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RResumo 

Tem sido sugerido que a gestação é um estado natural de estresse oxidativo, 

porém ele pode estar envolvido em algumas das complicações da gestação como 

redução do crescimento fetal, parto prematuro, pré-eclâmpsia e interrupção da gravidez.  

Nosso objetivo foi avaliar o efeito da suplementação com antioxidante 

lipossolúvel, licopeno, no estresse oxidativo induzido na gestação fisiológica. O estudo 

foi realizado em ratas Wistar adultas (n=47 fêmeas) que foram distribuídas de forma 

randomizada em grupo Licopeno (L, n=27) e o grupo Controle (C, n=20). O grupo L 

recebeu 10 mg/Kg/peso corpóreo/dia de licopeno (tomate oleoresina) e o grupo C 

recebeu volume equivalente de óleo de milho, ambos via gavage durante 

aproximadamente 28 dias. Após 7 dias do início da gavage as fêmeas foram submetidas 

ao acasalamento e a prenhez foi mantida até o 21º dia (termo), quando foi realizada a 

laparotomia. Peso corpóreo e ingestão de dieta foram registrados semanalmente. 

Amostras de sangue foram obtidas no 7o dia de gavage e no 21º dia de prenhez para 

determinação do estresse oxidativo (capacidade antioxidante total - TAP, lesão 

oxidativa do DNA, concentração de licopeno). Glicose, perfil lipídico e proteínas totais, 

parâmetros do desempenho reprodutivo e do desenvolvimento perinatal foram avaliados 

no 21º dia de prenhez. 

Nossos resultados mostraram que a suplementação com tomate oleoresina não 

comprometeu o ganho de peso, consumo de ração/água, desempenho reprodutivo e 

perfil bioquímico, e resultou em diminuição significante da lesão oxidativa de bases 

púricas e pirimídicas do DNA de linfócitos periféricos no final da prenhez em relação 

ao pré-acasalamento (purinas oxidadas: 64,44% vs. 48,50%; pirimidinas oxidadas: 

74,97% vs. 40,21%, respectivamente). A diminuição da lesão oxidativa do DNA 

também foi observada no grupo C, mas com ausência de diferença significante entre 
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pré-acasalamento e final da prenhez. Essa diminuição não foi acompanhada pelo 

aumento do TAP plasmático (77,06% vs. 78,84%).  

Assim, nossos resultados sugerem que a suplementação com tomate oleoresina 

foi acompanhada pela diminuição da lesão oxidativa de bases do DNA no final da 

prenhez em relação ao pré-acasalamento. Essa diminuição não foi associada a mudanças 

no comportamento do TAP. Os resultados também sugerem ausência de efeito da 

suplementação no ganho de peso, no consumo de ração-água e a ausência de toxicidade 

do tomate oleoresina no desempenho reprodutivo em relação à formação embrionária, 

aborto, peso da cria e taxa de mortalidade. 
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AAbstract  

It has been suggested that pregnancy is a state of oxidative stress, which is 

involved in a number of pregnancy complications such as reduced fetal growth, preterm 

delivery, preeclampsia and pregnancy termination. 

Our aim was to study the effect of supplementation with fat-soluble antioxidant, 

lycopene in oxidative stress induced by physiologic pregnancy. The study was 

conducted in adult Wistar rats (n = 47 females) randomly distributed to groups 

Lycopene (L, n = 27) and control group (C, n = 20). The L group received 10 mg/kg 

body weight/day of lycopene (tomato oleoresin) and Group C received an equivalent 

volume of corn oil, both via gavage for approximately 28 days. After 7 days of gavage, 

females were subjected to mating and pregnancy was maintained until day 21 (term), 

when laparotomy was performed. Body weight and diet consumption were recorded 

weekly. Blood samples were obtained on day 7 of gavage and at day 21 of pregnancy 

for determination of oxidative stress (total antioxidant performance - TAP, oxidative 

DNA damage, lycopene concentration). Glucose, lipid profile and total protein, 

reproductive performance parameters and perinatal development were assessed at day 

21 of pregnancy. 

Our results showed that supplementation with tomato oleoresin did not 

compromise weight gain, feed/water intake, reproductive performance and biochemical 

profile, and resulted in a significant reduction in oxidative damage of purine and 

pyrimidine bases in DNA from peripheral lymphocytes at the end pregnancy as 

compared to those of pre-mating (oxidised purines: 64.44% vs. 48.50%; oxidised 

pyrimidines: 74,97% vs. 40.21%, respectively). This decrease was not accompanied by 

increased plasma TAP (77.06% vs. 78.84%). 
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Thus, our results suggest that tomato oleoresin supplementation was 

accompanied by a decrease in oxidative damage of DNA bases at end of pregnancy as 

compared to those of pre-mating. This decrease was not associated to TAP changes. The 

results also suggest a lack of effect of supplementation on weight gain, feed/water 

intake, and lack of toxicity of the tomato oleoresin on reproductive performance in 

relation to embryo formation, abortion, weight creates and mortality. 
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IIntrodução 

A gestação é caracterizada por mudanças dinâmicas em vários órgãos resultando 

em aumento do consumo basal de oxigênio e mudanças no uso de substratos energéticos, 

tanto materno como fetal. O início da gestação corresponde a estado anabólico materno 

com aumento nas reservas de gordura e na sensibilidade à insulina. Os nutrientes são 

armazenados no início da gravidez para atender às demandas feto-placentárias e 

maternas do final da gestação e para a lactação. Em contraste, o fim da gestação 

corresponde a estado catabólico com diminuição na sensibilidade à insulina com maior 

resistência insulínica, que resulta em aumento da glicose materna e das concentrações 

de ácidos graxos livres, permitindo maior disponibilidade de substrato para crescimento 

fetal [1]. 

Existem evidências que a gravidez é um estado de elevado grau de estresse 

oxidativo, tanto em animais [2] como em seres humanos [3]. Estresse oxidativo 

corresponde a evento resultante do desequilíbrio entre a produção de espécies reativas 

(de oxigênio, ROS;  e de nitrogênio, RNS) e a capacidade antioxidante. Tendo em vista 

a sua elevada habilidade em oxidar importantes componentes celulares (lipídios, 

proteínas, carboidratos e ácido desoxirribonucléico - DNA), o estresse oxidativo é hoje 

reconhecido como um dos mais frequentes mecanismos associados ao desenvolvimento 

de uma grande variedade de doenças [4] assim como eventos naturais, como a gestação 

[5, 6].  

Vários são os fatores desencadeadores de estresse oxidativo durante a gestação. 

A placenta exerce importante influência na homeostase fetal. Rica em mitocôndria, a 

placenta consome 1% da taxa metabólica basal materna quando totalmente desenvolvida 

[7]. Paralelamente ao incremento da taxa metabólica, ocorre um aumento da ventilação 

minuto materna (de 35 a 50%) para alcançar o requerimento de oxigênio materno e fetal 
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[8-10]. Além disso, a alta demanda metabólica, decorrente da elevada necessidade de 

irrigação dos tecidos e de oxigênio, pode favorecer o aumento da geração de ROS [11]. 

Este ambiente altamente aeróbico é provavelmente o responsável primário pelo aumento 

do estresse oxidativo na gestação.  

Ao longo da gravidez são formados lipoperóxidos que se ligam às lipoproteínas, 

que são transportados para outras regiões do organismo. Assim, a lesão ocorre não 

apenas no local onde é formada a espécie reativa, mas também à distância. Esse 

transporte, portanto, promove disseminação de peróxido de lipídios, o que caracteriza 

uma amplificação e perpetuação da lesão oxidativa [3]. Estudo mostrou aumento 

plasmático de lipoperóxidos no final da gestação e redução dos mesmos após o parto de 

mulheres jovens [12]. 

Tem sido também sugerido aumento do estado inflamatório durante a gestação, 

o que aumenta a suscetibilidade à geração de ROS [13] com consequente estresse 

oxidativo placentário conforme é estabelecida a circulação materna [14]. ROS e RNS 

associadas à inflamação são conhecidas por causar danos também ao DNA. A lesão de 

DNA pode afetar vários processos fisiológicos associados com a saúde da gestação. 

Além disso, a capacidade de reparo do DNA se apresenta reduzida em mulheres 

grávidas, tornando-as mais vulneráveis às toxinas ambientais e endógenas que possam 

levar a doenças [15]. 

A gestação per se é suscetível ao estresse oxidativo e as defesas antioxidantes 

podem estar alteradas em resposta a níveis elevados de espécies reativas [16], em 

animais [2] e também em humanos [3]. No entanto, este aumento não significa 

necessariamente um incremento do estresse oxidativo prolongado [5] uma vez que em 

animais ocorre uma série de mecanismos de defesas antioxidantes em resposta ao 
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aumento de ROS, reparando danos e limitando possíveis ocorrências posteriormente [17, 

18]. 

 

Biomarcadores do estresse oxidativo 

Diversos métodos são utilizados para avaliar a lesão oxidativa. Destacam-se as 

seguintes aferições individualizadas: oxidação das bases do DNA (teste do Cometa), 

oxidação lipídica (concentração de malondialdeído, nível de isoprostano) e oxidação de 

proteínas (via Carbonilação ou via Nitração).  

O teste do Cometa é considerado marcador de lesão oxidativa das bases do 

DNA. Além desse teste, outros métodos são utilizados para a identificação da lesão do 

DNA, como o teste do micronúcleo, troca entre cromátides irmãs e o teste de aberrações 

cromossômicas. No entanto, estas técnicas citogenéticas apresentam limitações, pois 

requerem divisão celular e, às vezes, não podem ser aplicadas a populações celulares de 

interesse específico. Rydeberg e Johanson [19] utilizando técnicas bioquímicas foram os 

primeiros a quantificar diretamente as lesões do DNA em células individuais que, 

submetidas a condições levemente alcalinas, permitiam o parcial desenrolamento da 

molécula de DNA, tornando possível à visualização dos danos ao microscópio. Para 

aumentar a sensibilidade do teste, Ostling e Johanson [20] introduziram a técnica de 

microeletroforese em lâminas com células embebidas em agarose, dando origem ao 

teste hoje conhecido como Ensaio Cometa ou “Single Cell Gel Electrophoresis 

(SCGE)”. Neste, células embebidas em agarose são colocadas sobre uma lâmina, lisadas 

por detergentes e sais e o DNA liberado é submetido à eletroforese em tampão neutro. 

As células com danos mostram um aumento da migração do DNA em direção ao pólo 

positivo, o que, ao microscópio de fluorescência, após coloração com syber green, 

sugere a imagem de um cometa. Singh et al. [21], em 1988, e Collins et al., em 1998 
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[22], introduziram condições alcalinas de eletroforese, que permitiram a detecção de 

quebras de fita única e lesões álcali-lábeis no DNA, aumentando assim, a sensibilidade 

do teste. O Ensaio Cometa apresenta várias vantagens que incluem: sensibilidade, 

possibilidade de avaliação de danos em células individuais, necessidade de amostras 

celulares extremamente pequenas, possibilidade de ser aplicado a qualquer população 

de células, necessitando apenas de células viáveis e não necessariamente de células em 

proliferação. Trata-se de um teste simples, de baixo custo, rápido e que pode ser 

utilizado para avaliação da genotoxicidade tanto in vitro como in vivo e para avaliação 

do sistema de reparo do DNA.  

Por outro lado, outros ensaios aferem a capacidade antioxidante individual do 

compartimento hidrofílico (glutationa reduzida, glutationa-peroxidase, superóxido-

dismutase, catalase, ácido úrico, bilirrubina, albumina, ascorbato, flavonóides) e do 

lipofílico (carotenóides, alfa-tocoferol, flavonóides). Contudo, existe muita dificuldade 

na interpretação dos resultados originados de medidas individuais de componentes do 

sistema de defesa antioxidante. Esta limitação estimulou alguns pesquisadores a 

desenvolverem outros métodos onde é aferido o sistema de defesa antioxidante como 

um todo. O TRAP (antioxidantes sequestrantes de radical) [23] e o ORAC (capacidade 

de absorbância dos radicais de oxigênio) [24] correspondem a métodos bem conhecidos. 

Estes métodos utilizam geradores de radical hidrofílicos, os quais produzem radicais 

apenas no compartimento aquoso da amostra biológica. Contudo, toda amostra 

biológica é constituída tanto pelo compartimento aquoso como pelo lipídico. E, devido 

ao fato dos antioxidantes serem hidrossolúveis ou lipossolúveis, ambos os 

compartimentos devem ser monitorados quando se deseja avaliar a real capacidade 

antioxidante total. O método proposto por Aldini et al., que foi utilizado no presente 

estudo, contempla a aferição de antioxidantes dos dois compartimentos [25]. A 
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capacidade antioxidante total (TAP) foi quantificada no plasma comparando a área sob 

a curva (area under the curve) relativa à cinética de oxidação do BODIPY em relação à 

suspensão do PC (fosfatidilcolina) que foi usado como uma referência de matriz lipídica 

[26, 27]. 

 

Defesa Antioxidante e reprodução 

Os estudos que examinaram o sistema de defesa antioxidante têm mostrado 

resultados controversos. Recentemente foi verificada elevação na atividade antioxidante 

enzimática e não-enzimática durante a gestação. Apesar disso, a capacidade 

antioxidante total estava diminuída [28]. É relatado que a capacidade do sistema de 

defesa antioxidante hidrofílico [12] e lipofílico [29, 30] são progressivamente reduzidas 

ao longo da gestação. Por outro lado, estudo relata o desenvolvimento de um forte 

mecanismo de defesa contra os danos oxidativos conforme a gravidez avança [12]. 

Estudos em ratos mostraram que as fêmeas utilizam mecanismos para lidar com 

as consequências do aumento na demanda energética limitando o estresse oxidativo [31], 

como por exemplo, o aumento da expressão dos genes de defesa antioxidante [32]. Em 

vacas na lactação, apesar do aumento do fenômeno oxidativo sob influência hormonal e 

metabólica, a homeostase oxidativa se mantem pela eficiência nas defesas antioxidantes 

[33]. Em suínos, fêmeas encontram-se sob elevado estresse oxidativo sistêmico, 

sobretudo ao fim da gestação e também na lactação quando comparadas ao início da 

gravidez e não estão completamente recuperadas até o período de desmame [34]. 

 

Suplementação de antioxidantes e reprodução  

Também têm sido controversos os resultados de estudos que examinaram a 

suplementação com antioxidantes na reprodução. Assim, a ausência de efeitos da 
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suplementação com antioxidantes já foi relatada. Estudo observou que ratas diabéticas 

prenhes suplementadas com extrato de G.biloba, este não alterou os parâmetros de 

antioxidantes nas mães e filhos, não melhorando a performance reprodutiva e os 

resultados perinatais [35]. Outros mostraram que vitaminas C e E combinadas e 

suplementadas durante a gestação não preveniram o risco de pré-eclampsia, perda 

neonatal ou fetal, crianças pequenas para idade gestacional ou parto prematuro [36].  

Recente revisão abrangente não sustentou o uso de antioxidantes durante a 

gestação para prevenção de pré-eclampsia e outras complicações em mulheres com 

algum risco (baixo, moderado ou elevado) para desenvolver a doença. Ampla revisão 

cobriu 10 estudos clínicos, envolvendo 6533 mulheres, e analisou diversos 

antioxidantes. No geral, a revisão não observou redução associada aos suplementos 

antioxidantes em pré-eclampsia, pressão sanguínea elevada e parto prematuro. Quando 

os antioxidantes foram analisados separadamente, os dados foram insuficientes para 

esclarecer se havia ou não benefício com seu uso, exceto para vitaminas C e E. A 

evidência neste estudo não apoia o uso de antioxidantes para redução do risco de pré-

eclampsia ou outras complicações [37]. Por outro lado, outros estudos têm mostrado 

que suplementação precoce com micronutrientes com baixo nível de antioxidantes 

durante a gestação pode reduzir o risco de pré-eclampsia [38]. Suplementação com 

combinação de vários nutrientes e antioxidantes (n-acetilcisteína, selênio, zinco, cobre, 

manganês, ferro, complexo B, ácido fólico, cálcio e vitaminas A, C e E) foi associada à 

melhores resultados materno e perinatal em mulheres grávidas com deficiente defesa 

antioxidante quando comparadas ao grupo controle. Além disso, pré-eclampsia foi 

menos frequente de forma significante em mulheres que receberam a suplementação do 

que comparadas ao grupo controle [39]. Utilizando modelo experimental, estudo 

mostrou em porcos que a suplementação dietética com α-tocoferol durante a gestação 
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resultou em aumento de suas concentrações no leite, colostro, tecidos e plasma da cria 

no desmame. No mesmo estudo, foi mostrado que a combinação de α-tocoferol e 

vitamina C dietética aumentou a concentração total de imunoglobulinas e IgG no 

plasma da cria [40]. Revisão por Pinelli-Saavedra  [41] sugere que suplementação 

dietética ou injeção de vitamina E com selênio em porcos tem efeito positivo na 

performance reprodutiva do que somente administração de vitamina E.   

Estudo clínico mostrou que deficiência dietética de vitaminas A e E durante a 

lactação em mulheres foi correlacionada com baixos níveis destas vitaminas no leite 

materno [42]. De maneira semelhante, ingestão materna inadequada de vitamina A e 

selênio durante a lactação diminuiu significantemente a concentração destes nutrientes 

no leite materno [43].  

O licopeno é um carotenóide sem atividade pró-vitamina A encontrado no 

tomate e nas frutas vermelhas. Em decorrência de seu grande número de duplas ligações 

conjugadas, o licopeno é considerado um dos melhores antioxidantes dentre os 

carotenóides. Além disso, o licopeno é considerado um dos mais potentes antioxidantes 

encontrados no organismo humano, apresentando 100 vezes maior potencia 

antioxidante do que vitaminas E e C. Outro atributo do licopeno se refere à sua altíssima 

capacidade em se ligar ao oxigênio singlet (uma ROS) [44], sendo melhor do que o �-

caroteno (2 vezes) e α-tocoferol (10 vezes) [45]. Além do oxigênio singlet e radical 

peroxil [46], tem sido mostrada ocorrer uma forte interação entre o licopeno e outras 

espécies reativas (ROS) como o peróxido de hidrogênio [47], o qual pode induzir a 

geração de radical hidroxil, conhecido como importante ROS indutora de oxidação 

lipídica e de bases de DNA [48]. Sua proteção contra a oxidação de bases de DNA foi 

recentemente demonstrada em cardiomiócitos de ratos Wistar suplementados com 

licopeno na forma licopeno-oleoresina [49]. 
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A suplementação com licopeno foi examinada também na gestação não 

fisiológica. Ashok et al. [50] mostraram que embora o licopeno não previna a pré-

eclâmpsia em mulheres, pode diminuir complicações fetais. Isto pode ser devido a 

melhoramentos seletivos na circulação feto-placentária em comparação à circulação 

geral [51, 52]. 

Nosso grupo recentemente documentou o aumento do estresse oxidativo (lesão 

oxidativa do DNA) associado à diminuição de antioxidantes lipossolúveis no plasma 

durante a gestação de suínos [34]. Paralelamente, poucos estudos têm avaliado o efeito 

do importante antioxidante dietético, licopeno, na gestação e para o nosso conhecimento 

nenhum estudo avaliou o estresse oxidativo na vigência de suplementação com esse 

carotenóide durante a gravidez. 

Frente ao exposto, nós hipotetizamos que o evento estresse oxidativo aumenta ao 

longo da gestação e que a suplementação com antioxidante, licopeno atenua tal evento. 

Assim, o presente estudo teve como objetivo estudar o efeito da suplementação com 

antioxidante lipossolúvel, licopeno, no estresse oxidativo induzido pela prenhez em 

modelo experimental com ratas. 
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OObjetivos 

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar o estresse oxidativo induzido 

pela gestação por meio da determinação dos níveis de lesão oxidativa do DNA e 

capacidade antioxidante total no sangue de ratas prenhes desprovidas de comorbidades. 

Como objetivo secundário, este estudo avaliou o efeito da suplementação com o 

antioxidante licopeno no estresse oxidativo induzido pela gestação por meio das 

mesmas variáveis citadas no objetivo principal e nas repercussões materno-fetais 

decorrentes. 
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MMateriais  e  Métodos  

O presente trabalho foi realizado nas dependências do Laboratório de 

Experimentação do Departamento de Clínica Médica e do Laboratório de Pesquisa 

Experimental em Ginecologia e Obstetrícia - FMB - UNESP - Botucatu com a devida 

aprovação do Comitê de Ética em Experimentação Animal (CEEA 979-2012).        

Foram utilizadas 47 ratas Wistar fêmeas, adultas, virgens, e 10 machos da 

mesma espécie, adultos, pesando em torno de 250g, fornecidos pelo Biotério Anilab 

(Paulínea, SP).  

As ratas foram adaptadas no Biotério do Laboratório de Pesquisa Experimental 

em Ginecologia e Obstetrícia durante sete dias. Os animais foram mantidos (4 

animais/caixa) sob condições controladas de temperatura (22 � 2ºC), umidade (70 � 

10%) e ciclo claro/escuro (12h). Água filtrada e ração (Purina®, Brasil) oferecidas ad 

libitum. 

Após o período de adaptação, as fêmeas foram sorteadas para compor o grupo 

Controle (C, n=20) e o grupo Licopeno (L, n=27).  Os animais receberam diariamente 

óleo de milho (C) ou suplementação de licopeno (L) via intragástrica (gavage) por 

aproximadamente 4 semanas. Os animais do grupo L receberam solução de licopeno 

(10mg/Kg) e os do grupo C receberam volume equivalente de óleo de milho. Os 

animais machos foram utilizados apenas para o acasalamento e, portanto, não receberam 

tratamento com licopeno/óleo. 

Após 7 dias do início da gavage, 10 animais foram sacrificados (L, n=5; C, n= 5) 

para compor o grupo não prenhe e o sangue coletado. Contudo, 1 animal do grupo 

Controle foi excluído por motivos técnicos (sangue coagulou durante a coleta). 
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As fêmeas restantes foram submetidas ao acasalamento. Durante a prenhez, 

foram mantidas em gaiolas individuais e a gavage sendo administrada por mais 21 dias. 

A ingestão de dieta e o peso dos animais foram registrados semanalmente durante todo 

o período de estudo. As condições de temperatura, umidade, ciclo claro/escuro foram 

mantidas de maneira idêntica ao período de adaptação (Figura 1). 

Figura 1. Protocolo experimental 

------------- � A ---------------------------------------------M21  C (n = 20) 

 

------------- � A ---------------------------------------------M21  L (n = 27) 

 

---7 dias -- � A ------------21 dias-------------------------FP   Tempo (dias) 

 

, início da gavage (grupo C, óleo de milho; grupo L, mistura de licopeno com óleo de 
milho 

�, sacrifício (no momento pré-acasalamento; grupo C n = 5, grupo L n = 5)         

A, acasalamento (grupo C n = 15, grupo L n = 22)         

M21, 21º dia de prenhez 

FP, laparotomia (momento final da prenhez; grupo C n = 15, grupo L n = 22)         

 

Período de acasalamento 

Após sete dias do início do estudo, as fêmeas foram submetidas ao 

acasalamento. No final da tarde, cada quatro ratas fêmeas e um macho foram alocados 

em gaiolas de polietileno até que número de réplicas fosse atingido em cada grupo 

experimental (C ou L). A fase de acasalamento teve a duração máxima de três dias 

seguidos. Na manhã subsequente, os machos foram retirados e foi realizado o esfregaço 
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vaginal de cada rata para análise morfológica. O fator indicativo de prenhez utilizado foi 

a presença de espermatozoides e este  considerado dia 0 de prenhez [53]. Na ausência de 

espermatozoides, a fêmea foi submetida ao acasalamento por no máximo mais duas 

tentativas.  

 

Obtenção das amostras de plasma materno e das placentas  

 Amostras de sangue para a aferição das variáveis foram obtidas no momento 

pré-acasalamento (7º dia) quando as fêmeas foram mortas (C, n=5; L, n=5) e, no 

momento final da prenhez (21º dia), quando as fêmeas foram submetidas à laparotomia 

(C, n=9; L, n=14). A morte do momento pré-acasalamento foi realizada após jejum de 

12 horas por meio de pentobarbital sódico intraperitoneal (50 mg/Kg peso corpóreo; 

Hypnol� a 3%). A obtenção de sangue ocorreu via aspiração cardíaca. 

No 21º dia de prenhez, as ratas foram anestesiadas com pentobarbital sódico, 

seguido por dessangramento para coleta de sangue materno. Após a coleta de sangue, 

foi realizada laparotomia com exposição e retirada dos cornos uterinos para pesagem da 

ninhada. Em seguida, os cornos uterinos foram abertos para contagem do número de 

fetos vivos/mortos, sítios de implantação embrionária e de mortes embrionárias 

(reabsorções). Os ovários foram retirados para contagem dos corpos lúteos em 

estereomicroscópio como parâmetro indireto do número de ovulações. Os fetos vivos e 

as placentas foram pesados individualmente para cálculo do índice placentário pela 

relação peso placentário/peso fetal como parâmetro de avaliação de insuficiência 

placentária.  

 A classificação dos pesos corpóreos dos recém-nascidos foi realizada de acordo 

com a média � desvio-padrão (DP) dos pesos corporais obtidos do grupo controle, que 

determinará três classes diferentes de recém-nascidos dentro dos grupos estudados: 
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pequeno para idade de prenhez (PIP), cujo peso foi inferior à média – 1,7 x DP; 

adequado para idade de prenhez (AIP), cujo peso foi compreendido entre a média � 1,7 

x DP e grande para a idade de prenhez (GIP), cujo peso foi maior que a média + 1,7 x 

DP [54, 55]. 

 

Procedimento do sangue coletado 

O sangue coletado foi transferido para tubos contendo EDTA e livres de 

anticoagulante (seco). Os tubos com EDTA foram colocados nas centrífugas e, após 

centrifugação (2500 x g a 4ºC por 10 minutos), o plasma obtido para dosagens de 

capacidade antioxidante total (TAP) e concentração de carotenoides. As amostras de 

sangue transferidas para os tubos secos foram utilizadas para aferição do lipidograma e 

de proteínas totais. O sangue destinado para a determinação de lesões oxidativas do 

DNA (ensaio Cometa) foi coletado em tubo com EDTA e imediatamente processado. 

 

Análise de carotenoides presente na dieta  

A dieta foi analisada segundo descrito previamente [56]. Para cada 10 g de dieta, 

5 mL de H2O foi adicionado e misturado por meio de movimentos giratórios durante 1 

min. A solução de extração [30 mL; hexano/acetona/etanol/tolueno (50:35:30:35)] foi 

adicionada e misturada por 1 min, seguido por 16 horas de repouso sob luz vermelha à 

temperatura ambiente; 4 mL de 40% KOH metanólico e hexano (30 mL) foram 

adicionados e a mistura deixada no escuro à temperatura ambiente. Após 1 hora, 10% 

Na2SO4 (30 mL) foi adicionado, agitado e deixado no escuro à temperatura ambiente. 

Após 1 hora, a camada de hexano coletada e o volume registrado. Alíquotas de 200 �L 
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foram evaporadas completamente sob N2 e o resíduo dissolvido novamente em 100 �L 

etanol, vortexado e sonicado por 30 segundos. Alíquotas de 50-�L do extrato final 

foram injetadas no sistema HPLC. 

 

Análise de licopeno no plasma 

Para análise do licopeno foram utilizados 400 µL de plasma, 150 µL de padrão 

interno (equinenona), clorofórmio/metanol CHCl3/CH3OH (3mL; 2:1, v/v), 500 �L de 

salina 8.5 g/L). Após centrifugação (3000 rpm por 10 minutos), foi coletado o 

sobrenadante e reservado. O hexano adicionado após a coleta do sobrenadante. As 

camadas clorofórmicas e hexânicas foram evaporadas sob nitrogênio e o resíduo 

ressuspendido em 150 �L de etanol, vortexado e sonicado por 30 segundos e 50�L 

desta alíquota foram utilizadas na análise pelo HPLC (Waters 2996 com detector de 340 

nm para retinóides e 450 para carotenoides). A fase móvel utilizada foi 

metanol/metiltertbutiléter/ água (83:15:2, v/v/v, 15 g/L com acetato de amônio em água, 

solvente A) e metanol/metiltretbutiléter/água (8:90:2, v/v/v, 10 g/L com acetato de 

amônio em água, solvente B). O fluxo foi de 1mL/ min sendo: 1) 100% de solvente A 

por 2 min seguido por 6 min de gradiente linear com 70% de solvente A; 2) espera 3min 

depois 10 min gradiente linear com 45% solvente de A; 3) espera 2 min depois 10min 

de gradiente linear com 5% de solvente A; 4) espera 4 min depois 2min de gradiente 

linear voltando para 100%  de solvente A [27]. Para a quantificação dos cromatogramas, 

realizamos a comparação entre as relações área da substância/área do padrão interno, 

obtidas na análise. Os valores das substâncias da solução padrão foram corrigidos por 

seus coeficientes de extinção molar. A aferição foi realizada em HPLC alocado no 
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Laboratório Experimental da Clínica Médica da Faculdade de Medicina de Botucatu -

Unesp. 

 

Determinação sérica de glicose, triglicérides, colesterol e frações, proteínas totais  

 Para dosagem de glicose, perfil lipídico e de proteínas, as amostras de sangue 

contidas em tubos secos foram mantidas a 4ºC por 30 minutos e, então, submetidas à 

centrifugação a 3.500 rpm por 10 minutos a temperatura de 4ºC. Foram utilizados kits 

colorimétricos e o aparelho Techinicon RA-XT system, alocado no Laboratório 

Experimental de Clínica Médica. As concentrações de triglicérides, lipoproteína de alta 

densidade (HDL) e de colesterol total foram determinadas por método enzimático 

utilizando kits da marca Wiener� e a absorbância foi determinada em espectrofotômetro 

[57, 58]. As concentrações de proteínas totais foram determinadas por método 

colorimétrico com o uso de espectrofotômetro, utilizando kits da marca Wiener� para 

todas as amostras de soro [57].  

 

Determinação plasmática da capacidade antioxidante total (TAP) 

O TAP foi realizado conforme reportado por Aldini et al. [25] usando um 

contador (Wallac Vitor 2X, Perkin-Elmer, Boston, MA, USA) alocado no Laboratório 

Experimental da Clínica Médica da Faculdade de Medicina de Botucatu-Unesp. Todas 

as análises foram realizadas em triplicata utilizando amostras de 200uL de plasma. Os 

resultados do método inovador TAP foram comparados ao método TAP modificado, 

onde foi utilizado o AAPH [2,2`Azobis (2-amidino-propano)- dihidroclorado] como 

gerador de radical, o DCFH-DA [2´7´diclorodihidrofluoresceína] diacetato como probe 
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e o DHS (soro humano deslipilizado) usado como uma referência de matriz hidrofílica 

[26]. 

 

Determinação da lesão oxidativa do DNA no sangue 

 Realizada pelo ensaio Cometa que avalia os danos gerais e oxidativos no DNA. 

Foi conduzido de acordo com a metodologia descrita previamente [21, 51, 59]. Três 

tipos de lesão de bases do DNA foram avaliadas (SBs, purinas oxidadas e pirimidinas 

oxidadas). O tipo SBs (quebras de fita simples e duplas do DNA em sítios alcali-lábeis) 

avalia a lesão de bases do DNA de amostras tratadas com solução tampão. O tipo SBs 

determina as lesões gerais desencadeadas ou não por estresse oxidativo.  O tipo purinas 

oxidadas foi avaliada utilizando a enzima formamidopirimidina-DNA glicosilase (FPG), 

que cliva purinas oxidadas. Enquanto que para o tipo pirimidinas oxidadas, foi utilizada 

a enzima endonuclease III (endoIII), que detecta pirimidinas oxidadas.  

 Alíquotas de 10�L de sangue total foram adicionadas respectivamente a 120�l 

de agarose de baixo ponto de fusão (0,5%). Cada uma das alíquotas foi colocada sobre 

lâmina previamente recoberta com camada de agarose de ponto de fusão normal (1,5%), 

coberta com lamínula e colocada a 4ºC, por 5 minutos, para solidificação da agarose. 

Após esse período, a lamínula foi removida e a lâmina colocada em solução de lise 

gelada e recém preparada (2,5M NaCl, 100mM EDTA, 10mM Tris, pH 10, Triton X-

100 a 1% e DMSO a 10%). Após, as lâminas foram lavadas em PBS (livre de Ca2+ e 

Mg2+) por 5 minutos. O tratamento de ambas as enzimas foi realizado em diluição 

1:1000 e as lâminas permanecerão por 30 minutos em estufa a 37°C para ação da FPG e 

endoIII. As lâminas foram transferidas para cuba horizontal de eletroforese, que foi 

preenchida com tampão alcalino gelado e recém preparado (1mM EDTA e 300mM 
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NaOH, pH>13). Após período de 40 minutos para desespiralização do DNA e expressão 

dos sítios álcali-lábeis, a eletroforese foi conduzida a 25V por 30 min. Finalizada a 

eletroforese, as lâminas foram colocadas por 15 minutos em solução de neutralização 

(0,4M de Tris, pH 7,5), fixadas com etanol absoluto, secas à temperatura ambiente e 

armazenadas a 4°C. No momento da análise, as lâminas foram coradas com 50�l de 

solução de syber Green (20�g/mL), cobertas com lamínulas, e os nucleóides 

visualizados em microscópio de fluorescência (aumento de 400X) acoplado a sistema de 

análise de imagem (Comet Assay II – Perceptive Instruments, UK). O teste foi realizado 

em duplicata, com lâminas codificadas e analisadas em teste cego, utilizando-se o 

parâmetro “tail intensity” (% de DNA na cauda).  

Linfócito periférico de sangue de rato do grupo controle foi usado como controle 

positivo (tratado com H2O2 100 uM) e controle negativo (não tratado). 

 

Análise estatística  

A análise estatística foi realizada usando SigmaStat versão 2.0 para Windows 

95, NT & 3.1 (Jandel Scientific Software, San Rafael, CA, EUA). As comparações 

foram realizadas pelo teste T de Student. As diferenças foram consideradas significantes 

quando P < 0,05. 

 

Aspectos Éticos 

Todos os procedimentos experimentais aplicados nesse projeto foram aprovados 

pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da Faculdade de Medicina de 

Botucatu – Unesp (Protocolo CEEA 979-2012, Anexo 2). 
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RResultados  

Avaliação de Licopeno 

Dieta – Não foi detectado licopeno ou �-tocoferol na dieta, mas os níveis de luteina e 

zeaxantina foram 4 e 2 mg por Kg de dieta, respectivamente.  

Solução de suplementação com licopeno – Da solução preparada com tomate oleoresina 

e óleo de milho, os animais do grupo licopeno receberam via intragástrica (gavage) por 

0,77, 2,02 e 9,955 mg/kg de peso corpóreo/dia de 13-cis-�-caroteno, todo-trans-�-

caroteno e licopeno-total, respectivamente. A aferição do licopeno por HPLC confirmou 

que cada 2 mL da solução continha aproximadamente 10 mg de licopeno total (todo 

trans - licopeno + isômeros cis – licopeno). A concentração de licopeno foi também 

checada por espectrofotometria fixando-se o comprimento de onda em 450nm (ANEXO 

1). O licopeno na solução de óleo de milho permaneceu estável por no mínimo 9 

semanas a 4°C. A solução foi aquecida por 20 minutos em banho-maria a 54°C antes de 

ser oferecida via gavage aos animais.  

Plasma – As ratas do grupo controle não apresentaram licopeno detectável tanto no 

grupo não prenhe como nos animais prenhes. Isso ocorreu devido à ausência de 

licopeno na dieta. Após 7 (não prenhe) ou 21 dias (prenhe) de suplementação com 

tomate-oleoresina, a concentração plasmática alcançou níveis muito baixos (0,119 x 10–

8 a 6,610 x 10–8 nMol/L) ou indetectáveis de licopeno. Não foi possível identificar 

produtos de um possível metabolismo de licopeno nas amostras. 

 

Efeito da suplementação com licopeno no Peso corpóreo e consumo de ração e de 

água 

Os animais foram pesados nas semanas 1, 2, 3 e 4 do experimento (Figura 2). 

Ambos os grupos, Controle e Licopeno mostraram ganho de peso gradual, com aumento 
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de peso importante da 3a para 4a semana, que marca o final da prenhez próximo ao 

momento do parto. Não houve diferença de peso corpóreo entre os grupos em todos os 

momentos de aferição, indicando a ausência de efeito da suplementação de licopeno no 

peso corpóreo dos animais.  

 

Figura 2. Ganho de peso corpóreo (g) durante o experimento 
 
 
 
 
 

O consumo de ração (Figura 2A) e de água (Figura 2B) foi mensurado a partir 

do momento de diagnóstico de prenhez, por três semanas consecutivas.  O grupo 

Controle e o grupo Licopeno apresentaram aumento gradativo no consumo de ração e 

água de acordo com o aumento da idade gestacional. Não houve diferença entre os 

grupos em todos os momentos de aferição, indicando a ausência de efeito da 

suplementação de licopeno no consumo de ração e de água dos animais.  

 
Figura 2. Consumo de ração (g) e água (mL) durante a prenhez.  ANA, NÃO SEI 
COLAR DO JEITO QUE VC FEZ (imagem com metarquivo avançado) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

O consumo de ração (Figura 3A) e de água (Figura 3B) foi mensurado a partir 

do momento de diagnóstico de prenhez, por três semanas consecutivas.  O grupo 

Controle e o grupo Licopeno apresentaram aumento gradativo no consumo de ração e 

água de acordo com o aumento da idade gestacional. Não houve diferença entre os 
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grupos em todos os momentos de aferição, indicando a ausência de efeito da 

suplementação de licopeno no consumo de ração e de água dos animais.  

 
 
 
Figura 3. Consumo de ração (g) e água (mL) durante a prenhez.  

 
 
 
 

Efeito da suplementação com licopeno na performance reprodutiva 

A tabela 1 ilustra a performance reprodutiva das ratas prenhes. A comparação 

entre os grupos Controle e Licopeno não mostrou diferença em relação a todas variáveis 

estudadas. Esse resultado indica que a suplementação com licopeno não interferiu na 

performance reprodutiva materna e nos embriões.  
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Tabela 1. Performance reprodutiva materna de ratas prenhes suplementadas ou não 

com tomate oleoresina (licopeno, 10 mg/Kg p.c/dia) 

 
 Controle (n =7) Licopeno (n =13) P *  

Número de corpos lúteos 12,42 � 1,98 12,76 � 1,69 > 0,05 

Número de implantações  12,28 � 1,79 11,61 � 3,79 > 0,05 

Número de fetos vivos 11,28 � 1,38 11,30 � 3,86 > 0,05 

Reabsorções  1,00 � 1,41 0,30 � 0,85 > 0,05 

Peso ninhada (g) 

Perda pré-implantação (%) 

Perda pós-implantação (%) 

42,95 � 8,65 

0,95 � 2,51 

7,29 � 10,01 

45,43 � 14,30 

13,02 � 24,38 

3,46 � 8,51 

> 0,05 

> 0,05 

> 0,05 

Valores apresentados como média � desvio padrão (SD);  
n, amostra; animais suplementados com óleo ou licopeno por 21 dias;  
*, teste t de Student usado pata comparar grupo Controle e Licopeno. 

 

 

Efeito da suplementação com licopeno no perfil bioquímico ao final da prenhez 

A Tabela 2 mostra ausência de efeito da suplementação com licopeno no perfil 

bioquímico ao final da prenhez.  

 
 
 

Tabela 2. Perfil Bioquímico, ao final da prenhez, de ratas suplementadas ou não com 

tomate oleoresina (licopeno, 10 mg/Kg p.c./d) 

 Controle Licopeno P * 

 

Colesterol Total  59,71 �  9,92 (7) 55,07 � 8,89 (13) > 0,05 
HDL-colesterol  22,71 � 4,64 (7) 19,07 � 3,47 (13) > 0,05 
Triglicerideos 237,14 � 61,13 (7) 296,92 � 117,99 (13) > 0,05 
Glicose 83,57 � 9,03 (7) 82,15 � 6,90 (13) > 0,05 
Proteínas Totais 4,91 � 0,42 (7) 4,56 � 0,47  (13) > 0,05 
Valores apresentados como média � desvio padrão (SD);  
n, amostra; animais suplementados com óleo ou licopeno por 21 dias;  
*, teste t de Student usado pata comparar grupo Controle e Licopeno.  
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Efeito da suplementação com licopeno na capacidade antioxidante total plasmática 

Os resultados referentes à capacidade antioxidante total (TAP) mostraram 

ausência de diferença estatisticamente significante entre os estados prenhe e não prenhe 

(Tabela 3). Esse comportamento foi observado tanto no grupo Controle como no grupo 

Licopeno, embora possa ser observada discreta diminuição (prenhe versus não prenhe, 

P > 0,05) da proteção nos animais prenhes do grupo Controle. Quando comparamos os 

grupos dentro do mesmo estado (prenhe e não prenhe) também não foi verificada 

diferença entre os grupos (não prenhe: Controle = Licopeno; prenhe: Controle = 

Licopeno). Os resultados indicam que tanto a prenhez como a suplementação com 

licopeno não alteraram o valor da TAP.  

 
 

Tabela 3. Capacidade antioxidante total plasmática, ao final da prenhez, de ratas 

suplementadas ou não com tomate oleoresina (licopeno, 10 mg/Kg p.c./dia) 

 Não prenhe Prenhe P 1 

 

Controle (n) 79,91 � 1,91 (4) 76,68 � 3,72 (7) > 0,05 
    
Licopeno (n) 77,06 � 3,58 (5) 78,84 � 5,79 (13) > 0,05 
P 2 > 0,05 > 0,05  

Valores apresentados como média � desvio-padrão (SD);  
n, amostra; não prenhe, animais suplementados com óleo ou licopeno por 7 dias; prenhe, animais 
suplementados com óleo ou licopeno por 21 dias; 
1, 2 teste t de Student foi usado para comparar não prenhe versus prenhe (P 1) e para comparar 
grupos Controle versus Licopeno (P 2). 
 
 
Efeito da suplementação com licopeno na lesão de bases do DNA de linfócitos de 

sangue periférico  

A lesão de DNA (incluindo SBs, purinas oxidadas e pirimidinas oxidadas) foi 

detectada pelo teste alcalino Cometa modificado com enzimas FPG e endo III que, 
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detectam especificamente purinas oxidadas e pirimidinas oxidadas, respectivamente 

(Tabela 4). 

Os resultados referentes à lesão do tipo SBs mostraram ausência de diferença 

estatisticamente significante entre os estados prenhe e não prenhe. Esse comportamento 

foi observado tanto no grupo Controle (prenhe = não prenhe) como no grupo Licopeno 

(prenhe = não prenhe). Quando comparamos os grupos dentro do mesmo estado, 

também verificamos ausência de diferença entre os grupos tanto para o estado prenhe 

(Controle = Licopeno) como para o não prenhe (Controle = Licopeno).   

Com relação à lesão do tipo purinas oxidadas, foi observado em ambos os 

grupos uma diminuição nas ratas prenhe em relação às não prenhe, mas com diferença 

significante (P = 0, 047) apenas no grupo Licopeno (Licopeno: prenhe < não prenhe). 

Quando comparamos os grupos dentro do mesmo estado, verificamos ausência de 

diferença entre os grupos tanto para o estado prenhe (Controle = Licopeno) como para o 

não prenhe (Controle = Licopeno).   

Com relação à lesão do tipo pirimidinas oxidadas, foi observado em ambos os 

grupos uma diminuição no grupo prenhe em relação ao não prenhe, mas com diferença 

significante (P < 0, 001) apenas no grupo Licopeno (Licopeno: prenhe < não prenhe). 

Quando comparamos os grupos dentro do mesmo estado, verificamos ausência de 

diferença entre os grupos tanto para o estado prenhe (Controle = Licopeno) como para o 

não prenhe (Controle = Licopeno). 

Outro resultado relevante foi que o tomate oleoresina não induziu qualquer tipo 

de lesão de DNA em linfócitos periféricos de ratas prenhes ou não. 
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Tabela 4. Danos no DNA (tail intensity) de linfócitos de sangue periférico de ratas 

suplementadas ou não com tomate oleoresina (licopeno, 10 mg/Kg p.c./dia). 

  Não Prenhe Prenhe P1 

Controle (n) SBs 58,75 � 8,80 (4) 48,10 � 15,66  (5) > 0,05 
Licopeno (n) SBs 54,19 � 10,23 (5) 49,01 � 20,95  (12) > 0,05 
P2  > 0,05 > 0,05  
     
Controle (n) Purinas 

Oxidadas 
66,82 � 6,14 (4) 53,51 � 18,83 (5) > 0,05 

Licopeno (n) Purinas 
Oxidadas  

64,44 � 8,86 (5) 48,50 � 15,26 (12) 0,047 

P2  > 0,05 > 0,05  
     
Controle (n) Pirimidinas 

Oxidadas 
65,17 � 29,23 (4) 47,98 � 23,17 (5) > 0,05 

Licopeno (n) Pirimidinas 
Oxidadas  

74,97 � 8,39 (5) 40,21 � 13,79 (12) < 0,001 

P2  > 0,05 > 0,05  
Valores correspondem a Tail intensity (% de DNA na cauda) e são apresentados como média 
� desvio-padrão (SD);  
n, amostra; SBs, quebras de fita simples e duplas do DNA e sítios alcali-lábeis; não prenhe, 
animais suplementados com licopeno por 7 dias; prenhe, animais suplementados com 
licopeno por 21 dias;  
Teste t de Student foi usado para comparar não prenhe versus prenhe (P 1) e para comparar 
grupos Controle versus Licopeno (P 2) 
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DDiscussão 
 

Existem evidências que a gestação é um estado de elevado grau de estresse 

oxidativo, tanto em animais [2] como em seres humanos [3]. Alguns estudos têm 

examinado o efeito da suplementação com antioxidantes nas complicações da gravidez 

[38, 39, 50].  

Nosso grupo recentemente documentou o aumento do estresse oxidativo (lesão 

oxidativa do DNA) associado à diminuição de antioxidantes lipossolúveis no plasma 

durante a prenhez em modelo animal com suínos [34]. Paralelamente, poucos estudos 

têm avaliado o efeito de antioxidantes na gestação sem complicações [40, 41] e para o 

nosso conhecimento nenhum estudo examinou o estresse oxidativo após a 

suplementação com o antioxidante lipossolúvel, licopeno. 

No presente estudo nós utilizamos licopeno na forma tomate oleoresina. A dose 

de licopeno (10 mg/Kg p.c./dia) foi selecionada com base em prévios estudos [60, 61] e 

foi administrada antes do acasalamento (por 7 dias) e durante a prenhez (por 21 dias). 

Dessa forma, a administração foi contínua por um período total de 28 dias. 

 

Ganho de Peso/ Consumo  

Em nosso estudo, ratas prenhes se comportaram de forma semelhante em ambos 

os grupos, recebendo suplementação ou não, em relação ao ganho de peso, consumo de 

ração e de água. Esses resultados indicam que a suplementação com licopeno não 

comprometeu essas variáveis. Poucos estudos verificaram o efeito de suplementos no 

ganho de peso assim como no consumo alimentar e hídrico. Utilizando ratos como 

modelo experimental, Sánchez et al. (2008) verificaram ação benéfica da suplementação 

precoce (a partir da lactação) com leptina desde que os animais apresentaram menor 
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peso na vida adulta, menor consumo de calorias e baixa preferência por alimentos ricos 

em gorduras do que seus controles [62]. 

 

Performance reprodutiva 

 O antioxidante licopeno não interferiu na performance reprodutiva dos animais 

nem em seus embriões. Esses resultados sugerem a ausência de toxicidade do licopeno 

no desempenho reprodutivo em relação à formação embrionária, aborto, peso da cria e 

taxa de mortalidade. 

Até o presente momento não encontramos trabalhos que utilizaram licopeno 

durante a gestação em modelos experimentais objetivando verificar seu efeito em 

termos de toxicidade na performance reprodutiva. Prévio estudo clínico avaliou o efeito 

da suplementação oral com licopeno (2mg/ 2 vezes ao dia) em mulheres primigestas no 

segundo trimestre de gestação. Os autores observaram que, em relação ao grupo placebo, 

o grupo que recebeu licopeno apresentou menor incidência de pré-eclampsia, menor 

pressão diastólica, maior média de peso fetal, assim como menor retardo no crescimento 

intrauterino [52]. Outro estudo clínico também identificou que mulheres gestantes que 

receberam suplementação de licopeno (2mg/ 2 vezes ao dia) apresentaram significante 

redução na incidência de bebês com retardo no crescimento e melhor resultado perinatal, 

comparadas àquelas que não receberam suplementação [50]. 

Existem na literatura trabalhos experimentais e clínicos que examinaram outros 

suplementos em gestação sem ou com comorbidades.  

Estudo experimental buscou avaliar o efeito compensatório de antioxidantes 

(vitaminas C e E) associados ao implante de progesterona exógena, utilizada em 

protocolos de sincronização de estro em fêmeas bovinas. Neste estudo a utilização de 

vitamina E apresentou efeito positivo na reprodução, apresentando maior taxa de 

prenhez nos animais suplementados [63]. Estudo clínico, no qual mulheres grávidas 
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receberam diferente suplementação (ácido fólico, ácido fólico + ferro, ácido fólico + 

ferro + zinco ou múltiplos micronutrientes + vitamina A, vitamina A) observou que 

suplementação com ácido fólico + ferro aumentou o peso ao nascer em 37g e diminuiu a 

incidência de bebês com baixo peso ao nascer em 34%. Suplementação de múltiplos 

micronutrientes aumentou o peso ao nascer em 64g e diminui a incidência de bebês 

baixo peso ao nascer em 14%. Nenhuma das combinações de suplementação reduziu a 

incidência de nascimento pré-termo, Ácido fólico + ferro e múltiplos micronutrientes 

aumentaram a circunferência cefálica e de tórax, porém não o comprimento [64]. Por 

outro lado, estudo clínico com gestantes observou que a administração semanal (a partir 

do primeiro trimestre até 12 semanas pós-parto) de vitamina A (7000 μg  na forma de 

retinil palmitato) ou de beta-caroteno (42mg) ou placebo não reduziu a taxa de 

risco/mortalidade fetal, materna e infantil [65]. 

Outros estudos avaliaram o efeito da suplementação na gestação não fisiológica. 

Estudo não observou benefícios do tratamento com G,biloba (200 mg/kg/dia durante a 

gestação) em ratas prenhes portadoras de diabete materno grave (glicemia superior a 

200 mg/dL). Em detalhe, o tratamento com G,biloba não melhorou parâmetros 

reprodutivos (número de corpos lúteos, de implantações, de fetos vivos, número de 

reabsorções embrionárias e da porcentagem de perda pós-implantação, incidência de 

recém-nascidos apresentando restrição de crescimento, malformações) [66]. Por outro 

lado, outro relato mostrou que ratas portadoras de diabete induzido e suplementadas 

com vitamina E (150 mg/d via oral) apresentaram redução da taxa de má formação e 

aumento  do tamanho e maturação dos embriões [67]. Ainda em diabete induzido, o 

benefício da suplementação com a mesma vitamina (150 mg/d via oral) foi demonstrado 

pela melhora de má formações (12%) nas ratas suplementadas em relação às não 

suplementadas (44%) [68].  Em estudo com ratas prenhes suplementadas com ácido 
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linolênico e γ-linolênico, o tratamento com γ-linolênico nas ratas diabéticas (glicemia > 

300mg/dL vs. 100mg/dL grupo controle) piorou o desempenho reprodutivo materno 

(número reduzido de fetos nascidos vivos e implantações), contudo a suplementação 

protegeu o dano à incidência de anomalias congênitas provocadas pela hiperglicemia 

[69]. 

Estudo clínico avaliou mulheres com risco para pré-eclampsia e suplementação 

com vitaminas C (1000 mg) e E (400 IU) ou placebo diariamente do segundo trimestre 

de gestação até o parto. Os autores observaram que a incidência de pré-eclampsia foi 

semelhante entre grupos. Maior número de crianças com baixo peso foi identificado nas 

mulheres que fizeram uso de antioxidantes do que nas do grupo controle, indicando que 

o uso de antioxidantes não resultou em efeito protetor em relação à pré-eclâmpsia nem 

em relação ao peso ao nascer [35]. Da mesma forma, outro trabalho concluiu que o uso 

de vitaminas C e E como suplemento durante a gestação não reduz o risco para pré-

eclampsia, perda fetal ou neonatal, crianças com menor tamanho para idade gestacional 

ou parto prematuro [36]. 

 

Bioquímicos  

Em nosso trabalho, observamos valores elevados de triglicerídeos em ambos os 

grupos de ratas prenhes. Esse achado também foi descrito por Desoye et al. (1987). Os 

autores observaram que durante a gestação, mulheres normais apresentaram aumento 

dos níveis de triglicerídeos plasmáticos sendo que seu pico máximo ocorreu na metade 

do terceiro trimestre, alcançando valores até cinco vezes maiores do que os valores 

basais [70]. Isso se deve em parte ao aumento dos níveis de estrogênio e prolactina, que 

acarretariam maior produção hepática de lipoproteínas ricas em triglicerídeos (VLDL) e 

ao efeito lipolítico do hormônio lactogênico placentário sobre o tecido adiposo [70, 71]. 
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Não encontramos na literatura relatos sobre a influência do licopeno nos 

parâmetros bioquímicos tanto em humanos como em animais. 

Utilizando suco de acerola (rico em vitamina C), Barbalho et al. (2011) trataram 

filhos de ratas diabéticas ou não diabéticas. Os filhos das ratas não diabéticas (não 

tratados e tratados, respectivamente) apresentaram níveis de glicose (67 e 68mg/dL), 

triglicerídeos (119 e 83 mg/dL), colesterol (76 e 98 mg/dL) semelhantes, enquanto os 

níveis de HDL-colesterol foram significantemente maiores no grupo tratado (34 e 45 

mg/dL) [72]. Em trabalho realizado utilizando ratos machos Wistar tratados com P. 

edulis (maracujá/ 1,000 mg/kg/28 dias) apresentaram aumento nas lipoproteínas de alta 

densidade (HDL-colesterol) e diminuição nas lipoproteínas de baixa densidade (LDL-

colesterol) e também nos ácidos graxos. Houve também menor peroxidação lipídica no 

grupo tratado, mostrando efeito protetor [73].  

 

Concentrações de licopeno plasmático  

No presente estudo, nós utilizamos suplementação com licopeno na dose de 10 

mg/Kg peso/dia sendo que o grupo não prenhe recebeu tal dose por 7 dias e o grupo 

prenhe, por 21 dias. O licopeno total apresentado representa o isômero todo trans. Os 

resultados do presente estudo mostraram que o licopeno plasmático atingiu níveis muito 

baixos (0,119  x 10 - 8 a 6,610 x 10 -8  nMol/L) ou indetectáveis do carotenóide após 7 

ou 21 dias de suplementação.  

Usando a mesma dose de licopeno que o presente estudo, nosso grupo mostrou 

que ratos machos Wistar desprovidos de comorbidades atingiram maiores níveis (média 

± DP) de licopeno total plasmático (22,9 ± 19,1 nMol/L) após 6 semanas de 

suplementação [74]. Usando dose menor de licopeno (5 mg/Kg peso/dia), outro estudo 

publicado por nosso grupo mostrou que os níveis plasmáticos também atingiram 
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maiores valores (4,69 ± 2,35 nMol/L) após 7 semanas de suplementação em ratos 

machos Wistar desprovidos de comorbidades [75].  

Nós não identificamos isômeros cis de licopeno. Ratos machos de outra 

linhagem (F344) alcançaram níveis plasmáticos (média � Erro Padrão, nMol/L) de 22,4 

de licopeno total (total cis: 16,8 � 7,5; todo trans: 7,5 � 3,7) após suplementação com 

5mg/Kg peso/dia por 9 semanas [56]. 

A aparente ausência de licopeno observada no presente estudo pode em parte ser 

explicada pela possível ocorrência de metabolismo aumentado desse carotenóide em 

fêmeas [76]. O aumento do metabolismo do licopeno em células intestinais dos animais 

resultaria no desaparecimento do licopeno habitualmente visualizado no sistema HPLC 

(formas convencionais todo-trans-licopeno ou cis-licopeno) [27]. Essa possibilidade 

poderia ser confirmada pela identificação de metabólitos desse carotenóide, por meio de 

espectrometria de massa, se tivéssemos usado licopeno marcado com deutério (2H10-

licopeno) na solução de suplementação. Vale a pena ser destacado que a ocorrência do 

metabolismo do licopeno não necessariamente inativa propriedades antioxidantes desse 

carotenoide [77].  

 

Lesão de DNA  

A gestação não foi associada ao aumento de lesão de DNA aferido em linfócitos 

de sangue periférico. Essa afirmação pode ser confirmada pela ausência de elevação de 

níveis das lesões nas ratas prenhes (momento final da prenhez) em relação às não 

prenhes (momento pré-acasalameto) de ambos os grupos. Ao contrário, foi observada 

diminuição de lesão oxidativa de bases (púricas, P = 0, 047 e pirimídicas, P < 0, 001) do 

DNA ao final da prenhez em comparação com os animais não prenhe do grupo 

Licopeno. O mesmo comportamento foi observado no grupo Controle, porém a 
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comparação entre animais prenhe e não prenhe não atingiu níveis significantes. A 

diminuição de lesão oxidativa observada no final da prenhez pode estar associada ao 

conhecido aumento de antioxidantes placentários que ocorre no fim da gestação. 

Conhecida como fonte de antioxidantes, a placenta mostra aumento progressivo 

de expressão e/ou atividade de enzimas antioxidantes (glutationa peroxidase, glutationa 

redutase, catalase, Cu/ZnSOD) de acordo com a idade gestacional [78]. Além do baixo 

estado de antioxidantes no início da gestação (anterior ao fim do primeiro trimestre), a 

placenta se comporta como um ambiente hipóxico com tensão de oxigênio intrauterino 

extremamente baixa (pO2 < 20 mmHg, ~5% O2) na oitava semana [14], condição que 

pode levar a aumento na geração de espécies reativas de oxigênio [79]. 

O fato de não termos observado aumento de lesão de DNA nas ratas prenhes 

pode ser em parte explicado pelo fato de que coletamos sangue em apenas um momento 

(no fim da prenhez). É provável que o início da prenhez seja caracterizado pelo alto 

nível de lesão a qual progressivamente é atenuada pelos antioxidantes originados da 

placenta. Se tivéssemos coletado sangue em vários momentos durante a prenhez 

provavelmente iríamos observar uma diminuição progressiva das lesões oxidativas. 

Outro resultado relevante foi que o tomate oleoresina não induziu qualquer tipo 

de lesão de DNA em linfócitos periféricos de ratas prenhes ou não. 

Embora não tenhamos examinado a capacidade de reparo do DNA, prévio 

estudo mostrou que a suplementação com outro antioxidante (vitamina E, 150 mg/d, via 

gavage) em ratas prenhes portadoras de diabete induzido resultou em diminuição de 

níveis totais de adutos de DNA em 17% no fígado materno e em 25% nos embriões, em 

relação aos animais não suplementados [68]. Esse resultado sugere que a suplementação 

com esse antioxidante pode melhorar o reparo do DNA em diabete, evento associado à 

dificuldade no reparo do DNA. 
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TAP 

A melhora da lesão oxidativa do DNA não se associou ao comportamento 

verificado na TAP. As alterações de lesão de DNA provavelmente foram insuficientes 

para interferirem no sistema de defesa antioxidante. A estabilidade no sistema 

antioxidante pode em parte estar associada ao aumento na regulação dos genes 

antioxidantes. Tem sido sugerido que animais frequentemente adequam um conjunto de 

defesas antioxidantes em resposta ao aumento na geração de espécies reativas de 

oxigênio, reparando danos e limitando subsequente ocorrência [17, 18]. De fato, a 

placenta está protegida do estresse oxidativo pelo aumento da expressão dos genes de 

defesa antioxidante [32]. Examinando o papel da peroxiredoxina III (enzima 

antioxidante) na defesa antioxidante na placenta de ratas, estudo evidenciou que esta 

enzima desempenhou papel crucial na defesa antioxidante placentária, concluindo que a 

regulação da peroxiredoxina III pode fornecer certa compensação que protegeu 

eritrócitos conta lesão oxidativa [80].  

Prévios estudos examinaram o comportamento de componentes do sistema de 

defesa antioxidante em gestação não fisiológica. O comprometimento da atividade da 

superóxido dismutase (SOD) foi identificado em plasma e sangue coletado do cordão 

umbilical das mulheres portadoras de diabetes gestacional, em relação ao grupo controle 

[81]. Níveis de selênio e de glutationa peroxidase avaliados em diferentes grupos de 

mulheres (gestantes, não gestantes, gestantes que apresentaram aborto espontâneo) 

mostraram-se diminuídos de maneira significante nas que sofreram aborto. A glutationa 

peroxidase também foi significantemente menor em mulheres gestantes do que nas não 

grávidas [82]. Avaliando a atividade da enzima catalase sanguínea em mulheres 

(gestantes, não gestantes e grávidas com diabetes gestacional), Goth et al. mostraram 

diminuída atividade da enzima nas gestantes quando comparadas ao grupo controle (89 

vs 109 MU/L, respectivamente), e ainda menor naquelas com diabetes gestacional (74 
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MU/L) [83]. Outro estudo que também avaliou mulheres grávidas (com e sem diabetes 

gestacional) mostrou maiores níveis de ácido ascórbico, atividade da enzima catalase e 

níveis plasmáticos de vitamina E nas mulheres sem diabetes gestacional (ácido 

ascórbico: 6.17 vs 4.75mg/dL; catalase: 11.58 vs 10.75U/g Hb; vitamina E: 9.23 vs 

7.87µMol/L). O mesmo estudo ainda mostrou que os níveis de SOD e glutationa 

peroxidase foram menores do que nas gestantes com diabetes gestacional (392.66 vs 

419.82U/g Hb; 68.66 vs 73.74U/g Hb) [84]. Por outro lado, outro estudo mostrou não 

haver comprometimento dos níveis de glutationa peroxidase (durante os três trimestres 

da gestação) em gestantes portadoras de pré-eclâmpsia, em relação ao grupo controle 

[85].  

Embora tenhamos adotado modelo de gestação fisiológica, outro trabalho 

também mostrou ausência de benefício de suplementação com antioxidante em alguns 

componentes do sistema de defesa antioxidante. De fato, utilizando modelo de diabete 

induzido (glicemia superior a 200 mg/dL), não foi identificado melhora com 

suplementação com G,biloba (200 mg/kg/dia durante a gestação) em ratas prenhes 

portadoras de deficiência da atividade hepática da glutationa peroxidase e dos níveis 

hepáticos de glutationa total. Em detalhe, o tratamento com G,biloba não melhorou a 

atividade hepática da catalase e dos níveis hepáticos de glutationa total tanto maternos 

como fetais [66].  

 

Considerações finais 

 Nossos resultados mostraram que a suplementação com tomate oleoresina 

(licopeno, 10 mg/Kg p.c./dia) oferecida previamente ao acasalamento e durante a 

prenhez fisiológica de ratas Wistar não comprometeu o ganho de peso, consumo de 

ração/água, desempenho reprodutivo e perfil bioquímico. Por outro lado, a 
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suplementação com licopeno resultou em diminuição significante da lesão oxidativa (de 

bases púricas e pirimídicas) do DNA de linfócitos periféricos no final da gestação em 

relação ao pré-acasalamento. Essa diminuição não foi acompanhada pelo aumento da 

TAP plasmática, indicando que as lesões oxidativas do DNA não foram suficientes para 

comprometer o sistema de defesa antioxidante.  

 Embora tenhamos observado efeito benéfico do licopeno nas lesões oxidativas 

de bases do DNA, deve ser enfatizado que existem outras substâncias antioxidantes 

presentes no tomate oleoresina (�-tocoferol, �-tocoferol, �-caroteno, fitoflueno, e 

fitoeno) [86] que podem contribuir para explicar os resultados do presente estudo. 

Adicionais pesquisas usando licopeno puro poderão colaborar para confirmar se o efeito 

protetor é exclusivo do licopeno. 

 O presente estudo apresenta algumas limitações tais como:  1) baixa amostra no 

momento pré-acasalamento: a decisão em selecionar poucos animais para o sacrifício no 

pré-acasalamento foi tomada baseada na dificuldade de sucesso de prenhez. Nós 

preferimos correr o risco da baixa amostra na fase pré-acasalamento do que corrermos o 

risco de ter poucos animais na fase prenhe; 2) pequeno número de coletas de sangue 

durante a gestação: de fato, poderíamos amplificar o número de coletas, contudo essa 

decisão foi tomada com o objetivo de evitar o risco de exagerada manipulação dos 

animais e consequente estresse físico dos mesmos; e 3) identificação de baixos níveis de 

licopeno plasmático: o baixo nível de licopeno plasmático observado não invalida os 

resultados do presente estudo uma vez que é descrito o desaparecimento dos isômeros 

de licopeno, convencionalmente visualizados pelo sistema HPLC, frente à possível 

decorrência do metabolismo do licopeno nas células intestinais. 

Em conclusão, os resultados sugerem que o final da gestação foi caracterizado 

por diminuição da lesão oxidativa de bases do DNA em relação à fase de pré-
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acasalamento. Essa observação foi significante apenas no grupo suplementado com 

tomate oleoresina. As alterações na lesão do DNA observadas não interferiram no 

comportamento da TAP. Os resultados também sugerem a ausência de efeito da 

suplementação no ganho de peso e no consumo de ração-água e a ausência de 

toxicidade do tomate oleoresina no desempenho reprodutivo em relação à formação 

embrionária, aborto, peso da cria e taxa de mortalidade. 

Embora o desenho experimental possa simular situações clínicas gestacionais, 

seria imprudente extrapolar os presentes resultados para humanos. Entretanto, o 

presente estudo representa uma contribuição para o entendimento das alterações da 

gestação fisiológica e para o conhecimento dos efeitos da suplementação com licopeno 

(tomate oleoresina) no estresse oxidativo materno e performance reprodutiva. 
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AAnexo  1 
 

Diluição de Licopeno e checagem por Espectrofotometria 

Têm-se Lyc-O-Mato 6% (frasco com volume de 38 mL) 

6000 mg/100 mL = 60 mg/1 mL 

Deseja-se que cada mL tenha 5 mg (2mL = 10mg) 

C1 x V1 = C2 x V2 

60 x 38 = 5 x V2 

2280 = 5 x V2 

V2 = 456  mL 

Portanto, deve-se acrescentar 456 mL de óleo mazola aos 38 mL que havia do Lyc-O-Mato 6% 

Modo de diluir: 

Aquecer 38 mL Lyc-O-Mato 6% no banho-maria à 54O C 

Em separado, aquecer 456 mL de óleo mazola no banho-maria à 54O C 

Misturar itens 1 e 2 ainda quentes em banho-maria à 54O C até a mistura tornar-se homogênea 

Manter a 4oC (geladeira) 

Para checar a concentração em espectrofotômetro 

Tirou-se frasco da solução (lico + óleo) da geladeira e aqueceu-se em banho-maria temperatura 54 OC  
agitando-se manualmente por 20 min.                                                                       

C (g/dL= 1000mg/100mL = 10mg/mL) =  Absorbância 472mm / E %  

E%1cm lycopene = 3450 

Diluiu-se 1000 (10 mL acetona + 10 uL licopeno) vezes para conseguir-se dosar no espectrofotômetro. 
Acetona foi utilizada como padrão de correção (blank). 

Absorbância = 1,7 

C = 1,7 / 3450 =  1,7  x 1000 (fator de diluição) x 10 (unidade mg/mL) = tem que dar aproximado 5 
mg/mL (deu 4,9275362) ~ 10mg/2mL  

Calculo por peso corpóreo: 

Cada 2 mL da solução (licopeno+óleo) tem 10 mg de licopeno 

Desejamos dar 10mg/Kg peso corporeo = 10mg/1000g peso corpóreo 

1000 g peso corpóreo ---- 2 mL 

X g peso corpóreo ------- Y 

Y = 2*X/1000 
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AAnexo  2 
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DDesdobramentos da Tese  
 

Doutorado-sanduíche foi realizado no centro de pesquisa Jean Mayer – Human 

Nutriton Research Center on Aging – Tufts University, Boston, MA, EUA. O estágio foi 

financiado pela CAPES (CAPES-PDEE # 0635-09-0) e foi supervisionado por Kyung-

Jin Yeum, que é Associate Professor da Friedman School of Nutrition Science Policy da 

Tufts University e Professora Colaboradora de nosso Programa de Pós-Graduação. 

Durante este período foi desenvolvido um modelo experimental para avaliação do nível 

de estresse oxidativo durante a prenhez e lactação de suínos.  Com estes resultados foi 

possível a elaboração de manuscrito já publicado (Anexo 3).  

Além disso, foi possível a redação de mais 2 artigos. Um deles corresponde a 

artigo de revisão a ser submetido em periódico internacional (Anexo 4). E o outro artigo 

(Anexo 5) foi gerado com o objetivo de avaliar se a lesão do DNA pelo teste do cometa 

poderia ser determinada em sangue total congelado. Esse artigo ainda aborda a 

comparação de dois métodos de leitura das imagens de lesões de DNA (imagem aferida 

visualmente e imagem aferida via software). 

Antes de apresentar os 3 artigos, é importante destacar o que se segue. 

Considerando as dificuldades técnicas da utilização de suínos em nossa unidade 

(Faculdade de Medicina de Botucatu), nós decidimos adotar outro modelo experimental 

de gestação mais apropriado à nossa estrutura. Assim, o projeto que originou a presente 

tese foi desenvolvido em ratas no laboratório do Departamento de Ginecologia e 

Obstetrícia de nossa unidade. 
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