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RESUMO

Introducédo: o envelhecimento populacional gerou um aumento na prevaléncia de
doencgas crénico-degenerativas. Evidéncias cientificas sugerem que existam fatores
de risco associados aos habitos alimentares. Por outro lado, diversos estudos
apontam para os efeitos benéficos dos alimentos funcionais a saude, como por
exemplo, a maca.

Objetivos: avaliar o efeito da Maca Fuiji (in natura e desidratada) como um alimento
funcional na longevidade e em variaveis do metabolismo e da fisiologia da mosca-
das-frutas Drosophila melanogaster .

Materiais e Métodos: moscas-das-frutas Drosophila melanogaster da linhagem
Oregon-R foram utilizadas para a condugdo dos seguintes tratamentos: dieta de
maca in natura adicionada ao meio de cultura; dieta de maga desidratada adicionada
ao meio de cultura; sem dieta (controle). Adicionalmente foram testadas duas
concentracdes para cada tipo de tratamento: 10% e 20%. O estudo analisou a
longevidade maxima, média e a taxa de mortalidade entre os tratamentos. Os niveis
de colesterol, glicogénio, triglicerideos, proteinas e de TBA que avalia o dano
oxidativo, foram testados em cinco diferentes idades: um, cinco, dez, 15 e 20 dias.
Resultados: um total de 4599 moscas foram acompanhadas do nascimento a morte
(2450 machos (53,3%) e 2149 (46,7%) fémeas. Andlise da longevidade e
mortalidade (média e maxima) foi significativamente maior em machos e fémeas
tratados tanto com macga in natura quanto cha. A analise dos indicadores do
metabolismo variou segundo o tratamento e a idade tanto em machos quanto em
fémeas e os resultados obtidos, quando comparados com a literatura sugeriram que
a variagao dos niveis de lipidios, proteinas e TBA foram similares aos descritos para
populacdes de D. melanogaster geneticamente selecionadas para maior
longevidade.

Conclusao: os resultados obtidos sugerem que a maga possui propriedades
antioxidantes que podem ser atribuidas também aos compostos bioativos, que
potencialmente podem atuar beneficamente no organismo modulando de modo
diferencial o metabolismo e aumentando a longevidade do modelo experimental
testado.

PALAVRAS-CHAVE: alimentos funcionais, antioxidantes, maca Fuji, componentes
bioativos, flavondides, modelos experimentais, Drosophila melanogaster



ABSTRACT

INTRODUCTION: Population aging lead to an increase in the prevalence of cronic-
degerative diseases. Scientific evidences suggests the existence of risk factors
associated to alimentary habit. Otherwise, many studies suggest that the functional
foods have benefic effects to health, such as, apple.

OBJECTIVES: Evaluate the effects of the Fuji Apple (in natura and dehydrated) in
the longevity and in the physiologic metabolism variables of the fruit fly Drosophila
Melanogaster. MATERIAL AND METHODS: Fruit flies Drosophila Melanogaster of
the Oregon-R lineage was used in the conduction of the following experiments: diet
of in natura apple added to the middle of the cultivation environment; diet of
dehydrated apple added to the middle of the cultivation environment; no diet
(control). Additionally, two concentrations for each type of treatment were tested:
10% and 20%. The study analyzed the maximum and medium longevity and the
mortality rate among the treatments. The levels of cholesterol, glycogen, triglicerides,
proteins and TBA that evaluates the oxidative damage, were tested at 5 different
ages: one, five, ten, fifteen and twenty days.

RESULTS: A total of 4599 flies were accompanied from birth to death (2450 males
(53,3%) and 2149 females (46,7%)). Analysis of mortality (maximum and medium)
showed that it was significantly higher on males and females treated with the in
natura apple and with the dehydrated apple. The analysis of the metabolism
indicators varied in the treatment and in age in males and females and the obtained
results, when compared to the existing literature, suggested that the variation in the
lipids, proteins and TBA levels were similar to those described to populations of
genetically selected to higher longevity Drosophila melanogaster.

CONCLUSIONS: The obtained results suggests that the apple contain antioxidants
property that may be attribute also to bioactive compounds that can potentially act in
a benefic way in the modulated organism and metabolism in a differential way
increasing the longevity of the experimental subject tested.

Key Words: functional food, antioxidant, Fuji apple, bioactive compounds,
flavonoids, experimental subjects, Drosophila melanogaster.
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1 INTRODUCAO

O envelhecimento populacional vem chamando a atengdo do mundo nas
ultimas décadas por ter como consequéncia o aumento no numero absoluto e
proporcional de idosos na populacédo, bem como o aumento da expectativa média de
vida ao nascer. Tal fenbmeno acontece em decorréncia da diminuigcdo das taxas de
natalidade/fertilidade na populagdo e da mortalidade infantil, trazendo consigo
também, uma mudancga epidemioldgica relacionada a prevaléncia das causas mais
comuns de morbi-mortalidade."? Assim, nas ultimas décadas houve um aumento na
prevaléncia de doengas cronico-degenerativas, cuja grande maioria apresenta
origem multifatorial, envolvendo interacdes genético-ambientais.>*

A partir da década de 1960, evidéncias sugeriram que variaveis ambientais,
especialmente os habitos alimentares e a atividade fisica, poderiam estar
relacionadas com doencas como as cardiovasculares e as neoplasias, entre outras.
Atualmente, sabe-se que o estilo de vida pode funcionar como um modulador para o
processo degenerativo, acelerando ou desacelerando o mesmo.> Como exemplo,
temos o habito do tabagismo que compromete a saude estimulando a formag&o dos
radicais livres, que sdo moléculas cujo elétron que se localiza nas camadas mais

externas dos atomos encontra-se em desequilibrio, reagindo, assim, com diversas
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macromoléculas do organismo de proteinas a carboidratos, gerando alteragdes
fisioldgicas e genéticas significativas.®’

Neste sentido, diversos estudos como o SENECA realizado em nove paises
da Europa, no qual foram acompanhados 2200 idosos entre 1988 e 1999,
concluiram que a adogao de um estilo de vida saudavel como o habito de nao fumar,
a pratica de atividade fisica regular e a alta qualidade da dieta contribuem para um
envelhecimento bem sucedido. Em geral, quanto mais cedo se iniciar a pratica do
estilo de vida saudavel e a manutencdo do mesmo até idades avangadas, mais
efetiva sera a prevencao de doencgas e disfungdes. Contudo, a adogao de um estilo
de vida saudavel por idosos, também é efetivo.®

Revisando alguns conceitos em relagdo a alimentagcdo e a reprodugao
(compreendida como sucessdo biolégica de geracdes), pode-se dizer que ambas
representam os processos basicos da vida. Isto porque a alimentagao constitui o elo
de ligagdo fundamental dos seres animados com seu ambiente fisico, bidtico e, no
caso humano, seu habitat social. Sob este aspecto, a alimentacdo e a nutricao
configuram, com muita sensibilidade, a expressao do ajustamento de individuos e
comunidades ao ecossistema no qual vivem.®

Como a nutricdo € de grande relevancia para os seres vivos, estudos
realizados mostram que o equilibrio nutricional € fundamental, ndo s6é para a
manutencdo da vida, mas também para a qualidade de vida livre de doencas. Assim,
estados de desnutricdo ou supernutricdo sdo considerados fatores de risco para a
saude de qualquer organismo.

Por outro lado, muitas investigagcdes sugerem que dietas ricas em frutas e
vegetais possuem efeito protetor contra doengas. Isto porque, os alimentos de

origem vegetal contém, além de vitaminas, sais minerais e fibras, os compostos
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bioativos que sao representados pelo grande grupo dos fitoquimicos e seus sub-
grupos, tais como flavondides, acidos fendlicos e polifendis. Os compostos bioativos
estdo presentes nos denominados alimentos funcionais, cuja principal caracteristica
é o potencial efeito antioxidante natural.® > "

Cientistas do mundo inteiro se voltaram para observar os habitos alimentares
em paises do Mediterraneo, nos quais a expectativa de vida das pessoas mostrou-
se maior do que em paises desenvolvidos.

Em 1992, Renaud e De Lorgeril'? realizaram um dos trabalhos mais famosos
nesta area, demonstrando que havia uma menor incidéncia de doencgas
cardiovasculares na Franca em relagdo a outros paises industrializados, apesar dos
fatores de risco cardiovasculares como consumo de gordura saturada, nivel de
colesterol sérico, pressao arterial, indice de massa corporal, tabagismo e
sedentarismo nao serem menores. Esse fato foi denominado pelos autores como
"Paradoxo Francés". As investigagdes apontaram que o alimento que conferia a
protecao descrita seria o vinho tinto, cujos principais compostos bioativos existentes
eram o resveratrol, a quercitina, a mirecitina e os taninos. Os autores entdo
sugeriram que 0s mesmos eram os protagonistas desse paradoxo.

A partir de um conjunto razoavel de evidéncias, pesquisadores principalmente
do Japao, China e paises da Comunidade Européia reconhecem que os alimentos
que contém compostos bioativos podem atuar na prevencdo de doencgas e na
promogao da saude. Desta forma, o alimento passou a ser visto como algo benéfico
em termos de saude e nao somente como meio de sobrevivéncia, pois com o
avancgo das pesquisas sobre a identificacdo dos compostos bioativos foi possivel
identificar fatores de protecdo a saude e ndo somente os beneficios dos nutrientes

classicamente definidos. Isto porque, tais componentes sao capazes de estimular de
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maneira positiva determinados sistemas bioldgicos, proporcionando um
funcionamento organico mais saudavel."

Desta forma, os alimentos funcionais poderiam ser considerados como uma
ferramenta alternativa ou um coadjuvante na prevencéao, tratamento e melhora dos
sintomas de doencas e disfuncbes associadas ao envelhecimento como a
menopausa, osteoporose, alguns tipos de cancer e doengas cardiovasculares.

Dentro deste contexto, a partir de 1999, a legislagao brasileira incorporou o
conceito de alimentos funcionais através de seu 6rgao regulador a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), adotando atitudes tdo rigorosas quanto a da
legislagdo Japonesa e da Comunidade Européia, segundo normas do Ministério da
Saude. A legislagdo americana, ao contrario, inclui até mesmo suplementos
dietéticos tais como capsulas e tabletes, etc., na categoria de funcionais. Para a
legislagdo brasileira, todo beneficio a saude atribuido a qualquer alimento
considerado funcional, devera ser comprovado com pesquisas cientificas, nao
devendo de maneira alguma ser confundido com medicamentos.

Segundo a Associagao Brasileira de Cardiologia, que reconhece desde 1998
do papel dos flavondides como potenciais antioxidantes naturais, esta estabelecido
que a potente atividade antioxidante se deve aos radicais fendlicos presentes. Os
flavondides estdo em diversos alimentos de origem vegetal como macéa, uva, cebola,
repolho, brdcolis, chicéria, aipo, cha e vinho tinto. A quercitina, principal flavondide, é
removedora dos radicais superoxido, oxigénio singlet e peréxidos lipidicos e inibe a
oxidacdo das LDL e efeitos citotoxicos das VLDL oxidadas." Como exemplo, temos
o azeite 6leo vegetal extraido da prensagem do fruto da oliveira, a azeitona, que traz

inumeros beneficios a saude por ser fonte de gordura monoinsaturada, relacionada
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a redugao do LDL, conhecido como mau colesterol, sem reduzir as taxas de HDL, o
bom colesterol.

No Brasil, devido a grande diversidade de habitos alimentares, tanto em
termos de tipos de alimentos quanto em termos de modo de preparo dos alimentos,
faz-se necessaria a implementacao de investigagdes dos alimentos funcionais sobre
a saude/doenca. Contudo, no Brasil, o numero de investigagdes nessa area ainda
pode ser considerado incipiente, uma vez que a sua implementagcdao e
desenvolvimento requer equipes cientificas altamente habilitadas, especializadas e
multidisciplinares.

Entretanto, apesar do desenvolvimento tecnolégico dos ultimos anos, na area
dos alimentos funcionais ainda s&o necessarias investigacbes basicas que
privilegiem o entendimento de como os compostos bioativos agem no organismo.

Cabe ressaltar que, com o0 avanco da idade, os requerimentos para alguns
antioxidantes naturais podem estar aumentados.

A partir do conjunto destas evidéncias, estima-se, hoje, que a melhora
significativa nos padrdes alimentares de uma populagao, tem como consequéncia a
promocao de saude, longevidade e qualidade de vida. '

Apesar das evidéncias em seres humanos apontarem para a agao benéfica
de compostos biotativos presentes em alimentos na longevidade e envelhecimento,
investigacbes mais aprofundadas ficam limitadas a pressupostos éticos que
impedem o estabelecimento de ensaios clinico-nutricionais de longa duragdo que
comprovem tais beneficios. Dentro desta perspectiva, o uso de modelos
experimentais, amplamente utilizados na pesquisa basica, é de grande utilidade para
a coleta de evidéncias de como tais compostos podem estar agindo na fisiologia e

biologia do envelhecimento. Por tal motivo, o estudo aqui realizado foi conduzido
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com a mosca-das-frutas Drosophila melanogater que € um modelo experimental
mundialmente utilizado."

O principio de Hipdcrates de aproximadamente 2.500 anos atras “Faga do seu
alimento o seu medicamento e do medicamento o seu alimento” € norteador do
presente estudo, buscando com isso confirmacdes cientificas em pesquisas que
possam contribuir para possiveis formas futuras de prevencdo primaria de saude

aplicaveis ao ser humano.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ENVELHECIMENTO POPULACIONAL

Por que hoje, cada vez mais, a ciéncia e a sociedade interessam-se pelo
envelhecimento e pela pessoa idosa? Porque esta ocorrendo um fenémeno
chamado “envelhecimento populacional”. Nas ultimas décadas, as populacdes
passaram a experimentar um envelhecimento substancial, devido a diminui¢cdo da
mortalidade infantil e da taxa de fecundidade. Adicionalmente, as politicas de saude,
ao longo dos tempos, conseguiram um controle relativo de doengas infecto-
contagiosas, a melhoria de condi¢cdes de saneamento bdasico, avangos técnico-
cientificos na area biomédica (como o desenvolvimento de medicagdes), levando a
melhoria da qualidade de vida em geral. Assim, o crescimento da populagéo idosa
no mundo atual passa a exigir com urgéncia o estabelecimento de politicas sociais
que promovam o bem-estar e o viver digno dessas pessoas.'® "’

Desse modo, o envelhecimento populacional coloca-se como um desafio
crescente as demandas sociais do pais, visto que, tendéncias mundiais da
diminuicdo da fecundidade e de aumento na esperanca de vida tém contribuido
decisivamente para um aumento da populacdo com mais de 60 anos numa

velocidade jamais registrada. Com isso, uma nova demografia esta surgindo para a

espécie humana. Estudos biodemograficos unindo biologia e demografia das
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espécies poderao subsidiar nosso entendimento sobre o envelhecimento e a
longevidade.® '®

A partir da década de 1970, constatou-se no Brasil um crescimento
consideravel do contingente populacional de individuos com mais de 60 anos.
Assim, o pais esta cada vez mais preocupado com seus idosos, pois comegou a
viver este fendbmeno recentemente, com uma velocidade muito rapida quando

comparado a outros paises € mais uma vez a sociedade como um todo nao esta

preparada para enfrentar mais esta mudanca.'®

Tradicionalmente, o grupo etario “idoso” tem sido definido pela Organizagao
Mundial da Saude como uma populacdo acima de 65 anos e representa cerca de
20% da populacdo mundial. No entanto, em paises sub-desenvolvidos e em
desenvolvimento como é o caso do Brasil, consideram-se idosos pessoas que

encontram-se a partir dos 60 anos de idade.*

Acompanhando o processo de envelhecimento, esta associado o aumento da
prevaléncia das doencgas cronico-degenerativas e suas sequelas. As doencgas
cardiovasculares, por exemplo, tornam-se a principal causa de incapacitagcao e de
morte na populacio idosa da maioria dos paises industrializados. No Rio Grande do
Sul, as doencas do aparelho circulatério também sao a principal causa de morte
para a faixa etaria acima dos 40 anos de idade.

Contudo, o envelhecimento € um processo normal, inerente a todos os seres
vivos, sendo impossivel reverté-lo ou para-lo, ainda que o mesmo possa ser
modulado por fatores ambientais. Caracteriza-se por mudancas morfofuncionais que
ocorrem ao longo da vida, apés a maturagdo sexual, que comprometem a
capacidade de resposta do individuo ao estresse ambiental e a manutengao da

homeostasia corporal. Como exemplo destas alteracdes, temos o aparecimento da
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queda de cabelo, diminuicdo da audi¢do, menopausa em mulheres, alteragdes de
orgaos, tecidos e células afetando sistemas como o cardiovascular, endécrino e
imunoldgico, ndo significando doenca.?!

Assim, investigagdes relacionadas com os habitos alimentares e o
aparecimento de morbidades parecem ser de fundamental importancia para as
proximas décadas, contribuindo para a diminuicdo do aparecimento de doencas
cronico-degenerativas. Isto porque o envelhecimento contempla modificagdes
organicas que serdo comentadas a seguir, que aumentam a suscetibilidade a

doengas.®

2.2 ENVELHECIMENTO BIOLOGICO

Envelhecimento biolégico, ou senescéncia para alguns autores, pode ser
definido como um decréscimo progressivo na capacidade fisioldgica e na habilidade
do organismo em responder ao estresse ambiental com o passar do tempo, tornando
o individuo mais suscetivel e vulneravel as doengas.?

Para muitos autores, o periodo biolégico da velhice comega apds o periodo
reprodutivo. Entretanto, modificacbes corporais, tanto em nivel metabdlico quanto
em nivel morfolégico sao altamente heterogéneas, tanto de pessoa para pessoa,
quanto entre diferentes grupos étnicos. Torna-se impossivel medir envelhecimento
de qualquer tipo de organismo, pois a idade cronoldgica ndo € um meio seguro para
medir este processo. Desse modo, faz-se necessario a busca de parametros
bioldgicos que se modifiquem em fungdo do tempo e que possam ser mensuraveis e

comparaveis intra e inter-especificamente.? %*
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Muitas teorias tém sido elaboradas na tentativa de explicar o envelhecimento,
entretanto, todas acreditam que em algum nivel (maior ou menor) o meio ambiente
afeta este processo bioldgico.

Strehler®® salienta que para uma teoria do envelhecimento ser aceita ela
precisa necessariamente contemplar caracteristicas como:

- ser deletéria: o fator desencadeante deve reduzir a funcionalidade corporal
ao longo do tempo;

- ser progressiva: modificacbes e redugdo da funcionalidade devem ser
graduais;

- ser intrinseca: modificacdes e reducdo da funcionalidade ndo devem ser
resultado direto de um componente ambiental,

- ser universal: modificagdes e redugdo devem ocorrer similarmente ao longo
da idade, ainda que precoce ou tardiamente, em todos os individuos da mesma
especie.

Segundo Arking®® as teorias do envelhecimento podem ser agrupadas em
duas grandes categorias, levando em consideragéo eventos intra e intercelulares :

a) Teorias sistémicas ou da genética do desenvolvimento (intrinsecas):
definem o envelhecimento como sendo parte de uma programagao genética
especifica determinada, podendo ser modulado (acelerado/desacelerado) por
fatores ambientais. A principal base explicativa para a evolugdo da programagéao
genética do envelhecimento baseia-se na idéia de que o mesmo conjunto de genes
que poderiam se expressar em fases precoces da vida (principalmente no
desenvolvimento inicial, como a embriogénese) de modo benéfico, poderiam ter

efeitos negativos no periodo pés-reprodutivo, determinando o envelhecimento.
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Entre as teorias genéticas mais conhecidas, destacam-se: o antagonismo
pleiotrépico, genes da longevidade, sindromes do envelhecimento acelerado, teoria
neuroenddcrina, teoria imunoldgica, senescéncia celular e morte celular.

b) Teorias estocasticas (extrinsecas ): definem o envelhecimento como
sendo causa de eventos ao acaso, levando ao acumulo de danos com deterioragao
organica; nao existiria um mecanismo pré-determinado. Baseia-se no fato de que a
pressao seletiva é proxima a zero. Dessa forma, embora acontecam mutagdes que
tornem um determinado individuo mais longevo ou mais fragil a doencas, a
possibilidade de passar estas variagdes para as proximas geragdes seria nula ou
muito pequena, ja que as mesmas acontecem depois do periodo reprodutivo.

Entre as teorias estocasticas mais conhecidas, destacam-se: a teoria da
mutagao somatica e reparo do DNA, do erro catastréfico, da modificagao protéica ou
metabdlica e do estresse ou dano oxidativo.

Uma das teorias estocasticas mais relevantes é a teoria do dano oxidativo,
primeiramente proposta por Harman.?” O autor relata que o estresse oxidativo
desencadeado pelos radicais livres, comumente denominados de espécies ativas de
oxigénio (EAOs), seria o principal fator desencadeante do envelhecimento,
fundamentando a chamada Teoria dos Radicais Livres para o Envelhecimento.
Estudos confirmam que os EAOs, além de promoverem aparecimento de manchas
na pele com o avancar da idade, também causam danos ao DNA das células com o
estabelecimento de ligagbes cruzadas em algumas moléculas.

Entretanto, hoje existe uma tendéncia em explicar o envelhecimento como
sendo resultado de interagdes genético-ambientais.

Acredita-se também que os fatores genéticos exer¢cam grande influéncia,

assim como a teoria das proteinas ou metabdlica, que postula que animais com
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estrutura maior apresentam uma longevidade maior do que espécies de menor
tamanho e, que a taxa metabdlica seria inversamente proporcional ao peso
corpéreo. Assim, a associagao entre longevidade e metabolismo preconiza uma
relagdo causal, pois estudos demonstram que em alguns organismos, alteragdes
metabdlicas induzidas por fatores ambientais (temperatura/dieta) poderiam produzir
mudangas correspondentes na longevidade, j4 que a taxa metabdlica tende a
diminuir com a idade.?®

Dentro da imensa gama de questdes relacionadas com a biologia de espécies
animais, o envelhecimento e a morte possuem um destaque especial. Ainda que tais
processos biolégicos sejam naturais, 0s quais comegam na concepg¢ao e terminam
na morte, pode-se dizer que sdo pouco conhecidos. Sabe-se que o envelhecimento
afeta as células e os sistemas formados por elas, bem como componentes
histolégicos como o colageno, por exemplo. Durante os periodos de crescimento, os
processos anabolicos excedem as mudangas catabdlicas. Uma vez que o organismo
alcance a maturidade fisioldgica, a taxa de mudanga catabdlica ou degenerativa se
torna maior que a taxa de regeneracao celular anabdlica.?*

Dentro deste contexto, o envelhecimento é marcado por uma perda
progressiva de massa corpdérea magra, assim como mudang¢as na maioria dos
sistemas organicos. Entretanto, ainda é uma questdo em debate, pois ndo sabemos
se algumas destas mudangas sao o resultado inevitavel dos eventos programados
geneticamente ou de influéncias ambientais prolongadas.?

A partir do fenbmeno do envelhecimento populacional, a compreensido do
fendbmeno biolégico do envelhecimento passou a ser um tema importante nas

pesquisas contemporaneas.
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A partir dos estudos conduzidos hoje, ja pode ser feita uma sintese do que
acontece com o passar dos anos na biologia dos organismos complexos, onde o ser
humano estéa incluido. A seguir comentaremos algumas questdes relacionadas com
estas mudancas.

Mais do que nunca, o interesse é crescente em identificar os fatores que
levam ao envelhecimento bem sucedido, pois as discussdes sobre a extensdo de
vida sdo frequentemente estendidas a idéia de que envelhecer nao significa
necessariamente adoecer, ou seja, o foco central gira em torno do interesse dos
idosos, da velhice e do envelhecimento com uma boa saude. Pode-se dizer que o
envelhecimento ndo é necessariamente um fator determinante no aparecimento
destas doencas.

Esta aparente obviedade é crucial para a gerontologia e para a geriatria. Isto
porque, para estabelecermos o que €& um estado patolégico associado ao
envelhecimento, e o que sdo modificacbes esperadas neste momento das nossas
vidas, foram necessarios estudos intrincados envolvendo modelos experimentais e
investigagcdes populacionais que literalmente acompanharam o envelhecimento das
pessoas.

Com o surgimento do campo da Gerontologia, ao longo do século XX, iniciou-
se um entendimento das questdes da velhice e do envelhecimento e as mudancgas
tipicas deste processo e seus determinantes genético-bioldgicos, psicoldgicos e
sécio-culturais. Esta area tem como caracteristica fundamental a
interdisciplinaridade, uma vez que a abordagem do problema exige uma analise
global e multifacetada, calcada na associagéao de diferentes areas do conhecimento
biolégico como: fisiologia, morfologia, quimica, genética, bioquimica, etc..., onde

suas pesquisas acabam sendo englobadas num referencial tedrico cientifico
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centralizador: a gerontologia biomédica, ainda emergente no Pais e responsavel por
agrupar os mais variados segmentos de estudos e linhas de pesquisa propostos que
investiguem e implementem estratégias voltadas ao atendimento dos grupos com
mais idade. Portanto, a biogerontologia ainda carece de apoio e intercambio de
evidéncias experimentais a fim de que estas subsidiem de modo mais consistente
tais teorias.>® >’

Talvez seja esta heterogeneidade, tanto do envelhecimento intrinseco
(pessoal) quanto do envelhecimento de um determinado grupo étnico, que torna tao
ardua a tarefa de estabelecermos o que é normal do que é patoldgico. E o que é
mais problematico, tornam uma atividade altamente complexa, a determinagao do
que € uma variavel de risco de desenvolver uma doenca para todas as pessoas, em
todas as idades, e o que é uma variavel de risco para subgrupos populacionais
especificos, considerando principalmente grupo etario, etnia e género.

Entretanto, o processo de envelhecimento brasileiro estd longe de ser
tranquilo e ter o mesmo padrao observado em paises desenvolvidos. Isso porque a
transicdo demografica do perfil de saude denominada de transi¢ao epidemiolégica
fez aumentar um grupo de doengas associadas as alteragbes decorrentes do
envelhecimento, as doengas nao-transmissiveis ou cronico-degenerativas, dentro
das quais, podem-se citar a aterosclerose, a hipertensao, o diabetes, a obesidade, a
osteoporose, as neoplasias e as cardiovasculares entre outras, ao mesmo tempo
que as doengas infecto-contagiosas continuam assolando grande parte da
populacdo brasileira.?* 3

Tal fendmeno foi descrito por Chaimowicz'® como “fendmeno da polarizagdo

epidemioldgica”, ou seja, a populagdo brasileira tornou-se mais velha
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demograficamente, mas as doengas caracteristicas de paises jovens e
subdesenvolvidos ainda continuam presentes em algumas regides do pais.

Como ja foi anteriormente salientado, um dos principais fatores ambientais
capazes de influenciar significativamente a expectativa de vida, diz respeito a
qualidade da alimentac&do. Neste caso, um grande numero de evidéncias tem sido
acumulado sugerindo que, mais especificamente, a restricdo da dieta agiria sobre o
processo de envelhecimento e, por conseguinte, na longevidade.* *°

Este fato ja foi bem evidenciado em animais experimentais que, nestas
condicdes, apresentam acumulo de modificacbes associadas ao envelhecimento,
disfungdes e doencas. E um campo interdisciplinar que abre expectativas para a
compreensao do processo do envelhecimento em relagdo a génese, habitos
alimentares e estilo de vida, buscando o desenvolvimento de a¢des preventivas e
terapéuticas associadas.

Entretanto, qual seria o papel dos compostos bioativos no metabolismo

organico? Responder esta questdo passa pelo entendimento da acdo de alguns

compostos quimicos como os radicais livres e os agentes anti-oxidantes

2.3 ESPECIES ATIVAS DE OXIGENIO, DANO OXIDATIVO,

ENVELHECIMENTO E DOENCAS

A vida ndo poderia existir sem a presenga do oxigénio, que € a base para a
evolugdo de organismos que incluem desde muitos procariotos primitivos até plantas
e animais neste planeta. Sem ele ndo poderiamos aproveitar a energia da nossa
alimentagdo e, sem energia, o corpo, principalmente de espécies complexas

(multicelulares), nao poderia sobreviver. Além do papel fundamental para a vida dos
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organismos, 0 oxigénio atua em espécies mais complexas, como € o caso do ser
humano, em funcdes metabdlicas especificas.’® Devido ao fato do oxigénio ser
quimicamente um elemento muito reativo, 0 mesmo pode ser altamente perigoso se
nao for regulado, produzindo muitas moléculas oxidadas dentro do corpo e
provocando a destruicdo de células e tecidos. Durante todas as reacdes bioquimicas
normais, o oxigénio reage prontamente para oxidar outras moléculas que estdo na
sua vizinhanga. Se ndo ha mecanismo de controle para isto, uma reacdo em cadeia
pode ocorrer, onde as moléculas oxidadas chamadas de radicais livres, se tornam
instaveis. Para regular o poderoso efeito oxidante dos radicais livres, 0 organismo
conta com duas fontes de compostos (endégenos e exégenos) que reagem com tais
moléculas, e sdo denominadas de substancias antioxidantes. Na forma enddgena
tais substancias sao conhecidas como enzimas anti-oxidantes, como € o caso da
superoéxido dismutase, da catalase e da glutationa-peroxidase. As fontes exdgenas
incluem compostos nutritivos ou n&o-nutritivos como é o caso de vitaminas e
compostos bioativos como os flavondides.>” %

Em 1915, Paul Ehrlich, biélogo aleméao, constatou que os animais precisavam
do oxigénio para viver, aprofundando evidéncias sobre a relagdo dos aspectos
bioquimicos da utilizagdo do oxigénio, especialmente pelos seres humanos.
Recentemente, apds longos estudos, as evidéncias sobre os metabdlitos do oxigénio
comecgaram a ser esclarecidas de forma especifica. A natureza do processo do
envelhecimento tem sido alvo de varios estudos e dentro das teorias usadas para
explicar tal fenbmeno, a Teoria dos Radicais Livres tem sido a mais aceita até o
presente momento.>®

Por volta da década de 1960, uma grande quantidade de estudos demonstrou

claramente que os radicais livres sdao também formados durante o metabolismo
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normal. Como consequéncia, passou a ser bastante difundido o conceito de que a
possibilidade de dano oxidativo a biomoléculas € inerente ao uso de oxigénio pelos
organismos aerdébicos.

Estudos envolvendo evidéncias cientificas em torno do estresse ou dano
oxidativo comprovam uma forte associagao com o envelhecimento, embora n&do de
forma causal. O provavel mecanismo de associagao seria através da produgcao de
espécies ativas de oxigénio (EAOS), ou simplesmente radicais livres. Os radicais
livres sdo formados na mitocéndria. A longevidade seria inversamente proporcional a
extensdo do dano oxidativo e diretamente proporcional a atividade das defesas
antioxidantes. A Teoria do Dano Oxidativo postula que todas ou a maioria das
deficiéncias fisioldgicas caracteristicas de mudancgas realmente relacionadas com a
idade podem ser atribuidas aos danos intracelulares produzidos pelos radicais livres.
Sabe-se que diversas biomoléculas diferentes sdo atacadas por radicais livres. A
peroxidacao lipidica e o dano ao DNA sao provavelmente os exemplos mais
importantes de tais danos. O dano “em rede” produzido seria o resultado de diversas
variaveis complexas como o tipo de radical presente, sua taxa de producdo, a
integridade estrutural das células e a atividade dos diferentes sistemas de defesa
antioxidante presentes no organismo.*°

A presencga de radicais livres em materiais bioldgicos foi identificada, ha cerca
de 50 anos, por Harman, que langcou sua teoria do envolvimento dos radicais livres
no processo de mutagénese, cancer e envelhecimento. Este conceito, apesar de
coerente, ndo pode ser claramente provado ou negado por um unico experimento,
portanto, diversos estudos e evidéncias tém sido levantadas para testar e provar

este fato.*’
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Conceitualmente, radicais livres sdo definidos como um atomo, grupo de
atomos ou molécula com um elétron desemparelhado ocupando o orbital mais
externo, o que os torna extremamente reativos. Esta definicao inclui ions de metais
de transi¢cdo, o atomo de hidrogénio, o 6xido nitrico e o didéxido de nitrogénio. Os
radicais livres sdo, por convencao, representados X".*2

Cada atomo de radical livre possui orbitais, regides com elétrons em torno do
nucleo, podendo conter apenas dois elétrons, os quais realizam rotacbes em
direcdes opostas em torno do proprio eixo, para manter a estabilidade. Sendo assim,
um elétron que gira para a esquerda pode ser equilibrado por outro que se desloca
para a direita, denominando-se spins opostos num mesmo orbital. Um composto
transforma-se em radical livre de trés formas basicas: (1) ganhando um elétron; (2)
perdendo um elétron ou (3) sofrendo fissdo homolitica de ligagdo covalente.*?

No organismo, os radicais livres sdo reconhecidos como substéncias toxicas
sendo altamente reativos e instaveis, capazes de grandes alteragbes quimicas em
um espago de tempo curto. A toxicidade do oxigénio ndo se deve apenas aos
radicais livres dele derivados, mas também a outros estados do oxigénio, como o
peréxido de hidrégenio e o oxigénio singlet, que sdo denominados em conjunto
espécies ativas de oxigénio (EAOs). O oxigénio, por aceitar facillmente elétrons de
outras moléculas, caracteriza-se como um agente oxidante em potencial. Entretanto,
sdo indispensaveis para determinados processos fisiologicos no organismo.44

Em células vivas o oxigénio pode seguir duas rotas distintas: *° 1) a oxidase,
que consiste na formagdo de agua apos receber quatro elétrons na cadeia
respiratoria acoplada a fosforilagdo oxidativa (formagado de ATP); 2) a oxigenase,
que consiste na formagédo dos EAOs pelo oxigénio, recebendo um elétron de cada

veZz.
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Assim, conforme o local e a quantidade, resultardo diferentes tipos de
alteracbes quimicas que provocam a destruicdo de determinadas estruturas
celulares e de funcdes de células, promovendo o envelhecimento e diversas
patologias. O dano celular causado pelos radicais livres acontece quando ha reagao
inespecifica com todos os componentes celulares. Atacam virtualmente todas as
biomoléculas de membranas citoplasmaticas e de organelas, a estrutura do DNA,
podendo gerar mutagbes. A acao dielétrica dos radicais livres € controlada pelo
sistema de defesa do organismo, pelos agentes antioxidantes, impedindo o estresse
oxidativo e, consequentemente, o dano tecidual. Quando os radicais livres ocorrem
em excesso isto pode levar a um dano celular, porque acidos graxos importantes e
proteinas da membrana celular se tornam instaveis, e seu “traffic-directing” (efeito de
balanceamento do fluxo de entrada e saida da célula) se torna ineficaz. Quando a
membrana celular é oxidada, também se torna endurecida e, com isso, os nutrientes
nao podem entrar na célula ou pode haver ruptura na parede celular e esta célula
entrara em colapso, pois o fluido celular sera drenado.*®

Evidéncias cientificas demonstram que o estresse oxidativo se encontra,
comumente, por tras do processo de envelhecimento e das doencas associadas com
ele. Esta frequentemente associado com alteragdes nas concentracdes séricas de
glicose e lipidios. Anos de pesquisas tém mostrado que os radicais livres séo a
maior causa dos danos celulares nas diversas doengas degenerativas do nosso
tempo.

Para uma maior compreensido de como isto ocorre, temos que buscar o
entendimento dos efeitos especificos dos EAOs sobre biomoléculas e outros
componentes, e da reagao dos mecanismos de defesa e reparo frente as EAOs e ao

estresse oxidativo, que correspondem aos seguintes processos:*’
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- peroxidacdo de lipidios: processo fisioldgico continuo que ocorre
principalmente nas membranas celulares. E uma etapa essencial para a biossintese
de prostaglandinas e leucotrienos, bem como na fagocitose, pinocitose e desmonte
de membranas celulares. A peroxidagao de acidos graxos poli-insaturados consiste
no enfraquecimento das ligacbes duplas de cadeia de carbono, reagcdo com o
oxigénio, formacédo de um radical peréxido (R-OO) e subtragdo do hidrogénio de
outra molécula lipidica, formando uma reagcdao em cadeia. Torna-se um processo
irreversivel a partir do momento que as células ndo conseguem estabelecer reparos
cumulativos que possam reverter ou utilizar os produtos finais da peroxidagao
lipidica e, com isso, desencadeariam o processo de senescéncia celular. Este
processo leva a danos nas membranas celulares que sado formadas por uma
bicamada lipidica;*®

- oxidacdo e glicosilacdo de proteinas e enzimas: caracteriza-se pela
oxidagao dos grupos. As mudancgas estruturais subsequentes reduzem ou eliminam
a atividade enzimatica. A formacgédo de ligagdes cruzadas ou desnaturagcdo de
proteinas também apresenta efeitos em cascata, como no caso dos lipidios. Ocorre
a inativacdo de enzimas inibidoras de proteases como a a-antitripsina,
desencadeando, com isso, a agao da enzima proteolitica chamada colagenase que
amplifica o dano aos tecidos;*°

- dano ao DNA: o DNA sofre lesdes oriundas dos ataques sofridos pelas
EAOs promovendo, com isso, a ocorréncia de reparos incorretos ao dano ocorrido
(mutagdes). A principal destruicdo ocorre pela ligacdo de bases pirimidicas na
ligagdo com a desoxirribose, ocorrendo rompimento da ligagdo glicose-fosfato

liberando, assim, os nucleotideos na sua forma livre.*® ®'
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- acao sobre os glicidios: promovem a despolimerizacao de polissacarideos,
especialmente o radical superdxido. Os subprodutos da oxidacéo glicidica podera
ser incorporado a estrutura das proteinas, constituindo uma glicosilagéo protéica,
comprometendo a estrutura e fungao, principalmente das proteinas de longa vida,
como as presentes nas células nervosas.

- interrupcéo do fluxo ibnico e ruptura de passos metabdlicos: quando
ocorre a captura de elétrons pelas EAOs, promovendo a oxidagao de NADPH para
NADP, muitas reacées de manutencao celular acabam nao acontecendo, tais como
defesa antioxidante e processos de biossintese, como a Iipogénese.52

- doencas humanas associadas as EAOs: estudos relatam que, de forma
isolada ou conjunta, o estresse oxidativo e o acumulo de danos em moléculas
essenciais predispbem o organismo a doengas, principalmente as crénico-
degenerativas, que se processam de forma lenta e progressiva no organismo.
Devido a isso, elas estao intimamente associadas ao processo do envelhecimento e
sua etiologia parece estar fortemente centrada na homeostasia e no metabolismo
celular, como é o caso das neoplasias e das doencgas cardiovasculares.

Os principais radicais livres conhecidos sao o anion superoxido (Oy’), radical
muito reativo, devido a isso, deve ser removido dos tecidos; radical hidroxila (OH"),
sendo o radical livre mais instavel e reativo, ndo havendo enzimas para a
catalizagao; radical peroxil (ROO") e alcoxil (RO), menos reativos e mais seletivos.
Entretanto, existem outras substancias que nao sao consideradas por alguns
autores como radicais livres, mas se enquadram no mesmo estudo pela sua acao
como: agua oxigenada (H20), anion hipoclorito (OC) e oxigénio singlet (O).** 3

Como anteriormente comentado, a agao dos radicais livres, entretanto, é

interceptada pela acdo de agentes antioxidantes enzimaticos, antioxidantes
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provenientes da dieta, ou quando dois radicais livres encontram-se pelo mecanismo
de oxi-reducdo, sendo que um radical sofrera oxidacdo doando um elétron a outro
radical que, por conseguinte, estara sofrendo um processo de redugao, estabilizando

o atomo. **

2.4 MECANISMOS DE DEFESA ANTIOXIDANTES E REPARO DO

ESTRESSE OXIDATIVO

Os organismos multicelulares sofrem alteragdes fisioldgicas progressivas e
irreversiveis que caracterizam a senescéncia, contudo, as bases moleculares e
fisiologicas desses mecanismos e as causas que levam a essas modificagdes ainda
nao foram bem esclarecidas. Um dos mecanismos envolvidos no processo do
envelhecimento seria a produgao de radicais livres ou outros agentes oxidantes,
frequentemente denominados espécies ativas de oxigénio, produzidos durante a
respiragao aerdbica. Estes causam graves danos moleculares, que podem resultar
em mutacgdes e, posteriormente, na formacao de células tumorais, pois determinam
alteracao no equilibrio interno (homeostase) dos organismos que ocasiona, entre
outras anomalias, disfungdes metabdlicas. Os outros mecanismos postulados
incluem: danos cumulativos ao DNA, levando a instabilidade génica; alteracbes
epigénicas que levam a mudangas no padrdao de expressao génica com O
encurtamento do teldbmero em células replicativas e a glicosilagao ndo enzimatica de
proteinas de longa duragéo.

Entretanto, as espécies reativas de oxigénio possuem um papel importante na
patologia de muitas doengas podendo proteger as células contra o dano oxidativo.
Para minimizar os efeitos toxicos dos radicais livres formados € necessario um

adequado equilibrio entre as substancias pro-oxidantes e as antioxidantes, em
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especial as atividades enzimaticas. Assim, tem-se observado que os animais
possuem formas especialmente eficientes de superdoxido dismutase (SOD) e outras
enzimas antioxidantes e destoxificantes.*

Conceitualmente, os antioxidantes sdo moléculas de carga positiva que se
combinam com os radicais livres de carga negativa, tornando-os inofensivos, ou
seja, essas substancias teriam a capacidade de anular a agdo de oxidagao desses
radicais. Sdo substancias que retardam ou previnem danos, deterioracdo ou
destruicdo causados pela oxidacido de biomoléculas e membranas pelas EAOs.
Protegem organismos aerébicos do estresse oxidativo, definido como elevagéao na
formagao de espécies reativas de oxigénio.

Quanto aos mecanismos de defesa antioxidante, temos os de forma exdgena
e endbgena.

- exogenas: evidéncias recentes tém demonstrado que dietas com elevado
conteudo de vegetais, frutas e graos podem reduzir o risco de inumeras doengas,
pois sao ricos em substancias antioxidantes presentes nos compostos bioativos de
alguns alimentos, relacionadas a frequente associagdo entre danos teciduais e
liberagdo de radicais livres. Entre os antioxidantes exdgenos, obtidos por meio da
alimentacdo, estdo as vitaminas C, E e [-caroteno; os compostos bioativos
presentes em frutas e vegetais e alguns minerais como zinco, cobre, manganés e
selénio que sao necessarios na composi¢cdo de algumas enzimas antioxidastes
enddgenas.*®

- enddgenos: temos moléculas como as coenzimas doadoras de hidrogénio e
enzimas como a superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e a

catalase (CAT), que sdo fundamentais para a homeostasia celular. >
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Evidéncias cientificas mostram que enzimas sofrem declinio ao longo do
processo do envelhecimento comprometendo o equilibrio entre a produ¢ao de EAOs
e as defesas antioxidantes, com isso levando a um maior dano oxidativo. No sistema
oxidante onde ocorrem deficiéncias, os tecidos perdem a protecao aos efeitos dos
radicais livres e varios estudos sugerem a participagdo dos mesmos no
desenvolvimento de varias doengas como: doengas oncoldgicas, cardiacas, artrite
reumatdide, diabetes e, mesmo o préprio processo do envelhecimento.*®

Os sistemas de defesa antioxidantes constituidos por substancias
antioxidantes altamente especificas inativam as espécies reativas de oxigénio e
reparam danos que possam interferir nas células. Sao estas substancias que,
quando presentes em baixas concentragcdes, em comparacdo com as de um
substrato oxidavel, retardam ou impedem significativamente a oxidagdo daquele
substrato. Portanto, o termo substrato oxidavel, inclui quase tudo encontrado nas
células vivas, inclusive proteinas, lipideos e carboidratos. *°

Afortunadamente, o corpo possui compostos antioxidantes para limitar o
dano. Toda uma familia de enzimas antioxidantes €& providenciada no tecido
saudavel, junto com substancias como a cisteina e a glutationa. Constituintes do
sangue como o ferro, que contém a transferrina, também agem para prevenir a
producao de moléculas oxidadas prejudiciais. Os antioxidantes naturais encontrados
nas plantas, que fazem parte da dieta alimentar, sdo conhecidos por prevenir danos
oxidativos induzidos por radicais livres sendo, também, de grande importancia na
prevencdo de doencas.®® 672
Os principais antioxidantes intracelulares do corpo humano sdo as enzimas

SOD, CAT, e GPX. Existem duas isoenzimas da SOD nas células humanas: uma
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presente no citosol contendo ions cobre e zinco; e outra mitocondrial, contendo ions
magnésio. Ambas catalisam a mesma reaco.%*

O esquema abaixo representa a agdo das enzimas antioxidantes endégenas:

O, + 0Oy + 2H - HO0, + O

Sendo assim, torna-se importante enfatizar que as isoenzimas sdo moléculas
que catalisam a mesma reacao, porém, apresentam estruturas diferentes uma vez
que séao sintetizadas a partir de genes diferentes. Esta tem como produto a agua
oxigenada, que deve ser retirada do meio o mais rapidamente possivel, por tratar-se
de espécie de oxigénio reativo, podendo originar outros radicais. Por isso, a atuagéo
da SOD deve ocorrer juntamente com as enzimas que catalisam a remogéo da agua

oxigenada: catalase e glutationa peroxidase.®®

O estudo dos erros inatos do metabolismo sugere que a glutationa peroxidase
€ a enzima mais importante na remogao da agua oxigenada dos tecidos humanos,
provavelmente porque esta localizada no mesmo compartimento subcelular que a
SOD (a maioria no citosol e algumas em mitocondrias). A glutationa peroxidase € a
unica enzima humana conhecida que requer o elemento selénio para a sua
atividade: um residuo de selénio e cisteina (cadeia lateral —-SeH ao invés de —SH
como uma cisteina normal) esta presente no sitio ativo da enzima. A glutationa
peroxidase remove a agua oxigenada, utilizando-a para oxidar o glutation reduzido
(GSH) em glutationa oxidada.®® O esquema abaixo representa a reagdo da GPX,

onde temos como produto moléculas de GSSG e H,0.:

2GSH + H;O, » GSSG + 2 H,0,
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Além destes sistemas descritos, as membranas celulares possuem como
antioxidante de quebra da cadeia o alfa-tocoferol, uma molécula lipossoluvel que
estd localizada no interior das membranas bioldgicas. Este € o mais importante
antioxidante de quebra de cadeia presente nas membranas humanas, embora néo
seja o unico. Ha um grupo —OH ligado a estrutura hidrofébica do alfa-tocoferol cujo
atomo de hidrogénio é facilmente removivel. Assim, quando os radicais peroxi e
alcoxi sdo gerados durante a peroxidacdo de lipideos, eles se combinam
preferencialmente com o antioxidante, ao invés de se combinar com um acido graxo
adjacente. A reagdo em cadeia demonstra o produto resultante, por isso o nome
antioxidante de quebra de cadeia, LOO + tocoferol-OH — LOOH + tocoferol-O.%’

O estresse oxidativo fundamenta-se no consumo de oxigénio que acontece
quando ha formacdo significativa de radicais livres, sendo necessarias mais
moléculas de oxigénio para formar os anions superoxido, o acido hipocloroso. Assim
o consumo de oxigénio pela célula aumenta, ou também diminui nas defesas
antioxidantes; o que da margem a uma maior formagado de espécies reativas de
oxigénio nos tecidos. Portanto, salienta-se que o estresse oxidativo sempre ocorre
quando ha formacao de radicais livres oxigenados, seja em condi¢gbes patologicas
ou fisiologicas.®®

Sendo assim, em condi¢gdes normais existe um equilibrio entre a formacéao de
radicais livres e sua neutralizagado por sistemas de defesa antioxidantes, de forma
que as moléculas e células lesadas sao reparadas ou encaminhadas para outro
sistema de reparo dos danos celulares por EAOs, que é o0 processo de apoptose
celular. Este processo € altamente regulado e extremamente relevante para a
remogao de ceélulas desnecessarias, danificadas, infectadas ou potencialmente

neoplasicas. Assim, estas células que foram danificadas pelo dano oxidativo e que
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poderiam se tornar carcinogénicas seriam eliminadas através da apoptose.
Entretanto, se houver um desequilibrio nesse mecanismo de apoptose e ocorrer a
exposicdo a um estresse oxidativo acentuado, poderia ser desencadeado um
processo de apoptose exagerado levando com isso ao aparecimento de algumas
doencas cronico-degenerativas, tais como Alzheimer e Parkinson.®®

A modificacdo de determinadas moléculas pela agdo dos radicais livres gera,
ao longo do tempo, uma alteragdo no funcionamento celular e possibilita o
envelhecimento. Essas alteracées motivam cada vez mais estudos mostrando que o
numero de substancias antioxidantes constitui um tema de investigagao de interesse
crescente. Entretanto, o conhecimento profundo dos mecanismos de agao destas
substancias pode permitir a utilizacdo terapéutica com a finalidade de diminuir ou, ao
menos, retardar os efeitos maléficos dos radicais livres.

Estudos biogerontolégicos tém como perspectiva elucidar estas questdes,
principalmente no que se refere ao envelhecimento e patologias mais comumente
associadas a velhice, buscando assim subsidios para a compreensdao dos
mecanismos envolvidos nesse processo que possam ser aplicaveis na prevengao

primaria como um todo.

2.5 ALIMENTO FUNCIONAL

Desde épocas antigas, por volta de 430 a.C., o principio, exposto por
Hipdocrates, “Permita que o alimento seja teu medicamento e que o medicamento
seja teu alimento”, tem norteado os estudos da comunidade cientifica,
principalmente de profissionais da saude envolvidos na prevencao e tratamento de

doencas.”
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Nos ultimos anos, o termo funcional aplicado aos alimentos tem adotado uma
conotacéao diferente que é a de proporcionar um beneficio fisiolégico adicional, além
de satisfazer as necessidades nutricionais basicas, sendo ainda mais significativo o
potencial dos alimentos funcionais de prevencao a doengas, promog¢ao de saude e
consequente reducao dos custos de assisténcia a saude. Os alimentos passaram a
ser vistos como sindnimos de bem-estar, reducao de riscos a doencas e veiculos de
uma melhor qualidade de vida.”

Diversos fatos vém motivando ou justificando esse interesse como: o
reconhecimento da relacdo saude-nutricido-doenga, pesquisas clinicas e
levantamentos epidemiolégicos, evolugao de conceitos relativos as recomendacdes
nutricionais, fenbmenos socioecondmicos e novas perspectivas industriais.

Em particular, tem havido uma explosdo do interesse dos consumidores no
papel dos alimentos especificos ou componentes alimentares ativos
fisiologicamente, denominados atualmente de alimentos funcionais.

Pesquisas bioquimicas e clinicas vém mostrando a presenga em alimentos,
de componentes quimicos que podem ter agao bioldgica importante na manutencao
da saude, além dos nutrientes conhecidos de acordo com as necessidades diarias ja
estabelecidas. "

Em contrapartida, houve mudanga nos conceitos referentes as necessidades
e recomendacdes nutricionais. A partir da idéia de nutrientes servirem para
prevenirem ou combaterem “deficiéncias nutricionais”, passou-se a ter nutrientes e
outros componentes bioativos para “promogao de saude”.”

O aumento da expectativa de vida em quase todo mundo promoveu um

aumento do crescimento nas aliquotas financeiras referentes a saude, pela
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incidéncia de doengas cronico-degenerativas e a necessidade de manter-se a
qualidade de vida satisfatéria em pessoas idosas. ' "> ®

A obesidade é considerada atualmente como uma doenca de multiplas
etiologias, consequéncias e tratamentos. O conceito classico de obesidade € o
acumulo excessivo de tecido adiposo no organismo, que, na populagdo em geral,
ocorre devido principalmente a mudanca nos habitos de vida produzida pelo avancgo
tecnoldgico destas Ultimas décadas.”” "8 7

Um dos fatores que promovem o aparecimento de doencgas crdnico-
degenerativas como as cardiovasculares, cancer, hipertensao, diabetes, obesidade
entre outras, no mundo atual é resultante do avango da industrializacido em paises
desenvolvidos podendo ser mostrado pelas tendéncias desfavoraveis do excessivo
consumo de gorduras, sal, agucar e ainda, diminuicao consideravel no consumo de
legumes, fibras dietéticas, frutas e vegetais. Os compostos bioativos entram com a
proposta de melhorar os mecanismos de defesa bioldgica, prevenir doencas
especificas, controlar condigdes fisicas e mentais e retardar o processo de
envelhecimento.®

Esses fatos motivaram, no Japao a regulamentagdo de todo o potencial da
alimentacdo e dos conhecimentos milenares da cultura oriental na busca da
prevencao dessas doencgas.

Assim, o termo alimento funcional foi introduzido no Jap&ao por volta de 1980 e
pode ser definido como “todo alimento ou parte de um alimento que proporcione
beneficios a saude, prevenindo e controlando doencgas” além de satisfazer os
requerimentos nutricionais tradicionais. O Japao foi o primeiro pais que formulou um

processo de regulacado especifico para os alimentos funcionais. Conhecidos como

alimentos para Uso Especifico de Saude (FOSHU), estes alimentos sdo qualificados
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e trazem um selo de aprovacao do Ministério e Previdéncia Social Japonesa. Assim,
os alimentos funcionais atuariam no organismo através dos seus compostos
bioativos que proporcionam beneficios potenciais a saude, podendo auxiliar na
reducdo de doencas cronico-degenerativas. > &

No Continente Europeu, iniciou-se em 1996 a chamada COST (Cooperagéao
em Ciéncia e Tecnologia) que teve como principal objetivo na chamada “A¢éo 916” o
inicio das pesquisas sobre componentes bioativos em alimentos vegetais
combinando esforgcos de paises europeus no estudo da ocorréncia, alteracdes
induzidas pelo processo e os efeitos fisiolégicos dos componentes bioativos de
nossas dietas, perfazendo um total de 16 paises participantes ativamente nesta
acgao. A partir dai, foram formados grupos de especialistas (dois de cada pais) que a
cada seis meses voltam a discutir o tema apresentando o nivel de desenvolvimento
das pesquisas. Os grupos de trabalho desenvolvem estudos abordando os
seguintes temas e divulgando as informag¢des para o mundo todo:

- analise e metodologia;

- interagdes com o trato intestinal e biomarcadores da ingestéo e efeito;
- interagdes moleculares e genéticas envolvendo compostos bioativos;
- tecnologia e disseminagao do produto.

Na Uniao Européia, embora as alegagdes de propriedades funcionais estejam
proibidas, existe um projeto extensivo de revisao das leis relacionadas aos alimentos
como um todo. Concomitantemente, para cada pais da comunidade, tais como a
Bélgica, Holanda, Reino Unido e Suécia, foram elaboradas normas proprias
baseadas em consensos entre os cientistas para estabelecer informacdes

comprovadas através das pesquisas.?’
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Frente a isso, no ano de 1999, como anteriormente comentado, através da
Portaria n® 398 da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude do
Brasil, foi proposta como definicdo adequada para alimentos funcionais: “Qualquer
alimento ou parte do alimento que proporcione efeitos metabdlicos e/ou fisiolégicos
e/ou benéficos a saude, devendo ser seguro para o consumo a partir das pesquisas,
incluindo a prevencéao e o controle de doencas, além de satisfazer os requerimentos
nutricionais tradicionais”.

A regulamentacdo da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria)
fornece regulamento técnico-cientifico estabelecendo as diretrizes basicas para a
analise e comprovacgao de propriedades funcionais criando duas resolucoes:

- Alegacao de propriedade funcional: € aquela relativa ao papel metabdlico
ou fisiolégico de uma substéncia (seja nutriente ou ndo) tendo efeito no
crescimento, desenvolvimento, manutencdo e outras funcdes normais ao
organismo humano;

- Alegacao de propriedade de saude: € aquela que afirma, sugere ou implica
a existéncia de relagao entre o alimento ou ingrediente com a doenga ou condigéo
relacionada a saude, porém, ndo sao permitidas alegac¢des de saude que fagam

referéncia a cura ou prevencao de doencas.

2.5.1 Requisitos para que um alimento seja considerado funcional

Denominagao do produto, finalidade de uso, recomendacdo de consumo,

descricdo cientifica dos ingredientes, do produto segundo espécie de origem

botanica, animal ou mineral, composi¢gdo quimica, descricdo da metodologia
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analitica para avaliagdo dos componentes, evidéncias cientificas em relagéo ao seu

beneficio a saude e a comprovagao de seguranca.

2.5.2 Etapas necessarias em pesquisas buscando evidéncias cientificas

para comprovacao da alegacao de propriedade funcional ou de saude

Ensaios nutricionais e / ou fisiolégicos e/ ou toxicolégicos em animais de
experimentacdo, ensaios bioquimicos, estudos epidemiolégicos, ensaios clinicos,
comprovacdo de uso tradicional observado na populacdo sem danos a saude,
evidéncias abrangentes da literatura cientifica, 6érgados internacionais de saude e
legislagado internacionalmente reconhecida sobre as propriedades e caracteristicas
do produto.

Segundo o FDA (Food and Drug Administration) os alimentos funcionais
conferem ao individuo um impacto na saude e bem-estar sendo vistos como
promotores de saude e podem estar associados a reducdo ao risco a certas
doencas. Entretanto, alimentos funcionais sozinhos ndo podem garantir boa saude,
eles podem melhorar a saude quando parte de uma dieta contendo uma variedade
de alimentos.

O Committee of Diet and Health, divulgou no final dos anos 90 uma
recomendagdo para que a populagcdo aumente o consumo de graos, frutas e
vegetais, pois caso contrario, as doencgas crénico-degenerativas irdo crescer e 0s
paises nao terdo recursos para manter a saude da populagao, especialmente aquela
acima dos 60 anos.

Atualmente a agricultura se empenha em manter os sistemas alimentares que

compreendem os aspectos de producdo, distribuicdo e consumo.dos alimentos.
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Entretanto, embora alimentos funcionais e organicos sejam igualmente de qualidade
reconhecidamente superior, € importante esclarecer que as propriedades funcionais
de um alimento nada tem a ver com o seu sistema de producdo. Logicamente,
havera diferenga na qualidade bioldgica e nutricional da concentragédo de compostos
bioativos se produzidos em condicdes desfavoraveis de solo e clima.®®

A partir dos estudos cientificos, podemos observar que muitas pesquisas
nesta area estdo sendo implementadas visando desvendar os mistérios acerca do
processo de envelhecimento. Entre estas, temos o uso de intervencdes
farmacoldgicas, como o uso de antioxidantes, por exemplo, altas doses de vitamina
E, vitamina C, uso de horménios como a melatonina, estrogénio, hormbnio do
crescimento, terapéuticas especializadas, restricdo caldrica, entre outras. Porém, a
despeito dos estudos realizados, estes procedimentos ainda sao controversos e,
portanto, requerem cautela.®*

Segundo a Associagao Brasileira de Cardiologia, que reconhece
cientificamente o papel de compostos bioativos do grupo dos flavondides como
potenciais antioxidantes naturais, pode-se definir os mesmos como sendo
compostos nao nutritivos com potente atividade antioxidante, atribuida aos radicais
fendlicos. Sdo encontrados em diversos alimentos de origem vegetal como maca,
uva, cebola, repolho, brdcolis, chicoéria, aipo, cha e vinho tinto. Como exemplo,
temos o azeite de oliva (6leo vegetal extraido da prensagem do fruto da oliveira, a
azeitona), que traz inumeros beneficios a saude por ser fonte de gordura
monoinsaturada, relacionada a redugao do LDL, conhecido como mau colesterol,
sem reduzir as taxas de HDL, o bom colesterol.

Relatos demonstram os efeitos nao toxicos de flavondides e sua acao na

reducdo da vulnerabilidade do endotélio microvascular a inflamagao e estresse
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oxidativo. As antocianinas podem atuar como antioxidantes em espécies reativas de
oxigénio (EAOs) geradas por neutrofilos e mondcitos, resistindo aos efeitos tdxicos
gerados por essas especies. Um possivel processo com as EAOs pode explicar os
efeitos deletérios que sdo ativados por mondcitos e neutrdfilos. Os mecanismos
moleculares envolvidos no recrutamento via acdes de diferentes quimioatraentes
secretados por células endoteliais parecem depender de complexos processos.®®
Algumas substancias podem ser de natureza nao nutritiva, como é o caso da
classe dos pigmentos entre outros. Entretanto, a existéncia de grande variedade de
substancias potencialmente quimioprofilaticas ou de uma substancia quimica
biologicamente ativa faz com que este grupo de alimentos tenha destaque na

prevencao contra doencas crc‘mico-degenerativas.86

2.5.3.Componentes Bioativos

Componentes bioativos podem ser oriundos de fontes vegetais ou animais,
apresentando diferentes efeitos em nosso organismo e/ou ocorrendo sob diferentes
formas de apresentagcdo. Sao conhecidos por suas propriedades antioxidantes
associadas com os efeitos de promogao de saude, onde os estudos sido recentes
nao existindo recomendacdes oficiais de quanto deve ser consumido para se obter
os efeitos benéficos em relagdo as doengas cardiacas, infartos e alguns tipos de
cancer. E importante ressaltar que a protecdo a salde &, sem sombra de duvida, o
produto de agdes coletivas que se somam oriundas de substancias naturais
encontradas em uma dieta equilibrada.®’

Sendo assim, segue abaixo os diferentes grupos de substancias de acordo

com a sua origem:
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2.5.3.1 VEGETAL

FITOQUIMICOS: s&do compostos bioativos de plantas presentes em frutas, vegetais
e alguns graos. Apresentam papel fundamental na bioquimica do nosso organismo,
estando intimamente relacionados aos antioxidantes. O reconhecimento de que
muitos destes compostos possuem propriedades que permitem modular e interagir
com sistemas biologicos, aponta para a reavaliagdo do seu papel na nutricdo
humana.

a) POLIFENOIS: sdo compostos encontrados em quase todos os alimentos
vegetais e sdo uma das principais fontes de compostos bioativos da dieta. Mais de
8000 polifendis sdo conhecidos e mais de 2000 sdo encontrados na natureza. Nas
plantas, eles sdo essenciais para a pigmentagdo, crescimento, reproducéo,
resisténcia a patdgenos e para muitas outras fungdes. Dentre o grupo dos polifendis
encontramos varios sub-grupos como flavonodides, fitosterois, fitoestrégenos,
fitato e outros. Todos com fungdes benéficas para a saude.

a.1l) FLAVONOIDES: Estdo entre os mais importantes polifenéis e subdividem-se
em flavonas/flavanonas, antocianinas e catequinas/flavonoides e
fitoestrégenos. Os Flavondides estdo normalmente ligados a varios agucares em
complexos chamados glicosideos. Podem reduzir a incidéncia de doencgas
cardiovasculares, cancer e o mau colesterol (LDL); estimulam enzimas protetoras,
tém agentes antiulceras e previnem o cancer. Encontramos flavondides nas cebolas,
cha preto, maca, uvas entre outros. Sao encontrados principalmente nas camadas
externas das plantas e vegetais. Quando ligados aos acgucares, tendem a ser
estaveis durante a cocgado dos alimentos. Contudo, significantes perdas fisicas

ocorrem se a camada externa de frutas, tais como macéas e péras sdo removidos
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antes do consumo ou durante o processo industrial. A remo¢ao da casca antes de
comer a maga, reduz o consumo de flavondides a praticamente zero. Esta é a razao
pela qual o conteudo de polifendis no vinho tinto € muito menor do que nas uvas,
das quais é produzido.®®

- Flavonas/flavononas: sao encontradas na maioria das frutas e hortaligas.
As trés mais comuns sao: quercitina (cebolas, macas, couve e cha-preto), campferol
(rabanete, couve, escarola e nabo) e mirecitina (vinhos e suco de uva). A ingestao
média é de cerca de 25mg por dia em muitos paises da europa, mas pode variar de
acordo com os habitos alimentares dos individuos.

- Antocianinas: sao compostos vermelhos, roxos ou azuis, responsaveis pela
cor de frutas como amora, framboesa e do vinho tinto. O vinho tinto contém cerca de
20mg por 100ml e as frutas cerca de 50 mg por 100g.

- Catequinas: sado encontradas no cha e no vinho tinto em concentra¢des
altas. Quase 35% do peso seco do cha pode ser de polifendis, principalmente na
forma de catequinas. No vinho tinto, sdo encontradas cerca de 20mg de catequinas
por 100ml. Altas quantidades de catequinas sao encontradas no chocolate, cerca de
50mg/100g. Estima-se que da ingestao total de polifendis, é cerca de 100-200mg por
dia, o que é relativamente alto, em comparagcdo a ingestdo de outros nutrientes
antioxidantes, tais como vitamina E (15mg/dia), vitamina C (90mg/dia) e vitamina A
(5mg/dia)( 900(ug/d).®
a.2) FITOSTEROIS: t8m uma estrutura semelhante ao colesterol. S0 encontrados
em varios alimentos de origem vegetal como 6leos vegetais (girassol, soja, canola...)
frutas e hortalicas. A ingestao de fitosteréis causa um aumento de excrecao de

colesterol, tanto dietético como biliar. A recomendacgéo indicada é de 200mg a
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400mg por dia, fornecidos por uma dieta balanceada com quantidades adequadas
de vegetais.

a.3) FITOESTROGENOS: sdo uma possivel forma natural de terapia de reposigéo
hormonal devido a sua estrutura quimica semelhante ao horménio humano estradiol,
cujas propriedades apresentam semelhanga ao tratamento de reposigcao hormonal
para mulheres com risco de desenvolvimento de osteoporose, auxiliando nos
sintomas da menopausa (calordes ou fogachos), reduzindo o risco de cancer de
mama, de cancer de intestino e outros; doengas cardiovasculares e melhorando a
funcao cerebral. Sdo encontrados na soja, cravo, frutas citricas, alfafa, brocolis, alho,
cenoura, funcho, erva-doce, trigo, ginseng, sementes de girassol, gergelin e nozes.
Os fitoestrogenos foram identificados em mais de 800 vegetais. sdo subdivididos em
isoflavonas e lignanas.*

- Isoflavonas: reduzem a formacgao de tumores. As principais fontes sado os
graos de soja e cravo. Estima-se que os asiaticos consumam o equivalente a 10-35¢g
de soja ao dia, 0 que equivale a ingestdo de isoflavonas de 25-100mg.""

- Lighanas: podem prevenir e controlar cancer de mama e de pulmao e
normalizar a atividade estrogénica. S&o encontradas em muitos cereais, graos,
frutas e vegetais, mas a fonte mais rica é a semente de linhaga e outras sementes
oleoginosas como o gergelin. As lignanas necessitam ser convertidas pelas
bactérias do trato digestivo a fim de se tornarem bioativas.

- Flavéides: sao largamente distribuidos no reino vegetal, sendo encontrados
em diversos vegetais, graos, ervas e cha verde.

- Coumestrol: presente no broto de alfafa e varios feijoes.

a.4) FITATO: apesar de suas propriedades antinutricionais (efeito potencial na

absorcao do ferro) o fitato dietético tem propriedades benéficas, tais como efeitos



52

antioxidantes e anticarcinogénicos. O acido fitico (por meio de sua ligagao ao ferro
no trato gastrointestinal) pode prevenir a possivel formagao de radicais livres no
colon e pode evitar a utilizagao excessiva de ferro por mulheres pds-menopausica,
que necessitam menos ferro. E encontrado em cereais integrais, leguminosas,
sementes, nozes e, em baixas concentracdes, nos vegetais.’*

a.5) Acidos Fendlicos: sua principal caracteristica é a presenca de um anel
benzeno, grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos hidroxila e/ou
metoxila na molécula, conferindo propriedades antioxidantes tanto para os
alimentos quanto para o organismo. Os antioxidantes fendlicos funcionam como
sequestradores de radicais livres e, algumas vezes, como quelantes de metais,
agindo tanto na etapa de iniciagado como na propagagao do processo oxidativo.
a.6) CAROTENOIDES: o licopeno é um carotendide que ndo apresenta atividade
de vitamina A e suas propriedades bioldgicas devem ser atribuidas a outros
mecanismos de agao. Estdo fortemente ligados as macromoléculas dos alimentos
e sua potencializagado se da em presenga de gordura que sera o carreador para
dentro da célula.

b) PREBIOTICOS: (inulina e frutooligosacarideos - fos), componentes n&o
digeriveis dos alimentos que chegam ao célon com producgéo de efeitos benéficos
sobre a flora intestinal. Sdo considerados fibras alimentares.

b.1) INULINA: é um polimero de glicose extraido da raiz da chicéria ou produzida
industrialmente a partir da sacarose.

b.2) FRUTOOLIGOSACARIDEOS (FOS): sdo produzidos a partir da sacarose
por atuagdo da enzima frutogiltransferase, enzima obtida do fungo Aspergillus
niger. Desempenham fungdes fisioldgicas no organismo como: alteragdes do trato

intestinal com efeito de redugdo de metabdlicos tdxicos; prevengao da diarréia ou
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de constipacdo intestinal (por alteracdo na flora intestinal), reducdo do
desenvolvimento de cancer, redugao do colesterol e dos triglicerideos, controle da
pressdo arterial, producdo de nutrientes e aumento de disponibilidade de
minerais. S&o0 encontrados na cebola (alimento rico), alho, tomate, aspargos,
alcachofra, banana, cevada, centeio, aveia, trigo e mel.

2.5.3.2 ANIMAL

a) PROBIOTICOS: sdo organismos vivos que ao serem ingeridos exercem efeitos
benéficos no balanco da flora bacteriana intestinal. Podem ser componentes de
alimentos industrializados presentes no mercado como os produtos lacteos
(iogurte, leite fermentados) ou na forma de pd ou capsulas.

Como funcbes benéficas dos probidticos pode-se citar o efeito sobre o

sistema imunoldgico, prevencao de diarréias e do cancer de colon e redugao do
colesterol.**
b) ACIDOS GRAXOS OMEGA-3: estdo indicados na prevencdo e controle de
doengas cardiovasculares, impedindo a formagdao de placas de gordura nas
artérias. Também aumentam a resisténcia do sistema imunoldgico as infecgdes e
agem nos processos de depressdo. Sao ricos em zinco e selénio, encontrados
nos peixes principalmente os de agua fria e 6leos de peixe.* %

Dentre os compostos com efeito antioxidante, pode-se destacar algumas
vitaminas que, por possuirem propriedades lipofilicas, exerceriam um efeito
antiaterégenico através da sua incorporagdo a particulas do LDL-colesterol,
tornando-o menos sensivel a oxidacdo. As vitaminas C, E e os carotendides sao
exemplos disso, pois demonstraram uma capacidade in vitro de aumentar a

resisténcia do LDL-colesterol a oxidacdo. No entanto, para a pratica clinica, estudos

com suplementagdo destas vitaminas mostram que sua ingestdo dissociada do
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alimento deve ser cuidadosa, ja que existem evidéncias apontando que a
suplementacdo pode aumentar o risco de neoplasias e outras doencgas. Portanto, a
recomendagdo de uma alimentagao rica em frutas e vegetais diversificados, que
fornecam doses apropriadas de antioxidante, e que certamente contribuiriam para a
manutencdo da saude, seria a conduta mais correta, sempre, levando em
consideracdo as necessidades nutricionais individuais.*® ¥’

Como o envelhecimento esta associado a um complexo de interacdes e
alteracdes que envolvem um individuo e o ambiente onde vive, 0 seu sucesso
pode contar com uma dieta nutricionalmente completa (equilibrada) e com
exercicios adequados associados para contrapor algumas das mudancgas
fisiologicas relacionadas a idade. Considerando-se a “cascata” de eventos
metabdlicos-nutricionais envolvidos desde a formagao do embrido até a morte do
individuo adulto, muito pouco se sabe a respeito destes mecanismos e de sua
sincronia. No entanto, de uma maneira geral, durante o crescimento e
desenvolvimento corporal, os processos anabdlicos (sintese) parecem exceder os
catabdlicos (degradacdo). Uma vez que o corpo atinge a maturidade fisioldgica, a
taxa catabdlica torna-se maior do que a taxa anabdlica. Consequentemente, esta
mudanga metabdlica levaria a perda de células e a varios graus de menor
eficiéncia com fungdo organica deficiente, o que poderia explicar a perda
progressiva de massa corporal magra, caracteristica do processo de
envelhecimento, bem como alteragdes metabdlico-fisiolégicas que levariam a um
declinio na fungdo organica sistémica. No entanto, ainda permanecem duvidas

quanto aos mecanismos genéticos e ambientais que podem estar influenciando

tais mudancas.”



Alguns alimentos funcionais, fontes de beneficio potencial para saude sao

descritos na Figura 1. % 9% 90. 99
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Componente/Classe

Fonte Beneficio Potencial

Alfa-Caroteno
Beta-Caroteno
Luteina

Licopeno

Zeanzentina

Colageno Hidrolisado

Fibras Insoluveis
Beta Glucana
Fibra Soluvel

Gréos Inteiros

Omega 3 — DHA/EPA

Omega 6 Ac.Linoléico

Antocianinas

Carotenoides

Cenoura Neutralizam os radicais livres
Frutas e vegetais Neutralizam os radicais livres
Vegetais verdes Contribuem manutengéo da viséo

Tomate e produtos Reduz risco neoplasia de préstata
com

tomate (ketchup,
molho)
Ovos, frutas citricas, Contribuem manutengao da visao
cereais

Colageno Hidrolisado

Gelatina Melhoria de sintomas associados

com a osteoartrite

Fibra Dietética

Trigo Reduzem risco neoplasia de mama e colén

Aveia Reduz risco de doenga cardiovascular
Frutas e vegetais Reduz risco de doenga cardiovascular
Cereais em gréaos Reduz risco de doenga cardiovascular

Acidos Graxos

Peixe, atum e 6leo de Reduz risco de doenga cardiovascular,
peixe melhoria nas fungdes mentais e da visdo
Oleos vegetais Reduz risco de doenga cardiovascular

Flavondides

Frutas Neutralizam os radicais livres e risco de



Catequinas

Flavononas

Flavonas

Sulforaname

Acido caféico, ferrtlico

Ester Stanol

Fruto-oligossarideos

Lactobacillus

Saponinas

neoplasias
Chas Neutralizam os radicais livres e risco de

neoplasias

Frutas citricas Neutralizam os radicais livres e risco de
neoplasias
Frutas e vegetais Neutralizam os radicais livres e risco de

neoplasias

Glicosinatos, Inddis e Isocianatos

Vegetais cruciferas Neutralizam os radicais livres e risco de
(broécolis, couve-flor, neoplasias
couve)
Fendis
Frutas e vegetais Antioxidantes ativos, reduzem risco de

doencas degenerativas, doencas do coracéo e

dos olhos
Plantas esterois
Cereais, soja, trigo, Diminuem niveis de colesterol inibindo sua
6leo de absorgao
madeira, vinho tinto
Prebioticos/Probioticos
Cebola, alho Melhoria da saude gastrointestinal
logurte, leite Melhoria da saude gastrointestinal
fermentado
Saponinas
Soja em gréaos, Baixam o LDL-colesterol, contém enzimas
alimentos contra neoplasias

que contém soja,

proteina da soja nos
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Proteina da soja

Isoflavonas (Daidzeina,

Genisteina)

Lignanas

Sulfeto Alilico

Trisulfeto Metil Alilicos

Pré antocianinas

alimentos

Proteina da Soja

Soja em gréos, 25 gramas ao dia, teriam efeito protetor na
alimentos que contém redugéo do risco doencga cardiaca
soja

Fitoestrégeno

Soja em grao, Reduz sintomas da menopausa, tais como
alimentos que fogachos
contém soja
Vegetais Protecéo contra doengas cardiacas e
neoplasias, reduz LDL-colesterol, colesterol
total e triglicerideos

Sulfides/Tiols

Cebola, azeitona, Reduz LDL-colesterol, manutengao sistema
alho imunoldgico
Vegetais cruciferos Reduz LDL-colesterol, manutencéo sistema
imunolégico
Taninos
Chocolate, cacau Reduz risco de doenga cardiovascular

Figura 1. Componentes, fontes e beneficios a saude dos alimentos funcionais.

2.5.4 FLAVONOIDES

2.5.4.1 Aspectos Gerais dos Flavondides

57

Flavondides compdem uma ampla classe de substancias de origem vegetal.

Pertencem ao grande grupo dos compostos fendlicos presentes nos vegetais na

forma livre ou ligados a acgucares (glicosideos) e proteinas, divididos em grandes

grupos:
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- 0s pouco distribuidos na natureza: pirocatecol, hidroquinona e resorcinol

- polimeros: taninos e ligninas

- largamente distribuidos na natureza: flavondides e derivados, os acidos
fendlicos (acidos benzdico) e as cumarinas.

Sua estrutura basica é formada por C6-C3-C6, sendo os compostos mais
diversificados do reino vegetal. Neste grupo encontram-se as antocianinas, flavonas,
flavonadis e, com menor frequencia, as isoflavonas.

Constituem um grupo de moléculas que se apresentam amplamente
distribuidas no reino vegetal. Sdo estruturas polifendlicas de baixo peso molecular
sendo considerados metabdlitos vegetais secundarios presentes em frutas e
vegetais. Atualmente ja foram identificados mais de 6.400 substancias quimicas
diferentes estruturalmente pertencentes ao grupo dos flavondides. Estes compostos
possuem uma série de propriedades que os fazem atuar sobre sistemas biolégicos
de forma benéfica para a saude humana.'®

Os flavondides eram considerados vitaminas com efeitos mutagénicos e
carcinogénicos, posteriormente, observou-se efeitos opostos como antimutagénicos
e anticarcinogénicos. Conferem propriedades antiinflamatérias, devido aos efeitos
antioxidantes e a habilidade de atuar sobre mediadores da inflamacéao, tais como
prostaglandinas e leucotrienos. Estes polifendis sdo compostos relacionados pelo
grupo flavona, biossinteticamente derivados da fenilalanina e malonato. '

Estudos in vitro sugerem que os flavondides séo passiveis de inibir ou, muitas
vezes, induzir uma grande variedade de sistemas de enzimas em mamiferos.
Algumas destas enzimas intervém na divisao e proliferagdo celular, agregacao de
plaquetas, detoxificagcao e respostas inflamatdrias e imunes. Frente a isso, ndo nos

surpreende a conexdo estabelecida dos flavonéides com as diferentes etapas do
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processo carcinogénico, sobre o sistema imune e sobre a homeostase em animais e
sistemas celulares.

Possuem atividade antiinflamatéria, propriedades antioxidantes tais como
acao inibitéria de enzimas, excelente capacidade de quelar metais como o ferro e
atuagao como captadores e neutralizadores de radicais de oxigénio (ROs), uma vez
que a presencga destes tem sido relacionada a certas doengas cronico-degenerativas

como: doengas auto-imune, cancer e doenca de Parkinson. "%

Os flavonodides, quando ligados aos carboidratos, sdo mais estaveis durante a
ingestdo dos alimentos. Contudo, perdas significativas podem ocorrer quando a
camada externa das frutas, tais como macgas e péras, sdo removidas antes do seu
consumo ou durante o processo industrial. Esta é razao pela qual o conteudo dos
polifendis do vinho tinto € muito menor do que nas uvas das quais é produzido. A

seqguir é apresentada a forma estrutural dos flavondides. Figura 2.

Figura 2. Esquema da estrutura geral dos Flavonodides.
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2.5.4.2 Aspectos Nutricionais dos Flavondides

Pode-se dizer que os habitos alimentares dos seres humanos varia de acordo
com a cultura de cada grupo populacional e com isso a ingestdao diaria de
flavondides também varia. Alguns estudos estimam que o valor médio de consumo
para os flavondides fica em torno de 23 mg. As principais fontes alimenticias de
flavondides e flavonas s&o, entre outras, o cha preto, as cebolas, as macas e a
pimenta preta.'®

Destes alimentos, a macd e a pimenta preta sdao os que contém maior
quantidade de quercitina (dos compostos bioativos € o que aparece em maior
quantidade), perfazendo um total de 4g/kg.

A maca contém uma quantidade de flavondides que excede a outros
antioxidantes da dieta, como o B-caroteno e a vitamina E, possuindo quase a
quantidade de um terco do potencial antioxidante da vitamina C. Os flavondides
apresentam uma contribuicdo importante no potencial antioxidante da dieta humana.

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que o consumo regular de frutas e
vegetais pode conferir um efeito protetor com redugdo de 50% do risco para cancer

digestivo e das vias respiratérias.'® 1%

2.5.4.3 Absorcao e Metabolismo dos Flavondides

A bio-transformacao dos flavondéides ocorre em dois pontos distintos:

- primeiramente, no figado, onde as enzimas de biotransformacédo atuam

sobre os flavondides.
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- segundo, no célon, que representa uma zona metabolicamente inativa, onde
0s microorganismos degradam os flavondides ndo absorvidos e posteriormente
enviam para a corrente sanguinea novamente para sua absorgéao.

O metabolismo dos flavondides é intenso e uma quantidade significativa é
excretada pela urina apds a dregradacéo dos mesmos.'%® As enzimas capazes de
executarem a biotransformacao dos flavondides encontram-se no figado, embora
estudos tenham detectado que no rim e no intestino delgado também poderiam
existir algumas enzimas capazes de promover esta biotransformagao, embora ainda

que sejam necessarios mais estudos comprovando tal hipétese.'®’

2.5.4.4 Biodisponibilidade dos Flavondides

Para que seja possivel avaliar os efeitos biolégicos dos flavondides, ou de
qualquer composto bioativo ou farmaco, o aspecto mais relevante é a
biodisponibilidade. Este parametro bioquimico é que permite quantificar a exposicao
do organismo a substancia em estudo.'®

Diversos fatores influem na sua biodisponibilidade: estrutura quimica da
substancia, sua absorcdo, distribuicdo e eliminacdo em cada processo

apresentando relevancia e valores proprios.'®®

Os glucosideos do flavonol
apresentam uma absor¢gao moderada. Mais de 98% da quercitina presente no
plasma humano esta ligada as proteinas apresentando 70-80% de associagdo com
a albumina humana.

A velocidade de excregdo na urina é mais alta apds a ingestdo de

glucosideos demonstrando forte relacdo entre a quantidade ingerida e a absorgao,

metabolismo e eliminagdo observados.'™
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2.5.5 MACA FUJI COMO ALIMENTO FUNCIONAL

Estudos revelam que frutas e vegetais contém muitos compostos fendlicos,
tiols, carotendides, tocoferdis e glucosinolatos que podem manifestar efeitos
protetores por diversos mecanismos. Entre as frutas consumidas nos paises
ocidentais a maga merece lugar de destaque.

A macd € um componente muito importante da dieta, pois a partir do
levantamento do consumo alimentar na Holanda (Ducth Food Comsuption Survey) e
de volumes de flavondides previamente analisados de frutas, vegetais e bebidas,
Hertog e outros determinaram que macas sao o terceiro maior alimento rico em
flavonoides da dieta humana atras do cha preto e da cebola.'"’

Na Finlandia, junto com cebolas, as magas estao no topo dos fornecedores.
Nos Estados Unidos, 22% dos fendlicos de frutas consumidas s&o provenientes da
maca, fazendo dela a maior fonte. Torna-se cada vez mais claro que um grande
conjunto de doencgas crdnicas,como as do coragdo e cancer, tem a ocorréncia de
oxidagdo como um componente principal de suas fisiopatologias. O consumo da
maca vem sendo cada vez mais associado inversamente com a incidéncia de
cancer de pulmdo, doenca cardiovascular reduzida, doenga pulmonar obstrutiva
cronica e risco de choque tromboético.'?

No Brasil trés cultivares de maga sao os mais plantados: Gala, Golden e Fuiji,
sendo os maiores produtores Santa Catarina e Rio Grande do Sul. E também
importante destacar que nos ultimos vinte anos tanto a producdo quanto o consumo
per capita da magd vem aumentando de modo significativo, como pode ser

observado na Figura 3.""°
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Figura 3. Evolugdo do consumo per capita no Brasil nos ultimos dezoito

anos.

A magad da variedade “Fuji”, atualmente, € uma das mais importantes
cultivares de macés, perfazendo 45% do total da producéo no Brasil.'"® Apresenta
excelente aceitagcdo por parte dos consumidores devido ao seu paladar e as
reduzidas perdas de qualidade durante seu armazenamento. ''*

Esta cultivar introduzida no Brasil na década de 1960 é originaria da Estagao
Experimental de Morioka no Japao, onde em 1939 foi langada , como resultado do
cruzamento das cultivares Jonet x Delicius x Rouge.'™

Desde a criacdo da cultivar Fuji no Japao, surgiu um grande numero de
mutacdes somaticas na variedade. No Brasil, foram recomendadas a Fuji 1 e Fuiji 2,
com coloragdo do fruto vermelho rajado intenso por conseguinte com maior
pigmentacdo e percentual de flavondides. O fruto ja foi devidamente analisado
quanto as caracteristicas organolépticas tendo a mesma analise estabelecido como

padroes de controle de qualidade do fruto a analise dos teores solidos soluveis,
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acidez, firmeza da polpa e degradagdo do amido''® Por este motivo, investigacdes

em modelos experimentais sobre a maga como alimento funcional, sao pertinentes.
A comparagao dos compostos antioxidantes da Fuji em relagédo a outros

cultivares feita por Imeh e Khokhar mostrou uma quantidade total de fendis (peso

fresco) de 330.1+19.4 mg CtE/100g)."""

2.5.5.1. Analise Bromatologica da Maca Fuji

Valor Nutritivo de 100 gramas de

MACA- FUJI

Nutriente Unidades Valor por 100 gramas de
porcédo comestivel

Macro Componentes

Agua g 83,93
Energia Kcal 59
Energia Kij 247
Proteina g 0,19

Lipideos (total) g 0,36
Carboidratos g 15,25
Fibra dietética (total) g 2,7
Cinzas g 0,26
Minerais
Calcio,Ca mg 7
Ferro, Fé mg 0,18
Magnésio, Mg mg 5
Fésforo, P mg 7

Potassio, K mg 115



Saodio, Na

Zinco, Zn

Cobre, Cu
Manganés, Mn

Selénio, Se

Vitamina C, Acido Ascérbico
Tiamina (B1)
Riboflavina (B2)
Niacina
Acido Pantoténico(B5)
Vitamina B6
Folato (B9)
Vitamina (B12)
Vitamina A, IU
Vitamina A, RE

Vitamina E

mg
mg
mg
mg
mcg
Vitaminas
mg
mg
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mg
mg
mg
mcg
mcg
U
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Mg ATE
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0,04
0.04

0,3

57
0,01
0,01
0,07
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0,04

2,8

0

53

5

0,32

Figura 4. USDA Nutrient Database for Standard Reference, Release 13 (November

1999).

Diversos estudos tém mostrado que a magad pode ter uma atividade funcional

importante para a saude humana. Como, por exemplo, podem ser citadas

investigagcdes que analisaram a atividade antioxidante da casca da maca e seu

possivel efeito anti-tumoral. Resultados encontrados em dois estudos realizados por

Wolfe, et al.'"® '"® mostraram que a casca da macd contém alto contetdo de

polifendis antioxidantes, que uma grama de casca de macga possui atividade

antioxidante equivalente a 220 mg de vitamina C, e que estas propriedades

antioxidantes tendem a se intensificar caso a casca seja congelada. O mesmo

grupo de pesquisa mostrou a casca de maga apresentou efeito anti-proliferativo em
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linhagens celulares de cancer e figado (Hep62). No caso, a dose efetiva para tal
efeito foi de 1,88+0.01 mg/mL. Outros estudos tém estudado o efeito da maca
sobre a oxidacao do LDL-colesterol. Entretanto, os resultados s&o controversos, pois
enquanto Pearson e cols.'®® observaram diminuicdo dos niveis de LDL-colesterol
pela maca Lotito e Frei'®' ndo observaram o mesmo resultado em ensaios in vitro e
in vivo. Apesar disto, estudos complementares parecem ser necessarios antes de se
estabelecer o quanto a macad pode afetar a modulacdo da oxidagao de moléculas
como o LDL-colesterol.

Estudos adicionais também tém sugerido que suco de magéd pode diminuir
tanto o estresse oxidativo quanto a disfungdo cognitiva em camundongos com
deficiéncia genética e dietética.'??

Apesar destas evidéncias existe necessidade de se responder algumas
questdes que poderiam estar relacionadas com o efeito de frutas como a maga na
saude humana: (1) a maga poderia ter efeito sobre a longevidade? (2) a maca
poderia modular outras variaveis metabdlicas associadas a manutencdo da
homeostasia e fungdes corporais? Entretanto, para responder estas questdes se faz
necessario o uso de modelos experimentais que permitam a obtencido rapida e

acurada de resultados. Este é o caso da mosca-das-frutas Drosophila melanogaster.

2.6. Drosophila melanogaster COMO MODELO EXPERIMENTAL

Devemos considerar a pesquisa experimental em animais de laboratério como
um avanco cientifico na realidade do nosso pais que, até o presente momento, tem
investido muito pouco nessa area, pois acaba aceitando resultados das pesquisas

basicas feitas nos paises desenvolvidos. Os referidos estudos fornecem valiosa
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informacéao, existem menos limitagdes bioéticas e nos permitem realizar pesquisas
longitudinais e de intervengao, que sao as principais dificuldades na pesquisa

clinica humana.'®

As vantagens do uso de Drosophila melanogaster em estudos de
envelhecimento devem-se a alta capacidade reprodutiva deste organismo, seu
curto tempo de geracgao, pequeno tamanho, cultivo facil e barato, pequeno numero
de cromossomos, alta definicdo dos cromossomos politénicos, grande numero de
bem conhecidas e igualmente bem mapeadas mutagdes (mais de 3000) e curta
longevidade. Além disso, com excecdo das células germinativas, o adulto é
composto unicamente por células pds-mitéticas, o que permite estimar a contribuigcao
de modificagbes epigenéticas ao processo de senescéncia, particularmente a
deteccdo de eventos modificadores nao enzimaticos como racemizacao,
desaminagao e glicosilagdo de proteinas.'®

Mesmo havendo grandes diferengas estruturais e fisioldégicas entre Drosophila
e mamiferos, resultados obtidos em Drosophila podem contribuir grandemente para
nossa compreensao basica do processo de envelhecimento como foi no inicio deste
século em relagao a principios basicos de genética’®

Drosophila, e, particularmente, D. melanogaster foi e continua sendo usada
para demonstrar;'?°
- efeitos de varias drogas e a possivel influéncia destas para a o envelhecimento e
longevidade;
- efeitos aceleradores das radiacdes ionizantes sobre o envelhecimento;
- evidéncias para os primeiros mutagénicos quimicos descobertos;

- primeira demonstracao de genes letais;
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-grande numero de mudancas fisioldgicas relacionadas com a idade, tanto em nivel
de o6rgdos quanto em nivel celular, mais tarde confirmadas em mamiferos,
primeiramente descobertas em Drosophila.

Por ultimo, a maioria, sendo todas as teorias do envelhecimento, tém sido
testadas, confirmadas, rejeitadas ou modificadas a partir de estudos feitos em
Drosophila.?’

O fato de o individuo adulto de Drosophila ser quase inteiramente composto
por células pos-mitdticas tem sido apontado como o principal empecilho para
comparagoes entre este organismo e mamiferos. Porém, é importante lembrar que
muitas células importantes no contexto da senescéncia em mamiferos sao células
de longa vida pés-mitética, como os neurdnios.

Com base nas consideracdes e revisdo de literatura acima apresentada, a

presente tese apresenta os objetivos descritos a seguir.



OBJETIVOS
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da Maga Fuji in natura e desidratada no tempo de vida
(longevidade/mortalidade) e em indicadores do metabolismo e da fisiologia ao longo

do envelhecimento de Drosophila melanogaster.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar o efeito da Macad Fuji in natura e desidratada em diferentes
concentragdes, em adultos de Drosophila melanogaster (machos e fémeas) nos
seguintes parametros:

a) longevidade (média e maxima) e taxa de mortalidade;

b) indicadores do metabolismo fisioldgico e bioquimico em diferentes idades;

c) padrbes de dano oxidativo aos lipidios.em diferentes idades.



MATERIALS E METODOS
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1.DELINEAMENTO

O presente estudo apresentou um delineamento prospectivo, de intervencéao e

analitico.

4.2. POPULACAO E AMOSTRA

No presente estudo foi utilizado o modelo experimental Drosophila
melanogaster proveniente de Oregon, EUA (Oregon-R), cedido pelo Prof.Dr. Gilson
Luis da Cunha, que obteve suas linhagens a partir do Laboratério de Drosophila do
Departamento de Genética da UFRGS e cultivado no Laboratério de Biologia do
Desenvolvimento e Embriologia (PUCRS) . A obtengdo da amostra investigada
ocorreu apos a ovoposigao durante uma hora de aproximadamente 500 casais da
espécie. A amostra foi mantida em condigbes controladas de temperatura (25°C +/-

1°C); umidade de 80% e luminosidade constante.
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4.3.MEIO DE CULTURA PARA A CRIACAO E INVESTIGACAO

Dois meios de cultura foram utilizados para o desenvolvimento do estudo

aqui descrito:

4.3.1 Protocolo para o Meio de Cultura Padréo
Ingredientes para o meio de cultura para os animais controle:
100g de farinha de centeio;

50g de agucar mascavo;

10g de Nipagin;

10g de agar-agar;

1000ml de agua destilada

Modo de preparo:

O Nipagin e o agar-agar foram dissolvidos em 150ml de agua destilada. Apds,
foram adicionadas a farinha de centeio, o agucar mascavo e o restante da agua
destilada. Tudo foi homogeneizado e levado ao microondas por mais ou menos 7
minutos. Retirou-se o meio do forno, mexeu-se novamente e colocou-se por mais 3
minutos 0 meio cuidando para que nao derramasse.

O meio foi colocado em vidros grandes para resfriamento e posterior

armazenamento em geladeira em temperatura de 4°C até ser utilizado.
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4.3.2 Protocolo para Meio de Ovoposi¢cao Vermelho
A fim de se obter ovos para a realizagdo dos experimentos, o seguinte meio
foi utilizado:
Ingredientes
2 litro de agua destilada;
8g de agar-agar;
1 ml &cido propibnico;

Corante “Panceau’.

Modo de preparo:

A agua destilada, o agar-agar e o fermento foram misturados e aquecidos até
temperatura de fervura. Acrescentou-se entdo uma pitada de corante “panceau’,
deixando-se esfriar até a temperatura de 60° C. Foi adicionado 1ml de acido
propidnico. Os vidros-relégio foram limpos com alcool 70% para a distribuicdo do
meio.

Os vidros foram armazenados em geladeira a 4°C até seu uso.

4.4 VARIAVEIS INVESTIGADAS

As seguintes variaveis foram analisadas :
a) Longevidade

b) natureza da dieta

c) concentragao da dieta

d) tempo de vida

e) padrdes bioquimicos de proteinas, lipidios, glicogénio e dano-oxidativo.
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4.4.1 Andlise das Variaveis Demograficas: longevidade

Colocou-se as matrizes (n=500), cujos individuos tinham uma semana de
idade, para ovopositar em meio vermelho por cerca de 3 horas. Trocou-se 0 vidro de
reldgio a cada 3 horas, tendo-se ao final 8 vidros-relégio.

Quando ja haviam colocado ovos suficientes, as moscas eram retiradas e
transferidas para outros tubos, sendo mantidas como os pais da préoxima geragao.

Quando comecgaram a nascer as larvas, contou-se 150 individuos para cada
vidro que continha meio normal para cultivo de Drosophila melanogaster com
fermento liquido,até os animais puparem.

Os animais levaram em média 10 dias para eclodir e foram considerados OC
(Oregon, controle). Estes foram eterizados ao nascer sendo separados, em média
10 casais por vidro.

Para cada tratamento utilizou-ser uma média de 45 vidros contendo cerca de
900 animais no total.

Os animais foram repicados (trocados de vidro) nas 3% e 6 feiras para que
houvesse um bom controle do niumero de individuos que morreram por semana;

Os vidros utilizados foram preparados no dia anterior para que houvesse
tempo suficiente do meio ficar bem seco, evitando assim que os individuos
morressem grudados ao serem repicados;

Os individuos mortos foram identificados quanto ao sexo e ao tratamento que
sofreram tendo as informagdes registradas devidamente.

Ao repicar os animais, os rotulos dos vidros foram identificados com o tipo de

tratamento aplicado, a data em que nasceram e o dia em que foram repicados.
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Os vidros receberam cuidados até que o o ultimo individuo morresse,

passando-se todos os dados para uma tabua de vida.

4.4.2 Dosagem de Lipidios e Trigliceridios Teciduais
Para determinacédo dos lipidios totais e trigliceridios foi feito um pool de 50
individuos que foram congelados em tubos do tipo eppendorf em freezer (- 20°C);
Na determinacdo do peso do pool de animais, em gramas, utilizou-se a
seguinte relagcdo: P= peso do eppendorf com a amostra — peso do eppendorf sem a

amostra.

Determinacdo dos Lipidios Totais:
Os lipidios totais do pool de 50 animais (Drosophila melanogaster - Oregon-
R) foram extraidos pelo método do Folch et al.,1957 '?® e quantificados através do

método da sulfofosvanilina. Os resultados foram expressos em mg/g.

Determinacéo dos Trigliceridios:
Os trigliceridios do pool de 50 animais (Drosophila melanogaster - Oregon-

R) foram extraidos pelo método de Folch et al.,1957'?®

e, quantificados utilizando-se
o Kit da Biodiagnostic (triglicerideos GPO trinder). Os resultados foram expressos

em mg/qg.

Isolamento e Determinag&o do Glicogénio:

O isolamento do glicogénio do pool de 20 animais (Drosophila melanogaster

5129

Oregon-R) foi segundo o método descrito por Van Handel,199 sendo este

quantificado como glicose apds hidrolise em HCI e neutralizagdo com Carbonato de
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Saodio (Na2CO3). A glicose foi quantificada utilizando-se o Kit da Biodiagndstica,

método da glicose oxidase. Os resultados foram expressos em mg/g.

Determinacao das proteinas:
As proteinas totais foram quantificadas no meio de extragdo do glicogénio
utilizando-se o método descrito por Lowry et al.,1951"*° tendo a albumina bovina

como padrao. Os resultados foram expressos em mg/ml.

Dosagem das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBA - Rs)

Como os radicais livres sdo continuamente produzidos na fosforilagdo
oxidativa em outros sistemas biolégicos, reagem rapidamente com a maioria das
moléculas orgéanicas. Estes radicais podem reagir com os lipidios de membranas,
proteinas, DNA e também glicideos.”' Esta técnica foi realizada de acordo com o

método descrito por Buege and Aust, 1978. %

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como a meédia + erro padrédo da mesma. Para
a comparacao dos parametros metabdlicos entre os diferentes tempos de vida (1, 5,
10, 15 e 20 dias) em cada um dos tratamentos foi feita a analise de variancia de uma
via (ANOVA), seguida do teste paramétrico ndo complementar de Kruskall-Wallis. A
comparagao entre as curvas obtidas para os diferentes tratamentos foi feita por
analise Multivariada (MANOVA). Todos os dados metabdlicos e os de TBA-RS néo
passaram pelo teste de distribuicdo de normalidade Kolmogorov Smirnof, o que

justifica 0 uso de um teste nao paramétrico (Kruskall-Wallis).
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A analise multivariada por regressao logistica (método Foward Wald) foi
realizada para verificar a indepéncia das associagdes significativas observadas
através dos testes univariados.

As diferengas entre as médias foram consideradas significativas quando os
valores de probabilidade foram iguais ou menores que 0,05. As analises estatisticas
foram realizadas com o Programa “Statistical Package for the Social Sciences”

(SPSS) versao 11.5.



RESULTADOS
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5 RESULTADOS

5.1 Indicadores Demogréaficos de Longevidade nos Tratamentos

Um total de 4599 moscas foram acompanhadas do nascimento a morte.
Destas, 2450 (53,3%) eram machos e 2149 (46,7%) eram fémeas. A mortalidade
observada entre os sexos e os tratamentos é apresentada nas Figuras 5 e 6.
Podemos observar, tanto em machos quanto em fémeas controle, dois picos
intensos e sequenciais de mortalidade entre os 14 e 20 dias de vida. Na populacao
de machos estes picos foram deslocados (22 e 28 dias) com o tratamento de maca
desidratada a 10% e atenuados com todos os outros tratamentos utilizados. Ja na
populacdo de fémeas, todos os tratamentos conduziram a uma menor e mais tardia

mortalidade.
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Figura 5. Distribuicdo da mortalidade em numeros absolutos de fémeas de

Drosophila melanogaster por dia nos diferentes tratamentos.
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Figura 6. Distribuicdo da mortalidade em numeros absolutos de machos de

Drosophila melanogaster por dia nos diferentes tratamentos

A tabua de vida das moscas tratadas em diferentes dietas € apresentada na

Tabela 1.
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Tabela 1. Expectativa de vida calculada a partir dos dados da tabela de vida de
machos e fémeas de Drosophila melanogaster nas diferentes dietas.

Continua

Dias Fcontrole Mcontrole FMa20% MMa20% FMD20% MMaD20% FMa10% MMa10% FMD10% MMD10%

1 17,141 16,389 17,265 18,832 12,523 13,178 12,756 12,908 18,024 18,747
2 16,141 15,389 16,265 17,832 12,305 12,963 12,609 12,604 17,336 18,049
3 15806 15,135 15265 16,832 11,502 12,227 12,296 12,323 17,511 18,106
4 15,487 14,908 14,742 16,043 10,670 11,469 11,715 11,904 17,838 18,269
5 14,487 13,908 14,621 15,780 10,401 11,226 10,807 11,094 17,286 17,654
6 13,487 12,908 13,660 14,885 10,168 11,022 10,633 10,732 16,671 16,972
7 12,574 12,019 12,994 14,043 9,884 10,786 10,047 10,345 16,136 16,333
8 11,574 11,019 12,154 13,156 9,735 10,674 9,706 10,008 15,374 15,498
9 10,574 10,019 11,188 12,156 9,657 10,636 9,502 9,791 14,494 14,551
10 9,619 9,104 10,188 11,156 9,577 10,643 9,385 9,623 13,611 13,543
11 8,660 8,119 9,188 10,156 9,678 10,766 9,352 9,622 12,475 12,394
12 7,849 7,508 8,858 9,548 9,426 10,827 8,682 9,097 11,795 11,327
13 7,299 6,740 8,364 8,958 9,442 10,605 8,165 8,662 10,775 10,553
14 6,349 5,814 7,562 8,010 9,867 11,116 7,978 8,629 9,333 9,091
15 5,378 4,899 6,732 7,114 10,616 12,033 7,900 8,652 7,710 7,437
16 6,210 5,580 6,872 6,902 8,381 9,488 6,749 7,902 8,633 8,297
17 6,246 5,008 5,911 5,936 8,282 8,436 6,765 8,108 7,729 8,269
18 5,246 4,008 4,944 4,964 9,224 8,949 6,990 8,597 5,991 6,824
19 6,264 5,036 4,535 4,545 6,443 6,576 6,576 8,343 7,362 8,106
20 5,769 4,618 4,067 3,901 5,981 6,098 6,274 8,638 6,892 7,702
21 4,802 3,754 3,319 3,102 6,241 6,225 6,576 9,734 5,625 6,555
22 4,217 3,799 2,470 2,213 5,173 6,018 7,664 12,443 5,683 5,763
23 3,217 2,799 2,202 1,926 5,843 6,734 7,536 13,223 4,089 4,204

24 4,425 3,163 2,500 2,514 4,229 4,032 5,698 9,247 4,459 5,685
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Concluséo

Dias Fcontrole Mcontrole FMa20% MMa20% FMD20% MMaD20% FMa10% MMa10% FMD10% MMD10%

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

3,526
3,569
2,679
1,679
0,679
2,000
1,000
0,500

0,000

2,293
2,767
2,333
1,700
0,700
1,500
0,500
0,000

0,000

1,779
2,819
2,095
1,661
0,940
1,700
1,500
0,500

0,000

2,340
3,180
2,768
2,235
1,344
2,875
1,875
0,875
2,500
1,500

0,500

4,644
2,934
2,386
2,088
3,357
0,833
0,500
0,000
0,000
0,000

0,000

3,933
2,892
2,687
2,989
5,658
1,250
1,000
0,500
0,000
0,000

0,000

6,806
3,478
3,507
3,293
4,436
1,676
0,833
0,500
0,000
0,000

0,000

8,898
5,680
5,450
5,631
8,035
3,022
3,367
5,643
1,300
0,833

0,500

3,105
3,624
3,341
2,746
0,897
1,100
0,500
0,000
0,000
0,000

0,000

4,816
5,371
4,742
3,313
0,986
1,700
1,000
0,500
0,000
0,000

0,000

Legenda: M = macho, F = fémeas, Ma = dieta com maca in natura, MD = macga desidratada, FMa=

fémea maca, MMa= macho mag¢a, FMD= fémea maca desidratada, MMD= macho macga desidratada.

A analise demografica dos dados apresentados mostrou que em relacéo ao

tempo de vida ou a longevidade maxima, machos mantidos com extrato de maca a

10% apresentaram um maior tempo de vida como pode ser observado na Figura 7.

Neste caso houve um incremento de 21 dias em relagdo ao grupo de machos

mantidos em dieta controle.

Nas fémeas a dieta com maga a 10% também

aumentou o tempo maximo de vida(43 dias) sendo o incremento (12dias) menor do

que aquele observado nos machos que receberam o mesmo tratamento.



Tempo méximo de vida (dias)

Tratamentos

OMacho Controle

E Fémea Controle
OFémea Maga 20%
OMacho Maga 20%

B Fémea Maga Desid 20%
O Macho Maga Desid 20%
B Fémea Maga 10%
OMacho Maga 10%

B Fémea Maga Des 10%
B Macho Maca Des 10%
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Figura 7. Comparacao entre a longevidade maxima de machos e fémeas de

Drosophila melanogaster desenvolvidos em diferentes dietas.

Com a finalidade de investigar se a longevidade média diferiu entre as dietas,

foi realizada uma analise estatistica adicional a analise demografica, os resultados

sao apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Comparagao entre a longevidade média de machos e de fémeas de

Drosophila melanogaster desenvolvidos em diferentes dietas.

Continua
Dietas Sexo Média +dp N

Controle Machos 17,65 6,86 490
Fémeas 16,89 6,55 628

Total 17,22 6,70 1118 2
cha de maca 10% Machos 23.79 928 137
Fémeas 21.59 7.50 203

Total 22.48 8,32 340 °
cha de maca 20% Machos 19.33 6.18 783
Fémeas 18,91 7.73 255

Total 19,23 6,59 1.038 °©
Maca 10% Machos 23.35 920 244
Fémeas 21.36 7.97 279

Total 22 29 8,61 523 b
maca 20% machos 19 26 6.28 796
Fémeas 17,61 7,07 784

Total 18,44 6,73 1580 @ °©
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Conclusao
Dietas Sexo Média +dp N
Total machos 19,62 7.12 2.450
Fémeas 18,42 7.37 2.149
Total 19,06 7.27 4.599

Dp=desvio padrdao; n= tamanho amostral; Na comparacdo das diferentes dietas,
letras iguais ndo diferem estatisticamente com um nivel de significancia de p<0,05
pela andlise de variancia multivariada seguida do teste post hoc de Bonferroni.

A analise multivariada mostrou que os machos apresentaram uma
longevidade média estatisticamente maior do que as fémeas (F=36,01, p=0,001)
independente da dieta. Entretanto ndo ocorreu interacdo entre sexo e dieta na
longevidade das moscas (F=2,05, p=0,084). Como tal interacdo nao foi
estatisticamente significativa, a analise do efeito das dietas sobre a longevidade
média, independente dos sexos, mostrou efeito significativo dos mesmos (F=31,96,
p=0,001). No caso o teste post hoc associado indicou que moscas submetidas a
qualquer tipo de tratamento (diferentes dietas) apresentaram uma longevidade
média significativamente maior do que as moscas controle. Ja4 a comparagao entre
os tratamentos mostrou que o efeito da concentragao foi mais relevante do que o
tipo de preparo da macga que foi utilizada no tratamento. Isto porque moscas tratadas
tanto com maca in natura quanto com a mac¢a desidratada em uma concentragao de
10% apresentaram uma longevidade média significativamente maior do que as
moscas tratadas com uma concentragao de 20%.

Os resultados foram confirmados através da andlise de sobrevivéncia feita

pelo Teste de Kaplan-Meir e podem ser observados na Figura 8. A comparagao da
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analise da sobrevivéncia por regressdao de Cox mostrou diferencas significativas

entre os tratamentos (y2= 15,21, p=0,0001) estudadas.

Funcao da sobrevivéncia

1,2
1,0 -
,8 1

g 6]
= Tratamentos
S 4 I
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Mortalidade

Figura 8. Analise da fungcao de sobrevivéncia pelo teste estatistico de Kaplan-Meir.
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5.2 Efeito dos Tratamentos a Base de Mac¢a Associados ao Envelhecimento

com Relacdo aos Parametros Metabdlicos de Drosophila melanogaster

Uma vez que observou-se diferengas significativas na taxa de mortalidade e
expectativa de vida das moscas tratadas com diferentes concentracées de maca ,
independente da apresentagao deste alimento funcional (cha ou fruta), a analise da
modulagao de variaveis metabdlicas realizada considerou apenas trés grupos:
controle, macé (cha/fruta) a 10% e a 20%.

Uma vez que nao ocorreu distribuigdo normal nas variaveis investigadas, nao
foi possivel realizar analise multivariada paramétrica da variancia. A Figura 9 mostra
a distribuicdo dos valores e os testes de normalidade para cada uma das variaveis
investigadas.

A primeira analise feita comparou a modulagdo das variaveis metabdlicas em
relacdo a idade em cada uma das variaveis investigadas em D. melanogaster. Os
resultados da analise de variancia mostraram modulagédo das variaveis investigadas
influenciadas pelo sexo, idade e tipo de dieta. A Tabela 3 apresenta o resumo
estatistico observado.

Nas fémeas, as seguintes associagbes estatisticamente significativas foram
observadas e sdo descritas abaixo.

Lipidios Totais: no grupo controle os niveis lipidicos observados no primeiro dia de
vida diminuiram e assim se mantiveram ao longo das outras idades estudadas.
Este padrdo mudou nas dietas com maca, uma vez que observa-se uma queda
nestes niveis somente aos dez dias de vida, e em idades mais avangadas ocorreram

valores similares aos iniciais (Figura 9).
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Figura 9. Comparagdo das medianas dos niveis de lipidios totais (mg/g) nas
diferentes idades em fémeas tratadas com maca (letras iguais em cada dieta n&o
apresentam diferengas significativas entre as idades).

Uma tendéncia similar foi observada na dieta com maga a 20% ainda que
com vinte dias de idade os niveis lipidicos ndo tenham alcancado os mesmos

valores que no inicio da vida .

Trigliceridios: nas fémeas controle observamos no primeiro e no décimo dia
niveis mais elevados de trigliceridios. Este padrdo sofreu alteragbes segundo a
concentragdo da maga empregada. As moscas tratadas com 20% de macgéa também
apresentaram um pico de triglicerideos no primeiro dia. Contudo , tais niveis se
mantém  elevados até o quinto dia, ocorrendo, entdo, uma drastica diminui¢cao
nestes niveis a partir do 10° dia. J4, o tratamento com maca 10% apresentou um
padrdo bem diferenciado dos grupos anteriormente descritos, ndo sendo observadas
diferengas significativas nos niveis de triglicerideos nas diferentes idades testadas

(Figura 10).
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Figura 10. Comparagdo das medianas dos niveis de trigliceridios (mg/g) nas
diferentes idades em fémeas tratadas com macga (letras iguais em cada tratamento

nao apresentam diferengas significativas entre as idades).

Glicogénio: nao foi possivel testar fémeas com vinte dias de idade por
escassez de amostras. Por tal motivo, na analise dos niveis de glicogénio esta idade
foi excluida. Nas fémeas controle, niveis significativamente mais elevados de
glicogénio s6 foram observados no grupo com 20 dias de idade. Padrdo de resposta
mudou no grupo tratado com magad a 10%, visto que niveis bastante elevados de
glicogénio sao observados s6 no primeiro e no quinto dia de vida, reduzindo-se de
forma acentuada aos 15 dias. Ja no grupo tratado com macéd 20%, os niveis de
glicogénio passaram a ser similares em todas as idades testadas (Figura 11),

contudo, mais elevados que aqueles observados em animais controle.
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Figura 11. Comparacdo das medianas dos niveis de glicogénio (mg/g) nas
diferentes idades em fémeas tratadas com macéa (letras iguais em cada tratamento

nao apresentam diferencas significativas entre as idades).

Proteinas: verificamos um aumento significativo nos niveis de proteinas totais em
fémeas do grupo controle somente aos dez dias de idade. Este perfil de respostas
mudou com os tratamentos, sendo que nas moscas tratadas com maga 10% e 20%
observamos aos cinco e vinte dias dois picos de aumento nos niveis de proteinas

totais. (Figura 12).

TBA: no grupo de fémeas controle foi obervada uma queda significativa nos niveis
de TBA entre os 10 e 15 dias. No grupo de moscas tratadas com macad 10% tal
queda ocorreu somente em moscas com dez dias. Ja no tratamento com uma
concentracdo de 20% de macad observamos um perfil de respostas bastante
diferencial, uma vez que foi verificada uma queda nos niveis de TBA ja aos cinco

dias de idade e, outra, aos vinte dias. (Figura 13).
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Figura 12. Comparacgao das medianas dos niveis proteinas totais (mg/ml) nas
diferentes idades em fémeas tratadas com macga (letras iguais em cada tratamento

nao apresentam diferencas significativas entre as idades).
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Figura 13. Comparacdo das medianas dos niveis TBA (unid) nas diferentes idades
em fémeas tratadas com maca (letras iguais em cada tratamento ndao apresentam
diferencas significativas entre as idades).

Nos machos as seguintes associacdes estatisticamente significativas foram

observadas e sao descritas abaixo.

Lipidios: os niveis lipidicos aumentaram significativamente entre 5 a 15 dias em
relagdo aos niveis observados no primeiro dia e diminuem a valores semelhantes
aos iniciais em moscas com 20 dias de idade. Padrao diferencial da resposta foi
observado com os tratamentos, seguido de um aumento aos 15 dias, verificando-se
uma queda significativa nas moscas com 10 dias de idade, tanto no tratamento com
macad 10% quanto com 20%; nos animais que receberam macad 10% os niveis
diminuiram drasticamente aos 20 dias, fato nao verificado nos animais que

receberam a concentragao de 20% de maca. (Figura 14).
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Figura 14. Comparagao das medianas dos niveis lipidicos (mg/g) nas diferentes

idades em machos tratados com macga (letras iguais em cada tratamento nao

apresentam diferengas significativas entre as idades).

Trigliceridios: nos machos controle um aumento significativo nos trigliceridios foi

detectado somente aos 15 dias de idade. Ja no grupo que recebeu macga a 10%

observamos niveis elevados de trigliceridios ja ao primeiro dia da vida adulta; uma

diminuicdo aos 10 dias seguida de um aumento aos 15 e 20 dias. Nos machos que

foram tratados com maca 20% verificamos somente um aumento aos 5 dias de

vida.(Figura 15).
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Figura 15. Comparacdo das medianas dos niveis de trigliceridios (mg/g) nas
diferentes idades em machos tratados com maca (letras iguais em cada tratamento

nao apresentam diferengas significativas entre as idades).

Glicogénio: um pico significativamente mais alto nos niveis de glicogénio foi
observado no grupo de machos com 15 dias de idade. Ja nas moscas tratadas com
macé a 10 e 20% este aumento da concentragéo de glicogénio foi verificado no 1 e
5 dias de vida, e apds este periodo observamos uma diminuicdo intensa da

concentragéo deste polissacarideo. (Figura 16).
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Figura 16. Comparacdo das medianas dos niveis de glicogénio (mg/g) nas
diferentes idades em machos tratados com maca (letras iguais em cada tratamento

nao apresentam diferencas significativas entre as idades).

Proteinas: no grupo controle o grupo etario que apresentou niveis significativamente
maiores de proteinas foi o dos machos com dez dias de idade. Entretanto, os
maiores niveis protéicos ocorreram em moscas com um e quinze dias no grupo
tratado com macéd a 10% e nos animais de cinco a vinte dias no grupo tratado com

macéd a 20% (Figura 17).
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Figura 17. Comparagao das medianas dos niveis de proteina (mg/ml) nas diferentes
idades em machos tratados com macga (letras iguais em cada tratamento nao

apresentam diferengas significativas entre as idades).

TBA: em machos controle os niveis de TBA aumentaram significativamente a partir
dos cinco dias de idade mantendo-se elevados até o final do periodo de estudo. Em
moscas tratadas com maga a 10% os niveis se mantiveram uniformes com exceg¢ao
dos animais com 10 dias de idade que apresentaram uma queda significativa nos
niveis de TBA. Comparando a modulacdo dos niveis de TBA dos machos tratados
com 20% em relagdo aos demais tratamentos pode-se dizer que tais niveis
apresentaram uma maior variacido verificando-se, pelo menos 2 picos de

lipoperoxidagao no primeiro dia de vida e um no décimo dia. (Figura 18).
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Figura 18. Comparagao das medianas dos niveis de TBA (unid?) nas diferentes
idades em machos tratados com macad (letras iguais em cada tratamento nao

apresentam diferengas significativas entre as idades.)

Uma analise adicional foi realizada comparando os valores quantitativos das
variaveis investigadas nos diferentes tratamentos para cada um dos grupos etarios
investigados.

Os resultados observados nas fémeas s&o apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Comparagao entre as medianas das variaveis metabdlicas investigadas

em fémeas tratadas com maca em diferentes idades. Continua
Variaveis Idades Tratamentos Percentis

25,00 50 (Mediana) 75,00
Lipidios 1° dia controle 9,64 10,81 11,06
tratamento 10% 3,99 5,20 8,81
tratamento 20% 4,78 13,04 18,83

5 dias controle 4,66 5,45 5,69
tratamento 10% 3,49 10,13 16,45

tratamento 20% 9,11 12,35 15,60

10 dias controle 3,92 4,19 5,30

tratamento 10% 2,08 2,30 2,69

tratamento 20% 1,47 2,10 2,75

15 dias controle 5,82 5,93 6,49

tratamento 10% 5,65 6,25 7,72

tratamento 20% 6,87 9,42 11,42

20 dias controle 2,40 2,41 2,57

tratamento 10% 6,40 7,25 8,19

tratamento 20% 4,71 6,05 10,68

Trigliceridios  1° dia controle 1,18 2,05 2,37
tratamento 10% 0,21 0,30 0,37

tratamento 20% 1,88 3,24 4,05

5 dias controle 0,63 1,05 1,13

tratamento 10% 0,48 0,54 1,46

tratamento 20% 1,80 3,59 5,92

10 dias controle 1,18 1,39 1,65

tratamento 10% 0,29 0,45 0,58

tratamento 20% 0,18 0,35 0,44
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Continuagao

Variaveis Idades Tratamentos Percentis

25,00 50 (Mediana) 75,00

15 dias Controle 2,15 2,17 2,35

tratamento 10% 0,11 0,33 0,56

tratamento 20% 0,51 0,82 1,38

20 dias controle 0,32 0,51 0,58

tratamento 10% 0,98 1,13 1,13

tratamento 20% 0,33 0,61 1,10

Glicogénio 1° dia controle 0,37 0,39 0,42

tratamento 10% 1,98 2,10 3,54

tratamento 20% 0,03 1,90 3,77

5 dias controle 0,62 0,63 0,64

tratamento 10% 2,85 3,16 3,54

tratamento 20% 0,68 1,78 2,82

10 dias controle 0,45 0,45 0,45

tratamento 10% 0,21 0,23 0,47

tratamento 20% 0,78 1,39 2,04

15 dias controle 3,23 3,25 3,26

tratamento 10% 1,19 1,74 2,36

tratamento 20% 1,41 1,82 2,23

tratamento 20% na Na Na

Proteina 1° dia controle 1,45 1,48 1,51

tratamento 10% 0,80 0,84 0,96

tratamento 20% 0,41 1,71 3,36

5 dias controle 1,12 1,36 1,63

tratamento 10% 2,81 3,39 3,93

tratamento 20% 3,48 3,65 4,07
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Concluséo
Variaveis Idades Tratamentos Percentis
25,00 50 (Mediana) 75,00
10 dias controle 3,56 3,73 3,84
tratamento 10% 1,15 1,41 1,45
tratamento 20% 1,94 2,37 2,79
15 dias controle 1,62 2,03 2,07
tratamento 10% 1,41 1,98 1,99
tratamento 20% 1,27 2,68 4,24
20 dias controle 2,08 2,09 2,19
tratamento 10% 3,41 3,45 3,54
tratamento 20% 3,69 4,14 4,50
TBA 1° dia controle 12,06 15,93 17,75
tratamento 10% 8,09 10,93 17,79
tratamento 20% 9,63 16,53 19,86
5 dias controle 11,74 17,14 21,81
tratamento 10% 3,65 9,76 11,53
tratamento 20% 4,71 5,27 6,74
10 dias controle 7,17 8,00 9,01
tratamento 10% 4,40 5,58 6,64
tratamento 20% 6,73 13,51 20,48
15 dias controle 8,19 9,44 17,10
tratamento 10% 5,29 8,57 14,40
tratamento 20% 5,96 17,94 21,27
20 dias controle 15,89 19,87 31,90
tratamento 10% 6,48 8,96 9,89
tratamento 20% 7,95 8,54 12,19

Letras iguais para cada idade ndo apresentam diferengas significativas p<0,05

Pelo teste ndo paramétrico de amostras independentes de Mann-Whitney.
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Lipidios: observou-se que os niveis lipidicos logo apés a emergéncia do imago
foram altos nas fémeas controle e assim se mantiveram nas tratadas com maga a
20%. Entretanto, no tratamento com magd a 10% estes valores foram
significativamente menores indicando menor armazenamento energético durante a
fase pupal. Com cinco dias os niveis lipidicos observados na controle diminuiram
enquanto que nas moscas tratadas com mag¢a a 10% aumentaram, indicando uma
inversdo metabdlica em relacdo ao primeiro dia nos valores encontrados. No caso
das fémeas tratadas com maga a 20% mostraram valores dos niveis lipidicos
similares aqueles do tratamento com macéd a 10% e, semelhantes aos observados
no primeiro dia com este tratamento. Uma queda nos niveis lipidicos foi observada
em todos os tratamentos a partir do 10 dia sendo no 20° dia mais acentuada na

amostra controle.

Trigliceridios: no tratamento com magd a 10% os niveis de trigliceridios,
semelhante ao perfil observado para os lipidios foi significativamente menor do que o
grupo controle e no grupo tratado com macga a 20%. Um padrao difuso de variagéo
nos niveis de trigliceridios, nas demais idades nao permitiu reconhecer um perfil

caracteristico e relacionado a cada tratamento empregado.

Glicogénio: no grupo de moscas com um dia e cinco dias de idade ao contrario dos
lipidios e trigliceridios os niveis de glicogénio foram significativamente maiores nas
fémeas tratadas com maga a 10% em relacdo as controles e as tratadas a 20%.
Uma reserva significativamente maior de glicogénio nas fémeas controle foi

observada somente nas moscas com 15 dias de idade.
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Proteinas: similar ao comportamento dos lipidios e trigliceridios, os niveis de
proteina no primeiro dia de vida foram significativamente menores nas fémeas
tratadas com magad a 10%. Uma inversao ocorreu nas moscas de cinco dias,
ocorrendo maiores niveis de proteina nas tratadas com 10% em relagdo as controle.
Um padrao similar as fémeas tratadas com 10% nos foi observado nas tratadas
com 20%. A partir do décimo dia nao foi possivel reconher um padrao diferenciado

nos niveis protéicos entre os tratamentos que indique relevancia fisiologica.

TBA: os niveis de TBA foram estatisticamente menores no primeiro dia de vida das
fémeas tratadas com maga a 10% em relagdo as controle e as tratadas com 20%.
Este padrao persistiu nos cinco e nos dez dias de idade. Nos quinze e vinte dias os
niveis de TBA passaram a ser significativamente menores nas moscas tratadas com
maca a 10% e 20% em relacéo as fémeas controle.

Os resultados observados nos machos sao descritos na Tabela 4.

Lipidios: ao contrario das fémeas os machos de um dia tratados com maga a 10%
apresentaram altos niveis lipidicos em relagéo aos controle e aos tratados com 20%
de maca . Este padrao se manteve nos cinco dias e nos quinze dias. Isto porque, os
machos controle aos dez dias de idade passaram a apresentar niveis lipidicos mais
altos e similares ao dos machos tratados com 10% de macé . Ao contrario do que foi
observado nos animais tratados com mag¢ad a 10%, o grupo tratado com macé a
20% tendeu a apresentar valores lipidicos muito baixos na maioria das idades
testadas aumentando somente no grupo de 20 dias de idade onde apresentou

valores significativamente mais altos do que os demais tratamentos.
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Trigliceridios: exceto para o primeiro dia onde machos tratados com maga a 10%
apresentaram valores de trigliceridios superiores aos demais tratamentos nas outras
idades foi observada uma grande variagdo nos niveis desta variavel que nao

permitiu estabelecer um padrao peculiar a cada tratamento.

Glicogénio: no primeiro dia machos tratados com magad a 10% apresentaram
valores similares de glicogénio aos controle. Entretanto, niveis significativamente
mais altos deste polissacarideo foram observados nos machos tratados com maca
a 20%. Nas moscas com cinco dias de idade também foram observados maiores
niveis de glicogénio em machos tratados com 20% de maca . Entretanto, os tratados
com 10% de magca também apresentaram maiores niveis do que os machos
controle. Com dez, quinze e vinte dias, uma queda abrupta e significativa no
glicogénio foi observada em machos tratados com 10% de maca , em relagdo aos
demais tratamentos. Os machos tratados com 20% continuaram a apresentar
valores de glicogénio estatisticamente superiores em relagdo aos demais
tratamentos. Somente com quinze dias € que os machos controles tiveram niveis de

glicogénio superiores aos demais tratamentos.

Proteinas: diferengas significativas foram observadas em relagdo aos tratamentos
nos diferentes grupos etarios analisados. Porém nao foi possivel reconhecer um

padrao distinto a um destes tratamentos.

TBA: nos grupos de um, cinco e dez dias os niveis de TBA dos machos tratados
com maca a 10% foram significativamente baixos. Porém, este perfil se inverteu no

grupo de quinze dias, sendo observados niveis altos desta variavel em relagado aos
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grupos controles e tratados com maga a 20%. Apesar deste pico, o TBA voltou a
cair nos machos tratados com 10% de mag¢a em relagdo aos controle, sendo
similares aos machos tratados com maga a 20%.

Uma analise multivariada complementar foi realizada para verificar que
variaveis seriam diretamente influenciadas pelos tratamentos. Para tanto foram
primeiramente comparadas as moscas controle com as tratadas com mag¢a a 10% e
posteriormente as controle com as tratadas com maga a 20%.

Os resultados mostraram que independente de sexo e da idade o tratamento
com magad a 10% influenciou significativamente os niveis de lipidios(y2=7,93,
p=0,005)., glicogénio(x2=5,490, p=0,019). e TBA (2=10,58 p=0,001).

Ja, o tratamento com macad a 20% influenciou somente os niveis de
proteina(y2=5,747, p=0,017), independente do sexo e da idade.

Portanto, a partir das analises univariadas e da analise multivariada os
resultados obtidos indicam que o tratamento com macéa a 10% tem influéncia sobre
variaveis fisiologicas relacionadas com o metabolismo energético e com o dano

oxidativo.
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Tabela 4. Comparagao entre as medianas das varidveis metabdlicas investigadas

em machos tratados com maca em diferentes idades.

Continua
Varidveis Idades Tratamentos Percentis
25,00 50,00 75,00
Lipidios 1° dia controle 5,74 5,83 6,41
tratamento 10% 31,84 39,34 49,62
tratamento 20% 4,99 5,44 5,46
5 dias controle 13,81 14,49 15,86
tratamento 10% 10,65 28,78 48,73
tratamento 20% 11,42 13,65 16,76
10 dias  controle 12,07 13,50 13,94
tratamento 10% 3,08 9,61 16,95
tratamento 20% 1,27 1,83 2,26
15 dias  controle 13,51 14,30 14,30
tratamento 10% 19,33 27,86 37,66
tratamento 20% 7,75 8,93 9,44
20 dias  controle 7,38 7,64 9,31
tratamento 10% 4,03 4,83 5,45
tratamento 20% 10,28 16,36 20,58
Trigliceridios 1° dia controle 0,34 0,42 1,20
tratamento 10% 2,01 2,58 4,02
tratamento 20% 0,22 0,27 0,32
5 dias controle 0,27 0,27 0,29
tratamento 10% 0,54 0,82 1,27
tratamento 20% 1,43 2,76 3,78
10 dias  controle 0,12 0,17 0,40
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Continuacao

Varidveis Idades Tratamentos Percentis
25,00 50,00 75,00

tratamento 10% 0,18 0,36 0,75

tratamento 20% 0,36 0,37 0,42

15dias controle 1,38 1,42 1,62

tratamento 10% 0,60 1,71 2,41

tratamento 20% 0,13 0,33 0,74

20 dias  controle 0,27 0,33 0,72

tratamento 10% 0,75 1,11 1,57

tratamento 20% 0,82 0,84 0,99

Glicogénio  1°dia controle 1,44 1,51 1,51
tratamento 10% 1,01 1,81 2,66

tratamento 20% 3,77 3,82 3,92

5 dias controle 0,97 1,05 1,05

tratamento 10% 2,35 2,80 3,41

tratamento 20% 0,65 3,70 7,38

10 dias  controle 1,54 1,54 1,57

tratamento 10% 0,30 0,69 1,05

tratamento 20% 1,03 1,37 1,68

15 dias  controle 3,05 3,37 3,50

tratamento 10% 0,36 0,42 0,47

tratamento 20% 1,11 1,15 1,19

20 dias controle 0,74 0,76 0,76

tratamento 10% 0,17 0,30 0,37

tratamento 20% 0,52 0,71 0,73

Proteina 1° dia controle 1,49 1,54 1,59
tratamento 10% 2,16 3,08 3,78
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Continuacao

Varidveis Idades Tratamentos Percentis
25,00 50,00 75,00

tratamento 20% 2,37 2,44 2,66

5 dias controle 0,88 0,89 0,92
tratamento 10% 0,63 1,59 2,03

tratamento 20% 2,79 2,96 3,11

10 dias  controle 2,95 3,03 3,10
tratamento 10% 0,61 1,82 3,13

tratamento 20% 0,61 1,45 2,27

15 dias  controle 1,55 1,55 1,61
tratamento 10% 3,43 3,62 3,78

tratamento 20% 0,82 2,06 3,69

20 dias controle 1,60 1,72 3,77
tratamento 10% 0,65 2,06 3,43

tratamento 20% 3,07 3,17 3,32
TBA 1° dia controle 13,83 19,03 19,58
tratamento 10% 5,09 8,26 10,54
tratamento 20% 15,40 23,75 25,82
5 dias controle 33,84 36,60 42,10
tratamento 10% 7,35 17,58 32,61
tratamento 20% 9,49 12,81 14,90
10 dias  controle 23,00 26,65 35,58
tratamento 10% 1,61 3,97 8,63
tratamento 20% 20,48 32,49 54,00
15 dias  controle 38,65 40,26 45,26
tratamento 10% 12,71 30,53 45,43
tratamento 20% 9,91 12,43 16,50
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Conclusao
Variaveis Idades Tratamentos Percentis
25,00 50,00 75,00
20 dias  controle 31,46 32,42 a 35,19
tratamento 10% 13,44 19,63 b 22,90
tratamento 20% 12,95 22,15 b 34,63

Letras iguais para cada idade n&o apresentam diferengas significativas p<0,05

Pelo teste ndo paramétrico de amostras independentes de Mann-Whitney.
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Figura 19. Distribuicdo dos valores observados nas variaveis metabdlicas
investigadas em Drosophila melanogaster. KS= valor do teste de Kolmogorov-

Smirnof para normalidade. Significancia < 0,05 indica distribuicado ndo normal.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo descreveu o efeito da macga Fuji in natura e desidratada no
tempo de vida (longevidade/mortalidade) e em indicadores do metabolismo e
fisiologia de Drosophila melanogaster. Foi observada uma associagdo positiva e
significativa entre a expectativa de vida e os parametros metabdlicos e fisiolégicos
analisados. A revisdo da literatura, até o presente momento, feita através dos
bancos eletrébnicos MEDLINE/PUBMED, EMBASE Geriatrics & Gerontology e
LILACS (Literatura Latinoamericana e do Caribe em Ciéncias da Saude), sugere que
este seja o primeiro estudo brasileiro investigando o potencial antioxidante natural de
um alimento funcional neste organismo modelo.

Para a analise do efeito da macga Fuiji in natura e desidratada no tempo de
vida e no metabolismo e fisiologia de Drosophila melanogaster foram realizadas
comparagoes entre as diferentes apresentagdes do fruto (desidratado e in natura),
diferentes concentragdes (10% e 20%) para ambas as formas de preparo da dieta
usada no tratamento acrescido do meio padrdo, bem como uma populagao controle
somente com meio padrdo (sem maga). Esta metodologia de analise permitiu ndo sé
investigar a influéncia da dieta no envelhecimento, mas também uma analise dos
padrées metabdlicos e fisiolégicos de D. melanogaster .

Para tais associagdes, o estudo prospectivo e de intervencgao foi feito desde o

periodo larval até a morte do ultimo individuo em estudo. Além desta associacéo do
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alimento funcional, tempo de vida e padrbes metabdlicos e fisioldgicos, o presente
estudo buscou dimensionar o dano oxidativo cujo processo esta presente nas
morbidades mais prevalentes com o processo de envelhecimento.

Como comentado anteriormente, o conjunto dos resultados obtidos no
presente estudo mostrou que a dieta influenciou de modo diferencial os padrdes
demograficos (longevidade e expectativa de vida) assim como os padroes
metabdlicos e fisioldgicos de machos e fémeas desenvolvidos durante a fase larval e
adulta nas diferentes dietas corroborando com estudos que envolvem os alimentos
funcionais.'® 134

A partir desta premissa geral, serdo discutidos os principais resultados

encontrados.

6.1 Efeito do tratamento da maca nalongevidade/mortalidade

Dentre os tratamentos utilizados, observou-se que independente da forma de
preparo € da apresentagdo da dieta, a concentracdo de 10% utilizada foi
significativamente mais eficaz em relagdo ao tempo de vida para ambos 0s sexos,
apesar de ter havido um incremento de 21 dias na expectativa de vida dos machos
em relacdo as fémeas que apresentaram um incremento de apenas 11 dias em
relacdo ao controle.

Segundo a revisao da literatura pode-se dizer que tem sido realizado um
numero relativamente pequeno de estudos sobre o efeito de frutas e compostos
antioxidantes sobre a longevidade e o envelhecimento de Drosophila melanogaster.
Um destes estudos envolveu a analise da influéncia da vitamina E no tempo de vida

deste modelo experimental. O aumento da expectativa de vida através da acdo da
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vitamina E tem sido relatada por estudos de Miquel et al.”™ e de Driver e

Georgeou'®.

No caso, estes ultimos autores encontraram efeitos varidveis da
vitamina E sobre a longevidade de D. melanogaster. Isto porque a uma
concentragédo de 20 ug/ml o tempo de vida da mosca das frutas aumentou cerca de
16%. Entretanto, doses inferiores ou superiores ndo apresentaram efeitos sobre o
tempo de vida da mosca. Estes resultados corroboram com os descritos neste
estudo que mostraram um efeito mais contundente do tratamento de macad a 10%
do que o tratamento a 20% ou o n&o tratamento. Os autores que investigaram a
vitamina E inferem que ocorrem agbes antagonistas da vitamina E, conforme a
concentracdo, onde o balanco de efeitos toxicos e benéficos determina o efeito
sobre o tempo de vida da mosca. Uma vez que a teoria do efeito dos radicais livres
sobre o envelhecimento tem sido amplamente testada e confirmada por dados
experimentais, esta variacdo de resultados conforme a concentracdo do composto
medido indica também que é a manutencdo do balango oxidativo (produgdo de
radicais livres equilibrada a produgdo de antioxidantes) o processo chave do
envelhecimento. Qualquer desbalan¢co maior pode levar ao desencadeamento de
processos associados ao envelhecimento. 13" 138

Uma vez que, o presente estudo nao utilizou um composto antioxidante, mas
sim um alimento funcional que contém compostos bioativos que conferem o
potencial antioxidante ao alimento, os resultados indicam que existem fatores
intrinsecos, além das propriedades nutricionais basicas, que estariam relacionados
com um efeito protetor e promotor de saude refletindo num aumento da expectativa
de vida. Segundo Tsao e colaboradores'*:

“(...) A percepcéo geral que a magcd € um fruto bom para a

saude tem encorajado muitos pesquisadores a procurar o “ingrediente
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magico” desta fruta. Isto porque estudos epidemioldgicos recentes tém
mostrado uma correlacdo inversa entre o consumo de maca e
produtos relacionados a muitas doengas crdnico-degenerativas
humanas. As associagcdes mais consideradas sido aquelas que
apontam para a associagao da ingestao da magcad com a diminuigao de
riscos cardiovasculares, disfungdes pulmonares e diversos tipos de
neoplasias (cancer de mama, prostata, colon e pulmao). O impato
biolégico da maca , similar a muitas outras frutas, pode ser devido
muito mais a presenga de um conjunto de compostos antioxidantes tais
como os polifendis do que a de vitaminas como a vitamina E, C e beta-
caroteno. Por exemplo, na magad a vitamina C explica somente 0,4%
da atividade antioxidante total. No caso, cinco principais grupos de
polifendis s&o encontrados em diversos tipos de cultivares da maca :
acidos hidoxicinamicos, procianinas, antocianinas, flavondides e

dihidrocalconas. (...) 139"

Por este motivo diversos autores como é o caso de Pearson et al. % sugerem
que a atividade antioxidante da maca nido é devido a uma classe especifica de
compostos presentes nesta fruta. Possiveis efeitos sinérgicos e antagdnicos dos
compostos fendlicos estao misturados na fruta e devem ser considerados quando se
investiga a acao da mesma sobre a longevidade e o metabolismo de organismos
complexos.

Nos estudos biogerontolégicos desenvolvidos em modelos experimentais,
sabe-se que a dieta tem um papel importante nos padrbes de fertilidade e

mortalidade. Entretanto, a maioria das investigagdes realizadas estao centradas no
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efeito da restricdo caldérica uma vez que esta estende o tempo de vida e diminui a
taxa de deterioragcdo fisioléogica tanto em roedores como em Drosophila.
Recentemente, para tentar explicar a causa do retardo do envelhecimento pela
restricdo caldrica, Butov et al.* postularam um modelo de envelhecimento de
radical livre via “proteina e energia” utilizando a mosca do mediterraneo Ceratitis
capitata. Este modelo foi construido a partir de simulagbes matematicas de
processos fisioldgicos individuais envolvendo restricdo calérica protéica. A teoria do
radical livre para explicar o envelhecimento foi utilizada como base para a
construcdo do modelo. Os resultados obtidos apontaram para uma possivel agao
dos radicais livres sobre a taxa de mortalidade e de fertilidade das moscas.

Caso o modelo esteja correto, os resultados aqui obtidos apontam que outras
modulacdes dietéticas que nao so a restricao caldrica poderiam alterar a mortalidade
e a fertilidade, incluindo o efeito de alimentos ricos em compostos antioxidantes,
como é o caso da maga . Como estudos envolvendo o efeito de frutas em geral na
mortalidade e fertilidade de modelos experimentais ainda sdo muito incipientes,
sugere-se que estudos complementares sejam realizados para que tal hipétese seja

testada.
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6.2 Efeito da maca nas variaveis metabdlicas investigadas

Quanto a modulagdo das variaveis metabdlicas que atuam na fisiologia da
mosca-da-fruta D. melanogaster, observou-se que esta foi diferencial em relagao aos
parametros metabdlicos utilizados e aos sexos em cada dieta analisada.

A seguir, sera feita uma abordagem individual para cada parametro
metabdlico analisado correlacionando com o comportamento fisioldgico e a
expectativa de vida em ambos os sexos.

Quanto aos niveis de lipidios observados, verificou-se que nas fémeas nos
primeiros cinco dias de vida estes niveis sdo elevados e influenciados pelos
tratamentos com maca. Quando estas foram alimentadas com maca, independente
da concentragao, os niveis de lipidios sofreram um aumento significativo em relagéo
ao grupo controle. Em relagdo aos machos, verificou-se um aumento substancial e
significativo entre o quinto e décimo quinto dias em relagdo aos niveis observados
no primeiro dia, tendo havido uma influéncia direta proveniente dos tratamentos com
maca durante todo o periodo ontogenético dos individuos tratados; nos vinte dias
observou-se uma queda drastica nos parametros lipidicos nos individuos com
tratamento de macad a 10% independente da forma de apresentagdo da dieta,
devendo-se ao fato das reservas terem comecgado a ser gastas para atividades
variadas. Para os insetos em geral, as reservas lipidicas sdo importantes para as
primeiras atividades de véo, corte e reprodugéo, sendo estas reservas oriundas da
alimentagao larval. Como no presente estudo, os individuos se desenvolveram
desde o periodo larval nas diferentes dietas, houve uma influéncia significativa da

mesma em relagdo aos niveis lipidicos nos primeiros dias de vida dos mesmos,
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sendo também observada através das expectativas de vida das moscas tratadas
com maca com relagdo as controles. Portanto, estas reservas lipidicas estariam
sendo utilizadas como substrato para a manutencdo da homeostasia corporal e
energia para a sobrevivéncia das fémeas, ja que as mesmas necessitam de energia
para a reproducgdo. Investigagcdes publicadas anteriormente em D. melanogaster
selecionadas ou para fertilidade tardia ou para resisténcia a starvation (restricado
caldrica) também mostraram aumento correlacionado com compostos metabdlicos,
incluindo o conteudo lipidico.™ Um estudo mais recente feito por Borash e Ho'#?
investigou o efeito de populagdes de D. melanogaster criadas em condi¢cbes de alta
densidade populacional durante multiplas geragdes, também mostrou aumento nas
reservas lipidicas. Uma vez que tanto a restricdo caldrica quanto a criacdo de
moscas em altas densidades, aumentam o tempo de vida de D. melanogaster, os
resultados aqui obtidos sdo compativeis com os descritos anteriormente e indicam
efeito da maga no armazenamento lipidico das moscas, o que é favoravel ao
alongamento do tempo de vida. E interessante comentar que a relagdo entre
conteudo lipidico e homeostasia corporal é diferenciada entre invertebrados e
vertebrados (incluindo o ser humano) uma vez que em invertebrados o
armazenamento de gorduras esta relacionado além de reserva energética com a
manutencgao da termorregulacao visto serem estes animais pecilotérmicos.

Quanto aos niveis de trigliceridios, nas fémeas desenvolvidas em maca 10%,
independente da forma de apresentacao e preparo da dieta, observou-se uma queda
significativa destes em todas as idades analisadas. Estes dados demonstram uma
relacdo intima entre os baixos niveis de trigliceridios e 0 aumento da expectativa de
vida observada nas fémeas mantidas nesta dieta com relagdo ao grupo controle.

Quanto aos niveis de ftrigliceridios para os machos, aqueles que receberam
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tratamento com macga a 10% tiveram niveis elevados de trigliceridios ja no primeiro
dia de vida adulta, diminuigdo aos 10 dias seguida de um aumento aos 15 e 20 dias.
Para os machos tratados com macad a 20% verificou-se que o aumento ocorreu
somente aos cinco dias de vida mostrando que possivelmente para uma
concentracdo maior do tratamento as respostas obtidas n&o contemplaram
positivamente determinados padrdes metabdlicos e fisioldgicos.Infelizmente nao
foram encontrados estudos investigando correlagbes entre os niveis de trigliceridios
e longevidade de modelos experimentais. Muito possivelmente isto ocorra porque
esta variavel esteja incluida na avaliagdo dos lipidios totais produzidos. Apesar
desta relativa falta de estudos para comparar os resultados aqui obtidos, sugere-se
que investigacdes adicionais sejam realizadas uma vez que parece que nao sao 0s
trigliceridios, mas sim outras classes de lipidios que sdo a fonte energética
armazenada pelas moscas e que estdo associadas com a longevidade das mesmas.
144,143

Para os niveis de glicogénio, nas fémeas, observou-se que este parametro
metabdlico conferiu uma reserva de energia (carboidratos) que € utilizada nos
primeiros dias de vida, onde foi observado um incremento nos niveis deste
polissacarideo somente aos 20 dias no grupo controle. Contudo, este padréao sofreu
alteragdes quando se observou as moscas alimentas com maca 10% e 20%.
Animais que receberam uma dieta com macad 10% apresentaram um incremento
para este polissacarideo significativamente mais alta nos primeiros dias de vida das
fémeas, e isto influenciou a expectativa de vida das mesmas. Em relagdo aos
machos, observou-se que o pico mais alto de reserva deste polissacarideo
aconteceu no primeiro e quinto dia de vida para os tratamentos com maca nas

concentragdes de 10 e 20%; apos este periodo houve uma diminuigdo intensa da
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concentracdo de ftrigliceridios. Tais fatores sugerem, portanto, que ocorreu uma
alteracao na modulagao das reservas de glicogénio nestes individuos durante a fase
larval, fazendo com que os mesmos apresentassem, além de reservas lipidicas,
também reservas de glicogénio favorecendo um maior tempo de vida, ou seja,
influenciando na performance e sobrevivéncia do adulto. Uma das teorias evolutivas
da longevidade preconiza que o tempo de vida é dependente da habilidade de
resistir a todo o tipo de estresse ambiental. Um estudo feito com populagdes de D.
melanogaster selecionadas para tempo de vida aumentado e submetidas a baixas
temperaturas mostrou que as moscas longevas possuem uma maior reserva de
glicogénio, que esta associada a produgao de gliceral, que auxilia a mosca a resistir
as baixas temperaturas.144 Por tal motivo, além do possivel papel do glicogénio na
funcdo muscular relacionada com vbo, copula e oviposicdo, a maior quantidade
acumulada de glicogénio poderia auxiliar as moscas a sobreviver em ambientes
hostis.

Um estudo tedrico que investigou a regulacdo de genes da longevidade
sugeriu que existem genes da longevidade associados a regulacdo de varias
proteinas incluindo superoxido dismutases, catalase, proteinas de choque-térmico e
serinas treoninas quinases.A fungdo conservada dos genes da longevidade é
também corroborada pelo papel de genes homodlogos presentes nas leveduras e no
verme nematodo C. Elegans que aumentam a protegdo contra dano oxidativo e

outras formas de estresse. Segundo Longo e Finch'®

genes conservados que
podem regular a longevidade também sao observados em Drosophila melanogaster.
Mutagdes que diminuem a atividade da rota similar insulina/IGF-I aumentam a

expressao de enzimas como a superoxido dismutase e o armazenamento de

nutrientes além de aumentar a Iongevidade.146 A similaridade destas rotas
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metabdlicas sugere que os genes associados a regulagao da longevidade evoluiram
a partir de ancestrais comuns. 4% 146

Quanto aos niveis de proteinas totais, observou-se alteragdo nos picos das
mesmas influenciada pela dieta. Nas fémeas controles, o maior pico de proteina
ocorreu aos 10 dias de idade, correspondendo ao momento de maior postura de
ovos (dados ndo mostrados). Em relagdo aos machos, observou-se os maiores
niveis protéicos ao primeiro e décimo dias de idade no grupo tratado com maca a
10%; para o grupo tratado com maga a 20% observou-se os picos aumentados de
reserva protéica do quinto ao vigésimo dia, variabilidade nas quotas de reserva que
pode ser compreendida se observada a sustentacdo das reservas protéicas que a
espécie langa mé&o no pico reprodutivo (dados nao analisados no presente
estudo).Para os dipteros, as proteinas sao fontes ricas de aminoacidos para a
producdao de odcitos, mMRNAs durante a fase embrionaria e, posteriormente, estas
proteinas sao transferidas para os ovos através de um processo denominado

vitelogénese. "’

Este padrao sofreu alteragbes significativas quando as fémeas
foram desenvolvidas em dieta com macad 10 e 20%, onde os picos de proteinas
totais ocorreram com cinco e 20 dias de idade. Portanto, observou-se uma mudanca
nos niveis de proteinas em relacdo a idade devendo estar influenciando o
comportamento reprodutivo, sugerindo com isto, a analise dos padrbes reprodutivos
frente aos tratamentos, ja que a reproducédo esta diretamente relacionada com a
longevidade do adulto.*®

Considerando o conjunto dos resultados obtidos, sugere-se que a maca

possui efeito sobre variaveis metabdlicas associadas a longevidade como é o caso

dos niveis de lipidios, glicogénio e proteina.
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Entretanto, em termos metabdlicos pode-se dizer que o relacionamento entre
a expressao génica e a regulagdo da longevidade ainda é pouco comprendido.
Estudos prévios investigando a ocorréncia de mudangas tecido-especificas
utilizando técnicas moleculares avangadas como 0 microarray mostraram que
ocorrem mudangas na expressao génica dependente da idade e que este processo
€ regulado até a fase final da vida. Um estudo feito por Seroude utilizando Drosophila
melanogaster como modelo experimental mostrou que cerca de 80% dos genes
investigados apresentaram mudangas transcricionais com a idade. Em alguns casos
tais mudancgas foram correlacionadas com diversas condi¢gbes de criagao sugerindo
que podem existir marcadores fisiologicos do envelhecimento. No caso, tais
marcadores incluiriam genes associados ao sistema imunolégico, a organizagao de
microtubulos e a fungdo muscular. ™°

Uma vez que aqui nao foi investigado o efeito do tratamento da maga sobre a
expressao génica, mas sim sobre parametros fisioldgicos, sugere-se que estudos
futuros incluam esta abordagem para se verificar em que rotas metabdlicas

adicionais a maca poderia estar atuando.

6.3 Associacdo entre tratamento com maca e indicadores do estresse

oxidativo

Quanto aos niveis do produto acido tiobarbiturico (TBA), nas fémeas mantidas
na dieta com macad 10%, observou-se os menores niveis, indicando que ocorreu
uma menor taxa de dano oxidativo nas mesmas com relagdo ao grupo controle e
com maga 20%. Em relagdo aos machos mantidos sob o0 mesmo tratamento de

maca a 10%, observou-se niveis significativamente baixos nos grupos de um, cinco
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e dez dias. Entretanto, este perfil se inverteu no grupo de quinze dias, sendo
observados niveis altos desta variavel em relagdo aos grupos controles e aos
tratados com macgad a 20%. Portanto, pode-se dizer que ocorreu uma mudanga
significativa nas taxas de dano oxidativo influenciada pela dieta com maga, onde a
concentragdo de 10% conferiu maior protegdo aos tecidos corporais das moscas.
Muitos estudos tém demonstrado que a taxa de dano oxidativo influencia na
longevidade dos organismos e a dieta € um dos principais fatores que atua e regula
estas taxas.'® 150 A maca contém substancias bioativas com natureza antioxidante,
e justamente estas substancias poderiam estar agindo e conferindo uma maior
sobrevivéncia as fémeas, como observado através do incremento do tempo de vida
encontrado nas mesmas.

Trabalhos que investigam o efeito de substancias isoladas antioxidantes em
diferentes modelos animais tém demonstrado que a concentracdo elevada de
algumas destas substancias nao confere aumento da longevidade nestes
organismos, apesar de influenciar em diferentes rotas metabdlicas e até mesmo
ativacao de genes envolvidos em mecanismos de reparo de danos celulares.™’

Estes dados apontam a mag¢ad como um alimento com grande potencial
antioxidante, com a modulagédo dos niveis de lipidios totais, trigliceridios, glicogénio
e proteinas totais, juntamente com um aumento na expectativa de vida. Desta forma,
foi observada uma maior longevidade nas moscas tratadas com maga.

Atualmente tem sido de grande interesse cientifico estudos relacionados com
o envelhecimento e o impacto que este processo causa. Segundo Da Cruz et al.,'?
a complexidade de eventos associados ao envelhecimento e as doengas crénico-
degenerativas tem levado a dificuldades na reproducédo de estudos de associagao

entre doencas multifatoriais associadas ao envelhecimento em seres humanos.
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Apods a diferenciagao celular, o crescimento corporal e o periodo de maturagao
reprodutiva, o envelhecimento e a senescéncia sao palavras que podem ser usadas
para caracterizar uma série de eventos ou fendbmenos que afetam entidades
bioldégicas desde o nivel molecular até o populacional, determinando uma maior ou
menor longevidade.

Estudos genéticos com Drosophila melanogaster mostraram que existe uma
correlacao inversa bastante clara entre os niveis de dano oxidativo e os niveis de
defesa antioxidante. *** Animais de longevidade aumentada vivem mais devido a um
retardo no envelhecimento. Este retardo seria devido a manifestagdao, nos animais
geneticamente mais longevos, de uma fase protetora caracterizada por altos niveis
de SOD citoplasmatica e mitocondrial e baixos niveis de oxidagdo, nos primeiros
dias de vida adulta. '** '*°Esta relagdo inversa entre o dano oxidativo e defesas
antioxidantes ao longo da vida ndo se restringe somente as moscas, podendo ser
evidenciada em outros estudos feitos com gerbo ou rato cangurus. *****°

Em nivel bioquimico, espécies ativas de oxigénio (EAOS) ou radicais livres
sao continuamente prodizidas nas células vivas como subprodutos do metabolismo
normal, durante o metabolismo de xenobibticos e por radiagao. Esta produgdo de
radicais livres ocorre normalmente como resultado da degradagdo oxidativa dos
alimentos, fornecendo um aporte continuo de energia livre para a manutengao das
funcbes metabdlicas vitais para todos os seres vivos. A condicdo de estresse
oxidativo pode ser induzida por uma dieta desregrada com producéo desenfreada de
radicais livres (anions superoxido, peréxido de hidrogénio e outras espécies reativas
de oxigénio) e acao desordenada destes em moléculas organicas essenciais como
proteinas, carboidratos, lipidios e DNA, levando a peroxidacdao de lipidios,

modificacdo de proteinas e mutacdo no DNA mitocondrial. Esse dano, se néao
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prevenido e/ou reparado, iria rapidamente comprometer a integridade da célula.”’
Deste modo, existem correlagcdes substanciais tanto em insetos como em mamiferos
demonstrando que radicais livres de oxigénio sao agentes causais no processo do
envelhecimento. Estudos realizados em Drosophila melanogaster mostraram que
moscas que super expressam SOD, ou apresentam uma SOD potencializada pela
CAT (catalase), exibem wuma resisténcia aumentada ao estresse oxidativo,
mostrando um dano oxidativo significativamente menor em proteinas e um
alongamento no tempo de vida. Isto sugere que a atividade e a capacidade dos
sistemas antioxidantes dos tecidos celulares declinariam com a idade, levando a
uma perda gradual do balango proé-oxidante/anti-oxidante e acumulo do dano
oxidativo no processo do envelhecimento.

A captura de elétrons pelas EAOS, como no caso da oxidacido de NADPH ao
estado de NADP, impede que os mesmos possam ser utilizados em diversas tarefas
de manutencgao, tais como defesa antioxidante e processos de biossintese, entre os
quais a lipogénese. Este ultimo efeito, em particular, tem se revelado como sendo
tdo importante quanto as possiveis mudancas estruturais causadas plas EAQOS,
especialmente em células de longa vida pds-mitética. Sua analise, bem como a de
outros aspectos do dano oxidativo, pode ser otimizada pela escolha do modelo
experimental mais adequado. '

Estudos indicam que os niveis de dano oxidativo frequentemente aumentam
com a idade de um organismo. Indicadores de dano oxidativo tais como 8-
deoxyguanosina, formado pelo dano oxidativo ao DNA e a taxa de delegéo
mitocondrial, causado pelo dano oxidativo ao DNA mitocondrial, sdo frequentemente

altos em organismos velhos. Medidas de outros marcadores de dano oxidativo a
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lipidios, proteinas e carboidratos também tendem a aumentar com o
envelhecimento. '%°16°

Neste sentido, a Drosophila melanogaster parece ser o melhor organismo
disponivel para esse estudo. Dados experimentais a partir das analise da
mortalidade de diversas espécies, tém corroborado com estes pressupostos, como
€ 0 caso dos resultados obtidos em Drosophila melanogaster. Com base nestas
consideragdes, a associagdo entre o ambiente e a longevidade passa pelo
entendimento da histéria de vida de uma dada espécie a partir de uma perspectiva
evolutiva. A construcao desta histéria passa pela analise da tabua de vida que nos
da a probabiliade de sobrevivéncia e da taxa de fertiidade em cada intervalo de
idade num determinado tempo e local onde vive a espécie estudada. Neste contexto,
a historia de vida de muitos organismos inclui um periodo de envelhecimento que é
caracterizado por um espaco de tempo em que ocorrem modificagdes corporais
geralmente deteriorativas na fase final do adulto, ou seja, o processo de
senescéncia, 0s mesmos sugeriram que aves vivem significativamente mais do que
mamiferos de mesmo tamanho, mesmo tendo taxas metabdlicas mais elevadas e
niveis séricos de glicose superiores, caracteristicas que sé existem em mamiferos
que apresentam envelhecimento acelerado. '®

Dentro destas inumeras facetas, podemos incluir padrées comportamentais e
de relagbes bioldgicas , metabdlicas e estruturais que cada espécie utiliza para se
relacionar e se adaptar a um determinado meio, incluindo a modulacdo da

longevidade.
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6.4 ConsideracOes sobre o papel da maca no envelhecimento e longevidade de

D. melanogaster

Embora a composigado classica da maga (carboidratos, proteinas, gorduras,
vitaminas e sais minerais) nao justifique por si s6 seus efeitos terapéuticos, os
componentes ndo nutritivos também denominados componentes bioativos sdo os
protagonistas desta caracteristica. Estes compostos bioativos pertencem ao grande
grupo dos flavondides, que compdéem uma ampla classe de substancias de origem
natural, cuja sintese ndo ocorre na espécie humana. Entretanto, tais compostos
possuem uma série de propriedades farmacoldgicas que os fazem atuar sobre
sistemas biologicos. Consequentemente, muitas dessas propriedades atuam de
forma benéfica para a saude humana.

Diversos ensaios “in vivo” e “in vitro” vém comprovando e determinando a
ampla variedade das atividades biolégicas dos compostos flavonoidicos.'®2
Destacam-se, dentre outros, os seguintes efeitos dos flavondides sobre os sistemas
bioldgicos: capacidade antioxidativa (esta constitui a atividade mais elucidada pelos
estudos até agora desenvolvidos); atividades antiinfamatéria e de efeito
vasodilatador; acdo antialérgica; atividade contra o desenvolvimento de tumores;
anti-hepatotdxica, entre outras. Sabe-se que os flavondides podem inibir varios
estagios dos processos que estdo diretamente relacionados com o inicio da
aterosclerose, como ativagado dos leucdcitos, adesdo, agregagao e secrecado de
plaquetas.

Sistemas experimentais in vitro demonstram que a principal acdo potencial
dos flavonodides estd em sua capacidade antioxidante.'®® Os mecanismos e a

sequéncia de eventos pelos quais os radicais livres interferem nas funcdes celulares



129

nao estdo completamente compreendidos, mas um dos mais importantes eventos
parece ser a peroxidacao lipidica. '°% 64

No caso, os resultados obtidos no presente estudo, mesmo que em
Drosophila melanogaster, corroboram com evidéncias cientificas observadas em
outros modelos experimentais € em humanos. 165

Em sintese, com uma intensa busca na literatura de referéncias e publicacdes
oficiais sobre longevidade e envelhecimento, pode-se destacar que nos ultimos vinte
anos muito pouco se explorou em relacdo a influéncia do alimento e, em particular,
do alimento funcional sobre longevidade e parametros metabdlicos fisiolégicos
associados, existindo desta forma uma caréncia enorme de estudos que contribuam
para a elucidacdo destes processos, talvez pelo fato da utilizacdo de modelos
experimentais nos estudos de longevidade terem sido pouco explorados até o
momento sob a otica da genética, bioquimica, fisiologia agregados ao poder dos
alimentos sobre o metabolismo. Entretanto, a intensificacdo destes estudos
possivelmente tera um papel fundamental para ndo s6 se entender o papel dos

alimentos funcionais sobre processos fisiologicos mas também para melhorar as

condigdes de saude e longevidade do ser humano.
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7 CONCLUSAO

No presente estudo foi investigado o efeito da maga da cultivar Fuiji, in natura
e desidratada sobre a longevidade, parametros fisioldgicos e indicadores de
estresse oxidativo de Drosophila melanogaster.

Os resultados mostraram:

- que o tratamento de magd a 10% tanto in natura quanto
desidratada estenderam  significativamente a longevidade de
machos e fémeas da mosca, ainda que o tratamento com 20%
também tenha incrementado tal parametro bioldégico em relagéo ao
grupo controle;

- que o tratamento com mac¢éd a 10% modulou o armazenamento de
lipidios, trigliceridios, glicogénio e proteinas de forma similar ao
descrito na literatura em moscas selecionadas para maior
longevidade;

- que o tratamento com macga a 10% diminuiu o indicador de dano
oxidativo sugerindo, assim, uma influéncia benéfica sobre a
manutencao das fungdes metabdlicas da mosca.

Em sintese o tratamento com alimento funcional macé afetou de modo positivo

tanto a longevidade quanto o metabolismo do modelo experimental investigado.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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