba
Século XXI 434 Aa 1,58) Ba

Meédias seguidas da mesma letra mintiscula nas colunas e letra maitiscula nas linhas nio
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade .

A FDA recomenda o consumo de 25 g fibra alimentar total por dia em
uma dieta de 2000 calorias. Dessa forma, o consumo de 100 g de fruto “in
natura” fornece entre 7,27 a 10,08 % da ingestdao recomendada. Para as folhas,

100 g de matéria seca estard fornecendo mais que o necessario por dia.

3.4 Vitamina C

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 5, observa-se que
entre as folhas das trés cultivares ndo houve diferenca significativa, porém em
relagdo aos frutos a cultivar Século XXI apresentou um maior teor de vitamina C
e a cultivar Paluma o menor teor, 564,24 ¢ 101,68 mg IOOg'1 MS (matéria seca),
respectivamente.

Dados da literatura mostraram que o teor de vitamina C para a cultivar
Pedro Sato varia de 48,8 a 49,1 mg 100g” MF (matéria fresca) (AZZOLINI;
JACOMINO; BRON, 2004; QUEIROZ et al., 2008) valores superiores ao
encontrado neste estudo (41,08 mg 100g” MF). Para a cultivar Paluma o teor
encontrado segundo Brunini, Oliveira e Varanda (2003) foi de 67,86 mg 100g™
MF superior ao fruto em estudo de 15,51 mg 100g" MF. Pereira et al. (2003)

encontraram 84,90 mg 100g”" MF de vitamina C em frutos da cultivar Século
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XXI valor inferior ao teor de vitamina C nos frutos deste estudo que foi de
112,17 mg 100g" MF. Essas variagdes podem ocorrer devido a diferengas em
tratos culturais, solo, condi¢des ambientais e outros utilizados em cada pomar.

Quando se compara as folhas com outros alimentos ndo convencionais,
observa-se teores médios de vitamina C superiores aos encontrados em folha de
cenoura (203,70 mg 100g” MS) (PEREIRA; CARVALHO; NACHTIGAL,
2003) e de beterraba (72,42 mg 100g" MS) (SARTORELLI, 1998).

Em relag@o a outros frutos, os teores de vitamina C sdo superiores aos
encontrados em polpa de jabuticaba (163,38 mg 100 g' MS) (LIMA, 2009) ¢ em
100 g de matéria fresca (MF) da laranja (66 mg) ¢ mamao (149 mg). Contudo,
sdo inferiores ao de frutos considerados ricos em vitamina C, como a acerola,
que contém 1.500 mg 100 g’ de MF (HERNANDEZ; LOBO; GONZALEZ,
2006).

Tabela 5 Teores de vitamina C (mg 100g" MS) nas farinhas das folhas e frutos
de trés cultivares da goiabeira.

Cultivar Folha Fruto

Paluma 246,31 Aa 101,68 Bc
Pedro Sato 200,29 Aa 262,32 Ab
Século XXI 227,64 Ba 564,24 Aa

Médias seguidas da mesma letra minuscula nas colunas e letra maiuscula nas linhas nao
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade.
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3.5 Beta-caroteno

Os teores de beta-caroteno para as trés cultivares de folhas e frutos da
goiabeira estdo apresentados na Tabela 6. Observa-se que os teores de beta-
caroteno para as folhas foram significativamente maiores que os dos frutos.
Entre as folhas a cultivar Paluma apresentou maior teor que as demais cultivares,
j& para os frutos ndo houve diferenca significativa entre as cultivares.

A média dos valores de beta-caroteno (0,49 mg 100 g”' MF) encontrada
para os frutos das trés cultivares estdo de acordo com os determinados nos
trabalhos de Escobar e Sylos (2006) e Porcti e Rodriguez-Amaya (2004) que
encontraram valores variando de 0,21 a 0,84 mg 100 g"' MF.

Os valores de beta-caroteno para as folhas s3o superiores aos
encontrados nas folhas de cenoura (8,70 mg 100g'MS) (PEREIRA et al., 2003)
nao-convencionalmente usadas, porém inferiores ao da batata-doce (40 a 120 mg

100g'MS) (ALMAZAN; BEGUM; JOHSON, 1997).

Tabela 6 Teores de beta-caroteno (mg 100g” MS) nas farinhas das folhas e
frutos de trés cultivares da goiabeira.

Cultivar Folha Fruto

Paluma 16,38 Aa 2,81 Ba
Pedro Sato 12,80 Ab 2,75 Ba
Século XXI 14,31 Ab 3,11 Ba

Médias seguidas da mesma letra minuscula nas colunas e letra maiuscula nas linhas ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade.
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3.6 Compostos fendlicos

Na Tabela 7 estdo apresentados os teores médios dos compostos
fenolicos presentes nas farinhas das folhas e frutos das cultivares de goiabeira.
Verifica-se que as folhas das trés cultivares apresentou teores de compostos
fenolicos superiores aos dos frutos. As folhas da cultivar Século XXI
apresentaram teores significativamente maiores e as folhas da cultivar Pedro
Sato os menores teores. Em relagdo aos frutos ndo houve diferencga significativa.

Quando se analisa os teores de compostos fendlicos presentes nos
extratos apresentados na Tabela 8, observa-se a mesma relacdo que a das folhas
e frutos (Tabela 7), sugerindo que os extratos sdo eficiente para extragdo dos

compostos fendlicos.

Tabela 7 Teores de compostos fenolicos (mg g MS ) nas farinhas das folhas e
frutos de trés cultivares da goiabeira.

Cultivar Folha Fruto

Paluma 174,78 Ab 8,84 Ba
Pedro Sato 130,05 Ac 7,45 Ba
Século XXI 192,61 Aa 10,51 Ba

Meédias seguidas da mesma letra mintiscula nas colunas e letra maitiscula nas linhas nao
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade .
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Tabela 8 Teores de compostos fendlicos (mg g' extrato) nos extratos
etanodlicos/acetonicos das folhas e frutos de trés cultivares da

goiabeira.
Cultivar Folha Fruto
Paluma 444,72 Ab 31,48 Ba
Pedro Sato 369,89 Ac 14,66 Ba
Século XXI 477,71 Aa 28,28 Ba

Meédias seguidas da mesma letra mintiscula nas colunas e letra maitiscula nas linhas nao
diferem entre si pelo teste de Scott-Kott a 5 % de probabilidade .

Dados da literatura indicam que os teores de compostos fendlicos nos
frutos variam entre 124,00 a 186,68 mg 100 g' MF (HASSIMOTO;
GENOVESE; LAJOLO, 2005; MELO et al., 2006). A média dos teores de
compostos fenolicos das trés cultivares foram de 150,47 mg 100 g MF, estando
de acordo com os dados da literatura. Quando se compara os frutos da goiabeira
com outros frutos consumidos diariamente tais como o abacaxi (85,1 mg 100 g
MF), banana (51,5 mg 100 g MF) laranja (31,00 mg 100 g" MF), mamio (75,4
mg 100 g MF) e manga (72,30 mg 100 g"' MF) observa-se que ela possui teor
de compostos fenolicos superiores (BRAT et al., 2006; FALLER; FIALHO,
2009; MELO et al., 2006).

Asolini, Tedesco e Carpes (2006), analisando o conteido de compostos
fenolicos de folhas utilizadas na preparacdo de chés, encontraram teores entre 15
(erva-mate) e 56 (capim-limdo) mg g MS, valores inferiores aos encontrados
para as folhas de goiabeira. Simdo (2010) estudando a atividade antioxidante da
farinha das folhas de mandioca encontrou teores de compostos fenolicos

inferiores aos das folhas da goiabeira, variando de 16,46 a 56,21 mg g' MS
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3.7 Atividade antioxidante

Os resultados da atividade antioxidante estdo apresentados nos itens que

seguem abaixo.

3.7.1 Método DPPH

No que se refere a capacidade de seqiiestrar o radical DPPH, evidencia-
se que o(s) composto(s) ativo(s) presente(s) nas amostras atua(m) como doador
de hidrogénio ao radical e dessa forma o estabiliza, entretanto esta agdo ¢
diferenciada entre as folhas e frutos e suas cultivares. Uma amostra que
apresenta alto potencial em seqiiestrar radicais livres possui baixo valor de
1Csqs,. Para efeito de comparagdo, utilizou-se o antioxidante sintético BHT
(Butilhidroxitolueno) e o flavonoide quercetina, que apresentaram uma atividade
antioxidante de 0,015 + 0,00 ¢ 0,00198 + 0,00002 mg mL™", respectivamente.

Pelos dados apresentados na Tabela 9, observa-se que as farinhas das
folhas das trés cultivares da goiabeira apresentaram maior atividade antioxidante
que seus respectivos frutos. A cultivar Século XXI apresentou maior atividade
antioxidante tanto para as folhas quanto para os frutos e a cultivar Pedro Sato a
menor capacidade antioxidante.

Os frutos das goiabeiras apresentaram menor atividade antioxidante que
os antioxidantes BHT e quercetina, ja as folhas das cultivares Paluma e Século
XXI apresentaram maior atividade antioxidante que o BHT. Isso se deve por
terem as folhas maiores teores de compostos antioxidantes que os frutos

(Tabelas 6, 7 ¢ 8).
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Tabela 9 Concentragdo (mg.mL™") necessaria de farinha de folhas e frutos da
goiabeira para inibir 50% do radical DPPH formado.

Cultivar Folha Fruto

Paluma 0,013 Bb 0,374 Ab
Pedro Sato 0,023 Ba 0,438 Aa
Século XXI 0,0047 Bc 0,369 Ac

Médias seguidas da mesma letra minuscula nas colunas e letra maiuscula nas linhas nao
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade.

Observa-se pela Tabela 10 que os extratos das folhas apresentaram
maior atividade antioxidante que os frutos, sendo essa diferenca significativa.
Entre as cultivares das folhas ndo houve diferenca significativa, ja entre os frutos
a cultivar Século XXI apresentou maior capacidade antioxidante e Pedro Sato a
menor atividade antioxidante.

Em relacdo ao antioxidante sintético, BHT, observa-se que os extratos
das folhas das trés cultivares apresentaram atividade antioxidante superior, o que
ndo foi observado para os extratos dos frutos. Para o antioxidante quercetina,
apenas os extratos das folhas da cultivar Século XXI apresentou maior atividade

antioxidante

Tabela 10 Concentra¢io (mg.mL™") necessaria de extratos de folhas e frutos da
goiabeira para inibir 50% do radical DPPH formado.

Cultivar Folha Fruto

Paluma 0,0021 Ba 0,0502 Ab
Pedro Sato 0,0029 Ba 0,106 Aa
Século XXI 0,0016 Ba 0,0329 Ac

Médias seguidas da mesma letra minuscula nas colunas e letra maiuscula nas linhas nao
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott & 5 % de probabilidade .
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3.7.2 Método beta caroteno/acido linoléico

Na Tabela 11 constam os resultados da porcentagem de inibicdo da
oxidacdo lipidica, pelo método PB-caroteno/acido linoléico, das farinhas das
folhas e frutos das trés cultivares da goiabeira utilizadas na concentragdo de 0,16
mg mL"'. Observa-se que as farinhas das folhas apresentaram maior
porcentagem de inibi¢do da oxidag¢do que as farinhas dos frutos. Quando se
compara a porcentagem de inibi¢ao entre as folhas notas-e que as cultivares
Paluma e Pedro Sato apresentaram maior inibi¢do que a cultivar Século XXI, ja
entre as farinhas dos frutos nio foi observado diferencga significativa.

Foram testados a porcentagem de inibi¢do dos padrdes de BHT,
quercetina e rutina nas concentragdes de 0,16 mg mL". O padrio BHT foi
escolhido por sua ampla utilizagdo na industria de alimentos, e os antioxidantes
quercetina e rutina por estarem presentes em vegetais (DUARTE-ALMEIDA et
al., 2006). A porcentagem de inibicdo da oxidacdo para o BHT, quercetina e
rutina foram de 74,88 % (£ 0,45), 60,96 % (+ 0,92) e 15,37% (= 0,70),
respectivamente. Os resultados mostram que o padrio BHT apresenta maior
porcentagem de inibi¢do da oxidacdo que os antioxidantes naturais.

As farinhas das folhas das trés cultivares apresentaram porcentagem de
inibi¢do da oxidacdo maior que os padrdes testados. Para os frutos, as trés
cultivares analisadas apresentaram porcentagem de inibicdo da oxidagdo
menores que os antioxidantes BHT e quercetina, porém maiores que o

antioxidante rutina.
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Tabela 11 Porcentagem de inibi¢ao da oxidagdo lipidica das farinhas das folhas e
frutos das trés cultivares da goiabeira na concentragdo de 0,16

mg.mL™".
Cultivar Folha Fruto
Paluma 85,94 Aa 51,40 Ba
Pedro Sato 82,93 Aa 39,65 Ba
Século XXI 77,20 Ab 50,72 Ba

Meédias seguidas da mesma letra mintiscula nas colunas e letra maitiscula nas linhas nao
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade .

Pela Tabela 12, observa-se a porcentagem de inibi¢do da oxidacdo dos
extratos das folhas e frutos das trés cultivares da goiabeira na concentracdo de
0,024 mg mL™". Nota-se que os extratos das folhas apresentaram porcentagem de
inibicdo de oxidagdo superior aos dos frutos, variando entre 78,79 % a 93,77%.
E entre as cultivares a Século XXI apresentou a maior atividade antioxidante, o
que foi diferente para as farinhas das folhas (Tabela 11) cuja atividade
antioxidante foi significativamente menor. Os extratos dos frutos das cultivares
Paluma e Século XXI apresentaram atividade antioxidante significativamente
maior que a cultivar Pedro Sato.

Para efeito de comparacdo dos extratos das folhas e frutos com os
padrdes, o BHT, quercetina e rutina foram testados na mesma concentragao que
0s extratos, ou seja, 0,024 mg mL™'. A porcentagem de inibigdo da oxidagio
foram 11,23% (£ 0,06), 9,14 % (= 0,14) e 2,31 % (£0,11) para o BHT,
quercetina e rutina, respectivamente.

Os extratos das folhas apresentaram porcentagem de inibi¢do da
oxidacao superior aos dos padrdes analisados. Para os extratos dos frutos apenas
as cultivares Paluma e Século XXI foram mais efetivas na protecdo da oxidagdo

do beta-caroteno. Apesar de ter apresentado porcentagem de inibicao inferior as
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demais cultivares, a cultivar Pedro Sato apresentou atividade antioxidante maior
que o padrdo rutina.

Fatores como o método analitico de extragdo, condigdes climaticas,
origem geografica e constituintes quimicos sdo os principais responsaveis pelos
diferentes resultados encontrados na literatura, quanto a atividade antioxidante
dos vegetais, e devem ser levados em consideracdo como comparacdo de

resultados, para que sejam validos.

Tabela 12 Porcentagem de inibi¢do da oxidagdo lipidica dos extratos
etanolicos/acetonicos das folhas e frutos das trés cultivares da
goiabeira na concentragio de 0,024 mg mL™".

Cultivar Folha Fruto

Paluma 78,79 Ab 24,37 Ba
Pedro Sato 82,81 Ab 5,67 Bb
Século XXI 93,77 Aa 19,00 Ba

Meédias seguidas da mesma letra mintiscula nas colunas e letra maitiscula nas linhas nao
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade.
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4 CONCLUSAO

As farinhas e extratos etanolico/acetdnicos das folhas apresentaram os
maiores teores de substincias antioxidantes e, consequentemente, maior
atividade antioxidante, quando comparadas aos dos frutos. O mesmo ¢
observado para os teores de fibra alimentar.

As folhas da cultivar Século XXI destacaram-se em todos os parametros
estudados.

Portanto, o conhecimento dos constituintes quimicos e a atividade
antioxidante dos frutos e folhas de goiabeira contribui para um melhor
aproveitamento dos mesmos, seja na industria farmacéutica, alimenticia e

cosmética, promovendo a sua valorizagdo comercial
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CAPITULO 3

CONTROLE DA  HIPERCOLESTEROLEMIA E  ESTRESSE
OXIDATIVO POR FOLHAS E FRUTOS DA GOIABEIRA

RESUMO

O estresse oxidativo ¢ um desequilibrio entre as espécies reativas de
oxigénio e a capacidade de ac¢do dos antioxidantes, o que causa injlria celular,
desencadeando e agravando algumas patologias. Dessa forma, pesquisas buscam
alternativas para amenizar os efeitos prejudiciais do estresse oxidativo,
melhorando a capacidade antioxidante do organismo, prevenido as enfermidades
e suas complicagdes. As folhas e frutos da goiabeira sdo ricos em compostos
antioxidantes, os quais podem inibir a oxidag¢do das lipoproteinas, reduzindo os
agravos do estresse oxidativo. Dessa forma, objetivou-se estudar o efeito das
farinhas e extratos etandlico/acetonico das folhas e frutos da goiabeira sobre a
oxidacdo lipidica, em ratos submetidos a dieta hipercolesterolémica. Foram
utilizados 50 ratos Wistar, divididos em dez grupos de cinco animais: controle
nao hipercolesterolémico, controle hipercolesterolémico e tratados com as
farinhas e extratos etandlico/acetonico das folhas e frutos da goiabeira
hipercolesterolémicos e nao hipercolesterolémicos. A dose utilizada foi de 50
mg/Kg de peso corporal diariamente. Apos 42 dias, foi avaliado o colesterol
total e fragdes, proteina C reativa, lipideos hepaticos totais, razdo massa do
figado versus massa corporeo, analise histopatologica, o marcador do estresse
oxidativo através das substancias que reagem ao acido tiobarbiturico (TBARS) e
a atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD) e glutationa
peroxidase (GPx) no figado e no soro dos animais. Nao houve diferenca
significativa na razdo massa do figado versus massa corporeo ¢ nos niveis de
lipideos hepaticos totais nos animais que receberam a dieta hipercolesterolémica
tratados com as farinhas e os extratos dos animais do grupo controle
hipercolesterolémico. As farinhas e os extratos diminuiram os niveis de
triglicerideos e colesterol ndo HDL e aumentaram o de HDL. Para os niveis de
colesterol total apenas as farinhas das folhas e frutos foram efetivas. As farinhas
e extratos diminuiram a atividade da GPx, para a SOD apenas as farinhas
diminuiram de forma significativa a sua atividade nas amostra de soro. Os niveis
de MDA nas amostras de soro diminuiram de forma significativa quando
comparadas aos do controle hipercolesterolémicos. Para as amostras de tecido
hepatico, nao houve diferenga na atividade da SOD, porém em relagdo a GPx
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apenas a farinha dos frutos diminuiu a sua atividade. Houve uma diferenga
significativa nos niveis de dialdeido malonico dos animais hipercolesterolémicos
tratados com a farinha e extratos com os animais do grupo controle
hipercolesterolémicos.

Palavras-chave: Dialdeido malonico. Superdxido dismutase. Glutationa

peroxidase.
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ABSTRACT

The oxidative stress is a disequilibrium among the reactive oxygen
species and the capacity for action of the antioxidants, which causes cellular
injury, provoking and aggravating some diseases. Thus, researchers seek
alternatives to soften the harmful effects of the oxidative stress, improving the
oxidant capacity of the organism, preventing from diseases and complications.
The leaves and fruits of guava are rich in antioxidant compounds, which can
inhibit the liproteins oxidation, reducing the aggravations of oxidative stress.
Thus, the aim of this work was to study the effect of the flours and
ethanol/acetone extracts of the leaves and fruits of guava on the lipid oxidation,
in rats submitted to a hipercholesterolemic diet. 50 Wistar rats were used and
divided into ten groups of five animals: non- hipercholesterolemic control,
hipercholesterolemic control and the ones treated with flours and
ethanol/acetone extracts of hipercholesterolemic and non - hipercholesterolemic
guava leaves and fruits. The dose used was 50 mg/Kg of the body weight, daily.
After 42 days, total cholesterol and fractions, C reactive protein, total hepatic
lipids, liver mass index versus body index, histopathological analysis, marker of
oxidative stress through the substances that react to the thiobarbituric acid
(TBARS) and the activity of antioxidant enzyme superoxide dismutase (SOD)
and glutathione peroxidase (GPx) in the liver and in the serum of the animals.
There was no significant difference in the index liver mass versus body mass
and in the levels of total hepatic lipids of the animals that received a
hipercholesterolemic diet treated with the flours and the animals’ extracts of the
hipercholesterolemic group. The flours and extracts decreased the levels of
triglycerides and non HDL cholesterol and increased the HDL. For the levels of
total cholesterol, only the flour of the leaves and fruits were effective. The flours
and extracts decreased GPx activity, for SOD, only the flours significantly
decreased the activity in the serum samples. The levels of MDA in the serum
samples decreased significantly when compared with hipercholesterolemic
control. For the samples of hepatic tissue, there was no difference in the activity
of SOD; however, in relation to GPx only the fruit flour decreased its activity.
There was a significant difference in the levels of malonic dialdehyde of the
hipercholesterolemic animals treated with flour and extracts with the animals of
the hipercholesterolemic control group.

Keywords: Malonic dialdehyde. Superoxide dismutase. Glutathione peroxidase.
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1 INTRODUCAO

A hipercolesterolemia ¢ uma condi¢do que se caracteriza pela presenga
de taxas elevadas de colesterol no sangue, o que afeta um quinto da populagdo
brasileira, especialmente pessoas com mais de 45 anos, segundo a Sociedade
Brasileira de Cardiologia. Muitos estudos tém demonstrado que a
hipercolesterolemia ¢ um dos maiores fatores de risco de doenca arterial
coronariana (DAC) no mundo (BHATT et al., 2006). A DAC esté associada com
sinais de inflamagdo sistémica e da parede arterial. Além disso, o processo
inflamatorio induzido pela hipercolesterolemia estd associado com eventos
trombogénicos e com o estresse oxidativo (LIBBY, 2000).

Muitos agentes terapéuticos estdo disponiveis para o tratamento de
pacientes hipercolesterolémicos e muitos estudos tém demonstrado que o uso de
drogas hipolipemiantes pode reduzir o nimero de eventos cardiovasculares ¢ a
mortalidade de doengas coronarias. Além disso, uma dieta restrita em alimentos
ricos em colesterol e exercicios fisicos regulares sdo propostas que também
devem fazer parte do tratamento destes pacientes, dessa forma muitos individuos
tém procurado os tratamentos allternativos (ARONOW, 2008). Muitos destes
tratamentos tém sido usados empiricamente, carecendo de estudos cientificos
que permitam conclusdes mais confidveis (DICKEL; RATES; RITTER, 2007).

Os vegetais contém substincias biologicamente ativas que desencadeiam
processos metabdlicos ou fisioldgicos favoraveis ao organismo, resultando em
reducdo do risco de doencas cronicas ndo transmissiveis ¢ na manutengdo da
saude (ANJO, 2004). Os componentes com propriedades antioxidantes podem
agir diretamente na neutralizacdo da acdo das espécies reativas de oxigénio
(EROs) geradas pelo metabolismo celular ou por fontes exdgenas, contribuindo

para manter a integridade celular (BELING; PUJOL; ANDRADE, 2007).
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Os frutos da goiabeira sdo considerados muito importantes dentro do
contexto da fruticultura brasileira, encontrando-se em expansao. O aumento do
consumo estd associado a grande divulgacdo das qualidades nutricionais da
fruta. Além dos frutos, as folhas da goiabeira também possuem varios
compostos fitoquimicos e minerais, que podem exercer a¢des no organismo,
estimulando assim o seu consumo. Entre estas destacam-se a agdo
hipoglicemiante, a atividade antioxidante in vitro e controversos afeitos sobre a
hemostasia e coagulagdo sangiiinea.

Com isso, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito
hipolipemiante e a atividade antioxidante das farinhas e extratos

etanolico/acetdnico das folhas e frutos da goiabeira em ratos hiperlipidémcios.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Foram utilizadas as farinhas e extratos etanolicos/acetonicos das folhas e
frutos da goiabeira da cultivar Pedro Sato. Essa cultivar foi selecionada por ser
destinada ao consumo ‘“in natura”, ¢ as cultivares Paluma e Século XXI ao

processamento.

2.2 Ensaio bioldgico

Foram utilizados 50 ratos adultos jovens, machos (Rattus novergicus),
em fase de crescimento e com peso médio inicial de 400 + 50 g da linhagem
Wistar, provenientes do Biotério da Universidade Federal de Alfenas. Os ensaios
realizados tiveram aprovacdo prévia do comité de ética em pesquisas com
animais da Universidade Federal de Alfenas.

Os animais foram divididos, aleatoriamente, em dez grupos com 5

animais em cada grupo (Tabela 1).
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Tabela 1 Tratamentos realizados nos animais experimentais.

Grupos Tratamentos
CN Controle ndo hipercolesterolémico
CH Controle hipercolesterolémico
FFON Animais ndo hipercolesterolémicos tratado com a farinha das
folhas
FFRN Animais ndo hipercolesterolémicos tratado com a farinha dos
frutos
FFOH Animais hipercolesterolémicos tratado com a farinha das folhas
FFRH Animais hipercolesterolémicos tratado com a farinha dos frutos
EFON Animais nao hipercolesterolémicos tratado com extrato
etanolico/acetonico das folhas
EFRN Animais nao hipercolesterolémicos tratado com extrato
etanolico/acetdnico dos frutos
EFOH Animais  hipercolesterolémicos  tratado com  extrato
etandlico/acetonico das folhas
EFRH Animais  hipercolesterolémicos  tratado com  extrato

etanolico/acetonico dos frutos

O grupo CN recebeu dieta comercial, o grupo CH recebeu dieta

comercial enriquecida com colesterol e acido célico os demais grupos receberam

a dieta ndo hipercolesterolémica ou a hipercolesterolémica e as farinhas e os

extratos etandlico/acetdnico das folhas e frutos da goiabeira na concentragdo de

50 mg/Kg de peso corporeo em apenas uma dose por gavagem (Figura 1),

durante 42 dias.
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Os animais de cada grupo foram mantidos em caixa (Figura 2), em sala
com temperatura de 25+3°C (ciclo claro/escuro de 12 horas) e com acesso a

ragdo para roedores e agua ad libitum, por 42 dias.

Figura 1 Administracdo das farinhas e extratos etanolico/acetdnicos das folhas e
frutos da goiabeira
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Figura 2 Aspecto geral da caixa utilizada no experimento

Ao término do experimento, 0s animais permaneceram em jejum de 12
horas e, posteriormente foram anestesiados com Tiopental (35 mg/Kg) e o
sangue retirado pela técnica de puncdo cardiaca (exsanguinagdo). Em seguida, o

figado foi retirado dos animais.

2.3 Preparo da dieta hipercolesterolémica

A hipercolesterolemia foi induzida com rag@o suplementada, preparada a
partir da racdo comercial e enriquecida com colesterol e acido colico. A racdo
comercial utilizada para ratos foi triturada em um liquidificar industrial, até¢ uma
granulometria pequena. Em seguida, acrescentou-se, a cada 100 g de ragdo, 0,5g
de colesterol e 0,25 g de acido cdlico e a mesma foi umedecida com agua,

modelada e levada a uma estufa ventilada, a 35°C, por dois dias, tempo
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suficiente para que a racdo secasse (ROCHA, 2009). Os animais do grupo
controle ndo hipercolesterolémicos receberam a mesma dieta comercial, porém,

sem adicdo de colesterol e 4cido cdlico.

2.4 Preparo das amostras de figado e sangue para analises

As amostras utilizadas para as analises foram o figado e o sangue dos

animais.

2.4.1 Figado

Os figados dos animais foram retirados, imediatamente pesados e
separados em trés fragdes. Uma fragdo foi colocada em uma solucao de
formalina, para serem fixados para as analises histoldgicas. A outra fragdo foi
colocada em tampao fosfato no volume de quatro vezes o peso do figado e
homogeneizados para as analises de proteinas totais, atividade da superdxido
dismutase e glutationa peroxidase e avaliagdo da peroxidacao lipidica. A outra
fracdo foi congelada, liofilizada por dois dias até peso constante, triturada e

armazenada em um dessecador para andlise de lipideos hepaticos.

2.4.2 Sangue

O sangue foi dividido em duas aliquotas. A primeira aliquota foi colhida
em tubo, contendo EDTA sendo submetido a centrifugacdo, para a separagdo de
plasma que foi utilizado para a determinacdo da peroxidacdo lipidica . A
segunda aliquota foi colhida em tubo siliconizado sem aditivo e centrifugada
para a obtencdo do soro. Este foi utilizado para as analises de colesterol total,

triacliglicerol, colesterol HDL, proteinas totais, proteina C reativa e
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determinacao da atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD) e glutationa

peroxidase (GPx).

2.5 Parametros analisados

Todos os parametros analisados seguem abaixo.

2.5.1 Raz&o massa do figado versus massa corpéreo

A razdo massa do figado versus massa corporeo foi determinada
dividindo o peso do figado inteiro com o peso corpéreo do animal no dia em que

ocorreu o sacrificio. Pesagem realizada em balanca digital.

2.5.2 Determinacéo dos lipideos hepaticos totais

Para determinar a porcentagem de lipideos totais foi utilizada a
metodologia proposta pela Association of Official Analytical Chemistry -
AOAC (2000). Os figados, homogeneizados e triturados foram desengordurados
em cartucho de celulose (cerca de 2 gramas da amostra), durante duas horas, em
aparelho de Soxhlet, utilizando-se éter de petréleo como solvente. Os calculos

foram feitos com base na matéria fresca.

2.5.3 Determinagéo do colesterol sérico total

Na determinagdo do colesterol total do soro sanguineo dos animais, foi
utilizado o kit enzimatico-colorimétrico, marca Labtest®.
Os ésteres de colesterol foram hidrolisados pela colesterol esterase a

colesterol livre e oxidado pela colesterol oxidase a colest-4-em-ona e perdxido
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de hidrogénio. Na presenca de peroxidase, e fenol, a 4-aminoantipirina ¢ oxidada
formando a antipirilquinonimina que tem absortividade maxima em 500 nm. A
intensidade da cor vermelha formada na reagdo final é diretamente proporcional
a concentragdo do colesterol na amostra. A leitura de absorbancia foi realizada

em um espectrofotdmetro, em comprimento de onda de 500 nm.

2.5.4 Determinacao dos niveis séricos de triglicérides

A determinagdo dos triglicerideos no soro dos animais foi realizada
utilizando-se o kit enzimatico-colorimétrico, marca Labtest®.

A lipoproteina lipase promove a hidrolise dos triglicerideos liberando
glicerol, que é convertido, pela agdo da glicerolquinase, em glicerol-3-fosfato.
Este é oxidado a dihidroxiacetona e peroxido de hidrogénio na presenga da
glicerolfosfato oxidase. Em seguida, ocorre uma rea¢do de acoplamento entre
peréxido de hidrogénio, 4-aminoantipirina e 4-clorofenol, catalisada pela
peroxidase, produzindo uma quinoneimina que tem maximo de absorbancia em
505 nm. A intensidade da cor vermelha formada é diretamente proporcional a
concentragdo dos triglicerideos na amostra. A leitura de absorbancia foi

realizada em um espectrofotdmetro, em comprimento de onda de 505 nm.

2.5.5 Determinagdo dos niveis séricos de HDL

A determinagdo do colesterol-HDL no soro dos animais foi realizada
utilizando-se o kit enzimatico-colorimétrico, marca Labtest®.

A seletividade do método estd baseada nas tecnologias de aceleragdo da
reagdo da colesterol oxidase (CO) com o colesterol livre das lipoproteinas néo
HDL e solubilizagdo seletiva das particulas HDL por agdo de um detergente

especifico.
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Na primeira fase da reago, o colesterol livre das particulas ndo HDL é
submetido a uma reagdo enzimatica catalisada pela colesterol oxidase (CO) na
presenca de acelerador. O perdxido de hidrogénio produzido ¢ consumido por
uma reagdo da peroxidase com disulfobutilmetatoluidina sédica (DSBmT)
formando um produto incolor.

A segunda reacdo utiliza um detergente capaz de solubilizar
especificamente o colesterol HDL. Com a acdo das enzimas colesterol esterase
(CE) e colesterol oxidase ¢ acoplamento com 4-aminoantipirina € o cromogenio
DSBmT, em reagdo catalisada pela peroxidase, ocorre o desenvolvimento de
coloragdo proporcional a concentragdo de colesterol HDL na amostra. A leitura
de absorbancia foi realizada em um espectrofotometro, em comprimento de onda

de 600 nm.

2.5.6 Determinagdo dos niveis séricos de colesterol nao HDL

O valor de colesterol ndao HDL foi calculado pela diferenca entre o valor

do colesterol total e o valor do colesterol HDL.

2.5.7 Determinacao da proteina C reativa

A determinacdo da proteina C reativa no soro dos animais foi realizada
por método turbidimétrico utilizando-se o kit da marca Human®.

O teste ¢ baseado na reagdo imunologica entre a proteina C reativa de
amostras de soro e seu anticorpo monoespecificos anti-PCR correspondente
ligados a particulas de latex de poliestireno. A intensidade da aglutinag@o,
medida em absorbancia, ¢ proporcional a quantidade de PCR. A leitura de
absorbancia foi realizada em um espectrofotometro, em comprimento de onda de

570 nm.
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2.5.8 Determinacao do teor de proteinas totais

O teor de proteinas totais foram analisados nas amostras de figado e

sangue.

2.5.8.1 Soro

A determinagdo das proteinas totais no soro dos animais foi realizada
utilizando-se o kit colorimétrico, marca Bioclin®, baseado na metodologia do
Biureto.

As ligagdes peptidicas das proteinas (-CONH-) reagem com os ions
cupricos, em meio alcalino, formando um complexo de coloracdo violeta que ¢é
proporcional ao teor das proteinas do meio. A leitura de absorbancia foi

realizada em um espectrofotometro, em comprimento de onda de 545 nm.

2.5.8.2 Figado

A determinacdo das proteinas nos homogeneizados de figado dos
animais foi realizada utilizando-se a metodologia de Bradford.

Este método ¢ baseado na interagdo entre o corante “Coomassie brilliant
blue”BG-250 e os residuos de aminoacidos carregados positivamente nas
proteinas, decorrentes da adicdo de acido fosforico 85% No pH de reacdo a
interagdo provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma
anidnica, que absorve fortemente em 595 nm

O reagente de Bradford foi preparado dissolvendo e 100 mg do corante
“Coomassie brilliant blue”’BG-250 em 50 mL de uma mistura equimolar de
metanol 99,8% e etanol 95%, posteriormente a solucao foi aquecida sob agitagdo

a 50 °C até a dissolucdo. Foi adicionado 100 mL de acido fosforico 85% e o
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volume completado para 1000 mL com agua destilada. A solugdo foi estocada a
4°C por 24 horas em frasco ambar, posteriormente foi filtrada em papel
Whatman n°1, protegido da luz. A leitura de absorbancia foi realizada em um
espectrofotometro, em comprimento de onda de 595 nm.

Foi utilizado albumina sérica bovina como padrao.

2.5.9 Determinacao da atividade da superoxido dismutase (SOD)

A atividade da superoxido dismutase foi determinada segundo Oyanagui
(1984). Aliquotas do plasma e homogeneizado de figado foram incubados com
hidroxilamina 0,1M, hipoxantina 0,01M e xantina oxidase 4 x10° U/mL a 37°C,
durante trinta minutos, na auséncia de luz. Apds a incubagdo foi adicionado
acido sulfanilico, a-naftilenodiamino e acido glacial permanecendo incubados a
temperatura ambiente por vinte minutos. A absorbancia foi determinada em
espectrofotdmetro, em comprimento de onda de 550 nm. A atividade da enzima
foi calculada, considerando-se que 1 unidade da enzima ¢ capaz de produzir uma
inibicdo de 50 % na reag@o. Os resultados foram expressos em relagdo a

concentragdo de proteina.

2.5.10 Determinacdo da atividade da glutationa peroxidase (GPXx)

A atividade da glutationa peroxidase foi determinada segundo Sinet et
al. (1975). Aliquotas do plasma e homogeneizado de figado foram incubados
com glutationa reduzida 6mM, tampao fosfato 50 mM pH 7,0, NADPH 0,001
mM e glutationa redutase 1 UI por trés minutos a 37° C e sua absorbancia foi
monitorada em espectrofotdmetro a 340 nm. Apos tré€s minutos de incubagao, foi
adicionado t-butil-hidroperoxido (0,07 g/mL) para que a reacdo fosse iniciada. A

absorbancia foi monitorada a 340 nm por cinco minutos. A cinética de oxidagao
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do NADPH foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar para o
mesmo, a 340 nm. Os resultados foram expressos em relagdo a concentracao de

proteina.

2.5.11 Determinacao da peroxidacao lipidica

A determinacdo do grau de peroxidagdo lipidica foi determinada por

meio da reagdo da substancias reativas ao acido tiobarbitarico.

2.5.11.1 Preparo das amostras

Para a avaliagdo da peroxidacdo lipidica foram estimados os niveis de
dialdeido malonico nas amostras de soro ¢ homogeneizado de figado, através da
determinacdo da concentracdo de substincias reativas ao acido tiobarbitirico
(TBARS), por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) segundo
metodologia descrita por Purchard e Kelly (1996).

A reagdo do dialdeido malonico com o acido tiobarbitarico foi feita com
50 puL de amostra ou de padrio em 250 pL de acido fosforico, 450 puL de agua
milli-Q e 250 pL de 4cido tiobarbitlirico, em banho-maria a 95° C por 1 hora.
Posteriormente, a solucdo foi resfriada a 4° C e transferido 200 pL dessa solugao
a 360 pL de metanol e 40 uL de hidroxido de sédio. Essa nova solugdo foi
filtrada em membrana Millipore de 0,45 pm, antes de serem levados ao

cromatografo.

2.5.11.2 Anélise cromatogréfica

A determinacdo do dialdeido malénico foi realizada por cromotografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE) em coluna C-18 (4,6 mm x 25 cm) em método
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de fase reversa com detector de fluorescéncia com excitacdo em comprimento de
onda de 532 nm e emiss@o de 553 nm. A elui¢do foi isocratica, em fluxo de 0,8
mL/minuto, sendo a fase movel metanol/tampao fosfato 25 mM, pH 6,5, na
propor¢do 50:50 v/v. A quantificacdo foi feita por calibracio com o padrao
1,1°,3,3"- tetrametoxipropano, por analise da integral das respectivas areas
(PURCHARD; KELLY, 1996).

Todos os reagentes utilizados foram de grau HPLC e 4gua utilizada

purificada por sistema Milli-Q.

2.5.12 Analise histopatoldgica

Apds a fixacdo dos figados em formalina 10%, os orgdos foram
seccionados em cortes finos, desidratados e clarificados em uma sequéncia de
solugdio onde permaneceram por 30 minutos em cada. As solugdes foram: Alcool
70%, Alcool 90%, Alcool' 100%, Alcool> 100%, Alcool® 100%, Xilol', Xilol?,
Xilol®. Para o preparo do material, foram realizadas uma sequencia de 3 banhos
com parafina também de 30 minutos cada. O material permaneceu em blocos de
parafina e entdo foi cortado por um microtomo na espessura de 4 a 6
micrometros. Os cortes foram transferidos para ldminas de vidro devidamente
identificadas. Antes da coloragdo as laminas foram banhadas em xilol para
remocdo da parafina e posteriormente banhadas em uma sequencia decrescente
de alcool etilico. A coloragdo foi feita com hematoxilina e eosina, sendo que,
primeiro foi imerso em hematoxilina lavado com agua para retirar o excesso e
depois imerso em eosina também lavado com agua para retirada do excesso. Por
meio dessa técnica, pode-se diferenciar por¢des basofilas e acidofilas do tecido
estudado. A hematoxilina é acidofila, ou seja, tem afinidade por substancias

acidas, podendo corar os nucleos. A eosina ¢ basofila, tendo afinidade pelo
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citoplasma, fibras colagenas e outras substancias basicas das células (ATLAS...,
2011).

As laminas foram observadas em um microscopio Optico com objetiva
de aumento de 40x.

As alteracdes histologicas observadas no presente estudo receberam as
seguintes classificacdes: sem alteracdes (-); alteragdes leves (+); moderadas

(++); e acentuadas (+++).

2.6 Anéalise estatistica

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 2 x 2 x 2 + 2, sendo duas fragcdes da goiabeira (folha e fruto), duas
formas de preparo dos extratos (farinhas e extratos etanolico/acetonico) e dois
tipos de dieta (hipercolesterolémica e ndo hipercolesterolémica) com dois
tratamentos adicionais (controle hipercolesterolémico e controle nao
hipercolesterolémico), totalizando dez tratamentos com cinco repetigoes.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa
estatistico Statistical Analysis System Institute - SAS Institute (1999). E quando
significativo utilizou-se o teste de Scott-Knott para comparagdo das médias entre

0s tratamentos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Razdo massa do figado versus massa corporeo

Os resultados da razdo da massa do figado versus massa corporeo estao

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 Razao da massa do figado versus massa corporeo.

Tratamentos Razéo
FFON 0,0250 b
FFRN 0,0241 b
EFON 0,0267 b
EFRN 0,0238 b
FFOH 0,0301 a
FFRH 0,0289 a
EFOH 0,0315a
EFRH 0,0279 a

CN 0,0235b
CH 0,0300 a

Médias seguidas da mesma letra mintiscula ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(5% de probabilidade).

A razdo da massa do figado versus massa corporeo dos animais que
receberam a dieta hipercolesterolémica foi superior ao dos animais que ndo
receberam a dieta hipercolesterolémica (Tabela 2). Resultados similares foram

observados por Lima (2008) e Machado et al. (2003).
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Ao analisar os animais que receberam a dieta hipercolesterolémica
tratados com as farinhas e extratos da folhas e frutos da goiabeira com o controle
hipercolesterolémico, ndo foi observada diferenca significativa, o que indica que
as farinhas e extratos ndo foram eficientes para prevenir o acumulo de colesterol
hepatico. Melo et al. (2007) estudando o efeito das folhas de mandioca que
apresentam teores de compostos fenolicos e fibra alimentar semelhantes aos das

folhas da goiabeira ndo constataram diferenca significativa entre os tratamentos.

3.2 Lipidios totais hepaticos

Os resultados dos valores médios dos lipidios totais hepaticos estdo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 Porcentagem de lipidios hepaticos totais em amostras de figado fresco.

Tratamentos Porcentagem (%0)
FFON 3,590
FFRN 2,95b
EFON 2,83b
EFRN 3,31b
FFOH 13,35a
FFRH 11,23 a
EFOH 12,46 a
EFRH 11,45a

CN 3,56 b
CH 13,32 a

Médias seguidas da mesma letra mintiscula ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(5% de probabilidade).
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De acordo com a Tabela 3, observa-se um menor teor de lipidios
hepaticos nos animais que ndo receberam a dieta hipercolesterolémica em
relagdo aqueles animais que receberam a dieta. Observa-se pela Figura 3 que os
figados dos animais que receberam a dieta hipercolesterolémica apresentaram
um aspecto amarelado, decorrente do acumulo de lipideos nesse 6rgdo, com
aspecto semelhante ao observado na esteatose hepatica. A Figura 4 mostra os
figados dos animais que foram tratados com a dieta ndo hipercolesterolémica,
dessa forma, nota-se a coloragdo avermelhada tipica de animais normais.

Sabe-se que além de aumentar a absor¢ao do colesterol da dieta, o 4cido
colico pode também inibir a sua conversdo a sais biliares e favorecer o acumulo
de lipidicos no figado (MACHADO et al., 2003). Esta situagdo pode conduzir a
sobrecarga hepatica e hipertrofia celular, decorrente de uma maior solicitagdo
fisiolégica. Sendo assim, os resultados observados no presente estudo
corroboram com os dados da literatura (LIMA, 2008; ROCHA, 2009),
demonstrando um actmulo de lipidios hepatico decorrente do tratamento dos
animais com racdo enriquecida com colesterol e acido colico.

Nao houve diferenca significativa entre os animais tratados com as
farinhas e extratos das folhas e frutos que receberam a dieta
hipercolesterolémica quando comparados ao controle hipercolesterolémico.

O polvilho dos frutos da lobeira apresentam teores de fibra alimentar
soluvel semelhantes aos das farinhas e extratos das folhas e frutos da goiabeira e
trabalhos de Rocha (2009) também ndo observou diferenca significativa entre os
animais que receberam a dieta hipercolesterolémica tratados com o polvilho dos

frutos da lobeira com o controle hipercolesterolémico.
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Figura 3 Aspecto geral do figado do rato pertencente ao controle
hipercolesterolémico

Figura 4 Aspecto geral do figado do rato pertencente ao controle ndo
hipercolesterolémico
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3.3 Andlise histopatoldgica

As alteracdes histologicas observadas no presente estudo receberam as
seguintes classificagdes (Figuras 5 A a D): sem alteragdes (-); alteracdes leves
(+); moderadas (++); e acentuadas (+++).

Nos figados cuja dieta foi hipercolesterolémica e sem nenhum tipo de
tratamento os hepatdcitos apresentaram um acentuado grau de esteatose
hepatica, caracterizada por um grande numero de vacuolos citoplasmaticos,
ocupando parte do citoplasma na regido periportal e mediozonal, enquanto que a
regido centrolobular apresentou-se pouco afetada (Figura 5, D). Os figados dos
animais que receberam a dieta ndo hipercolesterolémica apresentaram normais,
ou seja, sem nenhuma alteragcdo (Figura 5, A). Resultados semelhantes foram
relatados por Rocha (2009) e Souza (2009), que observaram um acentuado
aumento no numero de vacuolos citoplasmaticos nos hepatdcitos dos animais
hipercolesterolémicos.

O aumento do nimero de vactiolos ou degeneracdo dos hepatocitos
(esteatose hepatica) ocorre todas as vezes que um agente interfere no
metabolismo dos 4cidos graxos da célula, aumentando sua sintese ou
dificultando sua utiliza¢do, transporte ou excre¢do (BRASILEIRO FILHO,
2004).

Nao foi observada nenhuma alteragdo (Figura 5, A) nos figados dos
animais que receberam a dieta ndo hipercolesterolémica tratados com as farinhas
e extratos das folhas e frutos da goiabeira, ou seja, apresentaram aspectos
semelhantes aos do controle nao hipercolesterolémicos.

Nos animais hipercolesterolémicos que receberam os extratos das folhas
e frutos, os figados apresentaram esteatose com distribui¢do semelhante, porém
em grau moderado (Figura 5, C). Ja no grupo de animais hipercolesterolémicos

tratados com a farinha das folhas e frutos o resultado foi semelhante ao do
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controle hipercolesterolémico, ou seja, lesdo considerada acentuada (Figura 3,
D).

Figura 5 Fotomicrografia do figado dos ratos. A: normal; B: Lesdo considerada
leve (+); C: Lesdo considerada moderada (++); D: Lesdo considerada
acentuada (+++). Coloragdo: HE, objetiva 40
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3.4 Colesterol total e fracGes

Pelos dados da Tabela 4, observa-se que os animais pertencentes ao
grupo controle ndo hipercolesterolémico apresentaram niveis séricos de
colesterol total de 46,23 mg.dL'l, enquanto que os animais do controle
hipercolesterolémico apresentaram um aumento de 109% nos niveis séricos de
colesterol  total, sendo essa  diferenga  significativa, indicando
hipercolesterolemia. Esses valores sdo proximos aos encontrados por Machado
et al. (2003) e Rocha (2009).

Observa-se que os animais submetidos a dieta hipercolesterolémica
tratados com a farinha das folhas e frutos da goiabeira apresentaram niveis
séricos de colesterol total menores que o controle hipercolesterolémico
conduzindo a uma redugdo de 29,93 % e 35,18 % nos niveis de colesterol total..
O mesmo nao foi observado para os extratos das folhas e frutos que ndo
apresentaram  diferenca  significativa em  relagdo ao  controle
hipercolesterolemico. Martinella (2006), estudando o efeito hipocolesterolémico
do extrato hidroalcoolico de tamarindo (Tamarindus indica L.) observou uma
reducdo de 50,12 % nos niveis de colesterol total, esse fruto apresenta teores de
fibra alimentar semelhantes aos encontrados para as farinhas das folhas e frutos
da goiabeira.

Rocha (2009), analisando o efeito do polvilho da fruta-do-lobo na
reducdo da hipercolesterolémia ndo encontrou efeito hipocolesterolémico, apesar
de ambas as amostras apresentarem teores de fibra alimentar soluvel

semelhantes.
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Tabela 4 Concentragdes médias dos niveis séricos de colesterol total,
triglicerideos, colesterol ndo HDL e colesterol HDL.

Tratamentos Colestergl Triglicerideos Cglesterol HDL .

(mg.dL™) (mg.dL?) ?;ZI;EI{) (mg.dL™)
FFON 49,22 b 35,44 b 31,42 ¢ 17,80 a
FFRN 46,12 b 37,55b 26,92 ¢ 20,00 a
EFON 50,40 b 29,04 b 30,48 ¢ 19,20 a
EFRN 47,26 b 30,10 b 28,86 ¢ 18,40 a
FFOH 67,76 b 40,19 b 52,26 b 15,50 a
FFRH 62,68 b 42,00 b 47,88 ¢ 14,80 a
EFOH 86,02 a 4232 Db 71,42 a 14,60 a
EFRH 77,20 a 49,79 b 58,00 b 19,20 a
CN 46,23 b 37,02 b 30,43 ¢ 15,80 a

CH 96,70 a 68,00 a 88,50 a 8,20 b

Médias seguidas da mesma letra mintiscula ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(5% de probabilidade).

Na Tabela 4 estdo apresentados os niveis de triglicerideos dos animais
tratados. Todos os tratamentos exerceram efeito positivo nos niveis de
triglicerideos. Houve uma reducdo entre 59,10 % a 73,22% nos niveis de
triglicerideos nos animais tratados com as farinhas e extratos.

Martinella (2006) observou uma redugdo de 39,23 % nos niveis de
triglicerideos em animais que receberam dieta hipercolesterolémica e extrato
hidroalcodlico de tamarindo (Tamarindus indica L.), valor inferior ao
encontrado para as folhas e frutos da goiabeira.

Os teores médios de colesterol ndo HDL foram calculados através da
diferencga dos teores de colesterol total com os teores de colesterol HDL. Estes

valores representam uma estimativa da concentracdo de colesterol nas
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lipoproteinas aterogénicas, ou seja, lipoproteinas de densidade muito baixa
(VLDL) e lipoproteina de baixa densidade (LDL). Observa-se pela Tabela 4 que
o grupos controle hipercolesterolémico e extrato das folhas apresentaram os
maiores teores de colesterol ndo HDL iguais a 88,50 e 71,42 mg.dL'l,
respectivamente, ndo havendo diferenga significativa entre eles. Os animais que
receberam a dieta hipercolesterolémica e foram tratados com a farinha das folhas
e extrato etanolico/acetonico dos frutos de goiaba apresentaram uma reducdo
significativa dos niveis de colesterol ndo HDL em relacdo ao controle
hipercolesterolémico, porém estes foram superiores aos do controle ndo
hipercolesterolémico. A maior redugdo dos niveis de colesterol ndo HDL foi
para os animais hipercolesterolémicos tratados com a farinha dos frutos com
uma redugdo de 45,90 %.

A concentragdo de colesterol HDL se refere ao conteido de colesterol
nas lipoproteinas de alta densidade (HDL) e fornece uma estimativa da
concentragdo destas lipoproteinas na corrente sangiiinea. Esta lipoproteina ¢
responsavel pela inibi¢ao da deposigdo de colesterol mediada pelas lipoproteinas
de baixa densidade (LDL) nas paredes das artérias e pelo transporte reverso de
colesterol, promovendo a retirada do colesterol das células do corpo para o
figado, para reutiliza-lo ou converté-lo em acidos biliares. Dessa forma, quanto
maiores s30 0s seus niveis no organismo menor sdo os riscos de que ocorram
doengas cardiovasculares (DUARTE, 1996).  Pela Tabela 4, observa-se que
houve diferenca significativa entre o controle hipercolesterolémico (8,20
mg.dL™") e o controle ndo hipercolesterolémico (15,80 mg.dL™). Independente
da dieta administrada, todos os animais tratados com as amostras apresentaram
concentragdes de colesterol HDL significativamente maiores aos dos animais
pertencentes ao controle hipercolesterolémico.

Estes resultados podem ser atribuidos ao aumento na concentracio

sérica de triglicerideos e conseqiientemente de VLDL em decorréncia do



117

tratamento dos animais com a dieta hipercolesterolémica (Tabela 4), conforme
esperado. Sabe-se que niveis séricos aumentados de triglicerideos levam ao
aumento na concentragdo, que sdo lipoproteinas precursoras das LDL. Além
disso, na circulagdo, as HDL recebem particulas de triglicerideos presentes
principalmente nas VLDL em troca de ésteres de colesterol. Este processo
transforma as HDL em particulas mais densas, que sdo menos eficientes nos
seus mecanismos anti-aterogénicos, aumentando o clearance do colesterol HDL
e a velocidade em que sdo degradadas estas lipoproteinas, reduzindo seus niveis
na corrente sanguinea (MARQUES-LOPES et al.,, 2004). Sendo assim, os
resultados observados no presente estudo demonstraram um efeito benéfico da
farinha e dos extratos de folhas e de frutos de goiaba sobre o perfil lipidico no

soro de animais hipercolesterolémicos.

3.5 Proteina C reativa

A proteina C reativa (PC-r) € uma proteina sintetizada pelo figado em
resposta as citocinas, que reflete inflamacdo ativa sist€émica, ou seja, ¢ um
biomarcador de inflamagao (LIMA et al., 2007).

Pelos dados da Tabela 5, observa-se que nao houve diferenca
significativa entre os tratamentos e os controles, sugerindo que os animais que
foram tratados com a dieta hipercolesterolémica ainda ndo desenvolveram a
resposta inflamatoria sist€émica capaz de desencadear a aterosclerose. Desta
forma, ndo foi possivel avaliar se as farinhas e os extratos das folhas e frutos da
goiabeira s3o capazes de evitar o processo inflamatdrio sist€émico, entretanto no
controle hipercolesterolémico houve uma tendéncia de maior niveis dessa

proteina.
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Tabela 5 Teores médios de proteina C reativa (mg.L™).

Tratamentos Proteina C reativa (mg.L™)
FFON 1,18
FFRN 1,12
EFON 0,50
EFRN 0,60
FFOH 1,52
FFRH 1,16
EFOH 1,16
EFRH 1,20

CN 0,50
CH 1,92

Muitos estudos relatam que uma dieta hipercolesteromica aumenta os
niveis de PC-r. Duarte et al. (2009), avaliando o efeito de uma dieta
hipercolesterolémica sobre o sistema antioxidante endégeno e o biomarcador de
inflamagdo (PC-r), observaram uma relagdo positiva, ou seja, a dieta
hipercolesterolémica aumentou de forma significativa o teor de PC-r quando
comparado com a dieta ndo hipercolesterolémica. Resultados diferentes aos

encontrados neste estudo.

3.6 Atividade das enzimas antioxidantes e avaliacdo da lipoperoxidagio

Considerando que o aumento na concentragdo sérica de colesterol pode
favorecer o estresse oxidativo in vivo, e que esta tem sido relacionada como fator
de risco para doengas cardiovasculares (MARTINELLA, 2006), os niveis de

MDA no soro e no figado dos animais foram avaliadas. Os resultados da
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concentragdo dos marcadores de estresse oxidativo avaliados nesse estudo estdo

apresentadas nas Tabelas 6, 7, 8 € 9.

3.6.1 Soro

De acordo com a Tabela 6, a indu¢do da hipercolesterolemia aumentou
significativamente a atividade das enzimas SOD e GPx quando comparada ao
controle ndo hipercolesterolémico. Resultados semelhantes foram observado no
trabalho de Chenni et al. (2007).

Pela Tabela 6, observa-se que a atividade da SOD nos animais que
receberam a dieta hipercolesterolémica tratados com as farinhas das folhas e
frutos ndo diferiu significativamente dos animais pertencentes ao grupo controle
nao hipercolesterolemico. Da mesma forma o teor de colesterol apresentado na
Tabela 4 para esses animais nao diferiu dos animais do controle ndo
hipercolesterolémico. Os animais que receberam a dieta hipercolesterolémica
tratados com os extratos das folhas e frutos apresentaram atividade enzimatica
semelhante ao controle hipercolesterolémico, sugerindo que esses extratos nio
foram eficientes em controlar as espécies reativas de oxigénio (ERO) geradas no

soro de animais hipercolesterolémicos.



120

Tabela 6 Atividade das enzimas antioxidantes nas amostras de soro.

Tratamentos SOD GPx
(U/mg de proteina) (hmol Sreolt\le?;}[;;’H/mg

FFON 5256 b 1,86 x 10" ¢
FFRN 5,064 b 1,49x 10" ¢
EFON 5,038 b 2,12x 10" ¢
EFRN 5,140 b 1,57x 10" ¢
FFOH 5348 b 1,56 x 10" ¢
FFRH 5,164 b 329x10"°b
EFOH 5,560 a 2,81x10" b
EFRH 5720 a 2,56x 10" b

CN 4,998 b 1,86 x 10" ¢

CH 6,184 a 458x 10" a

Meédias seguidas da mesma letra mindscula ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(5% de probabilidade).

Em relagdo a atividade da GPx, observa-se pela Tabela 6 que entre os
animais que receberam a dieta hipercolesterolémica, apenas os tratados com a
farinha das folhas apresentaram atividade enzimdtica estatisticamente
semelhante aos animais do controle ndo hipercolesterolémicos. Os animais
tratados com os extratos das folhas e frutos apresentaram atividade enzimatica
inferior aos animais do controle hipercolesterolémico e superiores ao do controle
ndo hipercolesterolémico, significando que nestes grupos também houve uma
estabilizacdo das ERO geradas.

A acgdo das enzimas antioxidantes (SOD e GPx) ¢é inativar EROs

evitando, dessa forma, a lipoperoxidagao.
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Quando se compara o nivel de dialdeido maldnico (Tabela 7) com a
atividade enzimatica da SOD e GPx (Tabela 6) no soro dos animais pertencentes
aos grupos controle ndo hipercolesterolémico e hipercolesterolémico, observa-se
que houve aumento da atividade enzimatica no grupo controle
hipercolesterolémico enquanto que o teor de dialdeido mal6énico foi
estatisticamente semelhante entre os diferentes grupos analisados. Estes
resultados podem ser atribuidos a um possivel aumento na geracdo de ERO no
soro dos animais hipercolesterolémicos.

Sabe-se que os organismos aerdbicos sdo capazes de responder ao
aumento na formagdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), induzindo
mecanismos de reparo e protecdo, através do sistema de defesa antioxidante
(SAMPAIO; MORAES, 2010). Foi demonstrado neste estudo um aumento
significativo na atividade das enzimas SOD e GPx no soro dos animais tratados
com a dieta hipercolesterolémica quando comparados ao grupo
normocolesterolémico. A atividade destas enzimas representa a prote¢do do
organismo contra o anion superoxido, peroxido de hidrogénio, e hidroperoxidos
lipidicos (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; PURCAHRD; KELLY,
1996). Apesar da existéncia de outros antioxidantes ndo analisados neste
trabalho, tais como catalase, tioredoxina, glutationa, vitamina E, entre outros,
que poderiam contribuir para a protecdo contra o estresse oxidativo (RATNAM
et al., 2006), os resultados obtidos sugerem que o sistema de defesa antioxidante
foi ativado de maneira proporcional a necessidade gerada pelos eventos pro-
oxidantes, impedindo assim o aumento da concentra¢do de dialdeido maldnico
no plasma dos animais hipercolesterolémicos. O mesmo foi observado nos
trabalhos de Chenni et al. (2007) e Mantha, Kalra e Prasad (1996).

O tratamento dos animais hipercolesterolémicos com os extratos e
farinhas de folhas e frutos de goiaba foi capaz de reduzir a atividade das enzimas

SOD e GPx no soro dos animais hipercolesterolémicos. Estes resultados
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poderiam ser atribuidos a presenca de compostos antioxidantes presentes nas
folhas e frutos da goiaba, tais como compostos fenolicos, vitamina C e beta-
caroteno conforme observado no capitulo 2, que poderiam atuar impedindo o
aumento ou seqiiestrando ERO com conseqiiente redugdo dos eventos pro-
oxidantes no compartimento plasmatico. Desta forma, a resposta do organismo
em relacdo a indugdo da atividade sérica de SOD e GPx seria menor do que
aquela observada nos animais hipercolesterolémicos ndo tratados com as
farinhas ou com os extratos utilizados neste estudo.

Sendo assim, nossos resultados sugerem que as farinhas das folhas e
frutos da goiabeira podem ser eficientes no controle do estresse oxidativo no

soro de animais hipercolesterolémicos.

Tabela 7 Teores médios de dialdeido malénico o no soro (umol MDA/mg

proteina).

Tratamentos MDA (umol MDA/mg proteina)
FFON 2,04x 107
FFRN 1,59x 107
EFON 2,13x 107
EFRN 1,99x 107
FFOH 1,45x 107
FFRH 1,49 x 107
EFOH 1,97 x 107
EFRH 1,43x 107

CN 2,18x 107

CH 2,30x 107
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Nas Figuras 6, 7 ¢ 8 sdo mostrados os cromatogramas e o respectivo
tempo de retencdo do padrao de dialdeido maldnico e de amostras de soro dos
animais dos grupos CN e CH. Observa-se que o pico de retencdo das amostras

foi praticamente 0 mesmo do padrao.
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Figura 6 Cromatograma do padrdo de dialdeido malonico na concentragdo 1,2
um. O pico a 6,317 minutos refere-se ao dialdeido maldnico
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Figura 7 Cromatograma de dialdeido malénico no soro dos animais do grupo
ndo hipercolesterolémico. O pico a 7,074 minutos corresponde ao
acido maldnico
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Figura 8 Cromatograma de dialdeido maldnico no soro dos animais do grupo
hipercolesterolémico. O pico a 7,044 minutos corresponde ao dialdeido
malonico

3.6.2 Figado

Pelos dados da Tabela 8, observa-se que ao contrario dos resultados
obtidos no soro, ndo houve diferenca significativa na atividade da atividade da
SOD hepatica entre os diferentes grupos analisados. Porém, ao analisar a
atividade enzimatica da GPx observa-se que os animais pertencentes ao grupo
controle hipercolesterolémico apresentaram uma atividade superior aos animais
do grupo controle ndo hipercolesterolémico. Entre os diferentes tratamentos
avaliados neste estudo, observa-se que apenas o tratamento com a farinha de
frutos de goiaba foi capaz reduzir significativamente a atividade de GPx em
homogeneizados de figado de animais hipercolesterolémicos, a niveis

semelhantes ao do controle nio hipercolesterolémico.
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Tabela 8 Expressdo das enzimas antioxidantes nas amostras de figado

Tratamentos SOD GPx
(U/mg de proteina) (hmol Sreolt\le?;}[;;’H/mg

FFON 323,21 2,16x 10 b
FFRN 328,20 3,10x 10™b
EFON 341,97 2,99 x 10™b
EFRN 345,73 3,73x 10D
FFOH 389,09 500x 10"a
FFRH 356,02 3,68 x 10™*b
EFOH 427,63 4,80x 10a
EFRH 395,25 4,54x10"a

CN 371,56 2,97 x 10D

CH 457,32 560x 10"*a

Meédias seguidas da mesma letra mintscula ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Nott
(5% de probabilidade).

Chenni et al. (2007), estudando o efeito da erva-moscada (Ajuga iva),
uma planta usado como vasodilatadora e antioxidante, no figado de ratos
hipercolesterolemicos observaram um aumento na atividade da GPx e da SOD
quando comparado com o controle ndo hipercolesterolémcio.

Uma das principais fungdes hepaticas ¢ a desintoxicacdo e este orgdo
possui muitas enzimas antioxidantes ativas (LIU et al., 2000; MARTINEU;
CHADAN; PARKHOUSE, 1995). Entretanto as isoformas de SOD e GPx
encontradas no meio intracelular sdo diferentes daquelas encontradas nos
liquidos extracelulares, podendo portanto, apresentar uma variagcdo na afinidade

pelos seus respectivos substratos entre os diferentes compartimentos do
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organismo. Além disso, a propor¢do entre o conteido de substancias
antioxidantes e pré-oxidantes ¢ altamente variavel entre os diferentes 6rgéos e
compartimentos do organismo. Desta forma a resposta do sistema de defesa
antioxidante ao aumento de ERO, pode variar ndo somente em relacdo a
concentragdo como também em fungdo do tipo de espécies oxidantes produzidas
e do contetido de antioxidantes presentes no tecido analisado.

De acordo com a Tabela 9, os animais do grupo controle
hipercolesterolémico apresentaram o teor de dialdeido malénico superior ao
controle ndo hipercolesterolémico, sugerindo que apesar do aumento na
atividade da GPx, este ndo foi suficiente para conter a peroxidacdo lipidica no
figado destes animais.

Estes resultados corroboram com dados da literatura que também
demonstraram que uma dieta hipercolesterolémica ndo foi capaz de induzir
diferenca significativa na atividade da SOD, mas aumentou a atividade da GPx e
o teor de MDA em amostras de figado de ratos (GOKKUSU; MASTAFAZADE,
2003).

Nesta situacdo torna-se evidente a importancia da intervengdo
terapéutica a fim de evitar os danos ocasionados pela producdo excessiva de
ERO. Sendo assim, foi comparado também o efeito da ingestdo dos extratos e
farinhas de folhas e de frutos de goiaba sobre os niveis de MDA no figado dos
animais pertencentes aos diferentes grupos. Foi observado que todos os animais
hipercolesterolémicos tratados com os extratos e com as farinhas apresentaram
uma reducdo significativa no teor de MDA hepatico em relagdo ao controle
hipercolesterolémico. Além disso, a farinha dos frutos de goiaba foi mais efetiva
na reducdo das concentragdes de MDA no figado levando a concentragdes
semelhantes aquelas observadas nos animais normolipidémicos, o que poderia
justificar os resultados observados em relagdo a atividade de GPx no figado de

dos animais hipercolesterolémicos tratados com esta farinha.
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De acordo com os resultados apresentados no capitulo 2, a farinha dos
frutos apresentaram os menores teores de compostos fenolicos e menor atividade
antioxidante, sugerindo que os compostos fenolicos presentes nas outras
amostras podem ter tido a sua absor¢ao limitada em virtude da sua composigao

quimica.

Tabela 9 Teores médios de dialdeido maldénico no figado (umol MDA/mg

proteina).

Tratamentos MDA (pmol MDA/mg proteina)
FFON 2,68 x 107 ¢
FFRN 3,17x 10%¢
EFON 4,56x 107 b
EFRN 3,12x 107%¢
FFOH 4,74x 10°b
FFRH 3,07x 107%¢
EFOH 4,45x107b
EFRH 527x107b

CN 2,91x10%¢
CH 797 x 107%a

Médias seguidas da mesma letra mintiscula ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(5% de probabilidade).

Nas Figuras 9 ¢ 10 sdo mostrados os cromatogramas € o respectivo
tempo de retengdo de amostras de figado dos animais dos grupos CN e CH.
Observa-se que o pico de retengcdo das amostras foi praticamente o mesmo do

padrdo (Figura 6).
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4 CONCLUSAO

As farinhas e extratos etandlico/acetonico das folhas e frutos da
goiabeira exerceram efeito hipocolesterolémico e preveniram o estresse
oxidativo induzido pela hipercolesterolemia no figado e plasma de ratos.

Dessa forma, as folhas e frutos da cultivar Pedro Sato podem ser
utilizadas como alimentos funcionais e matéria-prima para o desenvolvimento

de fitoterapicos.
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Tabela 1A Resumo da andlise de variancia para potdssio, magnésio e cobre de
trés cultivares das folhas e frutos da goiabeira.

Quadrado médio

FV GL Potéssio Magnésio Cobre
Cultivar (C) 2 23,336250* 0,412917* 193,905704*
Partes (P) 1 6,615000* 21,850417* 153,419267*
CxP 2 34,688750%* 0,230417* 280,670929*
Erro 18 0,631111 0,004028 9,778614
CV (%) 5,94 3,98 10,37

* Teste de Scott-Knott, significativo, a 5 % de probabilidade

Tabela 2A Resumo da andlise de varidncia para manganés, zinco e ferro de trés
cultivares das folhas e frutos da goiabeira.

Quadrado médio

FV GL Manganés Zinco Ferro
Cultivar (C) 2 5234,645417* 6,087917 692,817329*
Partes (P) 1 32303,343750*% 1187,226667* 33076,147537*
CxP 2 4747,321250%* 31,342917 1455,652162*
Erro 18 13,964028 34,353611 58,463010
CV (%) 9,26 24,82 14,21

* Teste de Scott-Knott, significativo, a 5 % de probabilidade

Tabela 3A Resumo da andlise de varidncia para fibras alimentares soluveis e
insoluveis de trés cultivares das folhas e frutos da goiabeira.

Quadrado médio

FV GL Fibra alimentar solavel Fibra alimentar insoluvel
Cultivar (C) 2 1,497050* 151,206117*
Partes (P) 1 28,058438* 10311,516704*
CxP 2 1,775150* 159,861817*
Erro 18 0,132268 2,770468
CV (%) 13,87 5,26

* Teste de Scott-Knott, significativo, a 5 % de probabilidade
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Tabela 4A Resumo da analise de variancia para vitamina C e p-caroteno de trés
cultivares das folhas e frutos da goiabeira.

Quadrado médio

FV GL Vitamina C B-caroteno
Cultivar (C) 2 90988,625000* 6,626304*
Partes (P) 1 32560,666667* 808,288267*
CxP 2 10995,291667* 6,484654*
Erro 18 3922,305556 1,015744
CV (%) 23,68 11,59

* Teste de Scott-Knott, significativo, a 5 % de probabilidade

Tabela 5SA Resumo da andlise de varidncia para compostos fenolicos nas
farinhas e extratos de trés cultivares das folhas e frutos da

goiabeira.
Quadrado médio
FV GL Farinhas Extratos
Cultivar (C) 2 2270,573254%* 8011,865454*

Partes (P) 1 147666,437604* 988845,487350*

CxP 2 1893,205104* 4514,867413*

Erro 18 14,191215 189,447739
CV (%) 4,31 6,04

* Teste de Scott-Knott, significativo, a 5 % de probabilidade

Tabela 6A Resumo da andlise de varidncia para a atividade antioxidante pelo
método DPPH nas farinhas e extratos de trés cultivares das folhas e
frutos da goiabeira.

Quadrado médio

FV GL Farinhas Extratos
Cultivar (C) 2 0,004475* 0,003015*
Partes (P) 1 0,867122* 0,022190*
CxP 2 0,001838* 0,002816*
Erro 18 0,000012 0,000018
CV (%) 1,65 12,85

* Teste de Scott-Knott, significativo, a 5 % de probabilidade
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Tabela 7A Resumo da andlise de variancia para a atividade antioxidante pelo
método beta caroteno/acido linoléico nas farinhas e extratos de trés
cultivares das folhas e frutos da goiabeira.

Quadrado médio

FV GL Farinhas Extratos
Cultivar (C) 2 111,336904* 296,694867*
Partes (P) 1 7265,892004* 28356,625067*
CxP 2 139,504004* 310,479267*
Erro 18 15,874415 20,002300
CV (%) 6,16 8,81

* Teste de Scott-Knott, significativo, a 5 % de probabilidade



138

ANEXO B

Tabela 1B Resumo da analise de variancia para colesterol,

triglicerideos € LDL + VLDL........cccoovvriiviienireieene, 139
Tabela 2B Resumo da andlise de varidncia para HDL, lipideos

hepaticos e razdo peso figado X peso corporeo........... 139
Tabela 3B Resumo da analise de varidncia para PCR, SOD soro ¢

SOD figado.....ccveeieiieiecieie et 140
Tabela4B  Resumo da andlise de variancia para GPx soro e GPx

FIZAA0..cciiieiieeieceee e 140

Tabela 5B Resumo da analise de variancia para MDA soro e MDA
FIZAAO oo 141



139

Tabela 1B Resumo da analise de variancia para colesterol, triglicerideos e LDL

+ VLDL.
Quadrado Médio
FV GL Colesterol Triglicerideos LDL + VLDL
Fatorial (Fa) 7 1141,33* 228,83% 1350,05*
Dieta (D) 1 6332,27% 1095,69* 7822,65%
Fragoes (F) 1 253,41 92,26 357,48
Extratores (E) 1 769,83* 45,05 572,90*
DxFxE 1 8,54 71,16 88,74
Adicionais 1 6368,05% 2399,40* 8430,31%*
(A)
A x Fa 1 904,49* 1623,08* 2063,52*
Erro 40 50,37 47,53 54,29
CvV 12,51% 11,27% 15,79%

* Teste de Scott-Knott, significativo, a 5 % de probabilidade

Tabela 2B Resumo da analise de variancia para HDL, lipideos hepaticos e razdo
peso figado X peso corpoéreo.

Quadrado Médio
FV GL HDL Lipideos Razdo
hepaticos
Fatorial (Fa) 7 23,28* 116,89* 0,53*
Dieta (D) 1 79,81* 802,01* 3,23%
Fragoes (F) 1 8,56 6,73% 0,12*
Extratores (E) 1 15,01%* 0,74 0,16*
DxFxE 1 43,06* 0,01 0,02
Adicionais 1 144,40%* 237,95% 1,06*
(A)
A x Fa 1 236,53* 5,07* 0,01
Erro 40 4,10 1,36 0,02
CvV 12,38% 14,94% 5,24%

* Teste de Scott-Knott, significativo, a 5 % de probabilidade
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Tabela 3B Resumo da analise de varidncia para PCR, SOD soro ¢ SOD figado.

Quadrado Médio
FvV GL PCR SOD soro SOD figado
Fatorial (Fa) 7 1,08* 0,30* 6771,92*
Dieta (D) 1 1,68* 1,05% 32744,15%
Fracdes (F) 1 0,05 0,01 2008,03
Extratores (E) 1 1,44%* 0,24* 8131,91*
DxFxE 1 0,04 0,01 2,34
Adicionais 1 5,48%* 3,52% 18386,09*
(A)
A x Fa 1 0,27 0,74* 20849,02*
Erro 40 0,22 0,06 1532,35
(0% 43,19% 4,58% 12,69%

* Teste de Scott-Knott, significativo, a 5 % de probabilidade

Tabela 4B Resumo da analise de variancia para GPx soro e GPx figado.

Quadrado Médio
FV GL GPx soro GPx figado
Fatorial (Fa) 7 2,27% 4,86%*
Dieta (D) 1 0,25 22,71%*
Fragoes (F) 1 6,75% 0,01
Extratores (E) 1 1,51%* 2,82%
DxFxE 1 0,39 1,00
Adicionais (A) 1 16,48* 17,26*
A xFa 1 5,89% 2,28*
Erro 40 0,27 0,43
CvV 21,92% 17,00%

* Teste de Scott-Knott, significativo, a 5 % de probabilidade
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Tabela 5B Resumo da analise de variancia para MDA soro e MDA figado.

Quadrado Médio

FV GL MDA soro MDA figado

Fatorial (Fa) 7 0,28% 4,75%
Dieta (D) 1 0,22%* 10,05%*
Fragoes (F) 1 0,81%* 2,04%*
Extratores (E) 1 0,29%* 8,79%

DxFxE 1 0,35% 12,18*

Adicionais (A) 1 8,12% 64,16*

A xFa 1 6,86* 19,43*
Erro 40 0,03 0,34

CvV 9,26% 13,92%

* Teste de Scott-Knott, significativo, a 5 % de probabilidade



