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GLOSSARIO DE ABREVIATURAS

As abreviaturas utilizadas ao longo do texto encontram-se aqui por ordem alfabética,
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parénteses a medida que vdo surgindo no texto. Estas foram mantidas de acordo como sdo
reconhecidas internacionalmente, sendo incluida a traducfo mais préxima para a lingua

portuguesa.

AA- Acido 5,8,11,14- Eicosatetraendico, Acido araquidénico, 20:4n-6
ACE- Enzima conversor da angiotensina

ADN- Acido Desoxirribonucleico

ALA- Acido o-Linolénico, 18:3n-3

ALT- Alanina Aminotransferase

AMP-Adenosina Monofosfato

AST- Aspartato Aminotransferase

ATP- Adenosina Trifosfato

AVC- Acidente Cardiovascular

C-Carbono

CHD- Doenga corondria

ClI- Cloro

CVD- Doenca Cardiovascular

CRP- Proteina C reactiva

DHA- Acido 4,7,10,13,16,19- Docosahexaendico, 22:3n-6
DDR- Dose Didria Recomendada

EFA- Acidos Gordos Essenciais

EPA- Acido 5,8,11,14,17- Eicosapentaendico, 20:5n-3
EUA- Estados Unidos da América

EVM-Expert Group on Vitamins and Minerals
FABP- Proteina ligante de dcidos gordos

FAME- Esteres Metilicos dos Acidos Gordos



FDA- Food and Drug Administration

FFA- Acido Gordo Livre

FNB- Food and Nutrition Board

FSA- Food Standards Agency

CG - FID- Cromatografia Gas-Liquido com detector de Ionizagcdo de Chama
GISSI- Gruppo Italiano per lo Studio della Sopravvivenza nell” Infarto miocardico
H- Hidrogénio

HCIO- Acido Hipocloroso

HDL- Lipoproteinas de Alta Densidade

HPLC- Cromatografia Liquida de Alta Presso

Indice ()mega-3— EPA+ DHA na Membrana dos Eritrécitos

ILSI- International Life Science Institute

ISSFAL- The International Society for the Study of Fatty Acids and Lipids
LA- Acido Linoléico, 18:2n-6

LDL- Lipoproteinas de Baixa Densidade

MDA - Malonaldeido

MG- Monoglicérido

MI- Miocérdio

MPO- Mieloperoxidase

MUFA- Acidos Gordos Monoinsaturados

NO- Oxido Nitrico

NEFA- Acidos Gordos Nio Esterificados

NADPH- Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato

0O- Oxigénio

OMS- Organizagdo Mundial de Satide

PC- Fosfatidilcolina

PL- Fosfolipidos

PLA- Lipase Pancreatica

PPAR- Proliferador de peroxissoma



PUFA n-3- Acidos Gordos Polinsaturados da Familia Omega-3
PUFA n-6- Acidos Gordos Polinsaturados da Familia Omega-6
RAS- Sistema Regina e Angiotensina

ROS- Espécies Reactivas de Oxigénio

SM- Esfingomielina

TAG- Triacilglicerol

VLDL- Lipoproteinas de Densidade Muito Baixa

UV- Ultra-violeta
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RESUMO

As microalgas sdo uma potencial fonte para a obtencdo de variados compostos
biologicamente activos (carotendides, dcidos gordos, vitaminas e polissacdridos), com uma
eficdcia superior a verificada pelas tradicionais culturas vegetais terrestres. Sdo por isso
consideradas ingredientes funcionais, o que conduziu ao recente aumento do seu interesse
comercial.

A producdo de microalgas compreende conhecimentos e competéncias
multidisciplinares como: biotecnologia e aspectos nutricionais. Sendo esta ultima drea um
campo de pesquisa emergente, pois possibilita a avaliacdo da biodisponibilidade de diversos
compostos.

A importancia terapéutica dos &acidos gordos polinsaturados n-3 (PUFA n-3) em
particular o 4cido eicosapentaendico (EPA; 20:5n-3) e o 4cido docosahexaendico (DHA; 22:6n-
3) é bem conhecida. Actualmente, a maior fonte de EPA e DHA € obtida pelo pescado.
Contudo, as microalgas marinhas sintetizam PUFA n-3 em elevadas quantidades, o que as torna
atractivas do ponto de vista nutricional. Concomitantemente, a sintese de carotendides pela
maioria das microalgas é uma alternativa vidvel como suplemento dietético.

O trabalho desenvolvido visa avaliar as potencialidades de novos ingredientes
funcionais na dieta humana: microalga Diacronema vlkianum, como fonte de 6mega-3, e
Chlorella vulgaris na sua variante laranja, como fonte de pigmentos antioxidantes.

O estudo foi desenvolvido em modelos animais (ratinhos Wistar), e compreendeu a
avaliag¢@o da bioincorporacio de dcidos gordos e carotendides apds a suplementacio respectiva
com Diacronema vikianum (2 meses) e Chlorella vulgaris (1 més). A determinacdo de 4cidos
gordos foi feita com recurso a Cromatografia Gas-Liquido com detector de Ioniza¢do de Chama
(GC - FID). J4, a afericao de carotendides foi executada através da Cromatografia Liquida de
Alta Pressao (HPLC).

A suplementacdo com Diacronema vlkianum revelou ter um impacto na mudanga da
composi¢do de EPA, DPA e da razdo Xn-3/Zn-6 nos tecidos analisados, indicando assim ser
uma boa fonte de 6mega-3.

A andlise da incorporacdo de carotendides nos tecidos apds suplementagdo com
Chlorella vulgaris ndo permitiu a obtengcdo de resultados conclusivos, o que pressupde uma

nova abordagem metodoldgica no futuro.

Palavras Chave: Ingredientes funcionais, microalgas (Diacronema vikianum, Chlorella

vulgaris (laranja)), PUFAs n-3, carotenéides, GC-FID e HPLC.
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ABSTRACT

Microalgae are considered a potential source of a wide spectrum of biologically active
chemicals, such as: carotenoids, fatty acids, vitamins, and polysaccharides with a superior
efficacy in relation to the traditional culture of vegetables. These microorganisms have been
considered in a near past as potential source of functional food, which increase their commercial
value.

The production and consumption of microalgae requires multidisciplinary skills:
biotechnology and nutritional aspects. This last area is emerging due to the allowance of a better
knowledge of the assessment of toxicology and the bioavailability of the biomolecules in
research.

The importance of the therapeutic value of n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA n-3),
especially eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5 n-3) and docosahexaenoic acid (DHA, 22:6 n-3) is
well recognised. Nowadays, seafood is the major EPA and DHA dietary source. However,
microalgae are also excellent producers of n-3 long chain fatty acids, making them an attractive
source of PUFA n-3. Likewise, the majority of microalgae seem to be a viable alternative for
carotenoids supply.

This work aims to investigate the possible adoption of new functional ingredients in
human diet: microalgae Diacronema vikianum as a source of PUFA n-3, and Chlorella vulgaris
(orange) as a font of carotenoids with antioxidant capacity. In order to understand the effect of
fatty acid and carotenoid daily supplementation, the study was developed in two different parts.
In both parts of the studie Wistar rats were used as an animal model.

The tissues and organs collected were analysed by Liquid Chromatography (GC-FID),
for determination of fatty acids percentages and by High Pressure Liquid Chromatography
(HPLC) for carotenoids quantification in the tissues.

The study with D. vikianum revealed a significative increase of EPA, DPA and Zn-
3/Zn-6 in the tissues of supplemented rats.

The carotenoids incorporation study didn’t reveal any tissue assimilation, which implies

a new approach in future studies.

Key Words: Functional Food, microalgae (Diacronema vikianum, Chlorella vulgaris
(Orange)), PUFAs n-3, carotenoids, GC-FID and HPLC.
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1.INTRODUCAO

O presente trabalho destina-se a averiguar a potencialidade de duas microalgas distintas
(Diacronema vlkianum e Chlorella vulgaris), como fonte de Omega- 3 e pigmentos
antioxidantes (carotendides). Segue-se pois uma breve introdugdo tedrica sobre diferentes

contetidos e temdticas com particular importincia para a compreensao do estudo efectuado.

1.1. Alimentos funcionais - aspectos gerais

A procura por alimentos funcionais sofreu um aumento nos dltimos tempos, como
consequéncia do crescente interesse dos consumidores por alimentos benéficos para a saide. O
acréscimo da procura deste tipo de alimentos foi motivado pelo aumento dos custos dos
cuidados de sadde, aumento da esperanca média de vida e pela preocupacdo da populagcdo no
melhoramento da qualidade de vida (Plaza et al, 2009). De modo, a dar resposta a esta procura,
a industria alimentar tem vindo a desenvolver a produ¢do de alimentos apelativos de baixo custo
e cada vez mais sauddveis.

O conceito de “alimento funcional” foi criado e introduzido primariamente no inicio dos
anos 80 no Japao. O novo conceito visava a promog¢do da qualidade de vida dos consumidores,
assim como a redug@o nos custos dos cuidados de sadde relativos a uma populacdo numerosa
com elevada esperanca média de vida (Plaza et al, 2009). Uma década mais tarde foi criado na
Europa (1990) uma entidade — ILSI (International Life Science Institue), destinada a estabelecer
a correlacdo cientifica entre uma dieta rica em determinados nutrientes e a possibilidade na
prevengdo de doencgas. Nos Estados Unidos da América (EUA), por sua vez, este protocolo é
actualmente ministrado pela FDA (Food and Drug Administration), criada em 1906 (Plaza et al,
2009).

Presentemente, existem inumeras abordagens para definir alimentos funcionais.
Segundo o Institute of Medicine’s Food and Nutrition Board (FNB), “alimento funcional” é:
“Qualquer alimento ou constituinte alimentar com eventuais beneficios na promo¢do da saiide
e prevencdo de doenga, independentes da funcdo de nutriente essencial”. Este conceito engloba
alimentos que sao constituidos por nutrientes benéficos para a sadde, tais como carotendides,
polifendis, flavendides, fibras, acidos gordos polinsaturados de cadeia longa (LC-PUFA),
pigmentos antioxidantes, entre outros (Day et al, 2009; Diplock et al, 1998). E, no entanto,
necessdrio ter em conta, que os alimentos funcionais (naturais, ou modificados), sado
susceptiveis de melhorar a satide, sem no entanto, curar ou prevenir doengas. Contrariamente ao
que se possa pensar, este tipo de alimentos ndo representa a panaceia para todas as doencas, mas
pode sim, ser visto como complemento sauddvel a adoptar numa dieta apropriada (Day et al,

2009).
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1.1.1. Microalgas como ingredientes funcionais

A maioria das microalgas representa um grupo diversificado de microrganismos
fotossintéticos, de elevado potencial energético.

Actualmente, estima-se a existéncia de 200 000 espécies de microalgas diferentes
(Derner et al, 2006; Hu et al, 2008). Ao longo dos anos, estes microrganismos foram
classificados de acordo com a natureza quimica dos pigmentos resultantes do seu metabolismo e
respectivos constituintes da parede celular (Hu ef al, 2008). O termo microalga ndo possui valor
taxondmico, mas engloba microrganismos algais que contenham clorofila e outros pigmentos
fotossintéticos. Porém, mais recentemente alguns autores introduziram novos parametros para a
classificagdo das microalgas, designadamente, aspectos citoldgicos e aspectos morfoldgicos
(estrutura de flagelos, ocorréncia de células flageladas e divisao celular) (Derner et al, 2006).

A classificacdo mais comum entre a comunidade cientifica divide as microalgas em dois
grupos distintos consoante a sua estrutura celular. Assim, microalgas procaridticas pertencem as
Divisdes Cyanophyta e Prochlorophyta, enquanto que as microalgas eucaridtica sdo agrupadas
nas Divisdes: Chlorophyta, Euglenophyta, Rhodophyta, Haptophyta (Prymnesiophyta),
Heterokontophyta (Bacillariophyceae, Chrysophyceae, Xantophyceae, entre outras),
Cryptophyta e Dinophyta (Derner et al, 2006).

A introducio deste tipo de microrganismos na alimenta¢cdo humana remonta a tempos
longinquos, onde eram utilizadas como fonte de proteinas por antigas tribos africanas do Chade
e por indios Aztecas (Derner et al, 2006). Todavia, a primeira comercializagdo de microalgas
como fonte nutricional, realizou-se somente em 1960 (Japao). Pouco tempo depois, a afericao
do elevado teor proteico da espécie Spirulina sp.
(>60%) conduziu a sua introdugdo no mercado
americano (Ambrosi et al, 2008). Apesar de tudo, o
aumento exponencial da producdo de microalgas no
contexto de alimentos funcionais s6 se verificou

recentemente, com a avaliacdo do seu potencial

bioldgico, biotecnolégico e nutricional (figura 1)
(Ambrosi et al, 2008; Derner et al, 2006; Spolaore et

Figura 1- Adaptacdo de microalgas como
alimentos funcionais, adaptado de Gouveia
et al, 2008. sofreu entdo uma vasta expansio, de tal modo que, nos

al, 2006). O comércio relativo a este tipo de produtos

dltimos anos, paises como Israel, Brasil, Franca, México e Tailandia tornaram-se grandes
produtores de biomassa microalgal, sendo, actualmente, no Japao que se regista um consumo
maioritario deste tipo de alimentos (Ambrosi et al, 2008, Becker, 2004;Borowitzka, 1999;
Derner et al, 2006; Grima et al, 1995; Spolaore et al, 20006).
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Para além, de representarem uma fonte de novas moléculas biologicamente activas e
complexas do ponto de vista quimico, a producdo de microalgas apresenta vantagens
comerciais, uma vez que sdo facilmente cultivdveis (Derner et al, 2006; Fujitani et al, 2001;
Pulz e Gross, 2004; Spolaore et al, 2006). Como referido anteriormente o facto de este tipo de
microrganismos ser muito heterogéneo e excepcionalmente multifacetado, possibilita uma
colonizagdo e adaptacdo aos mais variados habitats (Derner et al, 2006; Hu et al, 2008). Assim
sendo, o seu cultivo € exequivel em dreas e climas indspitos (desertos e costas maritimas), e até
em terrenos inférteis, o que exige menor quantidade e qualidade de 4gua, sem a necessidade de
uma utilizacdo de herbicidas e pesticidas (Becker, 2004; Donato et al, 2003; Fidalgo et al,
1998). Ademais, como a sua cultura ndo tem dependéncia sazonal, as microalgas podem ser
colhidas diariamente.

Devido ainda, a sua eficiéncia fotossintética (muito elevada), verifica-se que o seu crescimento
tem um impacto positivo na minimiza¢do do efeito de estufa e as alteragdes climdticas do
planeta (Becker, 2004; Donato et al, 2003; Fidalgo ef al, 1998).

E necessario ter igualmente em conta, que os estadios de crescimento das microalgas
sdo severamente sensiveis a condicionamentos externos. Como tal, a manipulag¢do das condi¢des
de cultivo nomeadamente a presenca ou auséncia de determinados nutrientes, controlo de
temperatura, controlo da intensidade luminosa e fotoperiodo na fase de crescimento da
microalga, pode estimular a biossintese de compostos que vao desde enzimas a farmacos
antioxidantes naturais (Behrens e David, 1996; Sanchez et al, 2000). O perfil nutricional das
microalgas é entdo varidvel de acordo com as condicdes de crescimento. Em alguns casos,
torna-se ainda vidvel recorrer a engenharia genética de forma a optimizar a expressdo desses
mesmos enzimas, antioxidantes e compostos nutricionais (Fidalgo et al, 1998; Grima et al,
1995; Gouveia et al, 1996; Pulz e Gross, 2004).

Os extractos de microalgas podem até ser incorporados em produtos de
dermocosmética, por exemplo, cremes anti-envelhecimento, regenerantes, emolientes e
exfoliantes anti-irritantes. Dois exemplos sdo um extracto rico em proteinas de Arthrospira sp.
que repara os sinais de envelhecimento precoce da pele, exercendo um efeito alisante e
preventivo de estrias (Protulines, Exsymol S.A.M., Monaco) ou ainda, um extracto de Chlorella
vulgaris habitualmente utilizado para estimular a sintese de colagénio na pele, o que permite a
regeneracdo dos tecidos e reducdo das rugas (Dermochlorella, Codif, St. Malo) (Spolaore et al,

2006).

1.2. Microalgas como fonte de PUFA n-3

Os lipidos tipicamente extraidos das microalgas sdo maioritariamente constituidos por

glicerol, bases azotadas esterificadas e por &4cidos gordos de cadeia longa, havendo a

Alimentos funcionais com microalgas: nova fonte de pigmentos, antioxidantes e dcidos gordos émega -3 3



possibilidade de serem saturados (SFA), mono (MUFA) ou polinsaturados (PUFA) (Whelan e
Cherly, 2006).

A maioria das microalgas sintetiza 4cidos gordos de particular interesse, nomeadamente
o 4cido v-linoléico (GLA, 18:3n-6) (Arthrospira), &cido araquidénico (AA, 20:4n-6)
(Porphyridium), EPA (Nannocholopsis, Phaeodactylum, Nitzschia, Isochrysis, Diacronema) e
DHA (Crypthecodinium, Schizochytrim). Os constituintes lipidicos da biomassa das microalgas
pode variar entre 1 a 40% do seu peso seco. Conquanto, € possivel que em determinadas
condi¢des de cultivo esta fraccdo chegue a representar 85% do seu peso seco (Derner et al,
2006). De acordo com Behrens e David (1996), a maior fraccao de lipidos totais (25 a 60%) que
as microalgas produzem corresponde ao tipo de 4cidos gordos PUFA de cadeia longa (LC-
PUFA) (Behrens e David, 1996; Brown, 1991).

A maior fonte de PUFA de cadeia longa na alimentagao era obtida até a data, através do
pescado, 6leo de peixe (PUFA n-3) e igualmente de dleos vegetais (PUFA n-6) como milho ou
6leo de soja. Assiste-se, todavia, ao crescente declinio de stocks globais de pescado devido nao
s6 a generalizagdo dos métodos de pesca, mas também a crescente contaminacdo dos mares e
rios com a indmera variedade de poluentes (Beelen, 1988; Cannon, 2009; Certik e Shimizu,
1999; Doughman et al, 2007; Guschina e Harwood, 2006; Ramadan e Morsel, 2002).

E importante ter em consideracio que o EPA e o DHA nio sdo produzidos pelo
pescado, mas sim pelas microalgas marinhas acumuladas ao longo da cadeia tréfica. (Calder,
2004; Moyad, 2005) Como tal, o consumo de microalgas por Humanos € uma alternativa vidvel
para a obtenc@o de LC-PUFA (Guschina e Harwood, 2006). Esta ¢ uma mudanca exequivel, ndo
s6 para os adeptos da dieta vegetariana, como para os que ndo sejam apreciadores de peixe,
visto permitir a obtencdo de LC-PUFA na dieta sem que o individuo seja sujeito ao odor
desagradavel tipico do peixe (Cannon, 2009). Consequentemente nos ultimos anos, a producio
comercial de 6leos ricos em n-3 PUFA a partir de microalgas cresceu, de tal modo que, nos
EUA, complementos dietéticos com 6leos de microalgas sdo utilizados em 84% das férmulas

infantis (Beelen et al, 2009).

1.2.1. Acidos Gordos, propriedades gerais

Os lipidos apresentam propriedades fisicas, quimicas, mas também fisioldgicas que os
tornam importantes na incorporacio na dieta. Estruturalmente este tipo de compostos é muito
heterogéneo, tendo como denominador comum o facto de serem imisciveis na dgua e soldveis
em solventes organicos. Os lipidos caracterizam-se ainda por serem biomoléculas compostas
por carbono (C), hidrogénio (H) e oxigénio (O) (Nelson e Cox, 2005).

Estas biomoléculas sdo conhecidas pelas suas propriedades homeostiticas nos seres

vivos, principalmente a nivel do isolamento térmico e depdsito de reservas energéticas.
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Participam ainda na composi¢do das estruturas membranares bioldgicas, actuam como
cofactores  enzimdticos, mensageiros intracelulares, transportadores de electrdes,
desempenhando simultaneamente fun¢des hormonais (Nelson e Cox, 2005).

Os 4cidos gordos sdo moléculas organicas constituidas por uma cadeia alquilo com um
grupo carboxilo no terminal da sua estrutura. Este é o grupo de lipidos mais abundante no
organismo humano. Na sua maioria os dcidos gordos encontram-se sob a forma esterificada em
glicerol (mono, di e triacilgliceréis (TAG)) ou sob forma dos seus derivados (glicolipidos,
fosfolipidos (PL)), ésteres de colesterol, e finalmente em menor abundancia como dcidos gordos
livres (FFA) (Nelson e Cox, 2005; Snider et al, 2006).

A classificagdo dos dcidos gordos baseia-se de acordo com o comprimento e grau de
insaturacao da respectiva cadeia de carbono. De acordo com o comprimento da mesma, a cadeia
de carbono pode ser classificada como pequena (4-6 carbonos), média (8-12 carbonos), longa
(14-20 carbonos) e muito longa (=22 carbonos). Tendo em conta o grau de insaturagdo, os
dcidos gordos podem ser qualificados em &4cidos gordos saturados (sem duplas ligagdes),

Alguns exemplos de estrutura de acidos gordosn-3 monoinsaturados (COHl uma dlﬂpa

ALA (18:3n-3) S/ NSNS TN
EPA(20:5m3) " N T NV NN Neoon

DPA(22:5n3) V'~ WV VTNV VTN
DHA(22:6n3) ~ N~ NVOONONS NS N Reoon

ligacdo) e polinsaturados (com
duas ou mais ligacdes duplas)
(Burgde et al, 2005; Nelson e Cox,
2005). No caso dos PUFA de

cadeia longa, os mais frequentes

Alguns exemplos de estrutura de acidos gordos n-6 sio classificados como n-3 ou n-6
z COOH . ~ 2142
LA (18:2 n-6) NN consoante a localizacdo da dltima
GLA(18:3n6) AT AT TN ligacdo dupla relativamente ao

grupo metilo terminal (figura 2)

(Cannon, 2009).

AA (20:4 n-6) AT TV TN TS

AV AV ARV eV e N .Y A"
DPA (22:5 n-6) . L.
A  maioria dos acidos

Figura 2- Alguns exemplos estruturais de dcidos gordos

gordos nos humanos € obtida através
PUFA n-3 e PUFA n-6, adaptado Cannon, 2009.

do metabolismo, no entanto, existem
excepgdes: o dcido linoleico (18:2n-6; LA), precursor da série n-6, e o 4cido a-linolénico
(18:3n-3; ALA), percursor da série n-3 (Innis ef al, 2005; Nakamura e Nara, 2003).

Os efeitos das elongases e dessaturases no acido palmitoléico, oléico, linoléico e a-
linolénico originam a formacgdo de 4 séries distintas de 4dcidos gordos: n-9, n-7, n-6 e n-3, pelo
que cada 4cido gordo sintetizado numa série ndo € originado a partir de outra (Nakamura e
Nara, 2003). Cada elongase ou dessaturase actua de modo distinto na série correspondente, o
que implica competicdo entre as séries. Elongases e dessaturases, como € o caso da A-6

dessaturase, t€m uma afinidade mais elevada para 4cidos gordos saturados, sendo a ordem de
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accao preferencial das dessaturases estabelecida do seguinte modo: n-3> n-6> n-9 (Innis et al,
2005; Nakamura e Nara, 2003).

O facto de o organismo humano ndo possuir o enzima dessaturase responsivel pela
insercdo da dupla ligacdo nas posi¢des n-3 e n-6, faz com que o LA e o ALA sejam
considerados dcidos gordos essenciais (EFA) (Schmitz et al, 2008).

No organismo humano, o 4dcido araquidénico (AA) pode ser originado a partir do LA e

o EPA e DHA sio sintetizados a partir do ALA, como indica a figura 3 (Schmitz et al, 2008).

Série n-6 Série n-3
18:2 n-6 18:3n-3

Y’ Ab-dessaturase Y

18:3n-6 18:4n-3
| Elongase
Eicosanoides: Y (ELOVLS) ‘r -
20:3 n-6 20:4 n-3 Eicosanoides:
Prostaglandinas Prostaglandinas
(série 2) AS-dessaturase : (série3)
Tromboxanos A\ Y Tromboxanos
(série 2) 20:4 n-6 20:5n-3 (série 3)
Leucotrienos Elongase Leucotrienos
(séried) Y (ELOVL2) Y (série 5)
Lipoxinas 22:4 6 22:5n-3
Elongase |
(ELOWVLZ) V
24:4n6 24:5n-3
Ab-dessaturase |
Y \J
24:5n-6 24603
p-oxidagdo |
Y Y
22:5n6 22:6n-3

Figura 3- Metabolismo dos dcidos gordos da familia n-3 e n-6, adapatdo de Schmitz et al, 2008.

Actualmente, a ISSFAL (The International Society for the Study of Fatty Acids and
Lipids) recomenda a ingestdo didria de LA e a-ALA respectivamente em 1% e 0,2% da energia
total engerida, para humanos tipicamente sauddveis (Calder, 2004). Porém, algumas dietas
ocidentais ndo chegam a incluir metade do valor da dose didria recomendada de ALA (Bourre,
2005).

Quer o ALA quer o LA sdo convertidos em 4cidos gordos de cadeia muito longa por
dessaturacdo e elongagdo, nos humanos. Contudo, a conversdo de ALA a LA nio € um processo
com elevada eficiéncia, provavelmente, pelo facto de a dessaturacdo de ALA na presenca de
excesso de LA nos tecidos, como a pele, ser um processo moroso (Bourre, 2005). A
comunidade cientifica alerta também que somente os humanos adultos sauddveis se encontram
aptos a alongar LA a EPA, embora numa taxa inferior a 5%, e a converter EPA em DHA numa
taxa inferior a 0,05%. Esta capacidade de conversdo parece ser inexistente em criangas e 1dosos

(Burdge e Calder, 2005; Conquer e Holub, 1996; Thies et al, 2003).

Alimentos funcionais com microalgas: nova fonte de pigmentos, antioxidantes e dcidos gordos émega -3 6



O modo como se obtém os 4cidos gordos a partir da dieta parece alicercar-se nos
processos de absor¢do, distribuicio e incorporag@o nos tecidos. Sabe-se que uma dieta rica em
gordura é maioritariamente constituida por TAG (90%) e apresenta uma menor propor¢ao em
fosfolipidos (3-6%), colesterol, ésteres de colesterol, dcidos gordos livres ou ndo esterificados

(NFFA), bem como as vitaminas A, E, K (Doughman et al, 2007; Ramirez et al, 2001).

1.2.2. Digestao, Absorcio e Transporte dos acidos gordos

Existem duas vias de obtencdo de lipidos: uma via exdgena, em que os lipidos sdo
obtidos a partir da dieta, e uma via endégena em que os lipidos sdo biossintetizados de outros
compostos como a glucose. Na via enddgena a glucose € o percursor maioritario da sintese de
dcidos gordos. A glucose providencia ainda moléculas de carbono para a sintese de acidos
gordos (via Acetil CoA) com o auxilio do enzima NADPH. O excesso de glicidos da dieta ndo
requeridos para produgdo de energia e sintese de glicogénio € convertido em 4cidos gordos no
figado. Outros substratos como os aminodcidos também contribuem para o processo da
lipogénese (Nelson e Cox, 2005).

A via exdgena, por sua vez é composta por 3 fases distintas (ver figura 4):

- Digestdo, em que os lipidos da dieta sdo modificados fisica e quimicamente originando
moléculas mais simples;

- Absorcdo, em que o material digerido é transportado para as células da mucosa
intestinal, e af reconstituido;

- Transporte, em que os lipidos absorvidos sdo transportados da mucosa intestinal para
os tecidos através do sistema linfatico e sanguineo (Nelson e Cox, 2005).

O processo da digestdo dos lipidos inicia-se na boca, ocorrendo a dispersdo dos
componentes da gordura, sob a forma de bolo alimentar. Apds esta pré-digestio o bolo
alimentar entra no duodeno, onde ocorre absor¢cdo (Mu e Hgy, 2004).

A absor¢ao € dividida em 3 etapas: emulsificacdo, hidrélise e absorcdo propriamente
dita. Em primeiro lugar, os sais biliares através de ac¢des mecanicas e quimicas, emulsificam as
gorduras da dieta no intestino delgado formando micelas. A formagdo de micelas resulta na
combinacdo dos produtos da digestdo dos lipidos com os &4cidos biliares e fosfolipidos,
adoptando uma conformagdo esférica, o que permite que os lipidos se difundam através do
Idmen intestinal e sejam absorvidos para os enterdcitos (Nelson e Cox, 2005; Snider et al,
2006).

No intestino delgado, as gorduras emulsificadas sofrem accdo de enzimas hidroliticas
hidrossoluveis para que possam ser absorvidos (etapa da hidrélise) (Mu e Hgy, 2004). Nesta
etapa actuam: lipases pancredticas e gdastricas que catalisam a hidrélise dos TAG a

monoacilglicerdis do tipo sn-2 (75% de conservag@o nesta posicao) e dcidos gordos livres; a
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fosfolipase A2 (PLA 2) que hidrolisa os PL na superficie das emulsdes (este enzima é segregado
no pancreas de forma inactiva (pré-fosfolipase A2), tornando-se activa pela consequéncia da
accdo hidrolitica da tripsina) e hidrolases pancredticas dos ésteres de colesterol que hidrolisam
os ésteres de colesterol, gerando colesterol e NEFA. Todos os enzimas envolvidos nesta etapa
pertencem ao grupo das esterases, pois catalisam a ruptura da ligacdo éster, e originam sempre

4cidos gordos (Mu e Hgy, 2004).

Gorduras ingeridas na refeicao

Vesicula biliar
L 3
- o \ | - L3 Miécito ou adipécito
VL | = -
| j [ .#'e 3
Intestino
delgado
B Lipoproteina lipase
Y mn pop p
1 e
g _ ’
: Mucosa intestinal ~ CaPiar 3)
2y N r
2 a2 - m@ Apol-11 ! -, .
3) 4 B A e i Quilomicron
(4)

Figura 4- Processamento dos lipidos obtidos por via exdgena, adapatdo de Nelson e Cox, 2005.

(1) Os sais biliares emulsificam as gorduras da dieta no intestino delgado, formando micelas.

(2) As lipases intestinais degradam os TAG.

(3) Os 4cidos gordos e outros produtos provenientes da degradacdo dos TAG difundem-se nas
células epiteliais da mucosa intestinal onde sdo reconvertidos em TAG.

(4) Os TAG juntam-se ao colesterol e apoliproteinas, formando os quilomicrons.

(5) Os quilomicrons movem-se até aos tecidos, através do sistema linfatico e corrente sanguinea.

(6) Os TAG sdo convertidos em dcidos gordos e glicerol pela lipoproteina lipase (LPL) activada
pela apo C-II.

(7) Os acidos gordos atravessam as células.

(8) Os acidos gordos siao oxidados como combustivel ou reesterificados para armazenamento.

A absorc¢do propriamente dita dos 4dcidos gordos de cadeia curta é feita por difusdo
simples das células da mucosa para o intestino delgado, sendo a transferéncia dos dcidos gordos
de cadeia longa, mediada por proteinas ligantes a dcidos gordos (FABP) (Mu e Hgy, 2004). Na
mucosa intestinal ocorre de novo a sintese de TAG no interior dos reticulos endoplasméticos
lisos do enterécito. A formagdo dos triacilgliceréis a partir dos &acidos gordos e do 2-
monoacilglicerol envolve uma reaccio prévia catalisada pela sintetase de acil-coenzima A. Os
dcidos gordos reagem entdo com o ATP e a coenzima A gerando-se como produtos AMP,
pirofosfato e acil-CoA. A sintetase acil-coenzima A, enzima que catalisa a transferéncia para do

grupo acil para o 4cido gordo livre, tem uma elevada especificidade para dcidos gordos de
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cadeia longa. O grupo acil formado é de seguida transferido Apalipoproteins
por accdo catalitica de transferases, ficando o dcido gordo

ligado na posi¢do 1 e 3 do 2- monoacilglicerol com a o
consequente regeneracdo dos triacilgliceréis (Mu e Hgy, 4
2004; Nelson e Cox, 2005). Os TAG sao entdo incorporados

com colesterol e apolipoproteinas formando estruturas

moleculares designadas por quilomicra (figura 5), sendo

finalmente transportados através do sistema linfitico €  copesiorl Fosfolipidos

Triacilgliceréis
¢ ésteres de colesterol

corrente sanguinea para os diversos tecidos, com

incorporagdo maioritdrio no tecido adiposo, visto ser o Figura 5- Estrutura molecular

representativa de um quilomicron,

principal local de absorc¢do lipidica (Mu e Hgy, 2004,
adapatdo de Nelson e Cox, 2005.

Nelson e Cox, 2005).

A libertagdo intestinal de quilomicra persiste por varias horas apds a ingestdo de uma
refei¢do com elevado teor lipidico. Quando na dieta sdo ingeridos mais dcidos gordos do que os
necessarios para processos energéticos, o figado converte-os em TAG e em apolipoproteinas
especificas- VLDLs. As VLDLs que sdo transportadas pela corrente sanguinea até ao tecido
adiposo, onde os TAG sdo removidos e armazenados em gotas lipidicas dentro dos adipdcitos
(Mu e Hgy, 2004; Nelson e Cox, 2005).

E importante ainda salientar que as diferentes propriedades fisicas e quimicas de cada
dcido gordo afecta processos como a digestdo, absor¢do e transporte sanguineo (Doughman et
al, 2007; Ramirez et al, 2001). Tomando em consideracdo o comprimento da cadeia dos 4cidos
gordos, os MCFA sd3o mais facilmente absorvidos que os PUFA, uma vez que os MCFA sio
soldveis na fase aquosa do meio intestinal, sendo absorvidos mais facilmente através do figado e
da veia porta. Supde-se que na sua maioria os dcidos gordos da dieta sejam preferencialmente
incorporados segundo o seu grau de insaturagdo- os 4cidos gordos saturados sdo
preferencialmente incorporados nos TAG, e os PUFA nos fosfolipidos (Doughman et al, 2007;
Ramirez et al, 2001).

No que respeita ao DHA, EPA, a- ALA ou AA, todos competem pela incorporacio na
posicdo sn-2 dos fosfolipidos membranares, pelo que a sua incorporagdo determina a por¢do
relativa destes e, consequentemente, a disponibilidade dos mesmos para a clivagem pela PLA 2
e balango eicosandide (He et al, 2007; Ramadan e Morsel, 2002).

A composi¢do membranar em 4dcidos gordos tem assim impacte na fungdo das células e
6rgaos, mas também numa variedade de processos celulares, sendo o modo de incorporacio dos
acidos gordos responsavel pelas propriedades biofisicas das membranas, sendo os fosfolipidos

0s seus principais constituintes (He et al, 2007; Ramadan e Morsel, 2002).
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1.2.3. Beneficios da incorporacao de acidos gordos n-3 na dieta

A evidéncia do beneficio da ingestdao de 4cidos gordos n-3 resultou da andlise de
estudos efectuados em populacdes de Esquiméds da Gronelindia, Esquimés do Alasca e
pescadores das zonas costeiras do Japao (Dyerberg et al, 1975). Os estudos revelaram que o
risco de doengas cardiovasculares (CVD) era superior nas populagdes Caucasianas, em
comparacdo com as populagdes de Esquimoés estudadas. Estes mesmos estudos demonstraram
que os Esquimés apresentavam um nivel mais baixo dos valores de colesterol, TAG e de VLDL
e um nivel elevado de lipoproteinas de alta densidade (HDL) em ambos os sexos, apesar da
ingestdo de uma maior quantidade de gordura proveniente de mamiferos aquaticos e peixes. A
causa maioritdria para estas diferencas de valores foi atribuida ndo ao perfil genético das
populagdes, mas sim ao elevado conteido de PUFA n-3 ingerido na dieta tradicional dos
Esquimds face a populag@o Caucasiana tipica (Barrow et al, 2009; Dyerberg et al, 1975; Medina
et al, 1998).

Estudos epidemioldgicos realizados mais tarde confirmaram que o consumo de gorduras
por parte da populacdo de Esquimds rica em 4cidos gordos EPA e DHA, o que se encontrava
correlacionado com uma funcdo cardioprotectora sobre o risco de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares em individuos saudaveis (Albert et al, 2005; Barrow et al, 2009; Kurowska et
al, 2003; Sidhu, 2003; Wijendran e Hayes, 2004).

Ao longo dos anos o nimero de estudos nesta drea tem vindo a aumentar, sendo de
salientar dois estudos de intervenc¢do em que foi encontrado um efeito cardioprotector associado
ao consumo de peixe contendo EPA e DHA:

1) O DART - Diet and Reinfarction Trial - consistiu num estudo de prevencio
secunddria, em que individuos de sexo masculino que anteriormente tinham sofrido um enfarte
do miocardio (MI), ingeriram durante 2 anos cdpsulas de 6leo com 900 mg/dia de EPA/DHA ou
200-400g/semana de peixe gordo com 500-800 mg/dia de n-3. Neste estudo foi observada uma
reducdo em 29% da mortalidade global, e uma diminuicdo em 33% da mortalidade originada
por doencas cardiacas (Burr ef al, 1989).

2) O GISSI- Gruppo Italiano per lo Studio della Sopravvivenza nell” Infarto miocardico
- estudo de prevengdo secunddria com 11324 pacientes sobreviventes a um enfarte do
miocérdio, que durante 42 meses receberam cdpsulas com 850 mg/dia de EPA + DHA com ou
sem vitamina E. Em ambos os casos verificou-se uma reducdo de 15% na morte por enfarte
cardiaco ou por acidente cardiovascular (AVC). A mortalidade global diminuiu 21% e a morte
subita originada por doencas cardiacas diminuiu 45% (GISSI, 1999).

Numa andlise global efectuada sobre 11 estudos do género (englobando 22 2364
pessoas e um acompanhamento médio de 11,8 anos), o risco relativo de doengas

cardiovasculares face a pessoas com um intake inferior a uma porcdo mensal de peixe, era de
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0,85 para o consumo de peixe uma vez por semana, 0,77 para 2-4 vezes/semana e de 0,62 para >
5 vezes/semana. Finalmente, por cada aumento em 20g/dia do consumo de pescado a
mortalidade registada por doencas cardiovasculares decaia cerca 7% (He et al, 2004).

Existem actualmente indmeras recomendacdes dos niveis de ingestdo de 4cidos gordos
n-3, para a prevencdo da deficiéncia em EFA e para a diminui¢do do risco de surgimento de
doengas cardiovasculares. A Organizacdo Mundial de Satide (OMS) recomenda, que a ingestdo
de PUFA n-3 em doses 6 a 10% do valor de energia total ingerida (5-8% PUFA n-6 ¢ 1-2%
PUFA n-3), bem como um consumo regular de 1 a 2 porcdes de peixe gordo por semana,
equivalente a 400- 1000 mg/dia de EPA e DHA previnem o surgimento de CVD e AVC
isquémico (OMS/FAO 2003).

Harris e von Shacky propuseram em 2004 um novo factor de risco para avaliar a doenga
corondria: o indice 6mega-3, como soma do teor de EPA e DHA na membrana dos eritrdcitos.
Estes autores demonstraram que o indice 6mega-3 era um marcador da ingestdo de EPA e DHA
num estudo com 5 meses de duragdo e suplementacdo crescente de EPA e DHA até 2 g/dia a
adultos sauddveis. Apuraram ainda um efeito dose resposta na incorporacdo até lg/dia e
obtiveram uma correlacdo positiva com o total de n-3 no sangue total, e na soma de EPA e DHA
nos fosfolipidos do plasma. Da andlise desta relacdo entre o indice 6mega-3 e o risco da morte
por CHD, estes autores concluiram que este risco diminufa em 90% quando o indice 6mega-3
aumentava de 4% para valores superiores a 8%(Harris e von Schacky, 2004). Pelos mesmos
autores ficou assim definida uma escala de avaliag¢do de risco de morte por CHD, usando como
indice de 6mega-3, o nivel EPA+ DHA na membrana dos eritrécitos: 0-4% zona de risco mais
elevada; 4-8%, zona de risco intermédio; superior a 8%, zona de baixo risco (Harris e von
Schacky, 2004).

Originalmente os beneficios associados ao consumo de acidos gordos PUFA n-3
encontravam-se relacionados com os efeitos antitrombéticos (Dyerberg et al, 1978). No entanto,
estudos recentes apontam para a predominancia dos beneficios da ingestao de PUFA n-3 a nivel
antiarritmico. Verificou-se que a suplementagdo em PUFA n-3 em doentes que sofreram enfarte
do miocardio estava correlacionada com diminui¢do do risco de mortalidade associado a
arritmias cardiacas (Wang et al, 2006). Estudos in vitro mostraram ainda que a adi¢do de
EPA/DHA em meios de cultura prevenia a indugdo de estimulos eléctricos responsaveis por
arritmias. Deste modo, a modulacdio da permeabilidade da membrana plasmatica na
estabilizacdo dos canais idnicos aponta para as propriedades protectoras do EPA/DHA nas
células do tecido muscular do coragdo. Tal é conseguido com o enriquecimento das membranas
cardiacas em EPA e DHA, o que consequentemente aumenta a variabilidade do ritmo cardiaco
(Mozaffarian et al, 2004; Harris e Schacky, 2004; Wang et al, 2006).

Um estudo de intervengdo com 31 voluntérios suplementados com cdpsulas de dleo de

peixe mostrou que os dcidos gordos DHA e EPA estdo relacionados com a diminuicdo da
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pressdo arterial. Todavia, o DHA pareceu ter um papel mais importante que o EPA na redugio
da pressdo arterial (Das, 2000; Engler et al 1999). Esta diminuicdo poderia estar relacionada
com a inibi¢do do sistema renina-angiotensina (RAS), nomeadamente do enzima conversor da
angiotensina (ACE) e consequente inibi¢do da libertagdo da hormona aldosterona, responsavel
pelo aumento da pressdo sanguinea (Das, 2000; Engler et al 1999).

A ingestdo de doses didrias de PUFA n-3 encontra-se ainda associada a beneficios nos
processos arterosclerdticos e diminuicao da agregacdo plaquetdria, assim como, a diminui¢do da
producdo de factores de coagulacdo e factores fibrinoliticos (Harris e Schacky, 2004; Morris et
al, 1993; Nordoy et al, 1993; Thies et al, 2003).

Os é4cidos gordos PUFA n-3 contribuem para variadas propriedades das membranas
como fluidez, flexibilidade, permeabilidade e sdo essenciais para o correcto funcionamento dos
tecidos (Schmitz e Ecker, 2008; Simopoulos, 2002). O 4cido gordo EPA compete pelo dcido
gordo AA na posicdo sn-2 dos fosfolipidos da membrana e pelos enzimas envolvidos na sintese
de eicosandides (reguladores autdcrinos e pardcrinos das funcdes tecidulares e celulares),
ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) e lipoxigenase. Estes eicosandides sdo mediadores e
reguladores dos mecanismos inflamatdérios, modulando a intensidade e duragdo da resposta
imune. Mediante o estimulo das plaquetas e das células endoteliais, o AA libertado, torna-se no
substrato para a sintese de prostaglandinas (série 2), tromboxanos (série 2) e leucotrienos (série
4), responsaveis pelo aumento da permeabilidade vascular, da vasodilatacio e aumento da
producdo de citocinas inflamatdrias como IL-4, IL-10 e TNF-B e regulacdo da supressdo da
producdo de citocinas inflamatérias como IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a e CRP (Proteina C
reactiva) Calder 2006; Das 2000). Assim, os papéis de PUFA n-6 e n-3 na regulacido do
processo inflamatdrio sugerem a importancia do seu balanco no desenvolvimento e severidade
das doencas de cariz inflamatério. Por isso mesmo, a suplementacdo em dietas com niveis de
PUFA n-3 parece ter um efeito benéfico, como demonstrado por diversos autores em doengas
como a artrite reumatéide, doengca de Chron, fibrose quistica, obesidade, aterosclerose, entre
outras (Calder 2006; Das 2000; Garofolo e Petrilli, 2006; He et al, 2007; Medina et al, 1999;
Moyad, 2005).

Entre os possiveis mecanismos da ingestio de PUFA n-3 na reducdo das doencas
cardiovasculares e estabilidade plaquetdria, encontra-se descrito o seu efeito na diminui¢do dos
lipidos totais no plasma, diminui¢do de cerca de 25-30% dos TAG no plasma com diminui¢do
de produgdo de VLDL (Barrow et al, 2009; Motris et al, 1993). Estudos aludem também para a
correlacdo entre o consumo de PUFA n-3 com o relaxamento do endotélio, uma vez que a via de
vasodilatacdo é melhorada dependentemente por aumento da producdo de NO (6xido nitrico), e
independentemente por supressdao do influxo de ido cdlcio através do canal transmembranar
activado por diferengas de potencial nas células do musculo liso e do endotélio (Doughman et

al, 2007; Hooper et al, 2006).
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A inibicdo destes canais contribui ainda para a diminuicdo das grandes e rdpidas
flutuagdes na concentracdo de cdlcio livre, o que contribui para a diminuicdo das arritmias
ventriculares (verificado com a suplementacdo com capsulas de 6leo de peixe) (Doughman et al,
2007; Hooper et al, 2006).

Torna-se, entdo, clara a razdo pela qual os PUFA n-3 de cadeia longa, como o DHA ou
EPA, sdo imprescindiveis no metabolismo renal do cdlcio e na regulacdo do balango normal
entre o 0sso e a calcificagc@o ectdpica. Estudos em humanos e estudos experimentais em animais
indicaram que o consumo de LC-PUFA promovia a absor¢do de célcio, reduzindo a excregdo
urindria do mesmo e aumentando o conteddo e densidade de cdlcio no osso (Kruger et al, 2005).
Paralelamente, a suplementacdo de EPA ou de DHA parecereu favorecer a prevencdo do
aumento da fragilidade 6ssea em ratinhos com osteopenia (Kruger et al, 2005). Foi ainda
observada uma forte correlagdo entre a ingestio de DHA e EPA e consequente aumento de
célcio no osso e redugdo da excre¢do urindria de desoxipiridinolinas (Kruger ef al, 2005).

Virios estudos epidemioldgicos apontam ainda para um efeito benéfico da ingestio
diaria de doses de EPA/DHA no impacto da diminuicao do risco de incidéncia de determinados
tipos de cancro, como cancro da mama, préstata, cancro do célon face aos individuos que na sua
dieta tém uma baixa ingestdo de EPA/DHA (Beelen et al, 2009).

Os éacidos gordos n-3 como referido previamente sdo componentes estruturais das
membranas dos fosfolipidos, servindo até de moduladores biossintéticos e mediadores celulares.
O DHA ¢ selectivamente concentrado na membrana sindptica e nas membranas da retina,
pensando-se estar relacionado com a func¢do visual, desenvolvimento cerebral, comportamento e
aprendizagem (Dyall e Michael- Titus, 2008).

Como referido anteriormente, embora seja possivel a biossintese de EPA e DHA através
do 4cido gordo ALA, a taxa de producdo nao € satisfatéria para suprir o desenvolvimento intra-
uterino a partir das 18 semanas, desenvolvimento este que se processa num nivel acelerado
(Dyall e Michael- Titus, 2008; Lien, 2009). Alguns estudos revelaram que a concentragdo de
DHA no plasma sanguineo durante o periodo de gestacional, assim como o consumo de peixe
rico neste 4cido gordo se encontra relacionada posteriormente com propriedades no
desenvolvimento cognitivo e visual das criancas (Dyall e Michael- Titus, 2008; Lien, 2009;
Ward e Singh, 2005). Daf a necessidade de incorporar estes dcidos gordos nas férmulas infantis,
para garantir que os recém-nascidos e criangas desenvolvam a componente cognitiva e visual
adequada. Estudos mais recentes comprovaram similarmente o efeito benéfico dos PUFA n-3 a
nivel neuroldgico, efeito anti-depressivo e saide mental (Dyall e Michael- Titus, 2008; Kimura
et al, 2005; Ward e Singh, 2005).A participacdo de EPA e DHA no sistema nervoso auténomo &
pois evidente, uma vez que estdo associados a diminui¢cdo da activagdo do sistema simpdtico,
aumentando a actividade do sistema parassimpatico, reduzindo dessa forma o risco

cardiovascular (Mazza et al 2007).
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Indirectamente a ingestdao de EPA/DHA pode-se encontrar relacionada com a prevencao
do desenvolvimento de diabetes tipo 2, através da modulacdo do metabolismo lipidico, devido a
diminuicdo dos factores de transcricio de NF-kB o que aumenta a actividade do PPAR
(proliferador de peroxissoma) (Shidhu, 2003). Mais uma vez, parece que a ingestdo de PUFA n-
3 tem um efeito terap€utico no abaixamento dos niveis de TAG totais, e na prevencdo de
diabetes tipo 2, desempenhando um papel protector contra a peroxidacao lipidica (Abuissa et al
2005; Doughman et al, 2007; Ramel et al, 2008; Shidhu, 2003).

Pelo que foi referido precedentemente fica evidente a importancia nutricional do EPA e
DHA, que se prende com a sua caréncia absoluta a nivel do crescimento, reproducio e satide em
geral. Assim, quando hd privacdo destes dcidos gordos na dieta humana, verifica-se uma
diminui¢do do crescimento, desenvolvimento de dermatoses, danos renais e hepaticos, o que
pode consequentemente conduzir a morte. Uma deficiéncia em éacidos gordos essenciais (LA e
ALA) pode também causar alteragdes significativas no metabolismo, afectando a funcdo das
plaquetas, respostas inflamatdrias e determinadas respostas imunes (Doughman et al, 2007;
Schmitz e Ecker, 2008; Ward e Singh, 2005).

Apesar de toda a pesquisa clinica efectuada ao longo destes anos, ainda sdo necessarios

mais estudos nesta area.

1.2.4. Desvantagens associadas ao consumo de acidos gordos PUFA n-3

Apesar dos evidentes beneficios associados ao consumo de dcidos gordos PUFA n-3
pormenorizadamente referidos é necessdrio, porém, ter em conta, que uma dose excessiva de
ingestdo de PUFA n-3 (doses didrias superiores a 3g/dia) parece ser responsédvel por disttirbios
gastrointestinais, e por sua vez, doses extremamente elevadas (> 7 g/dia) de PUFA n-3 podem
resultar em hemorragias internas (Conquer e Holub, 1996; Hooper et al, 2006). Estudos
aferiram que quando o nivel de PUFA n-6 na dieta é baixo (razio AA/EPA: 4:1) ocorre
supressdo de algumas respostas imunes, aumento dos niveis de colesterol ou ainda danos
oxidativos no caso em que, coincidentemente, o nivel de vitamina E € baixo (Schmitz, 1991).
Assim, outros estudos apontem para a necessidade de, associado a ingestdo de produtos
alimentares com elevado teor em &4cidos gordos n-3, devam ser, simultaneamente, ingeridas
doses de a-tocoferol ou de vitamina E compativeis (0,4mg a 0,6mg didrias), uma vez que este
tipo de dcidos gordos tem um elevado grau de insaturacdo, o que os torna susceptiveis de sofrer
peroxidacdo lipidica, levando consequentemente a libertacio de radicais para o organismo

(Conquer e Holub, 1996; Hooper et al, 2006).
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1.2.5. Perfil lipidico da microalga Diacronema vikianum

A microalga Diacronema vikianum foi a espécie utilizada neste estudo, como fonte da
incorporagdo de 4cidos gordos. Esta espécie de microalga pertence ao Reino: Protista; Filo:
Chrysophyta; Classe: Haptophyceae (ou Prymnesiophyceae); Ordem: Pavlovales; Familia:
Pavlovaceae; Género: Diacronema e encontra-se distribuida geograficamente nos mais variados
locais, designadamente oceanos, habitats de dgua doce, entre outros (Volkman et al, 1997). Os
microrganismos pertencentes a esta espécie sdo seres unicelulares compostos por células
assimétricas que se reproduzem assexuadamente por divisdo celular simples (Volkman et al,
1997). Organismos pertencentes a ordem Pavlovales, como € o caso da Diacronema vikianum
apresentam caracteristicamente na sua constituicao esterdis como: 24-metil colest-5-en-3[3-ol
(2,5%), 24-etilcolest-5-en-3B-0l (15%), 24-etilcolest-5,22E-dien-3 B-ol (24,9%), 5 a-estandis,
4o-metilesterdis (26,6%) e outros esterdis menos comuns como 3,4-dihidroxi-4-metilesteréis
(30,5%) (Donato et al, 2003; Gouveia et al, 2008). E ainda caracteristico que microrganismos
da classe Haptophyceae manifestem por norma um teor de dcidos gordos saturados total entre
30 a 40%, estando a frac¢do monoinsaturada compreendida entre 20 a 40%, e a fraccdo de
polinsaturados varidvel entre 20 a 50% (Bandarra et al, 2002; Donato et al, 2003; Gouveia et al,
2008; Shifrin et al, 1981). Segundo Volkman et al. (1997),esta espécie de microalga pode
apresentar a seguinte constituicdo de 4cidos gordos: dcido miristico-14:0 (14,4%), &4cido
palmitoléico 16:1 n-7 (14,9%), acido estearidénico- 18:4 n-3 (13,2%) e EPA (27,1%), sendo
ainda uma fonte de dcido palmitico - 16:0 (8,9%), 4cido oleico - 18:1 n-9 (1,8%) e DHA (7,7%).
Estas percentagens podem, todavia, ser alteradas, devido, aos condicionamentos do modo de
cultura impostos, mas também devido a sua flexibilidade metabdlica (Behrens e David, 1996;

Volkman et al, 1997).

1.3. Microalgas como fonte de carotenéides

Cada espécie de microalga pode conter entre 5 a 10 tipos de carotendides de um
universo de aproximadamente 600 carotendides diferentes (Donato et al, 2003; Derner et al,
2006; Plaza et al, 2009). Uma vez que o corpo humano nio sintetiza carotendides, a producao
destes pigmentos através de culturas de microalgas tem elevado interesse no mercado de
produtos farmacéuticos e nas aplicacdes alimentares destes produtos naturais (Mogedas et al,
2009; Ota et al, 2009). Este tipo de microrganismos é uma boa fonte bioldgica de uma grande
diversidade de pigmentos, nomeadamente derivados de carotendides com uma elevada
utilizacdo industrial em produtos alimentares e aditivos alimentares para aquacultura (Derner et
al, 2006). A capacidade de producdo de carotendides pelas microalgas deve-se a capacidade

fotossintética das mesmas. Neste processo ocorre absor¢do de luz solar o que resulta na
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producdo de energia. Esta € posteriormente transformada em diéxido de carbono, originando
glicidos e oxigénio. Como o oxigénio € facilmente convertido pela luz UV em espécies
reactivas de oxigénio (ROS), as microalgas desenvolvem mecanismos de proteccdo que
consistem na formacdo de compostos antioxidantes de forma a minimizar as concentracdes de
ROS geradas (Rodriguez-Garcia et al, 2008).

A biossintese de espécies de carotendides através das microalgas depende também da
fase de crescimento, e sobretudo das condi¢cdes ambientais impostas ao seu crescimento, COmo
stress salino, temperatura, concentragdo de metais pesados, aumento da intensidade luminosa e
acima de tudo a disponibilidade em azoto (Gouveia ef al, 1996).

Para além da tipica utilizacdo de microalgas como aditivos alimentares ou como
alimentos, algumas espécies de microalgas como € o caso da Chlorella vulgaris t€m vindo a ser
exploradas pela industria farmacéutica como estimuladores da sintese de colagénio na pele, o
que permite a regeneracdo dos tecidos (Spolaore ef al, 2006).

Diversas espécies de microalgas revelaram ainda ser uma excelente fonte de
carotendides, em particular de B-caroteno, e por isso mesmo sao uma promissora aplicagdo com

propriedades antioxidantes (Henriques et al, 1998).

1.3.1. Carotenéides, propriedades gerais

Os carotendides caracterizam-se por ter uma estrutura quimica com 40 atomos de
carbono, que inclui uma cadeia principal de 9 ligacdes duplas conjugadas, flanqueadas por
estruturas anelares de 6 carbonos nas extremidades (Perera e Yen, 2007; Rodriguez-Amaya,
2001). Estruturalmente, os carotendides podem ser aciclicos (por exemplo: licopeno) ou conter
um anel de seis carbonos numa das extremidades da molécula (por exemplo: B-caroteno) (Dias
et al, 2009; Perera e Yen, 2007; Rodriguez-Amaya, 2001). A estrutura quimica tipica dos
carotendides é responsdvel pela coloracdo (laranja, amarelo ou vermelho), presentes em alguns
frutos, vegetais, fungos e flores, uma vez que as ligacdes duplas absorvem parte do espectro
luminoso nelas incidentes (Del Campo, et al, 2007; Furr e Clark, 1997; Paiva e Russell, 1999;
Perera e Yen, 2007; Rodriguez-Amaya, 2001).

Até 1992 identificaram-se cerca de 500 a 600 carotendides diferentes em seres
fotossintéticos e ndo fotossintéticos, como plantas superiores, algas, fungos e bactérias (Del
Campo, et al, 2007; Perera e Yen, 2007; Quirds e Costa, 2006; Rao et al, 2010; Rodriguez-
Amaya, 2001; Schimitz et al, 1991). Todavia, este valor foi ja excedido com a identificagdo de
novos pigmentos carotenéides em espécies marinhas. Estima-se que a produgado de carotendides
totais na natureza seja de cerca 10° toneladas por ano, sendo maioritdria a producio de 4
pigmentos: luteina, violaxantina, neoxantina e fucoxantina (Rodriguez- -Amaya, 2001; Schimitz

etal, 1991).
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Os carotendides podem ser divididos

& W em duas sub-familias de pigmentos distintas:
]

carotenos (hidrocarbonetos, como o e [-

p-caroteno

oH  caroteno) e xantéfilas mais polares que os
M carotenos (derivados oxigenados que contém
no minimo um grupo é&lcool ou carbonil,

vaﬁ exemplo: luteina e zeaxantina) (figura 6)

Lutena ° on (Dias et al, 2009; Perera e Yen, 2007; Quirds
M“v\é’

jflj:\)"“*’“v e Costa, 2006).
Ho Astaxantina

© Da sub-familia de xantdfilas fazem
Figura 6- Estrutura quimica do B-caroteno , parte os pigmentos luteina, zeaxantina e
zeaxantina, lutefna e astaxantina adaptado de Del astaxantina, entre outros. A luteina (figura 6) é

Campo et al, 2007 um pigmento carotendide predominante em
vegetais verdes, folhas e em flores amarelas. Por sua vez, a zeaxantina (figura 6), isémero de
posicdo da luteina, € um pigmento carotendide que se encontra em menor quantidade em alguns
alimentos, o que se justifica pela elevada capacidade de transformagdo deste pigmento noutros
pigmentos como a anteraxantina e, em especial, a violaxantina (Konings e Roomans, 1997;
Rodriguez-Amaya, 2001).

A astaxantina (figura 6) existe principalmente, em peixes - como salmdo e truta, e em
crustdceos (lagosta e caranguejo) (Rodriguez-Amaya, 2001). O interesse na comercializagdo da
astaxantina, tem vindo a aumentar nos ultimos tempos, devido a aprovagdo de FDA para uso da
astaxantina como ingrediente em suplementos dietéticos (Derner et al, 2006; Rodriguez-Amaya,
2001).

Dentro da sub-familia de carotenos destaca-se o pigmento B-caroteno (figura 6), devido
a sua relevancia ao nivel da sadde e nutri¢do, pois ¢ fundamental na conversao para vitamina A
(retinol) e 4cido retindico no corpo humano. Investigagdes nos tltimos 70 anos demonstraram
que os pigmentos carotendides presentes nos frutos e vegetais sdo a principal fonte alimentar de
Vitamina A- sendo o B-caroteno o composto que possui uma maior actividade pré-vitamina A
(Baker e Gunter, 2004, Tapiero et al, 2004). Desta forma o B-caroteno funciona como reserva
vitaminica no organismo, pelo que € indispensavel a sua incorporagdo na dieta (Baker e Gunter,
2004, Tapiero et al, 2004). Aquando a sua incorporagdo na dieta é dividido em duas moléculas
de retinol (Vitamina A) através da ac¢do do enzima B-caroteno-15,15'-dioxigenase, no intestino
(figura 7).

O B-caroteno é o carotendide mais frequente nos diferentes alimentos, quer como
composto maioritdrio ou minoritario (Tapiero et al, 2004). Geralmente é encontrado numa

fraccdo inferior a 1% da biomassa da maioria das microalgas, podendo ser acumulado até

aproximadamente a 10% em espécies halotolerantes (Derner et al, 2000).
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Apesar  do reconhecimento
cientifico dos beneficios para a sadde
humana associados ao consumo de
carotendides, estes ainda nao sdo

considerados com nutrientes essenciais €

como tal ainda nio t€m estipulado uma
Retinol dose didria de ingestdo recomendada
T (DDR) (Rao et al, 2007). No entanto, é

Figura 7- Metabolismo oxidativo do B-caroteno desejavel a incorporagdo deste tipo de

originando retinol (Vitamina A). A clivagem é pigmentos em diferentes alimentos, de
realizada por uma dioxigenase dependente de

oxigénio, adaptado de Tapiero ef al, 2004 modo a aumentar a sua ingestao didria.

1.3.2. Digestao, Absorcao e Transporte de carotendides

Uma vez que somente 0s microrganismos e as plantas sdo capazes de sintetizar
carotendides, a maioria das espécies animais obtém a fonte de carotendides através da ingestao
de vegetais ou frutos (Paiva e Russell, 1999; Vargas-Delgado et al, 2000). Cerca de 40
compostos diferentes de carotendides (uma pequena quantidade representativa da totalidade de
diferentes compostos de carotendides) podem ser encontrados numa dieta humana tipica
(Vargas-Delgado et al, 2000). No entanto, desses cerca de 40 carotendides, somente 20 foram
identificados na corrente sanguinea e em alguns tecidos. Aproximadamente 90% dos
caroten6ides assimilados correspondia a: oa-caroteno, [-caroteno, licopeno, luteina e
criptoxantina (Paiva e Russell, 1999; Perera e Yen, 2007).

Esta familia de pigmentos lipossoliveis, acumula-se maioritariamente no figado, e em
menor quantidade, nos rins, pele e 6rgdos genitais, e aproximadamente 10% permanece em
circulagdo no plasma (Perera e Yen, 2007). Na pele acumula-se maioritariamente B-caroteno,
luteina, licopeno e cantaxantina (Perera e Yen, 2007). A distribuicdo diferencial dos varios
carotendides nos tecidos é consequéncia da sua polaridade e também da reparticdo e troca entre
lipoproteinas (Sohemy et al, 2002; Tourniaire et al, 2009).

Como os carotendides apresentam propiedades lipidicas seguem a mesma via de
absorcdo que os outros lipidos presentes na dieta, podendo os lipidos nao digeridos que se
encontram no ldmen intestinal, interferir com a absor¢do dos carotendides sobretudo com
carotendides menos polares (Parker, 1996).

A absorcdo dos carotendides engloba varios passos, desde a lise dos nutrientes e
libertagdo dos carotendides dos mesmos no limen do tracto gastrointestinal, a sua incorporagdo
nas lipoproteinas (Furr e Clark, 1997; Perera e Yen, 2007). Num sentido lato, estes processos

envolvem accdes quimicas e mecanicas de modo a tornar os alimentos assimildveis. Apos a lise
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dos nutrientes, ocorre a dispersdo em gotas lipidicas, solubilizagdo em micelas biliares,
passagem através das microvilosidades intestinais, absor¢do pelos enterdcitos e incorporagdo em

lipoproteinas, como demonstra a figura 8 (Furr e Clark, 1997; Parker, 1996).

CORRENTE SANGUINEA

ALIMENTOS
INGERIDOS .
LIBERTACAOPARA
05 TECIDOS

metabolitos Pt
-
n-'U'LDLl‘.'-}

-

Figura 8- Mecanismos e vias envolvidas na absorcdo, transporte através do plasma e incorporagdo
nos tecidos dos carotendides, tomando como exemplo o B-caroteno, adapatdo de Parker, 1996.

Ap6s o processo de ingestdo dos alimentos, ocorre a hidrélise géstrica no estdmago, que
resulta na libertacdo parcial de carotendides, embora esta quantidade ainda ndo se encontre
totalmente definida. Uma vez libertados para o estdmago, os carotendides lipofilicos dissolvem-
se em goticulas lipidicas. S3o os movimentos continuos do tracto intestinal que promovem a
formagdo de uma fina emulsdo lipidica (micelas) que atravessa o duodeno. A estrutura
emulsificada possui uma camada mononuclear, polissacdridos e lipidos (Parker, 1996). Os
carotenos sdo incorporados maioritariamente na zona mononuclear, enquanto o grupo das
xantofilas se encontra mais a superficie da emulsao.

A incorporacdo das micelas representa um factor limitante na absorcdo dos
carotendides, quando ocorrem elevados niveis de ingestdo destes pigmentos (ingestdo superior a
20 mg), ndo se verificando esta limitagdo quando a ingestdo ¢ inferior (ingestdo inferior a 10
mg) (Parker, 1996). O limite de saturacdo de absorcdo de carotendides verifica-se para
suplementacdes superiores 100mg, o que sugere, como referido anteriormente, uma baixa
capacidade de incorporacdo micelar, ou uma capacidade limitada da translocagdo intracelular

até a assimilacdo em quilomicra.
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O local de incorporacdo na emulsio, tem particular importancia, pois, 0s componentes

que se encontram a superficie da emuls@o sdo espontaneamente transferidos para estruturas

micelares, enquanto o0s componentes

Emulsi
i Cilomicron , . ~
presentes no nucleo requerem a dlgestao

prévia. As xantéfilas e os carotenos ndo
polares, embora com mais dificuldade,
difundem-se por difusdo passiva através
da superficie das microvilosidades

intestinais (figura 9). A taxa de difusdo é

Mucosa Intestinal

determinada consoante a concentracio

Figura 9- Esquema representativo da absorcdo intestinal entre as micelas e as membranas dos

dos carotendides, adapatado de Furr e Clark, 1997. enterécitos (Furr e Clark, 1997; Parker,

1996; Perera e Yen, 2007).

O transporte dos carotendides no plasma € mediado por lipoproteinas. A distribui¢io
dos carotendides nas lipoproteinas € feita segundo as suas caracteristicas fisicas (polaridade) e a
composi¢do lipidica das lipoproteinas. Assim, o B-caroteno encontra-se maioritariamente nas
LDL (58-73%) e em menor quantidade nas HDL (17-26%) e VLDL (10-16%). Contrariamente,
a luteina e a zeaxantina estdo localizadas predominantemente nas HDL (53%) e em menores
percentagens nas LDL (31%) e VLDL (16%) (Parker, 1996).

Finalmente, os quilomicra formados na mucosa do intestino sdo transportados pelo
sistema linfatico até 4 corrente sanguinea onde sdo conduzidos através da veia porta até ao
figado e tecido adiposo. E no figado que ocorre a redistribui¢io de carotendides para outras
partes do corpo, apesar de ndo se encontrar totalmente esclarecido o seu processamento (Furr e
Clark, 1997; Parker, 1996; Schmitz et al, 1991). Até a data, o figado e o tecido adiposo
revelaram ser os locais de maior incorporacdo de concentracio de carotendides. A acumulacio
de carotendides nos tecidos encontra-se também relacionada com a sua funcio especifica nesse

tecido (Schmitz et al, 1991; Yeum e Russell, 2002).

1.3.3. Beneficios da incorporacio de carotendides na dieta

N

Existem uma pandplia de beneficios associados a ingestdo de carotendides. E bem
conhecido o papel antioxidante dos carotendides na protec¢do cutinea contra irradiagdo UV
(ultra-violeta). O tipo de lesdes provocadas por radiacio UV afecta em particular, lipidos
celulares, proteinas e ADN, o que potencia a formacdo de eritemas, envelhecimento precoce da
pele, fotodermatose e em casos de exposi¢do mais aguda o desenvolvimento de cancro de pele
(Chong et al, 2007; Perera e Yen, 2007; Tapiero et al, 2004). Alguns estudos in vitro

demonstraram que os carotendides previnem este tipo de lesdes, como evidenciado na figura 10,
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pela capacidade de captacdo de ROS, o que faz diminuir a sua concentra¢do no plasma e nos
ROS prodwzidos endogenaraente tecidos mediante o contacto com a luz UV

Prevengéo (Dixon et al, 1998; Perera e Yen, 2007;
Anticxdantes Rao et al, 2007). Também, a capacidade
Interacgdo corabiomoléculas celulares  dos  carotendides na proteccdo das

Lipidos, Proteinas, ADN Dy
(Lipidos, ’ ) membranas lipidicas contra a peroxidagdo

Processo de reparagio l l lipidica dos ROS se deve ao seu papel
antioxidante. Dai que, a ndo ingestdo de
Bioraoléculas oxadadas ..
‘ carotendides comprometa a
- susceptibilidade para lesdes oxidativas nos
: tecidos (Dixon et al, 1998; Perera e Yen,
Doengas cronicas 2007; Rao et al, 2007; Rodriguez-Amaya,
Figura 10- Intervencdo dos carotendides na 2001;Schmitz et al, 1991). Para actuarem

prevencdo do aparecimento de ROS, adapatado de

como antioxidantes € necessario que estes
Rao et al, 2007. q

pigmentos sejam incorporados nos tecidos
no local especifico numa concentra¢do suficiente para permitir a proteccado das moléculas apds
reducgdo dos (ROS Perera e Yen, 2007).

A capacidade dos carotendides na elimac¢do do oxigénio singleto (figura 11) encontra-se
relacionada com o sistema de ligacdes duplas (Rodriguez-Amaya, 2001). Embora, se encontre
demonstrado em estudos in vitro a capacidade antioxidante dos carotendides, in vivo este
mecanismo ainda ndo se encontra totalmente esclarecido. Tal deve-se sobretudo a baixa
concentracdo de carotendides nos tecidos humanos face as concentragdes utilizadas nos estudos
in vitro (Rodriguez-Amaya, 2001). Para além das propriedades antioxidantes conferidas pelos
carotendides, o seu consumo & essencial para a satide por outras razdes, nomeadamente, devido
ao papel desempenhado como pré-vitamina A (Rodriguez-Amaya, 2001).

No caso da visdo, oS  gyminacioHidrogénio  R'+ CAR (H) < RH+ CARe

carotendides  actuam  como N
) Transferéncia de Electrao R+ CAR « R-+CAR"™
protectores da mécula quando

exposta a processos  foto- Adicio R'+0,— ROO

oxidativos, evitando assim a Figura 11- Modelo esquemadtico de eliminagdo de ROS
pelos carotenéides (CAR), adapatado de Perera e Yen,

degradacio da mdacula litea da 2007,

retina (Chong et al, 2007; Perera e
Yen, 2007; Tapiero et al, 2004).

Os carotenéides desempenham ainda um papel preponderante a nivel do sistema
imunitdrio. Em primeiro lugar, actuam contra os agentes patogénicos, uma vez que, a activacio
do sistema imunitdrio, acciona a activac¢io de neutréfilos que por sua vez, conduzem a producio

de ROS em proporcdes considerdveis. Durante o processo inflamatdrio, a interac¢do com
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mediadores pré-inflamatérios, productos de origem bacteriana e receptores especificos,
desencadeia a activacdo de fagécitos o que resulta na libertacdo do enzima NADPH,
responsdvel pela producio de grandes quantidades de radicais superéxido (O%).
Consequentemente, a existéncia de metabolitos reactivos de oxigénio, e activacdo de neutréfilos
e mondcitos, conduzem a libertacdo para o espaco intracelular do enzima mieloperoxidase
(MPO). Este enzima € responsdvel pela oxidacdo de CI existente no espago intercelular,
originando acido hipocloroso (HCIO), nefasto para o organismo (Perera e Yen, 2007; Tapiero et
al, 2004). As substincias produzidas na sequéncia da resposta imunitdria posssuem um elevado
poder oxidante, podendo reagir com uma enorme gama de compostos bioldgicos, como
sulfidrilos, PUFA (existentes nas membranas das células imunitarias), ADN, nucleétidos de
piridina, aminoécidos aromdticos alifaticos e compostos azotados (Perera e Yen, 2007; Tapiero
et al, 2004).

Além da toxicidade directa associada aos agentes oxidantes derivados na consequéncia
da resposta imune, estes podem ainda indirectamente induzir a desregulacdo do equilibrio
protease / antiprotease existente da parede intestinal. Deste modo, a inactivagdo oxidativa de
importantes inibidores da protease em conjunto com a activag@o oxidativa de proteases latentes,
gera um ambiente favordvel que contribui para a degradagao da matriz intersticial, assim como a
lesdo das células epiteliais (Perera e Yen, 2007; Tapiero et al, 2004). De referir ainda que as
células imunitarias sdo sensiveis a existéncia de ROS externos, pois contém elevados niveis de
vitaminas antioxidantes que, presumivelmente, fornecem protec¢do contra a peroxidacio
lipidica e imunossupressao, estando ambos os processos associados a um risco relacionado com
o alto teor em PUFA (Brambilla et al, 2008; Perera e Yen, 2007; Tapiero et al, 2004). Estudos
anteriores demonstraram a relevancia da incorporagdo de vitaminas e carotendides, uma vez que
a sua auséncia pode desencadear a supressdo das funcdes imunitdrias, o que afecta a resposta
imunitdria mediada por células T e a resposta mediada por células B (Brambilla et al, 2008;
Schmitz, 1991).

Pelo que foi referido anteriormente, € simples depreender a importincia dos
carotendides e sua relacdo com a prevencdo cardiovascular. Ao longo dos anos, diversas
investigacdes tém vindo a sugerir que as doengas cardiovasculares sdo resultado de processos
continuos que incluem processos de stress oxidativo, disfuncdo endotelial, inflamagdao e
remodelagdo vascular, estando as disfun¢des endoteliais, relacionadas em grande escala com o
desiquilibrio homeostético entre o monéxido de azoto e ROS, como o anido superéxido e o
peréxido de hidrogénio. Por sua vez, o stress oxidativo originado por ROS desencadeia a
producdo de LDL oxidadas. Este aumento exacerbado de LDL encontra-se directamente
relacionado com a patogénese da aterosclerose, doenca, que em muito casos origina ataque
cardiaco ou isquémia do miocardio (Paiva e Russell, 1999; Perera e Yen, 2007; Riccioni, 2009;

Rodriguez-Amaya, 2001). Um estudo realizado pela Universidade de Harvard, no qual
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participaram 39 876 mulheres, evidenciou que a elevada concentragdo de licopeno e -caroteno
no plasma se encontrava associada ao menor risco de incidéncia cardiovascular. Este estudo
encontra-se de acordo com o sugerido pela comunidade cientifica sobre o beneficio no consumo
de carotendides para a prevencdo de doencas cardiovasculares (Perera e Yen, 2007; Riccioni,
2009; Stahl e Sies, 1996).

O estudo da ingestdo de carotendides mostrou concomitantemente os seus efeitos
hepatoprotectores (Murthy et al 2005). As func¢des desempenhadas pelo figado, ou seja a
producdo de energia através da oxidacdo lipidica, desintoxicagdo, destruicdo de bactérias
patogénicas, virus e hemdcias em fim de vida, entre outras reac¢des constantes do seu
catabolismo e anabolismo, proporcionam a libertacao de radicais e produtos de oxidagdo para o
organismo, e como tal é necessdrio que existam em simultineo, mecanismos de proteccio
contra este tipo de lesdes oxidativas (Guerin et al, 2003; Kim et al, 2009; Murthy et al 2005).
Ensaios anteriormente efectuados, evidenciaram que os extractos de microalgas da espécie
Chlorella vulgaris conferiam um efeito hepatoprotector em ratinhos com lesdes hepaticas
induzidas por CCL,, com consequente diminui¢cdo dos niveis serolgicos dos enzimas aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) e da lesdo tecidular (Kim et al,
2009). Um estudo desenvolvido por Murthy et al. (2005) revelou que o efeito hepatoprotector se
deve em parte a presenca de carotendides, visto que os carotendides obtidos através da
suplementacao tinham maior efeito anti-hepatotdxico em ratinhos com lesdo hepatica induzida
por CCly, do que o B-caroteno sintético ou B-caroteno isolado de uma outa fonte natural (Murthy
et al 2005). Outros estudos apontam ainda para a proteccdo que os carotendides conferem as
células intactas (por exemplo, as células hepdticas humanas HepG2) contra a peroxidacdo
oxidativa de lipidos (Paiva e Russell, 1999).

O consumo de carotendides parece simultaneamente estimular a comunicacdo
intercelular através das juncdes comunicantes. A participacdo destas biomoléculas nas jungdes
comunicantes sdo de particular interesse, assim como a participacao na fluidez das membranas,
papel estrutural e propriedades de permeabilidade das mesmas, desempenhando principalmente,
um papel protector contra a deteoriagdo das membranas. Os carotenos funcionam ainda como
receptores celulares, transportadores enzimdticos, actuam nos processos regulatérios e na
transducdo de sinais, pelo que a presenga/auséncia de carotendides na membrana afecta
putativamente o funcionamento dos sistemas acima referidos, afectando também a transferéncia
de electrdes ao longo da cadeia oxidativa (Baker, 2004; Britfon, 1995; Chen et al, 1998; Dixon
et al, 1998; Paiva e Russell, 1999; Stahl e Sies, 1996).

O estudo do metabolismo dos carotenéides em Humanos € de extrema importancia,
como foi sendo referido, pela sua associacdo a diminui¢do do risco de determinados tipos de
cancro, na prevencio de ulceras gastricas e CVD, na estimulagdo do sistema imunitario e ainda

na protec¢do da degeneragdo da mécula (Paiva e Russell, 1999; Perera e Yen, 2007).
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E fundamental ter ainda em consideracdo que o estudo dos carotendides em modelos
animais € limitativo, porque a maioria dos animais nao absorve ou metaboliza estes compostos

do mesmo modo que os humanos.

Em 2007, o Expert Group on |
Vitamins and Minerals (EVM),

Actividades Bioldgicas |

determinou um limite miximo seguro

Metebolisrao ds
Henobadticos

para os suplementos de -caroteno em
7 mg/dia (Strobel et al, 2007).

Em suma, os carotenodides sao
compostos de elevada importancia na

dieta, ndo s6 como precursores de

Vitamina A, mas também como | Prevencéo de Doencas |
protectores da fungdo celular Figura 12- Diferentes doengas, nas quais os carotendides

. ~ desempenham papéis importantes, adapatdo de Rao et al, 2007.
mediante o seu a funcdo
desempenhada como quelante de oxigénio singleto, como descrito a priori e agora

esquematizado na figura 12.
1.3.4. Desvantagens associadas ao consumo de carotenéides
Embora existam imensos beneficios associados a incorporacao de carotendides na dieta,

como anteriormente referido, algumas fontes sugerem efeitos adversos relativos a uma

suplementacdo com doses elevadas de [-

caroteno (Paiva e Russel, 1999). Tal deve-

[i-Carcteno

se ao facto dos suplementos de -caroteno : — 5

Stress ¢xidativo Stress oxidativo
ou outro tipo de carotendides em moderado ./ elevado
)/ Rugfllmadurcs)
condicdes de elevado stress oxidativo i, ocl-
7 Produtos de oxidagao
sofrerem degradacdo oxidativa, o que \stoutlon s
epoxidos)
origina elevadas quantidades de produtos Actiyiflade / Actividade
antlomdantcl_- tPare pro-oxidante
de degradagdo com propriedades pré- b
. Protecgio contra
oxidantes, como € o caso de compostos a oxidagdo do &0, 4
DMNA H0;
carbonilicos e epdxidos, altamente ﬂ ' Oxidacao do
DNA
. . Prevencio contra I
reactivos e que podem exercer efeitos piinn [ neu doncn decaies |

adversos na saide. Um desses possiveis ~ Figura 13- Esquema sintese da dualidade dos efeitos
antioxidantes e pré-oxidantes do p-caroteno, adaptado

mecanismos encontra-se exemplificado .
p de Siems ef al, 2005.

na figura 13 (Siems et al, 2005).
Este mecanismo revela que sob circunstincias de stress oxidativo moderado, o efeito

antioxidante do [B-caroteno prevalece. Contudo, em condi¢des de elevado stress oxidativo,
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podem ocorrer reac¢des adversas como: desemparelhamamento de translocase do nucledtido de
adenina, oxidacdo do grupo sulfidrilo, reducdo dos niveis de glutationa e acumulagdo de
malonaldeido (MDA). Assim, o aumento dos niveis de ROS apds a inibicdo do metabolismo
energético, em particular, de radicais de anides superdxido e perdxido de hidrogénio pode
causar distdrbios nas moléculas vizinhas (proteinas e &4cidos nucleicos), potenciando o
desenvolvimento de cancro. Esta explicacdo € plausivel para a compreensdo do aumento da
prevaléncia de cancro de pulmio em fumadores que ingerem doses elevadas de suplementos
carotendides (Siems et al, 2005).

Enquanto os mecanismos biolégicos dos carotendides ndo forem totalmente
esclarecidos, de modo a evitar efeitos adversos de uma dose téxica, os suplementos dietéticos
devem, ser utilizados segundo as doses de substituicdo indicadas por entidades competentes

(Thomas, 2006).

1.3.5. Perfil da Chlorella vulgaris em carotenéides

A espécie de microalga Chorella vulgaris (alga verde unicelular) pertence ao Reino:
Protista, Filo: Chlorophyta, Classe: Chlorophyceae, Ordem: Chlorococcales, Familia:
Oocystaceae, e Género: Chlorella. Este tipo de microrganismos eucaridticas unicelulares,
prevalecem maioritariamente em agua fria (Lee et al, 2010).

Nos anos 40, a espécie Chlorella vulgaris comecou a ser investigada do ponto de vista
nutricional, por ser uma promissora fonte de proteinas, lipidos, glicidos, vitaminas e minerais
(Day et al, 2009; Lee et al, 2010). Como pertence a Classe Chlorophyceae, a espécie Chlorella
vulgaris apresenta uma composicdo rica em carotendides, nomeadamente o e [-caroteno,
neoxantina, luteina, violaxantina e zeaxantina, que se encontram incorporados nas lamelas dos
cloroplastos. Na sua constituicdo € ainda possivel quantificar carotendides como cantaxantina e
astaxantina. No entanto, a composicao de carotendides nesta espécie, pode variar consoante as
condicdes impostas durante a carotenogénese, como stress salino, o que determina
posteriormente o aspecto e caracteristicas espectrais da microalga (Gouveia et al, 1996; Lee et
al, 2010).

Estudos da administracdo da Chlorella vulgaris em animais demonstraram efeitos
benignos a nivel de indmeras fun¢des bioquimicas, tais como efeito antioxidante e diminuigdo
dos niveis de glucose em ratinhos diabéticos (Kim et al, 2009; Murthy. et al, 2005) Estudos
realizados em coelhos revelaram até melhoramentos na actividade anti-inflamatéria e
diminui¢do dos niveis de colesterol apds suplementacdo com Chlorella vulgaris (Lee et al,
2010).

Os potenciais beneficios associados ao consumo de Chlorella vulgaris na variante

laranja sdo actualmente atribuidos a sua composi¢do em minerais, fibras, clorofilas e a um vasto
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espectro de antioxidantes como sdo o caso dos carotendides (Day et al, 2009; Lee et al, 2010).
Assim sendo, pelo que ja foi referido anteriormente, a escolha da microalga como fonte de

carotendides recaiu precisamente na Chlorella vulgaris.
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2. OBJECTIVOS

O presente trabalho tem como objectivo principal a avaliacdo das potencialidades da
introducdo na dieta humana de microalgas, nomeadamente a Diacronema vlkianum para o
estudo da incorporagdo e biodisponibilidade de 4cidos gordos n-3 e n-6 e Chorella vulgaris na
sua variante laranja, para um estudo de biodisponibilidade em carotendides. Deste modo, o
estudo foi delineado com modelos animais (ratinhos Wistar) nos quais foram efectuados testes
de toxicidade as respectivas microalgas, seguindo-se a determinagdo da incorporagdo das
biomoléculas (dcidos gordos e carotendides) durante um determinado periodo de tempo (2
meses relativamente ao estudo de 4cidos gordos e 1 més para o estudo de carotendides).

Os beneficios associados a suplementacdo com Diacronema vikianum foram avaliados
tendo em conta a concentragcdo de 4cidos gordos n-3 nomeadamente EPA e DHA, devido aos
seus conhecidos efeitos na satide a longo prazo e respectiva razdo Xn-3/Xn-6, nos diferentes
orgios e tecidos (eritrocitos, figado, rim, coragdo, gordura visceral e gordura subcutinea)
recolhidos ao longo das diferentes etapas do estudo, com o intuito de avaliar, ndo s6 os seus
efeitos imediatos mas também os efeitos a longo prazo. A fim de determinar a
biodisponibilidade/bioincorporagdo foi ainda avaliada a percentagem destes compostos contidos
nas amostras fecais.

Relativamente ao estudo da introdu¢do de microalga Chlorella vulgaris na sua variante
laranja como suplemento de carotendides na dieta, recorreu-se a estimacdo da
biodisponibilidade destes compostos nos diversos 6rgdos recolhidos (figado, coracdo, rim,
intestino, gordura visceral e gordura subcutdnea). Simultaneamente, foi avaliado, mediante a
andlise fecal, a taxa de excrecdo de carotendides nos dias iniciais, intermedidrios e finais do
respectivo estudo. Este passo envolveu a optimizacdo do método correspondente a extrac¢io de
carotendides dos compostos em causa, visto ainda ndo se encontrar estabelecido na literatura um
método de referéncia.

Finalmente, tendo em conta as informacdes recolhidas ao longo do estudo, um dos
objectivos passou pela divulgacdo dos beneficios para a saide humana da introducido das

respectivas microalgas na alimentacao humana.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Delineamento, material e caracteristicas gerais do estudo

A primeira parte do estudo conforme se encontra descrito na seccdo 3.2. foi relativa a
suplementacdo durante 2 meses com a microlaga Diacronema vlkianum. O delineamento da
suplementacao com Chlorella vulgaris é referido em detalhe na secgdo 3.3.

e Em ambos os estudos os modelos animais utilizados (ratinhos Wistar do sexo
masculino) foram colocados em gaiolas individuais abastecidas devidamente com um pouco de
serradura. As gaiolas foram colocadas em local fechado em condi¢bes de temperatura variaveis
entre 22°C-24°C, com uma humidade relativa (85%) e de ciclos de luminosidade controladas
(ciclo de luz/escuro de 12horas). Foi fornecida ragdo e dgua ad-libitum a cada ratinho.

* O manuseamento dos animais respeitou todas as normas internacionais de ética para o
tratamento de animais de laboratério. No final das respectivas fases de suplementagdo, os
ratinhos foram sacrificados apds a administracdo via intraperitonial de uma soluc¢do de Uretano
a 26% numa dose equivalente a 390 mg/kg (16,6ml/kg).

* A microalga Diacronema vlkianum foi produzida no INRB, LP./L-IPIMAR. A sua
cultura realizou-se em sacos de polietileno (100 L), devidamente enriquecidos com dgua salgada
esterilizada e meios de cultura Wallerstein e Miquel (3:1). Os bioreactores foram mantidos a
baixa exposi¢do luminosa e a uma temperatura varidvel entre 18°C a 26°C. Na fase final de
crescimento a microalga foi recolhida, centrifugada e liofilizada.

* A Chlorella vulgaris na variante laranja foi cedida pelo Instituto Nacional de
Engenharia, Tecnologia e Inovacdo, I.P. (INETI) e mantida a -20°C até a sua utilizacdo. O
cultivodesta microalga foi feito em meios de crescimento apropriados (Vonshack, 1986) a uma
temperatura de 25°C e exposto a luminosidade reduzida. Apds a producdo de biomassa,
induziram-se aos meios de cultura condi¢des de stress salino (adi¢do de NaCl (30%) e privagao
de azoto). A biomassa microalgal foi finalmente recolhida por centrifugagdo e liofilizacdo.

* A administracdo didria das respectivas microalgas foi efectuada por sonda nasofégica,
apods a preparacdo de uma suspensdo aquosa das mesmas. A cada ratinho foi entdo administrado
diariamente durante o tempo de suplementacdo respectivo cerca de 3 mL do preparado

correspondente.
3.2. Delineamento do estudo da suplementacio com Diacronema vilkianum
A afericdo dos beneficios na satide humana resultante da incorpora¢do da microalga

Diacronema vikianum foi delineada com 34 ratinhos (Wistar), todos do sexo masculino e com

um peso médio de 300g £15,9 (figura 14). 16 ratinhos serviram de controlo (n=4 sacrificados ao
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fim de 15 dias; n=6 sacrificados ao fim de 1més e n= 6 sacrificados ao fim de 2 meses), ndo
tendo sido alvo de suplementacdo. Nos restantes 18 ratinhos (n=4 sacrificados ao fim de 1
semana, n=7 sacrificados ao fim de 1 més e n=7 sacrificados ao fim de 2 meses) houve
suplementacdo numa suspensdo com 4gua e com microalga na propor¢do didria de 1,25g de
Diacronema vlkianum/ kg / dia, o equivalente a administracio de 500mg de EPA+ DHA
diariamente, o que se encontra de acordo com o estabelecido pela International Society for the

Study of Fatty Acids and Lipids (ISSFAL, 2004), para a manuten¢do da satide cardiovascular.

Grupo Controlq ‘
n=16 &%

n=4 &, sacrificados ao
fim de 15 dias

n=6 Q\ sacrificados ao
fim de 1 més

n=6 S sacrificados ao
fim de 2 meses

A [} .
@ « «

Figura 14- Esquema representativo do delineamento experimental do grupo suplementado
com Diacronema vikianum e respectivo grupo controlo.

3.2.1. Extraccao de acidos gordos nas amostras

Foram estabelecidas determinagdes da composicdo de 4cidos gordos em amostras
bioldgicas em 4 passos principais: extrac¢ao lipidica, isolamento dos componentes lipidicos,
derivatizagdo para volatilizar os compostos e respectiva andlise por GC (Cromatografia Gés-
Liquido).

O método descrito por Lepage e Roy (1986), sujeito a ligeiras adaptacdes foi o utilizado
para extrac¢do dos ésteres metilicos dos dcidos gordos (FAME) das amostras a analisar. Assim,
as amostras recolhidas ao longo do estudo (15 dias, 1 més, 2 meses) de coracdo, figado, rim,
gordura visceral e gordura subcutinea foram liofilizadas durante 24 horas num liofilizador
(Heto Power Dry LL3000, Reptblica Checa) a uma temperatura de -80°C. A liofilizagdo das
amostras foi efectuada, uma vez que estas se encontravam congeladas. Este processo permite
assim a répida sublimacio da dgua solidificada como consequéncia do elevado vacuo.

Ap6s a liofilizagdo foram pesados aproximadamente 300 mg (balanga: Mettler AT201
FACT, d=0,01mg, Suica), dos respectivos 6rgaos e das amostras fecais recolhidas, a excepcgao
das amostras de gordura em que se pesaram 150mg. Este material foi de seguida transferido
para tubos de 15mL de capacidade, munidos de rosca. Efectuou-se ainda a andlise em duplicado
de uma amostra de microalga Diacronema vikianum, a fim de se poder inferir sobre o seu perfil

em 4cidos gordos, assim como a andlise em duplicado de amostras da ragdo consumida pelos
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ratinhos ao longo do estudo. A cada tubo foram adicionados SmL de solugdo de cloreto de
acetilo e metanol a 5% (1:19) com adi¢do de 100puL de padrao interno (21:0). O uso da mistura
de cloreto de acetilo e metanol a 5% na razdo 1:19 permite como explicado anteriormente a
extraccdo dos lipidos da membrana das amostras.

Os tubos foram seguidamente agitados no vortéx (Reax Control da Heidolph,
Alemanha) durante 30 segundos e posteriormente colocados em Banho-Maria (modelo 3047,
Kotterman, Alemanha) a 80°C durante 1 hora. Depois de arrefecidas as amostras a temperatura
ambiente, adicionou-se a cada tubo 1 mL de agua Mili-Q e 2 mL de n-hexano, agitando-se
novamente cada tubo durante 30 segundos no vortéx, de modo a promover a separagdo de fases.
Como esta mistura forma uma tnica fase miscivel, a adi¢do de dgua e n-hexano, funciona na
separacio da mistura resultando na formagado de 2 fases: uma fase inferior- metanol/dgua e uma
fase superior — n-hexano, onde se encontram os lipidos extraidos dos tecidos.

A fim de facilitar a separacdo da fase orginica da fase aquosa, foi efectuada a
centrifugacdo das amostras durante 5 min a 2300g (centrifuga: sigma, B. Braun, Alemanha).
Cada fase orgénica respectiva (fase superior) foi recolhida e filtrada através de uma coluna com
algoddo e sulfato de sédio anidro para um vial de GC de dmbar devidamente identificado. Em
algumas amostras, dada a pouca concentracdo de ésteres metilicos foi necessario transferi-las
para “inserts” (redutores de volume).

Antes de injectadas no cromatdgrafo, as amostras foram primeiramente concentradas,
num evaporador de azoto (Pierce Reacti-Thermlll, Alemanha), durante aproximadamente 10
minutos e ressuspendidas em 200puL de n-hexano.

Todos os reagentes utilizados referidos precedentemente sdo da marca Merck KGaA

(Darmstadt, Alemanha) com grau de pureza p.a. (para andlise).

3.2.2. Analise da presenca de acidos gordos nas amostras por GC-FID

A técnica mais usual para determinacio qualitativa e quantitativa de 4cidos gordos € a
Cromatografia Gas-Liquido. O uso de colunas polares permite a separagdo dos FAME de
acordo com o seu ponto de ebulicdo e a polaridade. Em geral cadeias de 4cidos gordos mais
curtas e com menor nimero de ligagdes duplas eluem primeiro lugar. A acoplagdo da técnica de
GC a um detector de ionizacdo de chama oferece uma melhor optimizagdao das condi¢des de
opera¢do, o que aumenta o intervalo linear possibilitando a obtengcdo de bons resultados
quantitativos (Nelson e Cox, 2005).

Os FAME foram entdo separados e quantificados por andlise cromatogréfica realizada
por injec¢do automdtica de 20uL. de amostra no cromatégrafo gas-liquido CP-3800 com FID
(Varian Inc., Estados Unidos Da América (EUA)) — (figura 15) equipado com um detector de

ionizag¢do de chama.
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A separacdo foi efectuada numa coluna capilar de silica fundida DB-WAX (Agilent
J&W Scientific, EUA) com um filme de polietilenoglicol,
30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e
0,25um de espessura de filme (30 mX, 0.25 mm ID,
X0.25um), utilizando hélio como géds de arrastamento. As
temperaturas do injector e detector foram mantidas
constantes ao longo da andlise a 250°C, durante os cerca

de 40 minutos de andlise. A coluna capilar por sua vez foi

aquecida a 180°C durante 5 min, sofrendo um aumento :
gradual de 4°C/min até atingir os 220°C, temperatura Figura 15- GC- FID, Agilent J&W
que foi mantida durante os 25 min de cada corrida. No Scientific. EUA.

final de cada andlise a coluna foi aquecida até 240°C a uma velocidade de 20°C/min e mantida a
240°C durante 15 min (programa de limpeza).

As dreas dos picos foram obtidas recorrendo a um software da Varian e os valores
expressos em percentagem do total da resposta ndo corrigida do detector. Os ésteres metilicos
presentes na amostra foram identificados por comparagdo com os tempos de retengdo dos
padrdes individuais de ésteres metilicos (padrio PUFA 3) fornecidos pela Sigma (St. Louis,
EUA).

A andlise quantitativa por GC-FID basea-se na relacdo entre a massa dos carbonos
“efectivos” (4atomos de carbono das unidades de metileno, que no caso dos FAME
correspondem a todos os carbonos, a excepc¢io do carbono do grupo carboxilico) e da resposta
do detector. A quantificagdo do 4cido gordo € entdo efectuada com base na comparagio da sua
drea com a area do padrdo interno de concentracdo conhecido. Deste modo, sendo possivel por
este método estabelecer a percentagem relativa das areas de cada dcido gordo em comparacio
com o total de 4cidos gordos na amostra. O cédlculo da percentagem associada a cada acido
gordo foi feito de acordo com a seguinte férmula:

% acg= (Aucgx100)/(Aoar-Api)

Legenda:
% acg : percentagem relativa de dcido gordo Ayt drea dcido gordo
M,; : Massa do padrdo interno (mg) Api Area do padrio interno

Agotar: Somatério das dreas de todos os 4dcidos gordos
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3.3. Delineamento do estudo da suplementacao em Chlorella vulgaris na variante

laranja

Quanto a suplementacdo com carotendides na dieta, foi utilizada uma populacdo de 19
ratinhos Wistar machos com pesos corporais médios de 304,9 + 13,6 g. (figura 16) Formaram-se
2 grupos, um grupo controlo (n=3 sacrificados ao fim de 1 semana e n=5 sacrificados ao fim de
1 més) aos quais se administrou diariamente dgua per os e um grupo (n=5 sacrificados ao fim de
1 semana e n=6 sacrificados ao fim de 1 més) suplementado diariamente com uma dose diaria
de 1,38g/kg da microalga Chlorella vulgaris (laranja), o equivalente a uma dose de carotendides
de 1,71mg/kg/dia, (aproximadamente 1,6 vezes superior a dose maxima de P-caroteno indicada
pela FSA (UK, Food Standards Agency®) -Tmg/dia), sob a forma de suspensdo aquosa per os.
Esta conversdo foi determinada com a respectiva aplicagdo de factores de conversdao de doses

animal/homem com base na massa corporal (Guidance for Industry, FDA, Julho de 2005).

Grupo Cnntru_ln ‘
n=38 m

n=3 -, sacrificadosao
fim de 1 semana

n=>5 3‘1 sacrificados ao
fimde 1 més

. .
L 4 &£

Figura 16- Esquema representativo do delineamento experimental do grupo suplementado com

Chlorella vulgaris e respectivo grupo controlo.

3.3.1. Determinacio dos carotendides totais na Chlorella vulgaris na sua variante

laranja

O método de determinagdo de carotendides totais foi adaptado e baseado de Gouveia et
al. (1996). Deste modo, pesaram-se 10 mg de material liofilizado de Chlorella vulgaris em
duplicado para tubos de vidro de 18 mL munidos de rosca, aos quais se adicionaram
posteriormente 5 mL de acetona. A amostra foi depois sujeita a homogenizacdo num
homogenizador (Polytron PT 3100 D, Suica) a 9300 rpm durante 2 minutos. Finda a
homogenizagdo, as amostras foram colocados num banho de ultrasons (Transsonic T570/H
(ELM) Alemanha), durante 10 minutos. Findo o banho de ultrasons as preparacdes foram
novamente sujeitas a agitacdo, realizada num vortex durante cerca de 2 minutos. Seguiu-se uma
centrifugacdo a 2100 g realizada durante 10 min. Apds a centrifugacdo recolheu-se o
sobrenadante que serviu para a determinacdo de carotendides totais. A determinagdo de
carotendides totais foi realizada a 475nm num espectofotometro UV/visivel (UNICAN,

Alemanha).
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3.3.2. Extraccao de carotendides das amostras

A extraccdo de carotendides nas amostras de 6rgdos recolhidos (rim, figado, coracio,
intestina, gordura visceral e gordura subcutanea) apds o sacrificio dos ratinhos ao fim de 1 més,
da ragdo, da microalga Chlorella vulgaris e das amostras fecais recolhidas diariamente foi feita
segundo o método de Prates et al, 2006 sujeito a ligeiras adaptacoes.

A determinagdo de carotendides segundo este método procedeu-se em duplicado para
amostras de Chlorella vulgaris, racdo consumida e amostras fecais. Pesaram-se entdo 75 mg de
cada amostra previamente liofilizada e devidamente moida para tubos de vidro 18 mL de
capacidade munidos de rosca. Seguidamente, adicionaram-se cerca de 0,20g de acido ascérbico
e BHT e 5,5 mL de solugdo de saponificagao- solucio extemporanea em que se dissolveu KOH
p.a. na percentagem de 11% (w/v) em etanol absoluto p.a. 55% (v/v) e 4dgua destilada 45%
(v/v)). Os tubos foram de imediato sujeitos a agitagdo, com o intuito de evitar aglomeragdo dos
fragmentos da amostra. O ar dos tubos foi substituido por azoto, e rolhados de seguida, de modo
a evitar possiveis contactos com oxigénio, que pudesse causar degradacdo da amostra. Mais
uma vez, os tubos agora rolhados foram agitados até dissolver completamente o dcido
ascorbico, e de seguida aquecidos num banho Maria a 80°C durante 15 minutos, com agitacdo a
200 rpm. Retirados do aquecimento, foram arrefecidos em agua fria durante 1 minuto (<50°C).
Seguidamente adicionaram-se 2 mL de &4gua destilada, 3 mL de n-hexano, agitando-se
vigorosamente no vortex durante 2 min. Na fase final as preparacdes foram centrifugadas a
2000g durante 5 min. Finda a centrifugacdo, as fases superiores (n-hexano) foram aspiradas para
tubos pequenos com tampa. Adicionou-se sulfato de sédio anidro para os tubos pequenos que se
agitaram no vortex durante 10segundos. Finalmente, filtrou-se uma aliquota das fases do n-
hexano (superiores) com recurso a seringas equipadas com filtros 0,22um, para frascos de
ambar de 1,5mL, para posterior injec¢cdo no HPLC.

Durante todo o procedimento laboratorial, o manuseamento das amostras foi efectuado
de modo a conferir reprodutibilidade ao ensaio, assim como as manipula¢des foram efectuadas
com a minima exposicdo directa a luz solar e colocados em viais de ambar devido a

sensibilidade das espécies de carotendides.

3.3.3. Analise da presenca de carotendides nas amostras por HPLC

A técnica de HPLC, é uma técnica cromatogréfica que se distingue das demais porque a
fase movel se encontra a alta pressdo. O uso de elevadas pressdes permite uma reducdo no
diametro das particulas da fase estdciondria, localizada no interior da coluna cromatografica. Os
compostos a analisar sdo entdo separados de acordo com a polaridade e interacdo respectiva

com a fase estaciondria (Rodriguez-Amaya, 2001). O HPLC (Agilent 1110 Series — Agilent
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Technologies Inc., Palo Alto, CA, EUA) utilizado para
determinacdo de carotendides era composto por uma
bomba quaternaria G1311A, desgaseificador G1322A,
forno termoestitico GI1316A, auto-injector com
arrefecimento G1313A e detector UV GI1315B (figura
18). A analise foi efectuada com uma coluna C18 de fase
reversa: Phenomenex 250 x 4,60nm ID e com tamanho
de particulas de Spum. (Gemini 5UCI8 110 EUA),

mantida a 20°C durante as determinac¢des. A fase mdvel

utilizada foi uma mistura de acetonitrilo: acetato de etilo Figura 17- HPLC Agilent 1110, EUA.
(93:7; v/v/v) com gradiente varidvel (7% acetato de etilo até aos 20 min, 10% de acetato de etilo
aos 30 min, com retoma ao valor inicial acetato de etilo (7%) até aos 45 minutos). Cada corrida
teve a duracdo maxima de 45 minutos.

O fluxo usado foi de 0,5mL/min até aos 20 min e 1 mL/min a partir desse tempo, com
um volume de injeccdo de 30uL. A deteccdo foi feita para todos os compostos a um
comprimento de onda de 450nm, comprimento de onda no qual se identificam a maioria dos
compostos esperados na observacdo. A fase mdvel escolhida estd também relacionada com a
melhor separacdo dos compostos.

Para que fosse possivel quantificar as amostras recolhidas ao longo do estudo,
efectuaram-se curvas de calibracdo com os seguintes padrdes: Astaxantina (SIGMA, Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO EUA) > 92% FW= 596,9; B-caroteno (SIGMA, Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO EUA) = 95% FW= 536,89; Luteina (Fluka, Fluka Chemie AG, Buchs,
Switzerland) ~90% FW= 568,90; Zeaxantina (Fluka, Fluka Chemie AG, Buchs, Switzerland) >
95% FW= 568,87.

A quantificacdo dos compostos nas amostras foi efectuada com recurso a calibragdo

externa.
3.4. Analise estatistica

Apés a obtencdo de todos os resultados confirmou-se a normalidade dos valores pelo
teste Shapiro-Willks. Os resultados obtidos relativamente ao estudo dos acidos gordos entre
intergrupos  (comparacdo entre grupos diferentes) foram posteriormente tratados
estatisticamente, recorrendo para isso a andlise da regressdo de varianicas ANOV A univaridvel.
Para comparagdes entre intragrupos (comparagdo dentro do mesmo grupo ao longo do tempo),

utilizou-se o teste “T” de-student. Consideraram-se diferengas significativas para valores de
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p<0,05. Para andlise estatistica e realizacdo de graficos utilizou-se o software Microsoft Excel
2007 (Microsoft, Inc., EUA).
Todos os resultados foram expressos através da média de cada grupo e do respectivo

desvio padrdo. Nos casos em que se verificaram valores considerados outliers, estes foram

excluidos e ndo entraram na analise dos resultados.
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4. RESULTADOS
4.1. Perfil percentual dos acidos gordos da Diacronema vlkianum e da racao

O perfil lipidico determinado em percentagem dos 4cidos gordos totais para a

Diacronema vlkianum e racdo consumida encontra-se visivel na tabela 1.

o L] . L

Acido gordo (MédiazD.P.) Acido gordo (MédiatD.P)
14:0 (acido miristico) 13.00+0.23 14:0 (acido miristico) 0,600,01
16:0 (dcido palmitico) 8.77x0,07 16:0 (dcido palmitico) 19.17+0,11
18:0 (acido estedrico) 0.09=:0,00 18:0 (acido estedrico) 1,95x0,06
Total SFA 23,35+0,16 Total SFA 22,12+0,16
16:1 (acido palmitoléico) 17,51£0,06 16:1 (acido palmitoléico) 0.64+0,01
18:1 (acido oléico) 206001 18:1 (acido oléico) 18.150.01
Total MUFA 22,39+0,18 Total MUFA 20,23+0,18
18:2n-6 (LA) 0,33+0,03 18:2n-6 (LA) 5001023
18:4n-3 (STD) 145027 18:4n-3 (STD) 0,11+0,00
20:4n-6 (AA) 127+0,01 20:4n-6 (AA) 0,03+0,05
20:5n-3 (EPA) 2133037 20:5n-3 (EPA) 0,62+0,08
21:5n-3 (DPA) 6,48+022 21:5n-3 (DPA) ND.
21:6n-3 (DHA) 3,35+027 21:6n-3 (DHA) 1.32+0,01
Total PUFA £3.26:0,11 Total PUFA 57.65+0,11

A) B)

Tabela 1- Perfil dos 4cidos gordos em percentagem relativa determinados para a Diacronema vikianum
(A) e para a racdo (B) (D.P.- desvio padrdo; N. D.- Ndo detectado).

A andlise do perfil lipidico da microalga e da ragcdo permite verificar que nas duas
dietas, o conjunto de dcidos gordos polinsaturados € o constituinte percentual maioritario.

O perfil lipidico da Diacronema vikianum (tabela 1 A)) revela que a sua composi¢io
percentual é rica em EPA (21,33%=+0,37), dcido palmitoléico (17,51% + 0,06) e 4cido miristico
(13,09%=0,25).

Por sua vez, a composic¢do lipidica da racdo (tabela 1 B)) demonstra niveis percentuais
mais elevados de LA (50,01%= 0,23), de dcido palmitico (19,17% + 0,11) e de &cido oleico
(18,15%=+0,01) quando feita a analogia com o perfil lipidico da microalga utilizada.

Comparando o perfil lipidico da Diacronema vikianum com a racdo, constata-se ainda
que a percentagem de DPA e DHA na microalga é superior, ndo tendo sido detectada a

existéncia de DPA na racdo.
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4.2. Determinacao dos acidos gordos dos orgaos e tecidos analisados

Em seguida, encontram-se os resultados obtidos da andlise da presenca de 4cidos gordos

nos eritrécitos (RBC), figado, rim, coragdo, gordura visceral e gordura subcutnea nos grupos

controlo e suplementado ao longo das diferentes etapas do estudo (15 dias, 1 més e 2 meses).

Os resultados obtidos encontram-se nas figuras 18 a 31, estando em anexo as

respectivas tabelas dos resultados.

4.2.1. Composic¢ao percentual de acidos gordos dos Eritrocitos

Nas figuras 18 e 19 encontram-se respectivamente representados os dados obtidos da

composi¢do percentual de 4cidos gordos nos diferentes grupos e a variagdo da mesma no grupo

suplementado.
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Figura 18- Composicdo percentual dos 4cidos gordos dos eritrécitos ao fim de 2 meses no grupo controlo e
grupo suplementado: A) Distribuicdo dos diferentes dcidos gordos; B) Distribui¢do de 4cidos gordos totais
em funcdo do grau de saturacdo; C) Variagdo da razdo de Xn-3/2n-6 nos diferentes grupos. (*- existéncia de
diferencas significativas entre os grupos- p-value <0,05).

Como se verifica na figura 18 A) ao fim de 2 meses observam-se diferencas

estatisticamente significativas (p<0,05) para o dcido gordo AA, EPA e DPA. A excepcgdo do
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AA, quer o EPA, quer o DPA apresentam uma percentagem de incorporagdo superior nos
eritrécitos do grupo de ratinhos suplementados (EPA: 1,32% + 0,11 e DPA: 2,32% + 0,10), em
comparagdo ao grupo controlo (EPA: 0,59% + 0,07 e DPA: 1,65% + 0,16).

Também a andlise da razdo Xn-3 / Zn-6, regista diferencas significativas (p<0,05),
verificando-se uma superioridade percentual da mesma no grupo sujeito a suplementado com D.
vikianum (figura 18 C). Por sua vez, os resultados obtidos para o total de SFA, MUFA e PUFA

ndo revelaram a existéncia de diferencas significativas (figura 18 B).
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Figura 19- Variacdo percentual de 4cidos gordos dos eritrécitos em diferentes etapas do estudo no grupo
suplementado com D.vikianum. A) Variagdo dos diferentes dcidos gordos ao longo do tempo; B)
Varia¢@o dos 4cidos gordos totais em fung@o do grau de saturagdo ao longo do tempo; C) Variagdo da
razdo Xn-3/Zn-6 ao longo do tempo (*- existéncia de diferencas significativas entre os grupos-p-
value<0,05).

Pela andlise da figura 19 observa-se que os biomarcadores de especial importancia neste
estudo (EPA, DPA, DHA e a razdo Xn-3/Zn-6) revelam um aumento estatisticamente
significativo (p<0,05) ao fim de 2 meses de suplementacio (figura 19 A,C).

O total de saturados apresenta igualmente diferencas significativas (p<0,05) no final do

estudo, registando-se uma diminui¢do da sua percentagem (figura 20 B).
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4.2.2. Composicao percentual de acidos gordos do Figado

A distribuicdo e variagdo percentual ao longo do estudo dos diferentes dcidos gordos em
andlise sdo visiveis nas figuras 20 e 21, respectivamente. Na tabela 2 presente nos anexos,

encontram-se os restantes resultados obtidos.

25,00

20,00

—
—
—
—

=
=
=

|

—

—

—
|»—|

relativa

%
=
=
=

I
5,00 | II J_l B B
211 208
03 '
P II 0:521 ”171
0,00 +=== T T T T |
I S
& & &5 90
Controlo Suplementado A)
50,00 [ In-3/in-6
40,00 — 040 R
ok 1
2 30m+— — 0.30 \ —
E I
K] 2
= 2000 T— — Lé 020 —— EE— —
=
10,00 — ———— I I — — 010 +— —
0,00 T 0,00 .
Total SFA Total MUFA Total PUFA Controlo Suplementado
Controlo ™ Suplementado B) C)

Figura 20- Composicdo percentual dos dcidos gordos do figado ao fim de 2 meses no grupo controlo e
grupo suplementado: A) Distribuicdo dos diferentes dcidos gordos; B) Distribui¢do de 4cidos gordos
totais em funcdo do grau de saturagdo; C) Variacdo da razdo de Xn-3/Zn-6 nos diferentes grupos. (*-
existéncia de diferencas significativas entre os grupos- p-value<0,05).

A andlise estatistica efectuada entre grupos no final do estudo revela diferencas
significativas (p<0,05) para o AA, EPA, DPA, total de SFA e para a razdo Xn-3/Xn-6. Do
conjunto de compostos referidos anteriormente todos registam superioridade percentual no

grupo suplementado, exceptuando o AA (figura 20 A e C).
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Figura 21- Variagio percentual de dcidos gordos do figado em diferentes etapas do estudo no grupo
suplementado com D.vlkianum: A) Variac¢do dos diferentes acidos gordos ao longo do tempo;B) Variagio
dos 4cidos gordos totais em funcdo da saturacio ao longo do tempo; C) Variagdo da razdo Xn-3/Xn-6 ao
longo do tempo (*- existéncia de diferencgas significativas entre os grupos-p-value<0,05).

Pela observacdo da figura 21 A), constata-se ainda uma variagdo com aumento
estatisticamente significativo do EPA (inicio 0,80%+0,06 vs fim 2,11%+0,19), DPA (inicio
1,16%=0,19 vs fim 2,05%=0,25) e da razdo Xn-3/Zn-6 (inicio 1,23%=0,02 vs fim 0,32 %=+0,02)
entre o inicio e fim da suplementagdo.

Os resultados obtidos ndo determinaram a presenca de outras diferengas estatisticas

consideraveis.

4.2.3. Composicao percentual de acidos gordos do Coracao

A composicdo em percentagem de dcidos gordos no coracdo dos diferentes grupos é
apresentada na figura 22. Na figura 23 € visivel a variacdo percentual registada para o coracio
ao longo da suplementacdo.

O resultado obtido para a distribui¢do e variagcdo da composi¢do percentual de acidos
gordos no coracdo ao longo do tempo e nos diferentes grupos encontra-se também disponivel na
tabela 3 dos anexos.

A andlise estatistica efectuada entre os dois grupos no final do estudo, apenas revela a
existéncia de diferengas significativas (p<0,05) para o EPA (figura 22 A), sendo o nivel de EPA

superior no grupo sujeito a suplementacao.
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Figura 22 - Composicdo percentual dos 4cidos gordos do coragdo ao fim de 2 meses no grupo controlo e
grupo suplementado A) Distribui¢do dos diferentes dcidos gordos; B) Distribuicao de dcidos gordos totais
em funcdo do grau de saturacdo; C) Variagdo da razdo de Xn-3/Zn-6 nos diferentes grupos. (*- existéncia
de diferencas significativas entre os grupos-p-value<0,05)

Relativamente a andlise da variacdo da composicdo percentual de 4cidos gordos ao
longo do estudo no grupo suplementado, apuram-se diferencas significativas (p<0,05) com

particular interesse para o 4cido gordo AA e EPA.
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Figura 23-Varia¢do percentual de 4cidos gordos do coracdo em diferentes etapas do estudo no grupo

suplementado com D.vikianum: A) Variacao dos diferentes dcidos gordos ao longo do tempo; B) Variagdo
dos 4cidos gordos totais em func¢do do grau de saturacdo ao longo do tempo; C) Variacdo da razdo Zn-3/Zn-
6 ao longo do tempo (*- existéncia de diferencas significativas entre os grupos- p-value<0,05).

Alimentos funcionais com microalgas: nova fonte de pigmentos, antioxidantes e dcidos gordos 6mega -3 41



Ao passo que o AA apresenta uma diminui¢ado significativa no seu valor ao fim de dois

meses, para o0 EPA observa-se precisamente o contrdrio (figura 23 A).
4.2.4. Composicao percentual de acidos gordos do Rim

A distribuicdo e variagdo da composicao percentual de dcidos gordos no rim encontra-se

representada na figura 24 e 25, respectivamente.
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Figura 24- Composicdo percentual dos 4cidos gordos do rim ao fim de 2 meses no grupo controlo e
grupo suplementado: A) Distribuicdo dos diferentes acidos gordos; B) Distribui¢do de 4cidos gordos
totais em fungdo do grau de saturacdo; C) Variagdo da razdo de Xn-3/Zn-6 nos diferentes grupos (*-
existéncia de diferencas significativas entre os grupos-p-value<0,05).

A determinacdo da composi¢do percentual de dcidos gordos ao fim de 2 meses nos
diferentes grupos, ndo afere diferencas significativas (p<0,05) nos biomarcadores com maior
interesse para este estudo (EPA; DPA e DHA).

Para o rim, o efeito da suplementacdo com D. vlkianum durante 2 meses apenas se
traduz alteracdes percentuais significativas no 4dcido miristico (figura 24 A).

A andlise da variacdo percentual de 4cidos gordos no grupo suplementado revela a

existéncia de diferencas significativas (p<0,05) no acido 14:0, 16:0, 16:1, sem registo de outras

alteracdes significativas (figura 24 A).
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Figura 25-Variacdo percentual de 4cidos gordos do rim em diferentes etapas do estudo no grupo
suplementado com D.vikianum: A) Variagdo dos diferentes dcidos gordos ao longo do tempo; B)
Varia¢do dos dcidos gordos totais em fung@o do grau de saturagdo ao longo do tempo; C) Variagdo da
razdo Xn-3/Zn-6 ao longo do tempo (*- existéncia de diferencas significativas entre os grupos-p-
value<0,05).

Simultaneamente, a composi¢do percentual do total de SFA no rim no final da

suplementacio revela uma diminuigdo estatisticamente significativa (p<0,05) (figura 25 B).
4.2.5. Composicao percentual de acidos gordos da Gordura Subcutinea

Os graficos da figura 26 sdo relativos a composicdo percentual dos dcidos gordos na
gordura subcutanea determinada para os diferentes grupos.

Os resultados obtidos reflectem a ocorréncia de diferencas significativas (p<0,05) para o
EPA (0,06%=0,05 no grupo controlo vs 0,21%=0,04 no grupo suplementado) e para a razio Xn-
3/Zn-6 (grupo controlo: 0,07%=0,01 e grupo suplementado: 0,09%=+0,01). Quer num caso, quer
noutro, as diferencas verificadas encontram-se associadas a um aumento da composi¢do

percentual na gordura subcutanea observada no grupo suplementado (figura 26 A).
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Figura 26- Composicdo percentual dos dcidos gordos da gordura subcutinea ao fim de 2 meses no
grupo controlo e grupo suplementado: A) Distribuicdo dos diferentes dcidos gordos; B) Distribuigéo
de acidos gordos totais em func¢fo do grau de saturagdo; C) Varia¢do da razdo de Xn-3/Zn-6 nos
diferentes grupos (*- existéncia de diferengas significativas entre os grupos-p-value<0,05).

A figura 27 representa a variacdo da composicdo percentual no grupo de ratinhos

suplementados ao longo do tempo.
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Figura 27- Variacdo percentual de acidos gordos da gordura subcutinea em diferentes etapas do estudo
no grupo suplementado com D.vlkianum: A) Variagdo dos diferentes dcidos gordos ao longo do tempo;B)
Variagdo dos 4cidos gordos totais em fung@o do grau de saturagdo ao longo do tempo; C) Variagdo da
razdo Xn-3/Zn-6 ao longo do tempo (*- existéncia de diferencas significativas entre os grupos-p-
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A figura 27, mostra entdo que existem diferencas significativas (p<0,05) para o
biomarcador da dieta EPA no final da suplementacio. Assinala-se assim um aumento percentual
no fnicio do estudo de 0,06%=+0,05 para 0,24%=+0,04 (figura 27 A).

O mesmo tipo de andlise aferiu diferencas significativas para o total de PUFA, apesar
desta diferenca ser causada pela diminuicio percentual do total PUFA no final do estudo (inicio

35,11%+2,02 vs fim 31,41%=+1,72) (figura 27 B).

4. 2.6. Composicao percentual de acidos gordos da Gordura Visceral

As figuras 28 e 29 sido relativas a composic¢do percentual de dcidos gordos na gordura

visceral determinada nos dois grupos e na sua variagdo no grupo sujeito a suplementacio.
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Figura 28- Composicdo percentual dos dcidos gordos da gordura visceral ao fim de 2 meses no grupo
controlo e grupo suplementado: A) Distribui¢do dos diferentes dcidos gordos; B) Distribui¢do de dcidos
gordos totais em func¢do do grau de saturacdo; C) Variag¢do da razdo de Xn-3/Xn-6 nos diferentes grupos
(*- existéncia de diferencas significativas entre os grupos-p-value<0,05).

Relativamente aos resultados da distribuicdo percentual dos 4cidos gordos na gordura
visceral nos diferentes grupos, verificam-se diferencas significativas (p<0,05) para o EPA
(figura 28 A). A percentagem registada de EPA, revelou ser significativamente superior no

grupo suplementado (0,22%=+0,07) em compara¢do com o grupo controlo (0,04%=0,03).
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Para o total de SFA, MUFA, PUFA e razido Xn-3/2n-6 nao foram determinadas

diferengas significativas.
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Figura 29- Variacdo percentual de dcidos gordos da gordura visceral em diferentes etapas do estudo no
grupo suplementado com D. vikianum: A) Variagdo dos diferentes 4cidos gordos ao longo do tempo; B)
Varia¢do dos dcidos gordos totais em fungdo do grau de saturag@o ao longo do tempo; C) Variagdo da
razdo Xn-3/Zn-6 ao longo do tempo (*- existéncia de diferencas significativas entre os grupos-p-

value<0,05).

A varia¢do da composi¢do percentual de dcidos gordos na gordura visceral no grupo
suplementado revela diferencas significativas (p<0,05) para o EPA, total de MUFA e PUFA. O

valor percentual observado de EPA e total de MUFA ¢ visivelmente superior no final dos 2

meses de suplementagio.
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4.2.7. Comparacio dos niveis de EPA, DPA e DHA nos diferentes drgaos e tecidos

A figura 30 reporta para a incorporagdo em niveis percentuais dos biomarcadores mais

importantes neste estudo (EPA, DPA, DHA).
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Figura 30- Comparagdo entre a percentagem relativa de EPA A), DPA B) e C) DHA nos diferentes

orgaos e tecidos analisados (GV- Gordura Visceral; GS- Gordura Subcutanea, RBC- eritrdcitos; * -

existéncia de diferencas significativas (p<0,05)).

Pela figura 30 constata-se que o EPA e DPA sido maioritariamente incorporados no
figado e nos eritrdcitos dos ratinhos suplementados, observando-se diferencas significativas
entre o grupo controlo e grupo suplementado. A deposicdo de DHA € visivelmente maioritaria
no coracdo, mas de modo semelhante em ambos os grupos.

Em contraste, a gordura subcutinea e visceral sdo os locais onde se regista menor
composi¢do percentual dos biomarcadores considerados.

A andlise permite também observar que no caso do EPA e DPA a sua percentagem
relativa é consideravelmente superior para os ratinhos sujeitos a suplementagdo nos varios

orgdos analisados, o que ndo se verifica na incorpora¢do de DHA.
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4.2.8. Composicao percentual de acidos gordos da Analise Fecal

Procedeu-se ainda a determinacdo do perfil de 4cidos gordos em amostras de fezes
recolhidas ao longo do estudo nos diferentes grupos, de modo a obter uma amostragem
considerdvel de andlise que representesse a variacdo da excrec¢do de 4cidos gordos ao longo do
tempo. Esta amostragem foi feita com base numa selec¢do de diversos dias com o intuito de
cobrir a duracdo total do estudo: fase inicial (1°,2°,3°,6°,8°), fase intermédia (18°,28°,38°) e fase
final (48°,58°,66°). Como se pode observar pela figura 31 A) e C), os niveis em percentagem do
total de SFA, MUFA e PUFA nio variam de modo constante ao longo do estudo, podendo-se
ainda inferir que o total de MUFA € o que se encontra em menor percentagem ao longo dos dias
na colheita fecal.

Nos dois grupos, como revela a figura 31 B) e D), o somdtorio de n-3 ¢é
consideravelmente excretado em menores quantidades quando comparado com a excre¢do didria

do somatoério de n-6.
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Figura 31- A) Variagdo percentual de acidos gordos totais na andlise fecal ao longo do tempo no grupo controlo;

B)Variacdo de Zn-3 e Xn-6 ao longo do tempo no grupo controlo; C) Variacdo percentual de dcidos gordos totais em
funcédo da sua saturagdo na andlise fecal ao longo do tempo no grupo suplementado; D) Variag@o percentual de n-3 e

¥n-6 ao longo do tempo no grupo suplementado.

A andlise estatistica revelou diferencas significativas (p<0,05) entre o primeiro e ultimo
dia de recolha fecal quer no grupo controlo, quer no grupo suplementado para o total de SFA,
MUFA, PUFA, %n-3 e Xn-6. Foram ainda determinadas diferencas estatisticas quando na

comparacao entre o grupo controlo e suplementado.
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4.3. Optimizacao da metodologia (HPLC)

4.3.1 Limites de Deteccao e Quantificaciao dos diferentes padroes

A calibragdo dos padrdes utilizados (luteina, zeaxantina, astaxantina e B-caroteno) foi

feita com 5 niveis de diferentes concentracdes efectuadas com duplicados (n=10
determinacgdes), a excepc¢do do padrdo do B-caroteno, para os quais se usaram 4 niveis (n=8
determinacdes). Cada nivel de calibragdo corresponde a uma concentra¢do particular do
respectivo componente, no caso do padrdo de luteina as concentracdes variaram entre 0,20
pg/mL a 1,00pg/mL (0,20pg/mL, 0,25pg/mL, 0,33pg/ml., 0,50pg/mL e 1,00ug/mL) na
zeaxantina entre 0,10pg/mL a 0,80pg/mL, (0,13pg/mL, 0,20pug/mL, 0,30pg/mL, 0,40ug/mL e
0,80ug/mL) para a astaxantina as curvas de calibragdo foram efectuadas com concentracdes
entre 3,00pg/mL a 60,00pg/mL (3,00pg/mL, 6,00pg/mL, 15,00pg/mL, 30,00pg/mL e
60,00pg/mL) e para o B-caroteno utilizaram-se 4 niveis com concentragdes varidveis entre os
25,00 pg/mL e 200,00 pg/mL (25,00 pg/mL, 50,00 pg/mL, 100,00 pg/mL e 200,00png/mL). Para
constru¢do de curvas de calibrag@o foi adicionado o ponto (0,0), a fim de garantir uma melhor
linearidade dos valores.

A repetibilidade para o método foi determinada com o recurso a multiplas andlises para
amostras idénticas obtidas a partir das mesmas condicdes efectuadas no mesmo dia e com a
mesma gama de concentragdes.

A linearidade obtida foi determinada com base nas diferentes concentracdes dos padrdes
referidas anteriormentes, efectuadas em duplicado. Tendo sido aplicadas as mesmas condi¢des
em todas as amostras. A linearidade do método foi entdo confirmada por regressdo estatistica
(coeficiente de correlagdo-r).

Na tabela 2, encontram-se os pardmetros de limites de quantificacdo e deteccio,

linearidade e repetibilidade para os diferentes padrdes analisados de carotendides.

b2tS, LD (pg/mL)| LQ {pg/mL)

(wgimL)

a5,

(wgimL}

Curva de regresséo R*  |Linearidade (R)| Repetibilidade

3x(Sdb) | 10x(S,b)

[Luteinal] (pg/mL)

y= 11712 - 95,68

“95,68:59,15

1171,164119,85

0,960

0,980

0,38

0.212

0.707

[Zeaxantinal](pg/mL)

y = 369,96x - 20,225

369,96+35,10

202341395

0,968

0,954

110

0,151

0,503

[Astaxantina] (pg/mL)

y=19.519x +120,9

19,5244 63

120,90£335.68

041

0,986

617

11,762

39.207

[B-caroteno] (pg/mL)

y =3.5950 + 37,809

3,60£1,09

3781111208

0473

0,967

338

39348

131,160

Tabela 2- Diferentes parametros metodolégicos analisados para os diferentes carotendides. a- ordenada
na origem; b-declive; r-producto de correlacio;t -parametros estatisticos; S,- desvio padrdo da ordenada
na origem; S,- desvio padrdo do declive; LD- limite de deteccdo; LQ- limite de quantificacao.

Como se verifica na tabela, a metodologia adoptada é mais sensievl na quantificacio

(LQ (png/mL)) e detecgdo (LD (ug/mL)) da zeaxantina.
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A tabela informa ainda que a curva de calibracdo com melhor linearidade e regressao é
a curva de calibragdo obtida para o padrdo B-caroteno (r-0,987). Em oposi¢do, a curva de

calibracdo de luteina € a que regista menor linearidade (r-0,960).

4.3.2. Tempos de retenciao dos diferentes padroes

1112
|

Astaxanting
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Figura 32- Representacdo do cromatograma dos padrdes e respectivos tempos de retencdo
(astaxantina rt=11-12 min;luteina rt=15-16 min, zeaxantina rt=16-17 min e B-caroteno rt=30-35

min).
Como se pode verificar no cromatograma da figura 32, os tempos de retengdo obtidos

para os diferentes carotendides analisados foram de 11 minutos aproximadamente para a

astaxantina, 16 minutos para a luteina, 17 minutos para a zeaxantina e 30 minutos para o [3-

caroteno.
4.3.3. Perfil de carotendides da Chlorella vulgaris e da ragao

O valor de carotendides totais determinados para a Chlorella vulgaris foi de 1,24 mg/g

(peso seco). O perfil de carotendides determinado com recurso da HPLC encontra-se no

cromatograma representado na figura 33.
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Figura 33- Cromatograma obtido para a Chlorella vulgaris (1: Astaxantina; 2:Luteina;

3:Zeaxantina; 4: fcaroteno).
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Pelo cromatograma constata-se que a microalga Chlorella vulgaris apresenta na sua
constituicdo os seguintes carotendides: astaxantina (rt=11,388 min), luteina (rt=15,368 min),
zeaxantina (rt=17,064 min) e B-caroteno (rt=32 min). A quantificacio destes compostos,
permitiu averiguar que a Chlorella vulgaris apresenta maior nivel em astaxantina
(54,72%+3,02), seguido de luteina (14,43%=1,12), zeaxantina (6,46%=1,11) e por dltimo [-
caroteno (4,80%=1,03).

A tabela seguinte evidencia a composi¢do percentual dos carotendides na Chlorella

vulgaris e na racao.
Cvulgaris Racio
(Média®o+D.P.) | (Média%-D.P.)
Astaxantina| 5472302 N.D.
Luteina 14.43£1.12 ND.
Zeaxantina 6.46=1.11 N.D.
p-caroteno 4 8= 1.03 NI

Tabela 3- Perfil percentual dos carotendides na microalga C. vulgaris e na ragao.

Como se observa pela tabela 3, ndo houve registo da presenca de carotendides na ragdo.

4.3.4. Analise da presenca de carotendides nos 6rgaos e tecidos recolhidos

A figura 34 refere-se a um exemplo de cromatograma obtido para o figado nos dois

grupos.

ANDT A Wavelongthe450 nm (FIGADCICARIO001 O

mAU
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Figura 34- Cromatograma exemplo da andlise de carotendides do figado no grupo
controlo (A) e suplementado (B)

Como se pode verificar pela figura anteriormente representada, quer no grupo controlo
quer no grupo suplementado ndo se verifica a presenga de carotendides no figado. Esta

observacdo foi semelhante para os demais 6rgaos analisados.
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4.3.5. Analise da presenca de carotenéides nas amostras fecais

Para o grupo suplementado ao longo do estudo analisaram-se aleatoriamente um
conjunto de amostras de fezes de 5 ratinhos diferentes com o intuito de cobrir uma gama de dias
inicias, intermédios e finais do estudo.

Os resultados obtidos para a eliminacdo didria de carotendides ao longo da

suplementacdo encontram-se na figura 35.
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Figura 35 — A) Eliminacdo da astaxantina (%m/m) ao longo do tempo em ratinhos suplementados; B) Eliminacdo da
luteina (%m/m) ao longo do tempo em ratinhos suplementados; C) Eliminagdo da zeaxantina (%m/m) ao longo do
tempo em ratinhos suplementados; D) Eliminagdo do-caroteno (%m/m) ao longo do tempo em ratinhos

suplementados.

A média de excrecdo em percentagem massa/massa para os diferentes carotendides foi
de 0,043% =+ 0,0045 (110,48ug/mL+45,79) para a astaxantina, 0,00043%=0,00020
(1,17png/mL+0,60) para a luteina, 0,00055%=0,00027 (1,49ug/mL+0,79) para a zeaxantina e
0,0289%+0,012 (82,69ug/mL+ 27,30) para o B-caroteno.

A anilise estatistica efectuada revelou a presenca de diferencas significativas (p<0,05)
entre o primeiro e o dltimo dia de excrec@o. Resultado comum aos diferentes pigmentos.

No entanto, a variagdo (inicio vs fim) da eliminacdo dos 4 pigmentos ndo revelou ser

estatisticamente significativa.

Alimentos funcionais com microalgas: nova fonte de pigmentos, antioxidantes e dcidos gordos émega -3 52



5. DISCUSSAO DE RESULTADOS

5.1. Analise de acidos gordos na microalga Diacronema vlkianum e na racio

A dose didria administrada de Diacronema vlkianum nio revelou efeitos de toxicidade
ou intolerdncia, uma vez que ndo houve registo de mortes, perda de peso, ou alteracdes clinicas
observdveis no grupo sujeito a suplementacdo (dados ndo apresentados). Foi ainda possivel
constatar que durante o estudo todos os ratinhos sofreram aumento de peso, pesando no final
aproximadamente 300+15,9g.

Uma vez que, o perfil lipidico determinado para a D. vikianum apresenta valores
consideravelmente superiores de AA, EPA, DPA e DHA em relagdo a ragdo, este conjunto de
4cidos gordos serd utilizado como biomarcador da dieta. De referir ainda que a matriz de D.
vlkinaum apresenta maior percentagem de EPA, verificando-se um valor percentual menor para
o DHA.

Apesar da grande variabilidade de 4cidos gordos registados nas microalgas, os valores
obtidos para o perfil lipidico da D. vikianum sdo idénticos aos determinados por Volkman et al.

(1997).

5.2. Determinacao dos acidos gordos nos orgaos e tecidos analisados

5.2.1 Composicao percentual de acidos gordos dos Eritrécitos

A escolha dos eritrécitos como biomarcadores na incorporagdo de PUFA n-3 na dieta,
deve-se essencialmente ao seu papel biolégico, a facilidade de obtencdao (método de recolha nao
invasivo), tratamento e estabilidade quando congelados a -80°C. (Harris e Shacky 2004; Hodson
et al 2002). O tempo de vida (120 dias), dos eritrdcitos, possibilita estabelecer uma correlacio
entre os niveis de acidos gordos incorporados na dieta do més anterior e a sua respectiva
variagdo em células e tecidos (Harris e Shacky, 2004).

No presente estudo verificou-se a suplementacdo tinha efeitos na alteracdo da
percentagem de EPA e DPA ao fim de dois meses, resultado expectdvel com o j4 obtido por
outros autores. Em 1996, Prisco et al. verificaram que a suplementagdo com 3,4g/dia de EPA+
DHA durante 2 meses era suficiente para que se registasse um aumento da sua concentragao nos
fosfolipidos da membrana dos eritrcitos. Um estudo realizado por Cao et al. (2006) com a
duracdo de 8 semanas, também observou um aumento dos niveis de EPA+ DPA+ DHA nas
membranas dos eritrécitos de 6,11% para 10,24%, apds suplementagdo didria coml1,3g EPA +
0,9¢ DHA. O mesmo autor mostrou ainda que durante duas semanas os niveis daqueles dcidos
gordos se mantinham nas membranas dos eritrécitos, sendo possivel correlacionar os seus

valores com os valores da sua a sua presenca no plasma (Cao et al, 2006).
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Uma vez que a percentagem de DHA na microalga (2,94%+0,55) era
consideravelmente superior a da racao (0,52%=0,33), seria de esperar o registo de
diferencas significativas entre os dois grupos analisados, porém tal ndo se observou. Em
1997, Katan e mais recentemente Cao et al. (2006), mostraram que o DHA apresenta
maior resisténcia as alteragdes da dieta em comparacdo com os niveis de EPA, o que se
pode apresentar como justificagdo para o resultado obtido. Ainda como refere Arterburn
et al. (2006), a suplementacdo com EPA traduz-se num aumento respectivo da concentracdo no
plasma e nos fosfolipidos do soro, mas ndo no aumento da concentracdo de DHA. (Arterburn et
al, 2006).

E ainda possivel relacionar os resultados obtidos do efeito da suplementagio em
Diacronema vlkianum na dieta e a prevengcao de CHD. Segundo o indice de émega-3
proposto por Harris e von Shacky (2004), € possivel estabelecer uma relagdo entre os
niveis de EPA e DHA nos eritrécitos do plasma e o risco de doengas cardiovasculares.
Harris e Shacky, 2004). Assim, o valor encontrado no presente estudo para a soma de
EPA e DHA, revelou ser superior em ratinhos suplementados (5,05%), em comparagao
com o grupo controlo (4,43%). Pode-se entdo inferir, que de acordo com este indice, a
suplementagcdao com D. vikianum durante 2 meses encontra-se associada a uma zona de
risco intermédio para o desenvolvimento de CHD. Como tal, uma suplementagdo didria com D.
vikianum seria benéfica para a diminui¢do do desenvolvimento de CHD.

A incorporagdo de D. vlkianum na dieta traduziu-se simultaneamente numa
diminui¢ao significativa da incorporacdo de AA. Apesar de seu papel na integridade das
membranas celulares e mitocondriais, o AA é também um percursor da sintese
eicosandide e como tal de prostaglandinas e de tromboxanos (séries 2). (Dyerberg et al,
1978) Como os tromboxanos sdo substincias vasoconstritoras e estimuladoras da
agregacao plaquetdria, funcionam como agentes hipertensivos, pelo que elevados niveis
de trombaxanos em circulagdo no plasma podem conduzir ao desenvolvimento da
formacdo de tombos nas artérias (Dyerberg et al, 1978; Schmitz et al, 2008). Deste modo, o
registo observado na diminuicdo da composicdo percentual de AA nos eritrocitos é
vantajoso para a saude, pelo que se pode relacionar mais uma vez um consumo D.
vikianum como protector no desenvolvimento de tromboses € outras doengas corondrias
(Dyerberg et al, 1978; Schmitz et al, 2008).

A suplementag@o continua de D. vikianumr revelou ainda ser vantanjosa no aumento da

incorporagdao de EPA, DPA, DHA e Xn-3/Xn-6, o que se traduziria certamente em vantagens

para o0 consumo humano.
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O aumento da razdo Xn-3/2n-6 em circulacio revela, de acordo com o verificado por
outros autores, a prevengdo do risco de doencas cardiovasculares, devido a diminui¢io de 4cidos
gordos n-6 e aumento dos dcidos gords n-3 em circula¢do (Dyerberg et al, 1978; Schmitz et al,

2008)

5.2.2. Composicao percentual de acidos gordos do Figado

O figado tem especial importancia na sintese de 4cidos gordos e como 6rgao de reserva
lipidica. A andlise do perfil lipidico neste 6rgdo é determinante para a melhor avaliacdo da
biodisponibilidade/bioincorporacdo dos dcidos gordos da dieta (Lien, 2009).

Os resultados obtidos para este 6rgdo sugerem que o consumo de microalga durante 2
meses afecta a composicdo lipidica do figado. Assim, os biomarcadores EPA e DPA registam
um aumento significativo no grupo suplementado, assim como a razdo Xn-3/Xn-6, o que suporta
a introdu¢do da microalga Diacronema vlkinuam como fonte de 6mega-3.

Seria ainda de esperar o registo de diferengas significativas para o DHA no grupo
suplementado, visto existir uma afinidade especial para o mesmo em 6rgdos como o figado, o
que suporta o papel preponderante do DHA no metabolismo oxidativo dos 4cidos gordos. (Raes
et al, 2004) Contudo, de acordo com Sardie et al. (1996) o DHA ¢ sobretudo incorporado nos
fosfolipidos das membranas, pelo que a andlise deste 6rgdo ndo o avalia

Como verficado para os eritrécitos, também no figado se observa um efeito da
suplementacdo na diminuicdo significativa de AA, o que como descrito anteriormente ¢é
benéfico em termos de sdude.

O facto de ndo se verificarem aumentos significativos na incorpora¢cdo de DHA no
grupo controlo ao fim de 2 meses, encontra-se de acordo com o esperado. A dieta a que o grupo
controlo foi sujeito estava privada em DPA e s6 continha uma percentagem minima de EPA.
Assim, como os niveis dos precusores de sintese de DHA ndo foram suficientemente elevados,
ocorre uma conversdo limitada de DPA a DHA, o que se traduz no baixo aumento de DHA,
conforme o citado na literatura (Raes et al, 2004; Riley et al 2000; Térres-Duran et al, 2006)

Os resultados obtidos para a varia¢do de dcidos gordos ao longo da suplementag@o sio
0s expectdveis, uma vez que o figado é um 6rgao de reversa de gordura, e como tal os ratinhos
alvo de suplementacdo foram sujeitos a um maior aporte deste dcidos gordos, o que se reflectiu
num aumento de EPA e DPA.

Térres-Duran e seus colaboradores observaram efeitos semelhantes na modificacao da
composi¢do lipidica em figado de ratinhos, apds a suplementa¢do com uma outra microalga (A.
maxima) rica em acidos gordos (Térres-Duran et al, 2006). Os resultados obtidos valorizam
mais uma vez a potencialidade da incorporacdo de D. vikianum na modificacdo da constituicao

dos 4cidos gordos do figado.
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5.2.3. Composicao percentual de acidos gordos do Coracao

O consumo de D. vlkianum demonstrou ter influéncia na composi¢do lipidica do
coragdo, registando-se um aumento significativo de EPA no grupo suplementado.

Os indmeros estudos realizados ao longo dos anos com suplementagdo de EPA
estabeleceram uma correlacdo directa entre o seu aumento e a prevencdo do enfarte do
miocdrdio, acidentes cardiovasculares, doencas corondrias, diminuicao da agregacio plaquetdria
e reducdo dos factores de risco para o desenvolvimento da formagdo de trombos. (Albert et al,
2005; Burr et al, 1989; Dyerberg et al, 1975; Dyerberg et al, 1978; GISSI, 1999)

Deste modo, o aumento verificado de EPA, obtido através da suplementa¢do com
D.vlkianum afere para a potencialidade da sua incorporagdo na dieta humana traduzida em
beneficios para a satde.

Ja a incorporacdo de DHA no coracio nao revelou alteragdes apds a suplementacio, o
que pode ter origem nas suas propriedades esterioquimicas e consequente dificuldade na
degradacdo (Burdge e Calder, 2005) Para além disso, a pool de DHA na microalga € menor face
ao EPA o pode ter influenciado os resultados obtidos. De qualquer modo, os resultados obtidos

indiciam que o coragdo ndo € o 6rgdo de deposi¢ao preferencial de DHA.

5.2.4. Composicao percentual de acidos gordos do Rim

Neste 6rgdo ndo foram detectadas diferengas significativas para o EPA, DPA e DHA, o
que sugere que o rim ndo é um 6rgao de preferencial bioincorpora¢do dos mesmos.

Conforme o referido por Cha e Jones (1996), a selectividade da incorporagao dos dcidos
gordos nos tecidos depende precisamente do sfatus de energia do animal e da composicdo em
dcidos gordos de cada dieta em particular (Cha e Jones, 1996). Assim, verfica-se que as doses
administradas de EPA e DHA ndo foram suficientes para que se registasse uma alteracdo da
composic¢do lipidica no rim.

Resultados idénticos foram obtidos por outros autores (Bandarra et al, 1997) em estudos
com ratinhos alimentados com dietas suplementadas em 20% (w/w) de 6leo de sardinha
(EPA:18,6%=+ 0,12 e DHA:10,7%= 0,06) durante 6 meses

Observou-se ainda um efeito da suplementacdo continua de D. vlkianum na diminui¢io
da composi¢@o percentual de total de saturados. Como se sabe a elevada incorporagdo do total
de SFA pode ser nefasta para o organismo e o facto da suplementacdo com D. vikianum
contribuir para esta diminui¢do € vantajoso em termos nutricionais e de satde (Schmitz ef al,

2008).
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5.2.5. Composicao percentual de acidos gordos da Gordura Subcutinea

O tecido adiposo € o reservatdrio de todos os dcidos gordos essenciais € ndo essenciais
incluindo os émega-3, tanto de origem exdgena como enddgena. A andlise do tecido adiposo é
pois adequada para determinar a ingestdo lipidica durante um periodo de tempo considerdvel
(Baylin et al., 2002; Beynen et al, 1980; Scharm et al, 2007).

A suplementagdo com D.vlkianum ressalta para o aumento da incorporacdo de EPA e
2n-3/Zn-6 ao fim de 2 meses. Do mesmo modo, também Cha e Jones (1996) sugeriram que
dietas ricas em PUFA n-3 podiam estimular o aumento da incorporagdo de EPA no tecido
adiposo. A razdo Xn-3/Xn-6 permite concluir que a substituicdo dos 4cidos gordos n-6 pelos n-3
foi significativamente aumentada com a ingestao de D. vikianum.

O estudo realizado por Huang et al. (1990) mostrou ainda que uma dieta composta por
3% de 6leo de peixe era suficiente para aumentar o teor de EPA e DHA no tecido adiposo de
galinhas. No entanto, a suplementacdo efectuada neste estudo apenas se traduziu num aumento
da composi¢do percentual de EPA, o que pode ser consequéncia da menor percentagem de DHA
na microalga

Os resultados obtidos sugerem entdo que a suplementacdo com D. vikianum tem um
efeito ao fim de 2 meses na mudanca da composicao lipidica do tecido adiposo.

Também se verificaram diferencas significativas para o EPA na andlise realizada entre o
inicio e fim de suplementacdo, sugerindo assim que a ingestdo durante 2 meses de D. vikianum

continua a surtir efeito na modificacdo do perfil lipidico da gordura subcutinea.

5.2.6. Composicao percentual de acidos gordos da Gordura Visceral

O resultado obtido para o aumento significativo do EPA, consequéncia da
suplementacdo sugere novamente a potencialidade do beneficio da incorporagdo da D. vikianum
na dieta, como agente modificador da composic¢ao lipidica na gordura visceral.

O verificado para a gordura visceral é semelhante ao observado para a gordura
subcutinea, o que seria de esperar, visto este tecido no seu conjunto ser o reflexo da dieta

consumida. (Beynen ef al, 1980).

5.2.7. Comparacio dos niveis de EPA, DPA e DHA nos diferentes drgaos e tecidos

Da andlise da figura 30, salienta-se que a incorporacdo de EPA nos tecidos dos vérios
orgdos parece estar mais dependente do tipo de dieta do que a do DHA. Resultados semelhantes

foram obtidos por outros autores (Raederstorff e Moser, 1992; Bandarra et al, 1997) em estudos

Alimentos funcionais com microalgas: nova fonte de pigmentos, antioxidantes e dcidos gordos émega -3 57



com ratinhos alimentados com dietas suplementadas também em EPA e DHA. A suplementacio
com D. vlkianum parece ser eficaz na variacdo do perfil lipidico dos tecidos, pois sdo nos grupos
suplementados que se verificam maiores niveis de EPA, DHA e DPA, o que de acordo com o
descrito por indmeros autores se traduz em beneficios associados a prevencdo de doencas
cardiovasculares, diminui¢do dos niveis de TAG no plasma, entre outros (Barrow et al, 2009;
Haris e Schaky, 2004; Shidu, 2003).

Observa-se ainda que figado é o 6rgdao com maior percentagem de incorporagdo de
EPA, DHA e DPA. Tal encontra-se de acordo com o esperado, visto o figado ser o dérgdo
responsavel pela sintese e distribui¢io dos 4cidos gordos (Bandarra et al, 1997). Seguidamente,
é nos eritrdcitos que se registam percentagens mais elevadas de EPA, DPA e DHA.

O tecido adiposo (gordura subcutanea e visceral) nio representa uma fonte de EPA ou
DHA para as necessidades corporais. Segundo a literatura a incorporacio destes compostos é
pouco representativa neste tecido (0,1%), dai que os seus niveis de incorporacdo sejam
inferiores aos verificados para os demais 6rgaos (Baylin et al 2002; Burdge and Calder, 2005)

Outros autores sugerem ainda que se verificam menores teores de EPA, DPA e DHA na
gordura subcutdnea face a outros tipos de tecidos, devido ao baixo conteido em fosfolipidos,
pois nestes 6rgdos a incorporagdo de dcidos gordos é maioritariamente em TAG (Sardi et al,
2006).

No caso do DHA, Sardi et al. (2006) refere ainda que este apresenta especial afinidade
para ser incorporado em tecidos como o musculo ou em érgdos como o figado e coragdo, devido
ao papel que desempenha no metabolismo oxidativo dos dcidos gordos, o que se encontra de

acordo com os resultados obtidos.

5.2.8. Composiciao em acidos gordos na Analise Fecal

A excrecdo do conjunto de SFA, MUFA, PUFA, Xn-3 e Xn-6 parece ser semelhante nos
dois grupos. Contudo quando comparados, registam-se diferencas significativas.

Existe ainda ao longo do tempo uma maior eliminagdo do Xn-6 no grupo suplementado,
podendo este resultado associar-se ao consumo de D. vikianum.

A andlise estatistica entre o primeiro e dltimo dia de excrecdo revela a existéncia de
diferencas significativas.

Devido a variabilidade biol6gica dos seres vivos, os resultados encontram-se de acordo
com o esperado, na medida em que o modo diferencial da excrecdo lipidica e do seu

metabolismo pode ter origem intrinseca e nao permitir a correlagdo com a dieta adoptada.
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5.3. Optimizacao da metodologia de extraccio de carotenodides

Devido a complexidade da estrutura e a variedade de carotendides existentes entre
frutos e vegetais, ainda ndo se estabeleceu um método de referéncia para a sua andlise (Quirds e
Costa, 2000).

Na optimizacdo do método teve-se em conta a sua precisdo e exactiddo o que envolveu
a escolha do melhor método de extrac¢do de carotendides, seleccdo da coluna, escolha da fase
movel e posterior verificacdo da precisdo e exactiddo da metodologia adoptada (Semeraro et al,
2009).

A técnica de HPLC foi escolhida por permitir maior capacidade de resolucdo e rapidez
de andlise, quando comparada com outras técnicas cromatograficas. Também a
reprodutibilidade dos resultados obtidos € superior comparativamente a outras técnicas, pois 0s
pardmetros que afectam a eficiéncia da separagdo podem ser controlados de perto. Esta técnica
foi simultaneamente escolhida, pois permite analisar amostras pouco voldteis ou termolabeis
(Rodriguez-Amaya, 2001).

A escolha da coluna incidiu sobre uma coluna C18 Phenomenex 250 x 4,60nm ID e
com tamanho de particulas de Sum, de fase reversa (fase mével mais polar que fase
estaciondria), anteriormente utilizada por outros autores para determinacdo do perfil de
carotendides Chlorella vulgaris (Gouveia et al, 1996). Como neste tipo de colunas a fase
estaciondria se encontra ligada com silica gel a um octadecil, o mecanismo de separagdo torna-
se menos destrutivel, o que previne a degradacdo e instabilidade dos pigmentos durante a
cromatografia, favorecendo uma melhor separacdo entre os compostos polares, como é o caso
dos carotendides (Rodriguez-Amaya, 2001).

Sabendo ainda que os compostos a determinar possuiam uma elevada polaridade, foi
necessdrio evitar a sua co-elui¢do. A coluna C18 polimérica apresenta por isso uma excelente
selectividade para os isdmeros de posicdo existentes nos carotendides (luteina e zeaxantina)
(Konings e Roomans, 1997). A escolha desta coluna garantiu assim uma maior robustez,
reprodutibilidade e versatilidade de utilizacdo e tal como observado foi eficiente na separacio
da luteina e zeaxantina (Rodriguez-Amaya, 2001).

A seleccdo da fase movel foi feita tendo em conta alguns pardmetros preliminares,
nomeadamente a viscosidade, toxicidade, polaridade e volatilidade.

O acetonitrilo é amplamente utilizado nas determina¢des de carotendides, por possuir
uma baixa viscosidade e por apresentar uma selectividade ligeiramente superior para xant6filas
quando se usa uma coluna C18 polimérica (Rodriguez-Amaya, 2001). Optou-se entdo por uma
fase mdvel com baixa volatilidade constituida por acetonitrilo e acetato de etilo (93:7 v/v) face a

outras fases modveis experimentadas. A sua elevada polaridade (indice de polaridade de
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acetonitrilo 5,8 e 4,4 indice de polaridade do acetonitrilo) reflectiu-se numa capacidade de
melhoramento de separacdo dos carotendides.

Apoés vérias tentativas com elui¢des isOcrdticas, a eluicdo com gradiente associada a
coluna escolhida foi a tnica, que se possibilitou a separacdo dos isémeros geométricos de
luteina e zeaxantina, o que seria de supor tendo em conta a literatura pesquisada. Como referido
na literatura a eluicdo com gradiente revelou um maior poder de resolucido e sensibilidade
(Rodriguez-Amaya, 2001).

O método de extraccdo de carotendides escolhido foi adoptado do método seguido por
Prates et al, (2006). Este método foi seleccionado em detrimento de outros por ser o que
demonstrou melhor extraccio de carotendides.

Os principais parametros a ter em conta na optimizagao deste método foram a precisio,
a repetibilidade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificagdo (LQ) e o intervalo linear
(Semeraro et al, 2009).

Como verficado na tabela 2, os valores de lineariedade obtidos para os diferentes
padrdes (linearidade luteina- 0,980; linearidade zeaxantina- 0,984; linearidade astaxantina-
0,986 e linearidade B-caroteno-0,987) encontram-se um pouco abaixo do descrito por Dias et al.
(2008) (r=>0,9985), encontrando-se contudo, dentro dos niveis considerados aceitaveis por
Kimura e Rodiguez-Amaya (2002) (#>0,95) (Dias et al, 2008; Kimura e Rodriguez-Amaya,
2002). Deste modo, pode-se dizer que o método escolhido apresenta uma linearidade razoavel
para os padrdes em causa, verificandos-se uma maior lineridade (7=0,987) para o padrdo de f3-
caroteno.

Ainda na andlise dos resultados obtidos, constata-se que o melhor LD (concentracio
mais baixa a que um analito consegue reproduzir um sinal significativamente diferente do sinal
do ruido produzido pelo aparelho) e LQ (valor mais baixo no qual o composto a identificar
consegue ser quantificado com um certo limite de confianca) foram obtidos para a zeaxantina
(LD= 0,150 pg/mL) (LQ=0,503 pg/mL). Os valores encontrados de LD e LQ para o padrdo da
luteina, zeaxantina e B-caroteno encontram-se um pouco aquém da sensibilidade obtida por
métodos alternativos descritos pela literatura pesquisada (Dias et al, 2008). A mesma referéncia
mostra que os limites de quantificacdo devem estar no limiar de 1 pg/100g de carotenos nas
matrizes alimentares, contudo os valores obtidos (valores ndo demonstrados) encontram-se
longe deste valor, o que pode ser devido ao volume de recuperacdo utilizado, ou também a
existéncia de interferéncias nas matrizes (Dias et al, 2008; Semeraro et al, 2009). No entanto, os
LD e LQ determinados nio invalidam a detec¢@o e quantificacdo necessdria para a pesquisa de
carotendides nas amostras em questao.

Relativamente a aferi¢do da repetibilidade, constata-se tal como o referido na literatura

valores inferiores a 11% (Semeraro et al, 2009).
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Os tempos de retencdo obtidos para os diferentes padrdes encontram-se de acordo com
o esperado numa separacdo cromatografica em fase reversa. O primeiro composto a ser eluido
foi a astaxantina (tempo de retencdo aproximadamente 11 minutos), devido a baixa interac¢io
estabelecida com a fase estacionaria. Por sua vez, o B-caroteno é o que apresenta maior tempo
de retencdo (aproximadamente 30 minutos), pois € o composto menos polar e como tal, o que
etabelece maior interaccdo com a fase estaciondria, pelo que sé é eluido mais tarde. Os
resultados obtidos encontram-se com o anteriormente verificado na literatura (Gouveia et al,

1996).

5.4. Analise da presenca de carotendides na raciao e na Chlorella vulgaris

O teor de carotendides totais na Chlorella vulgaris em peso seco (1,24 mg/g), é
notavelmente inferior em comparagdo com microalgas como a Dunaliella salina (131,4 mg/g),
Chlorella ellipsoidea (46,9 mg/g), Scendesmus dimorphus (47,5mg/g) e Scendesmus actutus
(47,5 mg/g) (Abdel-Baky, 2002). Este valor ndo era expectdvel, pois a microalga durante a sua
fase de crescimento foi sujeita a stress salino, o que implicaria a maior producdo de carotendides
por este microrganismo. O baixo teor determinado pode ser consequéncia das sucessivas
lavagens a que a C. vulgaris foi sujeita para eliminagdo do excesso de sal, o que provavelmente
potenciou a eliminagdo de carotendides.

De acordo com Gouveia et al, (1996) seria de esperar o seguinte perfil de carotendides
da Chlorella vulgaris: neoxantina, violaxantina, luteina, clorofila a, clorofila b, B-caroteno,
astaxantina, cantaxantina e ésteres de astaxantina. Visto o perfil determinado por estes autores
ter sido obtido com recurso a HPLC de fase reversa e com uma coluna C18 poliméria, seria
esperado a obtencdo de um perfil semelhante, o que se verificou (Gouveia et al, 1996). Porém, o
perfil obtido para a C. vulgaris ficou incompleto, devido a inexisténcia de padrdes presentes na
no perfil de carotendides indicado por Gouveia et al. (1996). De qualquer modo, assim como
verficado por Gouveia et al, (1996) também no perfil de carotendides obtido se observa a
presenca de astaxantina (54,72%), luteina (14,43%), zeaxantina (6,46%) e B-caroteno (4,80%).

Feita a analogia com os tempos de retengdo obtidos por Gouveia ef al, (1996) na
determinacdo do perfil de carotendides para a Chlorella vulgaris pode-se considerar que o pico
obtido aos 14,321 min corresponde a clorofila a e o pico obtido aos 11,07 min a violaxantina.
(Gouveia et al, 1996).

Relativamente a andlise de carotendides na racdo, como nao houve evidéncia da
deteccao dos mesmos, é possivel inferir que o grupo controlo nido foi alvo de ingestdo de

carotenoides.
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5.5. Analise da presenca de carotendides nos 6rgios e tecdidos recolhidos

A andlise feita aos 6rgdos recolhidos no final do estudo (1 més) quer do grupo controlo
quer do grupo sujeito a suplementacdo, ndo evidencia a incorporacdo de carotendides nos
mesmos. Existem diversas explicagdes plausiveis para os resultados obtidos, discutidas de
seguida.

Um estudo recente efectuado por Rao et al. (2010) sugere que a incorporacdo de
carotendides no plasma e figado, apds a sua ingestdo atinge um mdaximo para os diferentes
pigmentos carotendides (astaxantina, luteina e B-caroteno) ao fim de 2 horas. Verificaram ainda
que a concentracdo dos compostos diminuia ao longo do tempo, registando-se minima ao final
das 9 horas (Rao et al, 2010). Tendo em linha de conta o estudo referido anteriormente, o facto
de ndo ter sido determinada a presenca de carotendides nas amostras, sugere que a quantidade
ministrada de microalga ndo foi suficiente para que tivesse ocorrido incorporagdo dos mesmos
nos drgdos e tecidos analisados.

O processamento dos alimentos parece simultaneamente ter influéncia na
biodisponibilidade de carotenéides. O modo de confec¢do dos alimentos, por exemplo, pode
levar a ruptura de ligagcdes entre os compostos aumentando desta forma a sua absor¢do. Assim,
quando os alimentos sdo cozinhados, o seu processamento conduz a libertagdo de carotendides
das ligagdes moleculares, tornando-os mais acessiveis para a respectiva absor¢ao nos diferentes
tecidos (Furr e Clark, 1997). Posto isto, omo a administragdo de Chlorella vulgaris nao foi
sujeita a nenhum processamento especifico, apenas se preparou uma suspensdo aquosa, esta
pode ter sido uma causa para que ndo tenha ocorrido incorporacdo de carotendides nos
diferentes O6rgdos analisados. A bioincorporacdo pode ter sido também influenciada pela
localizagdo dos pigmentos carotenoides na microalga como citado na literatura (Paiva e Russell,
1999).

A inexisténcia de carotendides nos tecidos e oOrgdos analisados, pode também ser
devida, tal com a literatura refere & competi¢do gerada pelos carotendides durante a absorcao.
(Vargas-Delgado, 2000).

Diversos trabalhos apontam para a competi¢do gerada pelo B-caroteno na absorgdo e
metabolismo de outros carotendides. Furr e Clark (1997) observaram por exemplo que
individuos suplementados com cerca de 12 a 30 mg de P-caroteno durante 6 semanas
apresentavam diminui¢do plasmadtica na concentracdo de luteina em 40%, o que pode ter tido
também influencia nos resultados obtidos (Furr e Clark, 1997;Parker, 1996).

Virios estudos epidemioldgicos e clinicos demonstraram ainda que a absor¢do de
carotendides é extremamente varidvel de individuo para individuo, encontrando-se relacionada

com factores exdgenos como a dieta, ou a ingestdo simultdnea de medicamentos, bem como o
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status nutricional do individuo (Paiva e Russell, 1999; Perera e Yen, 2007; Vargas-Delgado,
2000).

Para além do que foi referido anteriormente, a falha da afericdo de carotendides nos
6rgdos de ratinhos suplementados, pode ter origem na metodologia adoptada. Assim, os LD e
LQ determinados para os diferentes compostos podem ndo ser suficientes baixos para
quantificar a sua presenca.

Caso tivesse ocorrido incorporacdo de carotendides, seria de esperar uma quantificacio
superior no figado e o tecido adiposo. Segundo Bendich e Olson, (1989) a incorporacio
maioritdria de carotendides ocorre primariamente no tecido adiposo (80-85%), e no figado (8-
12%), e s6 entdo distribuido para outros tecidos. De referir ainda que o total de concentracio de
carotendides presente na corrente sanguinea e nos tecidos dependente das doses ingeridas na

dieta (Bendich e Olson, 1989).

5.6. Analise da presenca de carotendides nas amostras fecais

A andlise das fezes recolhidas diariamente do grupo de ratinhos suplementados, permite
de certa modo verificar que os carotendides ndo estio a ser absorvidos, mas a sofrer excre¢ao

Assim, a observacao grafica da figura 36 insinua que a eliminagdo dos quatro pigmentos
estudados com ligeira excepcdo para o P-caroteno é muito semelhante, o que foi confirmado
pela auséncia de diferencas estatisticamente significativas.

Comum aos 4 pigmentos, a eliminacdo como seria de esperar é menor no inicio
aumentando ao longo do tempo de suplementacdo, visto o aporte de carotendides a que 0s
ratinhos foram sujeitos ser superior com o avangar do estudo.

Por sua vez, os resultados obtidos revelam que nos 4 pigmentos a excrecdo entre o 1°
dia e o final do estudo ¢ estatisticamente significativa, o que sugere que no final do estudo se
inicia uma incorporagdo dos mesmos nos diferentes 6rgaos e tecidos.

Na andlise fecal dos ratinhos controlo ndo se observa excre¢do de carotendides,
conforme o esperado, pois este grupos apenas consumiu racao.

As diversas diferencas existentes entre o modelo animal adoptado e o ser Humano
requerem cuidados imprescindiveis na extrapolagdo dos resultados obtidos. Nos humanos e
alguns animais como os cavalos, a conversdao de P-caroteno em vitamina A atinge os 15%,
enquanto que a conversdo do mesmo composto se processa de forma mais eficaz nos ratinhos.
Assim, este rdpido processamento de B-caroteno em vitamina A pode influenciar os resultados
obtidos, na medida em que o [-caroteno ministrado na suplementacdo ser rapidamente
convertido em vitamina A, dai que ndo seja quantificado (Perera e Yen, 2007).

Siqueira et al. (2007) alerta simultaneamente para a incapacidade deste modelo animal

em ndo absorver o P-caroteno na sua forma intacta quando administrado em doses orais
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fisiol6gicas (Siqueira et al, 2007). Devido ao que foi referido anteriormente, alguns autores
consideram que este ndo € um modelo apropriado para estudar a biodisponibidade de
carotendides, sugerindo como alternativas o desenvolvimento de estudos em porcos ou coelhos.
Apesar de tudo, estudos comparativos da biodisponibiliade dos carotendides, utilizando ratinhos

sdo deveras uteis no que diz respeito ao estudo da matriz alimentar (Siqueira et al, 2007).
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Com o avangar dos conhecimentos sobre os beneficios do EPA e DHA na satde torna-
se importante dar continuidade aos estudos sobre os seus efeitos prolongados e aspectos
bioquimicos destes compostos. Para além disso, devido a crescente contamina¢io dos mares, a
obtenc¢do de EPA/DHA como alternativa as cdpsulas de peixe torna-se muito exequivel. Dai que
as microalgas sejam vistas como potenciais fontes para estes compostos. Sdo ainda necessarios
mais estudos com placebos e microalgas para observar os seus efeitos a nivel cardiovascular. E
também importante que concomitantemente seja promovida a educagdo para o publico em geral
dos beneficios da ingestdo de 6mega-3.

Tendo em conta os resultados obtidos nos diferentes tecidos e 6rgaos, seria interessante
numa andlise posterior, ou aumentar a dose administrada diariamente ou ainda aumentar a
duragdo do estudo para melhor compreender os efeitos da incorporac¢do dos diferentes dcidos
gordos nos 6rgaos e tecidos em estudo.

Outro aspecto a ter em conta em andlises futuras € a localizacdo estrutural de dcidos
gordos na microalga Diacronema vlkianum, uma vez que a posicdo dos mesmos ainda se
encontra por identificar, e como tal, o facto de se encontrarem na posi¢do sn-1, sn-2 ou sn-3
pode ser determinante para a melhor compreensiao dos resultados obtidos, isto € se ocorre ou
ndo absor¢do dos 4cidos gordos por parte do organismo. Sabe-se pois que a melhor
incorporagdo dos 4cidos gordos ocorre quando estes se encontram na posi¢cdo sn-3, e por isso
mesmo, o facto de se encontrar determinada a posi¢do dos respectivos dcidos gordos, permitiria
uma melhor andlise dos resultados obtidos.

Relativamente ao estudo da suplementagdo de carotendides na dieta com incorporagio
da microalga Chlorella vulgaris, visto um més nao ter sido o suficiente para que se observasse a
incorporagdo dos mesmos nos 6rgdos e tecidos analisados, seria essencial alargar o tempo de
estudo ou a administragdo de uma maior dose didria de carotendides. Outra hipétese plausivel
passaria também pela realizacdo de um estudo semelhante em modelos animais diferentes dos
que foram utilizados, visto o metabolismo de absorcdo e digestdo de carotendides variar
consideravelmente de organismo para organismo. Dever-se-ia ainda proceder a determinacio da
andlise de enzimas antioxidantes como a catalase, superéxido dismutase, peroxidases e produtos
resultantes de fendmenos de peroxidacdo (exemplo: aferiacdo de DNA oxidado nas células), de
modo a avaliar a potencialidade dos efeitos antioxidantes resultantes da incorporacdo da
Chlorella vulgaris na dieta. Por sua vez, a técnica de andlise dos carotendides utilizada deveria
ser sujeita a validacdo para melhor garantia dos resultados que se obtém. Outra abordagem

possivel seria a mudanga de metodologia para determinagdo de carotendides
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7. CONCLUSAO

O estudo da suplementagdo com Diacronema vikianum, parece em geral ter influéncia
no aumento significativo da incorporacdo de EPA, DPA no tecidos, indicando assim ser uma
boa fonte de nutricional de 6mega-3.

Relativamente ao método de HPLC com vista a analisar os compostos de astaxantina,
luteina, zeaxantina e f-caroteno nas amostras, foi genericamente optmizado, tendo em conta as
préticas de validagao dentro do laboratdrio e respeitando as linhas internacionais.

Quanto a incorporacdo da Chlorella vulgaris na dieta humana, os resultados obtidos ndo
foram conclusivos para a possivel adop¢do da microalga como fonte de obtencdo de
carotendides, uma vez que nio se verificou a incorporacio de carotendides nos diversos 6rgaos

analisados.
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Tabela 2- Valores de média e desvio padriio para os respectivos dcidos gordos nos diferentes grupos em diferentes fases

)- mantido)
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Tabela 6- Valores de média e desvio padrio para os respectivos dcidos gordos nos diferentes grupos em diferentes
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Tabela 7- Valores de média e desvio padrio para a concentragio em pg/mL e em percentagem massa/massa da

, zeaxantina e f-caroteno. (D.P.- desvio padrio)

1na

de astazantina, lute

do didria

excrecgao

VI

Alimentos funcionais com microalgas: nova fonte de pigmentos, antioxidantes e dcidos gordos 6mega -3



