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Resumo
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RESUMO

O urucum (Bixa orellana L.) tem sido descrito pela comunidade cientifica por seu efeito
hipocolesterolemiante. Dessa forma o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da
infusdo aquosa do urucum (Bixa orellana L) e da torta de bixina sobre o perfil lipidico,
defesas antioxidantes e marcadores de funcao hepatica e renal em hamsteres.

Foram utilizados 64 hamsteres machos Golden Syrian que foram distribuidos em oito
grupos: controle (C) recebeu dieta padrio (AIN-93 M), H recebeu dieta
hipercolesterolemiante, CCh recebeu dieta padrao e infusdo aquosa de urucum, HCh
recebeu dieta hipercolesterolemiante e infusdo aquosa de urucum, CB15 recebeu dieta
padrdo contendo 0,015% de torta de bixina, HB15 recebeu dieta hipercolesterolemiante
contendo 0,015% de torta de bixina, CB75 recebeu dieta padrao contendo 0,075% de
torta de bixina e HB75 recebeu dieta hipercolesterolemiante contendo 0,075% de torta
de bixina. Amostras de sangue foram coletadas apos oito semanas de experimento para
realizacdo as dosagens bioquimicas. Nos grupos hipercolesterolemiantes tratados com
bixina, mas ndo nos que receberam dieta padrdo tratados com bixina observamos um
aumento dos niveis séricos de colesterol total, colesterol ndao-HDL, da fragdo HDL do
colesterol, do colesterol hepatico e da porcentagem de gordura nas fezes. Observamos
uma diminui¢do dos triacilglicer6is nos grupos CB15, CB75 e HB75. A atividade da
aspartato aminotransferase foi diminuida nos grupos que receberam dieta
hipercolesterolemiante contendo 0,015% e 0,075% de torta de bixina. O tratamento com
a torta de bixina aumentou atividade da ALP nos grupos CB15, HB15 e HB75 e na
concentragdo de creatinina nos grupos CCh, CB15, CB75 e HB75. A atividade da
paraoxonase apresentou-se diminuida nos grupos CCh, CB15 e CB75. A concentracdo
de sulfidrilas ligadas a fracao protéica aumentou 50% nos grupos CB15 ¢ CB75 e uma
diminui¢do de 30% nos grupos HB15 e HB75. A atividade da catalase aumentou nos
grupos CB15 e HB15 e a atividade da paraoxonase apresentou-se diminuida nos grupos
CCh, CB15 e CB75. Nossos dados indicam que no modelo experimental proposto € na
concentragao utilizada de torta de bixina houve um aumento na concentragao sérica do
colesterol nos grupos hipercolesterolemiantes ndo corroborando, dessa forma com os
dados encontrados na literatura. Nao observamos efeito protetor hepatico e renal da

torta de bixina nos hamsteres.
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Abstract
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ABSTRACT

Annatto seeds (Bixa orellana L.) are known to the scientific community for their
hypocholesterolemic effects. This study aimed to evaluate the aqueous infusion effect of
the annatto (Bixa orellana L.) and bixin cake about on the lipid profile, antioxidant
defenses and markers of the hepatic and renal function in hamsteres.

Eigth groups were formed containing eight male Golden Syrian hamsters each. The
group control (C)  received the standard (AIN-93 M) diet, H received a
hypercholesterolemic diet, CCh received standard diet and aqueous annatto infusion,
HCh received hypercholesterolemic diet and aqueous annatto infusion, CB15 received
standard diet containing 0,015% of bixin cake, HB15 received hypercholesterolemic
diet containing 0,015% of bixin cake, the group CB75 received a standard diet
containing 0,075% of bixin cake and the group HB75 received a hypercholesterolemic
diet with 0,075% of bixin cake. Samples of blood were collected after eight weeks of
experiment so that the biochemical dosages were made.

In the groups hypercholesterolemic treated with bixin, that don’t received standard diet
treated with bixin cake, we observed an increase of the serum levels of cholesterol, non-
HDL cholesterol, HDL cholesterol, liver cholesterol and the fat percentage in the feces.
In groups CB15, CB75 and HB75 diminished levels of triacylglycerols were found.
Aspartate aminotransferase activity was decreased amongst the animals receiving the
hypercholesterolemic diet containing both levels of bixin cake. The treatment with this
product increased the activity of alkaline phosphatase in groups CB15, HB15 and HB75
as compared to groups C and H and in the creatinine concentration in the groups CCh,
CB15, CB75 and HB75. Sulphydryl concentration in serum proteins increased 50% in
CB15 and CB 75 in relation to the controls but decreased 30% in groups HB15 and
HB75 in relation to H. Catalase activity increased in groups CB15 and HBIS.
Paraoxonase activity was found to be lower in the CCh, CB15 and CB75 animals as
compared to the controls. Our data indicate that in the experimental model proposed and
in the utilized level of bixin cake there was an increase in the concentration of serum
cholesterol in the hypercholesterolemic groups and this does not corroborate with
results found in the literature. We didn't observe hepatic and renal protecting effect of

the bixin cake in the hamsters.
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Capitulo 1 - Introducéo
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

Segundo Joly (1993), o urucum (Bixa orellana L.) € o Gnico género pertencente
a familia Bixaceae, uma arvore nativa das florestas chuvosas da América Tropical e
extremamente cultivado. E o urucu para os indios, annatto para os ingleses e achiote ou
bija para os espanhois. Neste trabalho a planta serd referida como urucuzeiro e a
semente por urucum.

O urucum ¢ a mais importante fonte de corantes naturais utilizados
mundialmente. Caracteristicas raras, como a obtencdo de extratos hidrossoliiveis ou
lipossoltiveis a partir de uma mesma matéria-prima e a estabilidade conferida por sua
propriedade de se ligar a determinadas proteinas, faz do urucum um dos principais
corantes naturais para alimentos utilizados em todo o mundo. O consumo mundial de
corantes naturais estd em torno de 70% e no Brasil em torno de 90% (CONTO et al.,
1991).

A torta de bixina utilizada neste trabalho ¢ o pigmento extraido do pericarpo da
semente do urucum, constituido de varios carotenodides e que posteriormente ¢ prensado
e a infusdo aquosa foi feita a partir de seis gramas de semente de urucum seca para cada
litro de agua.

O principal pigmento encontrado no urucum ¢ a bixina de coloragcdo vermelho-
amarelada que representa cerca de 80% de todos os carotenodides presentes na semente.
A bixina ¢ soluvel em 6leo e ¢ o unico carotendide natural que possui dois grupos
carboxilicos (MERCADANTE et al., 1997) sendo o mais efetivo supressor biologico do
radical oxigénio simpleto podendo contribuir para a protecao de células e tecidos contra
os efeitos deletérios dos radicais livres e possuir efeito hipocolesterolemiante (DI
MASCIO et al., 1990).

Estudos toxicologicos recentes demonstraram que a norbixina, € em ultima
instancia a bixina, uma vez que esta ¢ desmetilada in vivo, ¢ destituida de efeitos
deletérios significativos sobre células hepaticas, renais e da medula Ossea de
camundongos e ratos (LIMA, 2003; FERNANDES, 1999). Embora nenhum efeito
embriotoxico tenha sido demonstrado em ratos (PAUMGARTTEN, 2002), um grau
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consideravel de interferéncia com o controle metabdlico da glicose nestes roedores foi
percebido (FERNANDES, 1999) e ha relatos de uso popular da planta para tratamento
do Diabetes mellitus (PAUMGARTTEN, 2002).

O reconhecimento da hipercolesterolemia e estresse oxidativo como fator de
risco para doencas ateroscleroticas levou a uma busca de alimentos que fossem eficazes
na reducao dos niveis de colesterol e de radicais livres. Também é muito comum -
principalmente apds o reconhecimento da fitoterapia como terapia funcional - a ingestdo
de chas para obtengao de tais resultados.

Recentemente, o interesse em se encontrar compostos antioxidantes naturais
para uso em insumos alimentares e medicinais tem aumentado consideravelmente,
substituindo os antioxidantes sintéticos, os quais tém seu uso restrito por seus efeitos
carcinogénicos (ZHENG e WANG, 2001; ITO et al., 1983). Os antioxidantes naturais
podem proteger o corpo humano dos radicais livres e retardar o progresso de muitas
doengas cronicas tornando mais lenta a oxidacdo de lipidios (LAI et al., 2001;
KINSELLA et al., 1993; PRYOR, 1991).

A cultura popular considera que o urucum tem a capacidade de diminuir a
concentragdo de colesterol plasmatico e como a hipercolesterolemia ¢ um fator de risco
para as doencas cardiovasculares, decidiu-se estudar a relagdo entre as disfungdes do
metabolismo do colesterol em hamsteres, pois, 0s mesmos sao propostos como animais
modelo para estudo do metabolismo lipidico, visto que em nosso laboratério resultados
preliminares encontrados em ratos indicaram um possivel efeito hipocolesterolemiante

da infusdo aquosa do urucum e da torta de bixina.
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CAPITULO 2 —- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - URUCUM (BI1XA4 ORELLANA L.)

Os conquistadores espanhdis chegaram ao Novo Mundo e conheceram muitas
plantas cujos extratos eram empregados pelos Maias e Aztecas. Uma destas plantas, o
urucum, existente ao longo da América Tropical, era usado como extrato para tingir
tecidos e pintar o corpo, além de ser utilizada junto a vanilina na formula¢do de uma
bebida a base de cacau. O nome cientifico do urucum, Bixa orellana L. foi dado por
Francisco Orellana, ap6s uma expedicdo na regido da Amazonica Setentrional
(GIULIANO, 2003; CUEN et al., 2003).

O urucum (Bixa orellana L.) ¢ uma planta da familia Bixaceae, oriunda do leste
dos Andes, América do Sul, India, Oeste da Africa e Filipinas. Pode atingir de 2 a 6
metros de altura, tém folhas codiformes, sdo caducas, caindo anualmente apos a grande
colheita no periodo de setembro a outubro, pontudas e dentadas, flores grandes
hermafroditas de cor rosea ou lilds, com cinco sépalas nas extremidades dos galhos,
formando fasciculo; deles nascem capsulas ovoéides, com dois carpelos cobertos de
espinhos flexiveis contendo cada um 30 a 50 sementes cobertas de uma polpa mole,
tenaz, vermelha constituindo dessa forma o pigmento propriamente dito (FIG. 1)
(GALINDO-CUSPINERA et al., 2002 e BALIANE, 1992).

As capsulas sdo bi e trivalvares, podem se apresentar de coloragdo vermelha ou
esverdeada. A frutificacdo inicia-se a partir do segundo ano; no terceiro, a produgdo ja é

considerada comercializavel (SOUZA, 2001).
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FIGURA 1 - FOTOS DE URUCUM. A: urucuzeiro B: flor do urucum; C: fruto verde; D: fruto maduro; E:
fruto aberto com sementes expostas; F: sementes de urucum.

O urucuzeiro pode viver até 50 anos, sendo de 30 a sua vida util econdomica
(BALIANE, 1982). Segundo CARVALHO e HEIN (1989), devido a sua ampla
distribui¢do geografica, é responsavel por mais de 50 nomes diferentes. Sdo conhecidas
hoje, diversas variedades, entretanto, as mais comuns sdo: Focinho de Rato, Cabeca de
Moleque, Peruana e Wagner. Esta tltima apresenta vantagens sobre as demais; além de
possuir suas capsulas indeiscentes (ndo se abrem ao secar no p¢€) sao trivalentes, tendo
em média 104 sementes por céapsula, ou seja, o dobro das demais variedades nativas
conhecidas (BALIANE, 1982).

O Brasil ¢ um dos maiores produtores mundiais de grdos de urucum. Da
produgdo brasileira, cerca de 70% dos graos produzidos destinam-se ao processamento
de colorau (corante doméstico), 20% sao utilizados na producao do corante e 10% sdo
exportados (BATISTA, 1994).

Trata-se de uma cultura que vem conquistando cada vez mais importancia
econdmica, despertando interesse de industrias de produtos cosméticos, farmacéuticos e,
principalmente, de alimentos (colorificos, salsicharia e massas alimenticias) em face da

crescente limitagao da utilizacao de corantes sintéticos.
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O consumo de urucum tem aumentado muito nas ultimas décadas. Excluidas as
demandas internas, o comércio internacional médio anual de urucum ¢é estimado em
cerca de 10000 toneladas, sendo dois tercos desta produ¢@o na forma de semente bruta e
o restante como extrato. A América Latina produz 60 % de todo o urucum consumido
no mundo, seguido pela Africa com 27% e a Asia 12%. Os pregos da semente
dependendo da producéo e da variedade oscilaram de US$ 2000 a US$ 660 por tonelada
entre 1985 a 1995. Estes precos também sdo proporcionais ao contetido de bixina, o
qual em alguns casos deve ser maior que 2,7 % (GIULIANO, 2003). S6 o Peru, maior
produtor mundial, exportou em 1990, cerca 2000 toneladas, equivalente a demanda
mundial em 1970. Sua produgdo em 2000 subiu para 4482 toneladas. Outros grandes
exportadores sdo a Bolivia, Brasil, Equador, México, Republica Dominicana, Colombia,
Kénia, Sri Lanka, Senegal, Costa do Marfim e india. Em menores quantidades também
¢ produzido na: Nicardgua, Jamaica, Paquistao, Malésia, Filipinas, Tanzania e Angola
(CUEN et. al., 2003; MAY, 1997).

Embora o uso do urucum ndo tenha restrigdes nos EUA, existem algumas
restricdes de uso na Europa onde, atualmente, a ingestdo didria permitida (ADI) de
urucum ¢ 0 — 2,5 mg/Kg de peso corporal /dia (para preparagdes que contenham 2,6%
do carotendide bixina) e 0 — 0,065 mg/Kg de peso corporal/dia (para pigmentos puro)
(JECFA, 1982). Em contraste, paises da América Latina excedem a ADI. No Brasil, o
pericarpo das sementes de urucum ¢ triturado e misturado com farinha de milho,
conhecido como colorau e usado como condimento alimentar (FERNANDES et al.
2002).

BRESSANI et. al, (1983) conduziram estudos efetuando analises das sementes
com enfoque especial para seu valor nutricional. Os resultados revelaram: elevado teor
de fibras totais (16%); alto de teor de fosforo e baixo de calcio e elevada quantidade de
proteina, (13 a 17 %). O valor nutricional de proteina corresponde a cerca de 65 %
daquele encontrado na caseina, usada como referéncia. Em quantidades majoritarias
estavam presente os aminodcidos lisina e triptofano e, em menor quantidade: metionina,
isoleucina, leucina, fenilamina e treonina. A analise da semente apresenta 17,5% de
lipideo entre eles, o 4cido linoléico, a-linoléico e o oléico.

Segundo os autores, a deficiéncia de aminoacidos, particularmente metionina faz

da farinha do urucum um produto de baixo valor biologico. Também foi constatada a
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baixa digestibilidade da proteina, 57% comparada a 94 % para a caseina. Sugeriram
também que, mais de 50% das fibras podem ser eliminadas por peneiramento da farinha

trazendo conseqiientemente, um aumento da digestibilidade.

2.1.1 — PIGMENTOS DO URUCUM

O urucum ¢ uma mistura de pigmentos de coloracdo amarelo-alaranjada em
conseqiiéncia da presenga de varios carotenoides, com predomindncia absoluta de um
atipico, conhecido como bixina.

O principal composto encontrado em extratos a base de 6leo ou gordura das
sementes de urucum ¢ o carotenodide bixina, indexado com o niimero 75120 pelo Color
Index e com o nimero EEC n° E160 b pela Unido Européia, que ¢ o monometiléster do
acido dicarboxilico norbixina (MARMION, 1991).

A bixina foi citada pela primeira vez em 1825 por BOUSSINGAULT, sua
cristalizacdo foi obtida com sucesso em 1878 por ETTI, a andlise elementar e
determinagdo de sua formula empirica foram realizadas em 1917 por HEIDUSCHKA E
PANZER e em 1928 - 1933 KUHN e colaboradores prepuseram a formula estrutural a
qual foi confirmada posteriormente por KARRER e colaboradores através da sintese
total da per-hidronorbixina (KARRER e JUCKER, 1950).

A bixina possui uma cadeia isoprénica de 24 carbonos, contendo um acido
carboxilico e um éster metilico nas extremidades, perfazendo assim a férmula molecular
Cy5H3004.

O teor de bixina presente nas sementes de urucum varia de acordo com a
variedade da cultura, do solo, do clima e dos tratos culturais, podendo encontrar
sementes com menos de 1% e até com mais de 4% de bixina. Na semente bruta sua
concentragdo pode chegar até 5,0%. Contudo, diferentes variedades de sementes
apresentam teores as vezes inferiores a 2,0 %. O valor comercial da semente ¢ baseado
no percentual de bixina. Teores minimos de 2,5% sdo normalmente exigidos para
exportacao.

De acordo com BOUVIER et al. (2003), o mecanismo da biossintese da bixina
ainda ndo estd esclarecido. Contudo, tem sido sugerido que um carotendide Cy,

provalvemente o licopeno, possa ser o precursor da bixina. Com base na estrutura
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similar entre a bixina e a crocetina, pigmento do acafrdo, a reagao poderia envolver a
metil transferase e a dehidrogenase em uma série de reagdes precedidas
seqiiencialmente pelo licopeno. A suposta rota ¢ sustentada pela andlise de derivados de
decomposicdo do licopeno que se encontram acumulados em tragos na semente do

urucum (FIG.2).
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FIGURA 2 — ROTA PROPOSTA DA BIOSINTESE DA BIXINA A PARTIR DO LICOPENO. Fonte: (JAKO et al,

2002).
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O comportamento quimico do extrato do urucum € essencialmente o
representado pela estrutura da bixina, um material cristalino vermelho-marrom que se
funde a 198° C. E moderadamente estavel a luz ¢ tem boa estabilidade frente a
oxidacdo, mudanga de pH e ataque microbiano. A bixina ¢é muito estavel até
temperaturas de 100° C, sendo pouco estavel a temperaturas de 100 a 125° C, onde
tende a forma o acido 13-carbometoxi-4,8-dimetiltridecahexano-oico (MARMION,
1991).

O cromoforo da bixina € o sistema conjugado de ligagdes dupla que conferem a
cor particular a bixina, mas estas ligagdes duplas conjugadas também sdo a fonte da
suceptibilidade da bixina a alteragdes pelo oxigénio e esta ¢ a maior causa da sua perda
de cor, assim como em outros carotenoides (COLLINS, 1992).

FARIA (1998) e CASTRO (1992) fizeram uma compilacdo das propriedades
dos extratos das sementes de urucum apresentadas por varios autores, comités e
organismos internacionais de controle de aditivos em alimentos e saude. As

propriedades mais importantes serdo apresentadas a seguir.

Propriedades da bixina: lipossoluvel, soluvel em cloroférmio, acetona, éter
etilico, etanol, etc. e insoluvel em agua; absorbancia maxima a 439 nm, 470 nm e 501
nm em cloroférmio e a 526 nm, 491nm e 457 nm em dissulfeto de carbono, ponto de
fusdo 198° C, coloragdo amarela em extrato diluido e vermelha escura em extrato

concentrado, instavel a luz e a temperaturas acima de 125° C.

A norbixina, também proveniente das sementes de urucum, tem poder de
coloragdo similar ao da bixina.

A conversdo de bixina em norbixina ¢ feita pela diluicdo da bixina em meio
alcalino, a bixina perde uma molécula de metanol produzindo a norbixina, pigmento de
cor vermelho intensa que apos a separagdo e secagem ¢ comercializada na forma de p6
ou pasta (CARVALHO e HEIN, 1989). As propriedades mais importantes serdo

apresentadas a seguir.

Propriedades da norbixina: hidrossoluvel, insolivel em 4&lcool, propileno

glicol, 6leo e gordura, absorbancia maxima a 527 nm, 491 nm, e 458 nm em dissuleto

10
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de carbono e ponto de fusdao de 300° C. A norbixina ¢ instavel na presenca de luz e em

solucao quando se muda o pH.

Na Figura 3 sdo apresentadas as estruturas moleculares da cis e trans bixina e cis

€ trans norbixina:

Isbmero cis

Bixina __,. R=COOCH3 Norbixina_, R =COOH

FIGURA 3 — ESTRUTURA DOS CAROTENOIDES CIS E TRANS BIXINA E NORBIXINA.

A cis-bixina (monometiléster do acido dicarboxilico norbixina) ¢ o constituinte
que ocorre em maior concentragdo no arilo da semente do urucum, representando cerca
de 80% da bixina presente. Além do isdmero cis (metil-hidrogénio 9’-cis-
6,6’diapocaroteno 6,6’dioato), também esta presente a forma trans, sendo este mais
estavel que o isdmero cis. A trans isomerizacdo acontece parcialmente quando o
pigmento ¢ submetido a processo de aquecimento (GALINDO-CUSPINERA, 2002).

Vérios outros carotendides (Cig, Ci, Cps, Czs, Csp, Csp) foram isolados e
identificados, porém constituem a parcela minoritaria dos pigmentos. MERCADANTE
et al. (1997), isolaram cinco apocarotendides e identificaram a estrutura de trés outros
até entdo desconhecidos, presentes no arilo da semente de urucum. O metil (72,9 Z, 9’

Z)-apo-6’-licopenoato, o metil (9 Z,)-apo-8’-licopenoato, ¢ o metil I(all-E)-apo-8’-

11
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licopenoato, foram os trés novos carotenoides encontrados. Os compostos; metil (all-E)-
8-apo-betacaroten-8’-oate ¢ o metil (all-E)-apo-6’-licopenoate, ndo tinham antes sido
encontrados no urucum.

MERCADANTE et.al. (1999) isolaram trés outros apo carotendides do urucum
(Bixa orellana L.): o 6-geranilgeranil-8’-metil-6,8‘diapocaroten-6-8’dioato; o 6’-
geranilgeranil-6’-metil-(9 Z)-6,6’-diapocaroten-6-6’-dioato e o 6-geranilgeranil-6’-
metil-6-6’-diapocarotem-6-6’-dioato. Relatam os autores, ter sido esta, a primeira vez
que foi encontrado o geranilgeraniol esterificado com um &cido carboxilico carotendico.

A instabilidade dos pigmentos do urucum pela luz, calor e pela oxidagdao na
presenca de alguns solventes ¢ objeto de estudo de varios pesquisadores (FARIA,
1998). Estes estudos procuraram explicar o mecanismo de degradacdo e também
tiveram como objetivo estabelecer varias faixas operacionais para o processamento
destes pigmentos.

O extrato de urucum tem uma estabilidade consideravel a oxidacao pelo ar em
meio anidro, mas uma resisténcia mais baixa aos efeitos da luz, os quais sdo
proporcionais a intensidade desta. A persisténcia da cor sob forte iluminagdo pode ser
aumentada pela adicdo de palmitato de ascorbil. A presenga de radicais livres ou,
qualquer promotor dessas espécies em extratos de urucum deve ser evitada, pois estudos
indicam que pode ocorrer uma perda rdpida de cor sempre que for promovida a
formagao de radicais livres (NAJAR et al., 1988).

As diferencas nas propriedades corantes dos extratos de sementes de urucum
resultam dos processos de extragdo, onde ha, muitas vezes, a formagao de produtos com
diferentes tonalidades e solubilidade (CARVALHO e HEIN, 1989).

Embora o uso do urucum ndo tenha restricdes nos EUA, ha algumas restrigdes
de uso na Europa onde, atualmente, a ingestao diaria permitida (ADI) de urucum ¢ 0 —
2,5 mg/Kg de peso corporal /dia (para preparagdes que contenham 2,6% do carotendide
bixina) e 0 — 0,065 mg/Kg de peso corporal/dia (para pigmentos puro) (JECFA, 1982).
Em contraste, paises da América Latina excedem a ADI. No Brasil, o pericarpo das
sementes de urucum ¢ triturado e misturado com farinha de milho, conhecido como

colorau e usado como condimento alimentar (FERNANDES ef al. 2002).

12
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2.1.2 — IMPORTANCIA DOS CAROTENOIDES NA DIETA

Os carotenodides sdo fundamentais na dieta dos animais. Em vérios mamiferos
eles participam dos processos bioquimicos a exemplo da conversdo do beta caroteno em
vitamina A (FONTANA et al., 1997).

Hoje ¢ sabido que, nas plantas, os carotendides funcionam como pigmentos
absorvedores de luz, transferindo esta energia para a clorofila no mecanismo da
fotossintese. Os carotendides também agem como filtros de radiagdo ultravioleta,
protegendo as plantas da foto-oxidagdo, prevenindo as células de danos provocados pelo
oxigénio simpleto. Ainda, em situagdes de estresse ou ferimentos, ou sujeitos a severa
exposi¢ao a luz, estes compostos protegem as plantas de futuras infec¢cdes ou dano
oxidativo (CHAUDHRY, 2003).

No ser humano ¢ relatado existir uma relagdo inversa ao risco de cancer
associado a presenca na dieta, de determinados carotenos como o licopeno e [3-
carotenos, identificado com freqiiéncia em tecidos e orgdos como: tiredide, figados,
rins, coracao, testiculos, tecido adiposo e pancreas. A luteina e a zeaxantina acumuladas
na retina atuam fundamentalmente como fotoprotetores das células contra radicais
originados do oxigénio pela ac¢do da luz (QING, 2002).

Os carotenodides executam varias funcgdes biologicas, em particular, eles tém um
importante papel na prote¢do da célula como antioxidantes contra radicais livres e
espécies reativas de oxigénio (EROs), como o oxigénio molecular simpleto (KIOKIAS
e GORDON, 2003).

A atividade antioxidante da luteina, licopeno, urucum, B-caroteno e y-tocoferol,
foi avaliada em triacilglicerois sob o efeito do ar e da luz. Foi relatado que a luteina, o
licopeno e o [-caroteno atuam com pro-oxidantes, favorecendo a formagdo de
hidroperdxidos; contudo, se uma pequena quantidade de y-tocoferol for adicionada a
estes pigmentos, o fendmeno ¢ revertido e eles atuam como antioxidantes com uma
atividade mais alta do que o y-tocoferol. O urucum mostrou atividade antioxidante,
contudo, isto poderia ser devido a compostos fluorescentes desconhecidos. Foi sugerido
que os carotendides podem ser usados em alimentos para prevenir a degradacdo de

outros componentes (COLLINS e DOWNHAN , 2000).

13
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Pesquisas tém mostrado que os carotendides tém fornecido beneficios contra
doencas relacionadas com a idade, contra algumas formas de cancer (em especial cancer
de pulmdo), acidente cardiovascular, degeneragdo macular e catarata (DELGADO-
VARGAS et al., 2000, COLLINS e DOWNHAN, 2000).

Virios estudos tém sido realizados no sentido de avaliar o potencial protetor de
compostos antioxidantes relacionados aos efeitos nocivos da oxidagdo. Durante os
processos bioquimicos, EROs e outros radicais com alta energia sdo as vezes formados.
Estes, uma vez presentes, podem interagir com varios constituintes das células,
incluindo lipidios, carboidratos, proteinas ¢ DNA, causando a perda de suas fungdes
especificas na célula.

Muitos sdo os compostos naturais com potencial oxidante, entre eles destacam-
se: polifendis, tocotriendis e tocoferois (vitamina E); alguns aminoacidos, com destaque
para a cisteina, primeiro antioxidante estudado in vivo como protetor contra radiacdo
ionizante; a vitamina C, como também os flavonoides e os fitoquimicos. Ainda, dentre
estes se incluem os carotendides, do qual fazem parte a bixina, o licopeno, a astaxantina
e a vitamina A, aos quais se tém dado grande enfoque nos dias atuais.

Segundo LIMA et al. (2003), o efeito antioxidante da bixina e norbixina tem
importancia na prevencao de aterosclerose. Uma vez que as lesdes aterosclerdticas
iniciam-se apds algum tipo de lesdo no endotélio, cujo dano ¢ causada principalmente
pela lipoproteina LDL oxidada, a inibi¢do da oxidagdo, resulta na protecao do endotélio.

ZHANG et al. (1991) estudaram o efeito de inibigao da peroxidacao, avaliando
alguns carotendides, entre estes, o beta-caroteno, a castaxantina, a luteina, o alfa-
tocoferol, o licopeno e a bixina, constatando a eficicia na inibicdo dos conseqiientes
efeitos de transformagdes neoplasticas induzidas quimicamente. De todos os
carotenoides testados, o alfa tocoferol foi o mais ativo inibidor da peroxidagao lipidica,

seguido pela bixina.

2.1.3 — ESTRESSE OXIDATIVO E DEFESAS ANTIOXIDANTES

O radical livre ¢ um atomo ou molécula que contém um ou mais elétrons nao

pareados. A presenca deste elétron ndo pareado altera a reatividade quimica dos atomos
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ou moléculas, tornando-os mais reativos que as espécies nao radicalares (com os
elétrons pareados). O radical hidrogénio (He), que contém um (1) proton e um (1)
elétron ¢ o mais simples de todos os radicais. As reagdes em cadeia dos radicais livres
sdo, entdo, iniciadas pela remocdo (abstragdo) do (He) de outras moléculas, como, por
exemplo, durante a peroxidacao lipidica (FREI, 1994).

O termo espécies reativas de oxigénio ¢ um coletivo que inclui ndo somente
radicais de oxigénio como o radical superoxido (O, °) ou hidroxila (¢*OH), mas, também,
alguns derivados nao radicalares, como o peroxido de hidrogénio (H,O;) e o acido

hipocloroso (HOCI) (HALLIWELL et al., 1992), conforme demonstrado na Tabela I.

TABELA I — Algumas espécies reativas de oxigénio, juntamente com sua meia-vida, em segundos.

ALGUMAS ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Espécie Reativa de Oxigénio Meia-vida (segundos)
HO- Radical hidroxila 107
HOO- Radical hidroperoxila 10°®
RO- Radical alcoxila 10°°
ROO- Radical peroxila 7
ONOO- Peroxinitrito 0,05-1
H,0, Peroxido de hidrogénio variavel
Oy Radical superoxido variavel
'0, Oxigénio simpleto 107
NO Radical 6xido nitrico 1-10
HOCI1 Acido hipocloroso estavel

OBS: R ¢ um lipideo, por exemplo, o linoleato

Fonte: (JORDAO Jr, et al., 1998).

Um radical livre é capaz de existir independentemente. Apresentam, em geral,
uma grande instabilidade, tém uma vida muito curta e reagem rapidamente com
diversos compostos € podem atacar alvos celulares. Os tipos de reagdo dos radicais
livres podem levar a formacdo de complexos com proteinas, glicoproteinas, purinas e
pirimidinas, formacdo de produtos de oxidagdo de tiois, perdxidos lipidicos, polimeros,
epoxidos, endoperoxidos e produtos de cissdo, como alquenais e hidroalquenais, que

sdo citotoxicos. A oxidacao de tiois, a ligagdo covalente de alquenais com proteinas e a
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modificagao das glicoproteinas podem afetar a atividade enzimatica (HALLIWELL,
1994).

O estresse oxidativo tem sido definido como um distarbio no estado de
equilibrio, no sistema de pro-oxidantes e antioxidantes, nas células intactas. Esta
defini¢ao implica no fato de que a cé€lula deve ter um sistema onde exista um equilibrio
entre a producdo e a eliminagdo de EROs durante o metabolismo aerobico, normal.
Quando existe maior ocorréncia de eventos oxidativos, o sistema pende para o lado pro-
oxidativo, o que pode afetar os niveis de antioxidantes como a glutationa e a vitamina E,
tendo, como resultado final, o dano oxidativo em lipidios, proteinas, carboidratos e
4cidos nucléicos. A severidade deste processo pode levar a morte celular JORDAO Jr
etal., 1998).

Os sistemas biologicos oferecem condigdes favordveis para ocorréncia de
reagoOes de carater oxidativo, devido a existéncia de lipidios insaturados, nas membranas
celulares, e pela abundancia de reagdes oxidativas que ocorrem durante o metabolismo
normal. A susceptibilidade de uma célula ou de um tecido ao estresse oxidativo depende
de um grande nimero de fatores, incluindo a disponibilidade de antioxidantes e a
capacidade de inativa¢do ou eliminagdo dos produtos oxidados formados (JORDAO Jr
et al., 1998)

Antioxidantes sdo compostos que previnem a formacdo ou seqiiestram o0s
radicais livres e interrompem a cadeia de reagdes de propagagdo. Os antioxidantes
endogenos ajudam a eliminar as espécies reativas, entre estes antioxidantes estdo: a
glutationa, nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato (NADPH), a coenzima Q
(ubiquinona), o 4cido urico e certas enzimas como a superdxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase. H4 ainda as proteinas ligantes de metais como albumina,
metalotioneina, ceruloplasmina e transferrina. Entre os antioxidantes dietéticos estdo o
acido ascorbico, carotenodides, tocoferdis, compostos polifenolicos e flavonoides
(MEYDANI et al., 1994).

Os antioxidantes podem ser classificados, didaticamente, em duas categorias: o
sistema primdrio, que sdao os inibidores preventivos, que retardam a fase de iniciagao,
impedindo a geracdo de espécies reativas ou seqiiestram estas espécies, impedindo sua
interagdo com os alvos celulares. O sistema secundario consiste nos bloqueadores da

etapa de propagacao da cadeia radicalar (chain breaking), que, efetivamente, removem
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radicais intermediarios, como o radical peroxila ou alcoxila. Os inibidores preventivos
podem induzir a decomposicao de hidroperoxidos para produtos inativos. Exemplos sao
os tidis, sulfetos, catalases, peroxidases e as glutationas peroxidase e transferase
(JORDAO Jr et al., 1998).

A eficécia do sistema antioxidante depende muito de qual tipo de molécula ¢é a
geradora do estresse oxidativo e da localizacao intra ou extracelular dessa molécula.
Como exemplo, temos que o dano & membrana celular pode ser mais eficazmente
prevenido pela vitamina E, que reage com radicais peroxila e hidroxila, do que pelos
carotenoides, que atuam reagindo com o oxigénio simpleto.

A superdxido dismutase (SOD) atua como um inibidor preventivo, reduzindo o
anion superoxido ao perdxido de hidrogénio. Os supressores do oxigénio simpleto,
como o f-caroteno e a vitamina E, assim como os agentes quelantes, como peptideos,
acidos organicos e certos fosfatos organicos ou inorganicos, podem também ser
considerados como antioxidantes preventivos (BONORDEN e PARIZA, 1994).

Quanto ao consumo dos antioxidantes do plasma, a ordem teérica de preferéncia,
no processo de peroxidacdo lipidica, ¢ a seguinte: vitamina C = ti6is (GSH) >
bilirrubina > &cido urico > vitamina E (JACOB, 1995).

Recentemente muita atengdo tem sido voltada para os derivados polifendlicos
(flavonodides, taninos, 4acidos fendlicos e cumarinas, entre outros) produzidos no
metabolismo secundario de plantas, como agentes antioxidantes de origem alimentar.
Estudos epidemioldgicos mostram que a ingestdo de grande quantidade de alimentos
ricos em antioxidantes estd inversamente relacionada ao risco de aterosclerose
(SCALBERT et al., 2005). Os estudos em animais ¢ culturas de células confirmam estes
efeitos protetores dos antioxidantes (BOREK, 2004).

Os flavonoides inibem a lipoperoxidacao in vitro no estadgio de iniciagdo atuando
como seqiiestradores de anions superdxido e radicais hidroxila. Tém sido proposto
ainda, que os flavonoides bloqueiam as reagdes radicalares em cadeia através da doacao
de atomos de hidrogénio aos radicais peroxila, formando um flavondide-radical. Os
flavonoides-radicais reagem com os radicais livres terminando assim, a cadeia de
propagacdo. Além das suas propriedades antioxidantes, alguns flavonoides atuam como

agentes quelantes de metais e inibem a formacao de radical hidroxila através da reagdo

17



Capitulo 2 - Revisao Bibliografica

ROSSONI Jr., J.V.

de Fenton, a qual ¢ uma importante fonte de espécies reativas de oxigénio (BRAVO,
1998).

E consistente a hipotese dos beneficios associados ao consumo de vegetais e a
reducdo dos riscos de enfermidades cronicas relacionadas a ingestdo de uma dieta de
carotenoides, relatam QING ef al. (2002), ap6s examinarem diversas pesquisas.

WEISS et al. (2003) fizeram um levantamento de intmeras substancias
potencialmente antioxidantes, dentre elas encontra-se a bixina. Outras aplicagdes
farmacoldgicas s3o citadas como, por exemplo, o emprego destas substdncias como

agentes foto protetores utilizadas em tratamentos radioterapicos.

2.2 - METABOLISMO DE COLESTEROL, LIPOPROTEINAS E SUA

RELACAO COM O DESENVOLVIMENTO DA ATEROSCLEROSE

A sintese do colesterol ocorre no citoplasma das células com enzimas do citosol
e reticulo endoplasmatico.

O pool total de colesterol hepatico ¢ um balango entre o colesterol adquirido
exogenamente e produzido endogenamente e o colesterol eliminado do figado. O
colesterol adquirido exogenamente provém da dieta e o produzido endogenamente
provém de sua sintese nos tecidos extra-hepaticos ou a partir da sintese de novo no
figado. A eliminacao do colesterol do figado se da como colesterol inalterado na bile,
como um componente das lipoproteinas do plasma enviadas aos tecidos periféricos ou
como sais biliares secretados na luz intestinal (CHAMPE e HARVEY, 2002).

O precursor de todos os atomos de carbono no colesterol e dos seus derivados
esterdides ¢ o grupo acetil da molécula de acetil-CoA. Os passos na biossintese do
colesterol envolvem uma via complexa com cerca de 21 etapas. A condensagdo de trés
grupos acetila leva a formacdo do mevalonato, que contém seis carbonos. A
descarboxilagdo do mevalonato produz uma unidade isopreno de cinco carbonos, que é
um ponto fundamental na biossintese dos esterdides e de muitos outros compostos. Seis
unidades de isopreno condensam-se para formar o esqualeno, que contém 30 dtomos de

carbono. Este sofre ciclizagdo para formar o lanosterol, que apds a perda de trés grupos
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metila, origina o colesterol. E importante ressaltar que a reagdo catalisada pela enzima
3-hidroxi-3-metil-glutaril CoA (HMG-CoA) redutase, que converte acetil-CoA em
mevalonato, ¢ fundamental para a formagao de colesterol (CAMPBELL, 2001).

A estrutura em anel do colesterol ndo pode ser metabolizada a CO; e H,O em
seres humanos. Em vez disto, o anel esterol intacto ¢ eliminado do corpo por conversao
em acidos biliares, os quais sao excretados nas fezes e secre¢ao do colesterol na bile, a
qual transporta-o ao intestino para eliminagdo (CHAMPE e HARVEY, 2002).

O colesterol ¢ transportado de um tecido para outro pelo plasma sangiiineo
através das lipoproteinas, que sdo agregados moleculares formados por associagdes
entre lipideos e proteinas. A fragdo protéica das lipoproteinas ¢ denominada
apolipoproteina (“apo”) e se subdivide em classes, sendo que cada classe possui varias
subclasses. As principais classes de lipoproteinas (TAB II) humanas sdo: quilomicrons
(QM), lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL), lipoproteina de densidade
intermediaria (IDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL) e lipoproteina de alta
densidade (HDL) (GOTTO, et al., 2004 e PASQUALUCCI et al., 1999).

Além da IDL, a outra lipoproteina em menor quantidade ¢ a Lp(a), que ¢
semelhante a LDL, mas contém uma glico-proteina adicional, denominada
apolipoproteina (a) [apo (a)], acoplada a apo B por pontes de dissulfeto. Tal
glicoproteina pertence a familia do plasminogénio e atua como um inibidor competitivo
do ativador do plasminogénio tecidual (t-PA) inibindo a geracdo da plasmina e a
fibrinolise, caracteristicas que conferem a lipoproteina a (Lp(a)) propriedades pro-
aterogénicas. A concentracdo plasmatica da Lp(a) ¢ determinada pelo gene da apo(a)
localizado no cromossomo 6. Nada menos que 34 isoformas de apo(a) foram descritas.
O tamanho da cadeia peptidica da apo (a) ¢ decorrente do nimero de kringles ou algas
IV semelhantes ao plasminogénio determinados pelo gene (SANTOS et al, 2001).

Aparentemente, a Lp(a) ndo tem nenhuma func¢do no transporte de lipideos.
Portanto, sua auséncia do plasma ndo acarreta transtornos metabodlicos. Pelo contrario,
diversos estudos, inclusive prospectivos tém demonstrado que a Lp(a) representa um
fator de risco independente para aterosclerose coronariana e de artérias cerebrais nas
racas branca e amarela. Na raga negra, a concentracdo plasmatica dessa lipoproteina é
elevada, sem que haja correlagdo com a aterosclerose (SANTOS e MARANHAO, 2000;
KLAUSEN et al., 1997).
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Os quilomicrons sdo as particulas de lipoproteinas de menor densidade e maior
tamanho e contém a maior porcentagem de lipideos (cerca de 85% a 95% em
triacilglicerdis) e a menor porcentagem de proteina (1% a 2%). As VLDLs e LDLs sdo
sucessivamente mais densas tendo um maior conteudo de proteina (cerca de 10% em
VLDL e 25% em LDL) e menor conteudo lipidico. As particulas HDL s3o as mais
densas lipoproteinas plasmaticas com cerca de 50% de proteinas, 20% colesterol
(maioria esterificado) e 30% de fosfolipideos e somente tragos de triacilglicerdis

(BACHORIK et al., 2000).

TABELA II - Principais classes e caracteristicas das lipoproteinas plasmaticas.

Principais classes e caracteristicas das lipoproteinas plasmaticas

Lipoproteinas Densidade Diametro Composicio Apolipoproteinas
(g/dL) A) CE CL TG FL PR

Quilomicrons <0.95 800-5.000 5 2 84 7 2 B-48;E;C ALA-ILA-IV
VLDL < 1.006 300-800 12 7 55 18 8 B-100;E;C
IDL 1.006-1.019 250-350 23 8 32 21 16 B-100;E;C
LDL 1.019-1.063 180-280 38 10 9 22 21 B-100
HDL-2 1.063-1.125 90-120 16 6 4 30 44 A-LA-IT
HDL-3 1.125-1.210 50-90 12 3 4 26 55 A-LA-II

CE- colesterol esterificado; CL- colesterol livre; TG- triacilglicerdis; FL- fosfolipideos; PR-proteinas.

Fonte: III Diretrizes Brasileiras de Dislipidemias e Prevencao da Aterosclerose (SANTOS, et al., 2001).

Estudos epidemiologicos estabeleceram que as lipoproteinas apresentam
importante papel nos fatores de risco para o desenvolvimento de doengas
ateroscleroticas (PUSKA et al., 2002).

As lipoproteinas sdo estruturas que contém na sua face externa apolipoproteinas,
fosfolipideos e colesterol ndo-esterificado e no interior, éster de colesterol e
triacilglicerdis. Os principais tipos de apoliproteinas sdo: Al, All, B-100, B-48, C-I, C-
I1, C-111, E (E2/E3/E4) (MARTINEZ, 2004). As apoliproteinas t€ém diversas fungdes no

metabolismo das lipoproteinas como: montagem da particula (apo B100 e B48), ligantes
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a receptores de membrana que captam lipoproteinas para o interior da célula (apo B100
e apo E) ou co-fatores enzimaticos (apos CII, CIII e Al).

As fontes de fornecimento colesterol no organismo sdo pela sintese interna
(enddgena) e da dieta (exdgena). Os quilomicrons sdo os responsaveis pelo transporte
dos lipideos da dieta (via exdgena) (COOPER, 1997). O transporte de lipideos de
origem hepatica ocorre por meio da VLDL e LDL, que caracteristicamente contém
apoB-100 (via endodgena). Os triacilglicer6is das VLDL, assim como os dos
quilomicrons, sdo hidrolizados pela lipase lipoprotéica (GOLDBERG, 1996). Os acidos
graxos sao liberados para os tecidos podendo ser metabolizados ou estocados na forma
de triacilglicerdis.

Os quilomicrons se transformam em remanescentes que sdo removidos pelo
figado por receptores especificos, sendo que o mais aparente ¢ o receptor da LDL
(COOPER, 1997). Uma parte das VLDL se transforma em LDL apo6s a perda de
componentes de superficie lipidicos e protéicos. As VLDL trocam triacilglicerdis por
ésteres de colesterol com as HDL e LDL por intermédio da proteina de transferéncia de
colesterol esterificado (CETP) (TALL, 1993). Tanto as VLDL como as LDL serdo
removidas pelo figado por intermédio de ligagdo com receptores especificos (BROWN,
1986). Dentre eles, o receptor da LDL também denominado receptor B-E ¢ o mais
importante. A expressdo desses receptores ¢ a principal responsdvel pelo nivel de
colesterol no sangue e depende da atividade da enzima HMG-CoA redutase que ¢ a
enzima limitante da sintese do colesterol hepatico (PEASE et al., 1996).

As particulas de HDL sao formadas no plasma e compartimento extra-vascular.
A apo A-I e a apo All representam o principal contetido protéico da HDL. O colesterol
livrte da HDL ou de outras lipoproteinas pode ser esterificado pela acdo da lecitina
colesterol acil transferase (LCAT), presente na HDL. Este colesterol esterificado ¢ entao
transportado até o figado onde sera metabolizado, caracterizando o chamado transporte

reverso do colesterol (SANTOS et al., 2001; FIELDING e FIELDING, 1995).
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2.3 — DISLIPIDEMIAS

A hiperlipidemia, ou seja, aumento dos niveis de triacilglicerdis ou colesterol ¢ a
principal causa de aterosclerose e doencgas associadas a aterosclerose, tais como doenca
cardiaca coronariana, doenca cerebrovascular isquémica e doenca vascular periférica.

Uma das grandes preocupagdes que afetam hoje a humanidade esta relacionada a
alguns tipos de lipideos ou compostos que contém lipideos, presentes na corrente
sangiliinea, que podem provocar distirbios cardiocirculatérios, como, infarto do
miocardio e derrame cerebral, com conseqii€ncias graves. O teor elevado de colesterol
no organismo ¢ causado, principalmente, por maus héabitos alimentares adquiridos ou de
ordem genética (LIMA, 2001).

Um adulto ingere cerca de 60 a 150 g de lipidios por dia, dos quais mais de 90%
normalmente sdo constituidos de triacilglicerdis. O restante dos lipideos da dieta
correspondem ao colesterol, ésteres de colesterila, fosfolipideos e acidos graxos nao-
esterificados (“livres”) (CHAMPE e HARVEY, 2002).

O acumulo de VLDL no compartimento plasmatico resulta em
hipertrigliceridemia, principalmente, podendo ocorrer também hiperlipidemia mista, ou
seja, hipertrigliceridemia associada a hipercolesterolemia. O aumento de VLDL pode
ser devido a aumento da produgdao da lipoproteina pelo figado ou diminuigcdo da
catabolizagdo da VLDL, isto &, reducdo do processo de lipdlise de lipoproteina,
catalisado pela lipase da lipoproteina.

Uma diminuicao da sintese da lipase da lipoproteina ou mutacdes no gene dessa
enzima sdo causas de diminuicao da lipolise o que pode ocasionar um acumulo de
VLDL e hipertrigliceridemia (MCINTYRE e HARRY, 1991).

O acumulo da LDL no compartimento plasmatico resulta em
hipercolesterolemia, podendo ocorrer por defeito no gene do receptor de LDL com
conseqiiente déficit na expressdao ou funcdo dos receptores de LDL, diminuindo o
catabolismo da lipoproteina, especialmente pelo figado. Até o momento, mais de 250
mutagdes do receptor de LDL foram detectadas em portadores de hipercolesterolemia

familiar (SILVA et al., 2001).
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A relevancia das dislipidemias como problema de saude publica estd na sua
relagdo com as doencas cardiovasculares (DCV), principalmente como fator de risco
para o desenvolvimento de aterosclerose. Estd muito bem estabelecido as correlagdes
existentes entre o risco para a doenca aterosclerotica coronariana (DAC) e
concentragdes séricas elevadas de colesterol total (CT), principalmente na forma de
colesterol em lipoproteina de baixa densidade (LDL-C), e baixas concentracdes de
colesterol em lipoproteinas de alta densidade (HDL-C) (CHEN et al., 2004; BALKAN
et al.,2004; STOCKER e KEANEY, 2004; KWITEROVICH, 2000)

Um outro agravante sdo os niveis elevados de triacilglicerois (TG), que se ndo
for fator de risco isolado para aterosclerose, acabam potencializando os papéis da LDL e
HDL (AUSTIN, 1999). A reducdo do colesterol total e o aumento dos niveis de HDL ¢
reconhecidamente essencial para a prevengdo de doencas cardiovasculares e doencas
ateroscleroticas cardiacas (DURRINGTON, 2003), visto que o HDL realiza o
transporte reverso do colesterol e tém propriedades antiinflamatorias e antioxidantes.

A tabela III mostra os valores de referéncia para diagndstico das dislipidemias
adotados no Brasil.

TABELA III — Valores de referéncia dos Lipideos Plasmaticos adotados no Brasil segundo as III
Diretrizes Brasileiras de Dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose.

Valores de referéncia dos lipideos para individuos > 20 anos de idade em mmol/L

Lipideos Valores Categorias
CT <5,20 Otimo
5,20 - 6,20 Limitrofe
> 6,24 Alto
LDL-C <2,60 Otimo
2,60 — 3,35 Desejavel
3,38-4,13 Limitrofe
4,16 — 4,91 Alto
>4,94 Muito Alto
HDL-C <1,04 Baixo
> 1,56 Alto
TG < 1,69 Otimo
1,69 — 2,26 Limitrofe
2,26 5,64 Alto
>5,65 Muito Alto

Fonte: Adaptado de III Diretrizes Brasileiras de Dislipidemias e Prevengdo da Aterosclerose (SANTOS,
etal., 2001).
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2.4 - ATEROSCLEROSE

Evidéncias clinicas, genéticas e epidemioldgicas demonstram que a elevacao da
concentragdo plasmatica de LDL, a principal lipoproteina transportadora de colesterol
no plasma, constitui o maior fator de risco para a doenga aterosclerotica (COOPER et
al., 2005). A captacao da LDL-C pelas células através do receptor classico de LDL ndo
pode provocar um acimulo apreciavel de colesterol, porque o receptor esta sujeito a
inibicao pelo contetido intracelular de colesterol. No entanto, formas modificadas de
LDL, como a LDL acetilada ou LDL oxidada, sdo captadas através do mecanismo de
reconhecimento pelo receptor scavenger (presente em macrofagos), resultando em um
substancial acimulo de colesterol e subseqiliente formagdo de células espumosas, uma
vez que o receptor scavenger nao ¢ regulado pelo contetdo celular de colesterol
(CARMENA et al., 2004; STOCKER e KEANEY-Jr, 2004; GOTTO, 2003; BROWN ¢
GOLDSTEIN, 1983).

Virios estudos confirmaram o papel da LDL oxidada na aterogénese. Alguns
oxidantes podem ser originarios de células como os macrdfagos, células endoteliais ou
musculares lisas. Outros oxidantes podem ser origindrios de fontes exdgenas como
alimentos e cigarro. Assim, foi descrito que a oxidagdo da LDL pode ocorrer por
mecanismos radicalares ou ndo. No entanto, o mecanismo predominante de quando,
onde e como a oxidagdao da LDL ocorre in vivo ainda ndo foi estabelecido (NIKI, 2004).
Alguns estudos sugerem que a oxidacdo da LDL ocorra principalmente na intima
arterial, em micro-compartimentos isentos de antioxidantes (STOCKER e KEANEY-Jr,
2004).

Na fase inicial do processo oxidativo, a oxidagao da LDL resulta na formagao de
particulas de LDL minimamente modificadas no espago subendotelial. Uma vez
formada, a LDL modificada ¢ capaz de induzir o endotélio a expressar moléculas de
adesdo para mondcitos, secretando a proteina quimiotatica para mondécitos (MCP-1) e o
fator estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF). Estes eventos resultam na adesao
de monocitos circulantes ao endotélio, e subseqliente migracdo para o espago
subendotelial, mediados pela MCP-1. No espago subendotelial, a LDL modificada

promove a diferenciacdo dos monocitos em macrofagos, via M-CSF. O macréfago, por
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sua vez, oxida ainda mais a LDL minimamente modificada. Esta LDL oxidada pode
entdo ser captada pelos macrofagos através do receptor scavenger, levando ao acumulo
de ésteres de colesterol (MULLENIX et al., 2005; NIKI, 2004; GOTTO, 2003;
BROWN e GOLDSTEIN, 1983)

A LDL oxidada tem efeito citotoxico inibindo a proliferagdo e motilidade
espontaneas de células endoteliais de artéria coronaria, esse efeito ¢ proporcional a
concentragdo e grau de oxidacdo da LDL (XAVIER et al., 2004). Os produtos da
oxidacdo da LDL, como 6xidos de colesterol e lisofosfatidilcolina sdo citotoxicos. Essa
citotoxicidade pode ser importante na indugao da disfungao das células endoteliais e da
conseqiiente evolucao da estria gordurosa para uma lesao mais avancada (MULLENIX
et al., 2005).

Todos esses eventos levam a formagdo da placa aterosclerdtica. As placas
podem ser divididas em estaveis ou instaveis.

As primeiras caracterizam-se por predominio de colageno, organizado com capa
fibrosa espessa, escassas células inflamatorias e ntcleo lipidico menos proeminente. As
ultimas apresentam atividade inflamatoria intensa, especialmente nos seus angulos, com
grande atividade proteolitica, nticleo lipidico proeminente e capa fibrotica ténue.

Tem sido sugerido que a ruptura das placas relaciona-se com as suas
caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas, € ndo com seu grau de estenose (SILVA et
al., 2001). Ao longo da vida, pequenas rupturas ou tromboses parecem ocorrer,
determinando remodelacdo das placas, freqiientemente sem manifestagdes clinicas.
Todavia, o grau de trombose sobreposta a placa determinara a magnitude do evento
cardiovascular (ZAMAN, 2000).

O papel da adventicia vem sendo revisto na aterogénese, a partir de observagdes
histopatologicas, demonstrando a presenca de células inflamatorias e de agentes
infecciosos que poderiam migrar para o espaco intimal (SILVA et al., 2001).

Embora qualquer artéria de médio e grande calibre possa ser afetada, os
principais alvos da doencga so, a aorta, as artérias corondrias e as cerebrais, diminuindo
gradualmente o lumen dos vasos impedindo a fluxo sanguineo, tendo como principais
conseqiliéncias o aneurisma aortico, infarto do miocardio, a isquemia cerebral,
respectivamente (STOCKER e KEANEY, 2004; ALVAREZ-LEITE et al., 2003;
LUSIS, 2000).
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Este processo pode ser completamente insidioso durante décadas, até que este
deposito se rompa, por causa de forgas fisicas do fluxo sanguineo e componentes da
parede arterial que sdo expostos ao fluxo sanguineo, levando a trombose e ao
comprometimento do suprimento de oxigénio para 6rgdos alvos como o coracio e
cérebro (STOCKER e KEANEY, 2004).

Estudos epidemioldgicos sugerem que ao redor de 75% dos casos de
enfermidade arterial coronariana (angina pectoris, infarto do miocardio, morte subita)
sdo atribuiveis a fatores de risco. Esses fatores podem ser classificados em dois grandes
grupos: nao-modificaveis (idade, sexo, raca e genéticos) e os modificaveis pelo estilo de
vida (obesidade, hipertensdo arterial, tabagismo, vida sedentaria e habito alimentar)

(SCOTT, 2004).

2.6 — MODELOS ANIMAIS NA PESQUISA DA ATEROSCLEROSE E SUA

PREVENCAO

Para investigar a relagdo entre as disfun¢des do metabolismo do colesterol e a
aterogénese, diversos modelos animais t€m sido utilizados. Estes modelos t€ém sido de
grande importancia para a compreensao da etiologia da aterosclerose e para a descoberta
de novos agentes terapéuticos.

Viérios autores t€ém descrito a indug¢do de dislipoproteinemias em animais de
laboratdrio, que tem como vantagens: 1. a producdo de lesdes em um prazo de tempo
relativamente curto; 2. controle adequado dos fatores dietéticos e ambientais; 3.
possibilidade de estudar a reversibilidade dessas lesdes; e 4. pode-se ter um ensaio pré-
clinico dos medicamentos destinados a prevengao e tratamento da aterosclerose.

Existe uma série de vantagens em se usar pequenos animais em pesquisa, tais
como baixo custo, que se deve a quantidade de ragcdo consumida, menor espago
requerido para acomodagdo dos animais e facilidade de higienizacdo. Muitas dietas
usadas em pesquisa sdo preparadas com ingredientes purificados que sdo caros, mas em
se tratando de pequenos animais, como o requerimento ¢ pequeno, pode-se tornar menos
oneroso. Os resultados podem ser obtidos com animais de laboratdrio em menor tempo

do que com animais maiores. O pequeno animal tem pequeno ciclo reprodutivo e de
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vida. O rato, por exemplo, vive menos que trés anos, € dez dias na vida de um rato ¢
aproximadamente a um ano de vida humana (ALEXANDER et al., 1984).

O modelo experimental em roedores ¢ o freqiientemente usado para avaliar os
efeitos hipolipemiantes de muitos compostos naturais e sintéticos, contudo, nem todas
as espécies apresentam o metabolismo lipoprotéico comparavel ao de humanos.

Os coelhos foram o primeiro modelo animal usado na pesquisa para
aterosclerose. Essas espécies partilham varios aspectos do metabolismo de lipoproteina
com humanos, exceto pela deficiéncia de lipase hepatica. Os coelhos desenvolvem
placas ateroscleroticas avancgadas, entretanto, sdo necessarios niveis plasmaticos
elevados de colesterol no plasma para que isso ocorra, o colesterol ¢ absorvido
eficientemente, e o seu alto nivel no plasma pode ser induzido por dieta rica em
gordura/colesterol. As dietas aterogénicas estdo associadas com o desenvolvimento de
lesdes ateroescleroticas no arco aodrtico € na aorta toracica mais que na aorta abdominal
a qual ¢ afetada mais freqlientemente em humanos (MOGHADASIAN, 2002).

O rato ¢ uma espécie resistente a aterosclerose. Diferente dos humanos e
semelhante aos camundongos, os ratos ndo tém a proteina de transferécia éster de
colesterila (CETP) no plasma e a lipoproteina HDL ¢ a principal carreadora de
colesterol na circulagdo. Esses animais geralmente possuem hiporresposta para o
colesterol dietético; entdo, hiperlipidemia e aterogénese podem ser induzidas em ratos
somente por uma dieta rica em colesterol/gordura contendo 4cido célico e tiouracil. O
acido colico aumenta a absor¢do de colesterol e concomitante suprime a atividade da
colesterol 7a-hidroxilase (CYP-7a) que resulta em menor excre¢do do colesterol. A
tiouracil induz hipotiroidismo clinico com conseqiiente diminui¢do da atividade do
receptor para a LDL e hipercolesterolemia (MOGHADASIAN, 2002). Segundo
MAHFOUZ e KUMMEROW (2000) os ratos sao capazes de proteger o tecido hepatico
da oxidagdo e eliminar um possivel aumento da peroxidacao de lipideos e oxisterois.
Isso indica que os ratos sdo menos sensiveis que outros animais utilizados em
experimento, como o coelho, quanto aos efeitos aterogénicos de uma dieta
hipercolesterolémica.

Os hamsteres podem desenvolver hipercolesterolemia e aterosclerose em dietas
aterogénicas. Uma dieta contendo 0,2% de colesterol e 10% de 6leo de coco causa um

aumento de 4 vezes o nivel de colesterol no plasma e formacdo de camadas de gordura
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na aorta ascendente de machos Golden Syrian por um periodo acima de 2 meses. A
dieta aterogénica resulta em mais de 200% de aumento das lipopoproteinas VLDL e
IDL, um aumento de 20% na LDL e 45% de diminui¢cao na concentragdo de HDL
comparado ao controle. Essas observagdes sugerem uma diferenca significativa na
distribuicao do colesterol das lipoproteinas e localizacao das lesdes ateromatosas entre
hamster ¢ homem. Entretanto, uma dieta similar rica em gordura, causa aumento no
peso corporal sem modificar o nivel de lipidio sanguineo e aterogénese em hamster
fémea Golden Syrian. Por outro lado, os machos desenvolvem hiperlipidemia e
aterogénese sem alteracdo significativa no ganho de peso (MOGHADASIAN, 2002).

O hamster ¢ proposto como a espécie ideal para o estudo do metabolismo
lipidico, uma vez que ¢ considerada mais proxima dos humanos quanto ao metabolismo
de lipidios, lipoproteinas e 4acidos biliares (SUCKLING et al., 1991; SPADY e
DIETSCHY, 1983). Quando comparado a outros modelos animais, os hamsteres
possuem uma série de vantagens: 1) como em humanos, o principal transportador
plasmatico de colesterol ¢ a LDL; 2) o gene do receptor de LDL de hamster foi isolado
e caracterizado, mostrando forte similaridade com o gene humano; 3) as placas
ateroscleroticas se desenvolvem principalmente no arco adrtico (SIMA et al., 2001).

Diante das inumeras vantagens da utilizacdo de hamsteres em estudos de
metabolismo lipidico e diante do reconhecimento da hipercolesterolemia e estresse
oxidativo como fator de risco para doengas aterosclerdticas e diante da busca de
substancias que fossem eficazes na redugdo dos niveis de colesterol e de radicais livres
objetivou-se investigar nestes animais hipercolesterolémicos através da dieta, o efeito da
infusdo aquosa do urucum e da torta de bixina no perfil lipidico, hepatico e renal. Dessa
forma, esse trabalho busca acrescentar a literatura dados sobre o efeito da infusdo
aquosa do urucum e da torta de bixina sobre o perfil sérico de lipideos, defesas

antioxidantes e marcadores séricos de fun¢ao hepatica e renal em hamsteres.
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CAPITULO 3 - OBJETIVOS

3.1 — OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da administracdo da infusdo aquosa do urucum e o efeito da
torta de bixina em hamsteres tratados com dietas padrdo e hipercolesterolemiante, e
verificar o efeito sobre perfil sérico de lipideos e defesas antioxidantes e a seguranca de

utilizagdo analisando a func¢do hepética, funcdo renal e outros metabolitos.

3.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Em hamsteres submetidos a dieta padrdo ou hipercolesterolemiante

acrescidas ou ndo com a torta de bixina, avaliar os efeitos de extratos de urucum sobre:
1- Perfil sérico e hepatico de lipideos;

2- Perfil sérico de defesas antioxidantes: atividade da catalase, paraoxonase e

sulfidrilas protéicas e de baixo peso molecular;

3- Fungdo hepatica e renal através de marcadores bioquimicos séricos: AST, ALT,

ALP, uréia e creatinina.
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CAPITULO 4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - ANIMAIS

Foram utilizados hamsteres (Mesocricetus auratus) da raga Golden Syrian,
machos, com idades entre 100 — 120 dias e peso médio de 100g, provenientes do
Laboratério de Nutricdo Experimental da Escola de Nutricdo (ENUT) da Universidade
Federal de Ouro Preto. Todos os animais foram mantidos em gaiolas individuais
dispostas em ambiente com temperatura, luminosidade e umidade controladas e

’

receberam agua “ad libitum”.

4.2 - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos em 8 grupos sendo cada grupo composto por 8
animais. No grupo I, os animais receberam dieta padrao (C), no grupo II, os animais
receberam dieta hipercolesterolemiante (H), no grupo III eles receberam dieta padrao
mais infusdo aquosa de urucum (CCh), no grupo IV os animais receberam dieta
hipercolesterolemiante mais infusdo aquosa de urucum (HCh), no grupo V os animais
receberam dieta padrao contendo 0,015% de torta de bixina (CB15) , no grupo VI os
animais receberam dieta hipercolesterolemiante contendo 0,015% de torta de bixina
(HB15); no grupo VII os animais receberam dieta padrao contendo 0,075% de torta de
bixina (CB75) e no grupo VIII, os animais receberam dieta hipercolesterolemiante
contendo 0,075% de torta de bixina (HB75) (Tabela I'V).

Os animais passaram por um periodo de adaptagdo as respectivas dietas por 15
dias e, entdo, tiveram o peso inicial determinado. Ao fim deste periodo contaram-se
mais seis semanas e, entdo, realizou-se o sacrificio dos animais. Foram medidas

semanalmente a ingestao alimentar, o desperdicio e a quantidade de fezes.
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4.3 — DIETAS

Os animais foram alimentados com dietas padrao e hipercolesterolemiante e
dietas padrao e hipercolesterolemiante contendo 0,015% ou 0,075% de torta de bixina
preparadas no Laboratério de Nutrigdo Experimental (Labnex), da ENUT, UFOP,
conforme tabela IV, seguindo recomendagdes nutricionais da AIN-93 M (REEVES et
al., 1993). A torta de bixina utilizada neste trabalho ¢ o pigmento extraido do pericarpo
da semente do urucum e posteriormente ¢ prensado. Foi gentilmente cedida pela
empresa Corantec - Corantes Naturais Ltda. Para fazer a infusdo aquosa, utilizou-se
seis gramas da semente de urucum seca que foram colocadas em contato com um litro
de adgua durante 24 horas para depois ser usado. A infusdao sempre era preparada no dia

anterior ao dia de consumo.

TABELA IV — Composi¢ao das dietas padrdo e hipercolesterolémicas em gramas para cada 1000g de

dieta.

C H CCh HCh
Caseina 140,0 140,0 140,0 140,0
Amido Milho 722,5 587,5 722,5 587,5
Oleo 40,0 170,0 40,0 170,0

Colesterol 0,0 5,0 0,0 5,0

Colina 2,5 2,5 2,5 2,5
Mist. Minerais' 35,0 35,0 35,0 35,0
Mist. Vitaminas’ 10,0 10,0 10,0 10,0
Fibra 50,0 50,0 50,0 50,0

Torta de Bixina 0,0 0,0 0,0 0,0
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CB15 HB15 CB75 HB75

Caseina 140,0 140,0 140,0 140,0

Amido Milho 722,35 587,35 721,75 586,75

Oleo 40,0 170,0 40,0 170,0
Colesterol 0,0 5,0 0,0 5,0
Colina 2,5 2,5 2,5 2,5
Mist. Minerais' 35,0 35,0 35,0 35,0
Mist. Vitaminas® 10,0 10,0 10,0 10,0
Fibra 50,0 50,0 50,0 50,0
Torta de Bixina 0,15 0,15 0,75 0,75

"Mistura de minerais (g/Kg de mistura): NaCl — 139,3 / KI - 0,79 / MgS0,.7H,0 — 57,3 / CaCO; —
381,4 / MnSO,4.H,0O — 4,01 / FeS04.7H,0 — 27,0 / ZnSO4.7H,0 - 0,548 / CuSO,4.5H,O0 — 0,477 /
CoCl,.6H,0 —0.023 / KH,PO, — 389,0.

*Mistura de vitaminas (g/Kg de mistura): Acetato de retinol — 2.000.000IU / Colecalciferol —
200.000IU / Acido p-aminobenzoico — 10,00 / I-Inositol — 10,00 / Niacina — 4,00 / Pantotenato de calcio —
4,00 / Riboflavina — 0,80/ Tiamina HCI — 0,50 / Piridoxina HCI — 0,50 / Acido folico — 0,20 / Biotina —
0,04 / Vitamina B12 — 0,003 / Sacarose — q.s.p. 1000. / Colina — 200,0 / a-Tocoferol — 10.000IU.

4.4 - DOSAGENS DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

Os animais foram deixados 8 horas em jejum, anestesiados com éter,
sacrificados, € o sangue foi coletado através do plexo braquial e colocados em tubos
eppendorf. Um tubo continha anticoagulante para obtencdo do plasma e o outro ndo
continha anticoagulante para a obtencdo do soro apds a centrifuga¢do dos mesmos.
Posteriormente o sangue foi centrifugado a 16000 x g por 15 minutos para obten¢do do
soro ou plasma que foi guardado sob refrigeragao (-4°C).

Os niveis séricos de colesterol total, colesterol HDL, triacilglicerdis, glicose,
hemoglobina, uréia, proteinas totais, albumina, alanima aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (ALP), creatinina, radical sulfidrila
total, radical sulfidrila livre, catalase, paraoxonase, gordura no figado e fezes e
colesterol total e triacilglicerois na gordura do figado e fezes foram dosados e
calculados radical sulfidrila ligados a proteina e o colesterol ndo HDL.

Foram feitas medi¢cdes do peso inicial, do peso final, da ingestdo
alimentar/semana, do ganho de peso/semana, além de retirados e pesados os 6rgios
como o figado, bago, coracdo e rins. Os figados e as fezes dos animais foram

congelados a 2 °C para posterior dosagem de gordura no figado.
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Todas as dosagens foram realizadas em até quatro dias utilizando kits comerciais
Labtest Diagnostica S.A., cujos principios e protocolos das analises encontram-se
descritos a seguir:

Para a garantia do controle de qualidade das determinac¢des bioquimicas foi

utilizado o soro Qualitrol 1H da Labtest Diagnostica S.A.

4.4.1 - DOSAGEM DO COLESTEROL TOTAL

Esta dosagem foi realizada utilizando Kit Comercial Labtest (Cat 76 ANVISA
10009010068), pelo método Enzimético — Trinder.

> PRINCIPIO DA TECNICA

O colesterol total ¢ determinado de acordo com as seguintes reacgoes:

. Jesterol
Esteres do colesterol Colesterol esterase

Colesterol + O, Colesterol oxidase _ Colest-4-en-ona + H,O,

_ Colesterol + Acidos graxos

Peroxidase

>

2 H,O, + Fenol + 4-Aminoantipirina Antipirilquinonimina + 4 H,O

Os ésteres de colesterol sdo hidrolisados pela colesterol esterase a colesterol
livre e acidos graxos. A colesterol oxidase oxida o colesterol livre a colest-4-en-ona e
perdxido de hidrogénio. Na presenga de peroxidase e peroxido de hidrogénio, o fenol e
a 4 aminoantipirina sdo oxidados formando a antipirilquinonimina que tem absorvidade
maxima em 500nm. O kit fornece o reagente de cor, o tampao e o padrao de colesterol
com concentra¢do de 200 mg/dL.

A intensidade da cor formada na reacdo final ¢ diretamente proporcional a

concentragdo do colesterol na amostra.

» EXECUCAO DA TECNICA

Foi utilizado 10 pL de soro e 1000 pL de reagente de cor para cada teste e foi

realizado um padrdo da mesma forma. As amostras dos testes e do padrdo foram

colocados em banho-maria a 37° C por 10 minutos. As leituras foram feitas em
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espectrofotometro a 500 nm. Para se determinar a concentracao de colesterol do teste, a
absorbancia do teste era dividida pela absorbancia do padrao e multiplicada pela
concentragdo do padrdo. Os valores obtidos em unidades convencionais (mg/dL) foram

multiplicados por 0,026 para transforma-los em unidades internacionais (mmol/L).

4.4.3 - DOSAGEM DO COLESTEROL HDL

Esta dosagem foi realizada utilizando Kit Comercial Labtest (Cat 13 ANVISA
10009010026).

> PRINCIPIO DA TECNICA

As lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e as lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) sdo quantitativa e seletivamente precipitadas pelo precipitante do kit
que utiliza o 4cido fosfotungstico e cloreto de magnésio. O soro ¢ centrifugado, apos a
centrifugacdo, o colesterol ligado as lipoproteinas de alta densidade (colesterol HDL) é
determinado no sobrenadante. O kit fornece o precipitante e o padrao de colesterol HDL

com concentra¢do de 20 mg/dL.

» EXECUCAO DA TECNICA

Foi utilizado 125 pL de soro ao qual foi acrescentado 125 pL de precipitante em
seguida foi agitado no vortex por 30 segundos vigorosamente e centrifugados por 15
minutos a 16000 x g para se obter o sobrenadante limpido. No sobrenadante foi dosado
o colesterol como no método para colesterol total.

Os valores obtidos em unidades convencionais (mg/dL) foram multiplicados por

0,026 para transforma-los em unidades internacionais (mmol/L).
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4.4.4 - DETERMINACOES DOS NiVEIS SERICOS DE COLESTEROL NAO HDL

Para a determinacao da concentracao do colesterol nao HDL foi feita a subtragao

da concentracao do colesterol total da concentracao do colesterol HDL.

4.4.5 - DOSAGEM DE TRIACILGLICEROIS

Esta dosagem foi realizada utilizando Kit Comercial Labtest (Cat 87 ANVISA
10009010070) pelo método Enzimatico — Trinder.

> PRINCIPIO DA TECNICA

Os triacilglicerois sdo determinados de acordo com as seguintes reagoes:

Lpase da Lipoproteina  — (3yicer0] + Aidos graxos

Triacilglicerois
Glicerol + ATP Glicerolquinase MG + + _Glicerol-3-Fosfato + ADP

Glicerol-3-Fosfato + O, Gicerol-3-Fosfato Oxidase Dihidroxiacetona + H,0,

Peroxidase

2 H,O; + 4 Aminoantipirina + 4-Clorofenol
_—

Quinoneimina + 4H,0

Na hidrolise dos triacilglicerois, catalisada pela lipase da lipoproteina, o glicerol
liberado ¢ convertido pela a¢ao da glicerolquinase em glicerol-3-fosfato. Na presenga da
glicerolfosfato oxidase, o glicerol-3-fosfato, ¢ oxidado a dihidroxiacetona e peroxido de
hidrogénio. A reacdo de acoplamento que ocorre entre peroxido de hidrogénio, 4-
aminoantipirina e ESPAS (N-etil N-sufopropil n-anizidine) ¢ catalisada pela peroxidase
produzindo a quinoneimina que tem maximo de absorbancia em 540nm. O kit fornece
um padrao com concentragdo de 200 mg/dL.

A intensidade de cor violeta formada ¢ diretamente proporcional a concentragao

dos triacilglicerois na amostra.

» EXECUCAO DA TECNICA
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Foi utilizado 10 pL de amostra (testes) e 1000 uLL de reagente de cor para cada
teste, foi realizado também um padrao da mesma forma. As amostras e o padrdao foram
deixados a 37°C em banho-maria por 10 minutos. A leitura foi feita em
espectrofotometro a 540 nm. Para determinar a concentragdo de triacilglicerdis do teste,
a absorbancia do teste era dividida pela absorbancia do padrdo e multiplicada pela
concentragdo do padrdo. Os valores obtidos em unidades convencionais (mg/dL) foram

multiplicados por 0,0113 para transforma-los em unidades internacionais (mmol/L).

4.4.6 - DOSAGEM DE GLICOSE

Esta dosagem foi realizada utilizando Kit Comercial Labtest (Cat 84 ANVISA
1009010003), pelo método cinético ou de ponto final — Trinder.

> PRINCIPIO DA TECNICA

Glicose + O, + H,O GOb _acido gluconico + H,O;
2 H,0O, + 4 aminoantipirina + fenol POD antipirilquininimina + 4 H,O
_—

A oxidacdo da glicose através da glicose oxidase (GOD) ¢ catalisa a acido
gliconico e peroxido de hidrogénio. Este através de uma reacdo oxidativa de
acoplamento catalisada pela peroxidase (POD), reage com 4-aminoantipirina e fenol,
formando uma antipirilquinonimina de cor vermelha, cuja absorbancia medida em 505
nm, € proporcional a concentragdo de glicose na amostra. O kit fornece um padrdo de

glicose com concentragdo de 100 mg/dL
» EXECUCAO DA TECNICA
Foi utilizado 10 pL de amostra e 1000 pL de reagente para cada teste, foi
realizado também um padrdo da mesma forma. Foi incubado a banho-maria a 37°C por

15 minutos. A leitura foi feita em espectrofotometro a 505 nm. Para se obter a

concentracdo de glicose nas amostras, foi dividida a absorbancia do teste pela
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absorbancia do padrao e multiplicada pela concentracdo do padrao. Os valores obtidos
em unidades convencionais (mg/dL) foram multiplicados por 0,0556 para transforma-

los em unidades internacionais (mmol/L).

4.4.7 - DOSAGEM DE PROTEINAS TOTAIS

Esta dosagem foi realizada utilizando Kit Comercial Labtest (Cat 99 ANVISA
10009010080).

> PRINCIPIO DA TECNICA

As ligacdes peptidicas das proteinas do soro (-HN-CO-) reagem com ions
cupricos em meio alcalino (Reagente de Biureto) formando um complexo de coloragdo
purpura que ¢ diretamente proporcional & concentragdo de proteina na amostra. O kit

fornece um padrdo com concentracao de 4,0 g/dL.

» EXECUCAO DA TECNICA

Foi colocado 12,5 puL de soro em um tubo de ensaio ao qual foi adicionado 625
nL do reagente de biureto de uso (tubos teste), para o tubo do padrdo foram adicionados
12,5 pL de padrao (4 g/dL) e para o tubo do branco 12,5 pL de 4gua destilada.
Homogeneizou-se os tubos e apds 15 minutos a temperatura ambiente, fez-se a leitura
em espectrofotometro a 545 nm. Para se obter a concentracdo de proteinas totais nas
amostras, foi dividida a absorbancia do teste pela absorbancia do padrao e multiplicada
pela concentracdo do padrdo. Os valores obtidos em unidades convencionais (g/dL)

foram multiplicados por 10 para transforma-los em unidades internacionais (g/L).
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4.4.8 - DOSAGEM DE ALBUMINA

Esta dosagem foi realizada utilizando Kit Comercial Labtest (Cat 19 ANVISA
10009010025) pelo método Verde de Bromocresol.

> PRINCIPIO DA TECNICA

A albumina possui a propriedade de se ligar a certos corantes € a uma grande
variedade de anions, que mudam de cor em meio tamponado quando ligados a ela.

O verde de bromocresol que em pH 3,8 apresenta cor amarela adquire cor verde
quando se liga a albumina. O sistema de medi¢do baseia-se no desvio do pico de
absortividade méxima do verde de bromocresol contido no reagente. A absorbancia do
complexo formado ¢ diretamente proporcional a concentracdo da albumina na amostra

analisada. O kit fornece um padrao de albumina na concentragao de 3,8 g/dL.

» EXECUCAO DA TECNICA

Foi utilizado 10 pL de soro para os tubos teste aos quais foram adicionados 1000
uL de reagente de cor. Foi feito também um padrao utilizando-se 10 pl.de padrao. Apds
homogeneizar e aguardar 2 minutos, € no maximo em 10 minutos, fez-se a leitura das
absorbancias em espectrofotdometro a 630 nm. Para se obter a concentragao de albumina
nas amostras foi dividida a absorbancia do teste pela absorbancia do padrao e
multiplicada pela concentragdo do padrdo. Os valores obtidos em unidades
convencionais (g/dL) foram multiplicados por 144.,9 para transforma-los em unidades

internacionais (umol/L).

4.4.9 - DOSAGEM DA ATIVIDADE DA FOSFATASE ALCALINA (ALP)

Esta dosagem foi realizada utilizando Kit Comercial Labtest (Cat 40 ANVISA
10009010081), pelo método Roy modificado.
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> PRINCIPIO DA TECNICA

A fosfatase alcalina do soro hidrolisa a timolftaleina monofosfato liberando
timolftaleina, que tem cor azul em meio alcalino. A cor formada, diretamente
proporcional a atividade enzimatica, ¢ medida em 590 nm. O produto final da reagao se
constitui de uma mistura de cor azul e a cor propria do substrato. O kit fornece um

padrdo de fosfatase alcalina de 45 U/L.

» EXECUCAO DA TECNICA

Utilizaram-se 25 pL de substrato e tampao para o teste, o branco e o padrdo e
ainda, para o padrdo adicionaram-se 25 pL de reagente padrdo. Colocou-se em banho-
maria a 37° C durante 2 minutos. Os tubos foram removidos do banho-maria para que
fosse adicionado a amostra. Adicionou-se 25 pL de soro ao teste, homogeneizou-se e
incubou em banho-maria por mais 10 minutos (cronometrados). Em seguida adicionou-
se 1,0 mL do reagente de cor e, determinou-se a absorbancia em espectrofotometro a
590 nm. Para se obter a atividade da fosfatase alcalina nas amostras foi dividida a
absorbancia do teste pela absorbancia do padrao e multiplicada pela concentracdo do

padrao.

4.4.10 - DOSAGEM DE UREIA

Esta dosagem foi realizada utilizando Kit Comercial Labtest (Cat 27 ANVISA
10009010011).

> PRINCIPIO DA TECNICA

A uréia ¢ hidrolisada pela urease a ions amonium e CO,, Em meio alcalino, os

ions amonium reagem com salicitato e hipoclorito de sodio, sob a agdo catalisadora do

nitroprussiato de soédio, para formar azul de indofenol. A absorbancia do complexo azul

41



Capitulo 4 — Material e Métodos

ROSSONI Jr., J.V.

formado ¢ diretamente proporcional a concentragdo de uréia na amostra. O kit fornece

um padrao de 70 mg/dL.

» EXECUCAO DA TECNICA

Para a realiza¢do da dosagem foram realizados alguns procedimentos anteriores
como:

Preparagdo do tampao de uso — o Kit contém tampao fosfato (100 mmol/L), pH
6,9, que foi adicionado a 400 mL de 4gua destilada;

Preparacao do oxidante de uso — o kit contém hidroxido de sédio 2,8 mol/L e
hipoclorito de s6dio 121 mmol/L, que foi adicionado a 475 mL de 4dgua destilada;

Preparagdo da urease tamponada — o kit contém tampao fosfato (10 mmol/L) e

urease > 268 KU/L, adicionou-se 1,0 mL de urease a 20 mL do tampao de uso.

Foi utilizado 10 pL de soro para os tubos teste aos quais foram adicionados 1000
uL de urease tamponada, e para o padrio foi adicionado1000 pL de urease tamponada e
10 uL de padrao de uréia (70 mg/dL ). Apds este procedimento foram incubados a 37°C
por 5 minutos. Depois todos os tubos receberam 1000 pL de oxidante de uso. Foram
incubados a 37°C por 5 minutos. O branco continha 1000 pL de solucdo de uréia
tamponada e 1000 pL de solugdo de oxidante de uso. As absorbancias foram
determinadas com espectrofotometro a 600 nm.

Para se obter a concentracdo de uréia nas amostras foi dividida a absorbancia do
teste pela absorbancia do padrao e multiplicada pela concentrag¢do do padrdo. Os valores
obtidos em unidades convencionais (mg/dL) foram multiplicados por 0,166 para

transforma-los em unidades internacionais (mmol/L).

4.4.11 - DOSAGEM DA ATIVIDADE DA ASPARTATO AMINOTRANSFERASE (AST)

Esta dosagem foi realizada utilizando Kit Comercial Labtest (Cat 52 ANVISA
10009010031).
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> PRINCIPIO DA TECNICA

A aspartato aminotransaminase catalisa a transferéncia de grupamentos amina de

a-aminoacidos para a-cetoacidos.

AST
_—

O oxalacetato formado reage com a 2 — 4 difenilhidrazona formando a

L-Aspartato + a-cetoglutarato Glutamato + Oxalacetato
hidrazona que adquire coloracio maxima pela adi¢do de hidroxido de sodio. A
intensidade de coloragdo ¢ proporcional a atividade enzimatica da amostra. A
determinagdo da atividade da enzima ¢ realizada pelo método cinético de tempo fixo e
medicdo de ponto final — Reitman e Frankel. O kit fornece um padrdo que contém
piruvato de sodio com concentragdo de 2,0 mmol/L que ¢é utilizado para a obten¢do da
curva de calibragao.

A curva de calibragao foi realizada como se segue:

Tubo n° 1 2 3 4 5

Padrao o 0,05 mL 0,1 ml 0,15 mL 0,2 mL
AST substrato 0,5 mL 0,45 mL 0,4 mL 0,35 mL 0,3 mL
Agua destilada 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL
Reagente de cor 0,5 mL 0,5 mL 0,5 mL 0,5 mL 0,5 mL

Foi feita a homogeneizagao dos tubos e deixados a temperatura ambiente por 20
minutos. Apds esse tempo foi adicionado a cada tubo 5000 uL de NaOH de uso. Foi
feita a homogeneiza¢do dos tubos e deixados a temperatura ambiente por 5 minutos. As
absorbancias foram determinadas com espectrofotdmetro a 505 nm.

A curva de calibracao foi obtida correlacionando as leituras obtidas com os

valores em unidades/mL, expressos na tabela abaixo e fornecida pelo fabricante:

Tubo n° 1 2 3 4 5

AST (unidades/mL) Zero 24 61 114 190

Preparag¢d@o do NaOH de uso — o kit contém hidroxido de sédio 1,25 mol/L ao qual

foi adicionado 500 mL de agua destilada.
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» EXECUCAO DA TECNICA

Retirou-se 50 pL do substrato enzimatico aspartato aminotransferase que foi
colocado em banho-maria a 37°C por 2 minutos. No mesmo tubo colocou-se 10 pL da
amostra que apos ser homogeneizado foi incubado em banho—maria a 37 °C por
exatamente 60 minutos. Adicionou-se 50 pL do reagente de cor para interromper a
reacdo, homogeneizou-se e¢ deixou-se em temperatura ambiente por 20 minutos.
Colocou-se 500 pL. de NaOH de uso, homogeneizado e ap6s 5 minutos, feita a leitura

em espectrofotometro a 505nm.

4.4.12 - DOSAGEM DA ATIVIDADE DA ALANINA AMINOTRANSFERASE (ALT)

Esta dosagem foi realizada utilizando Kit Comercial Labtest (Cat 53 ANVISA
10009010027).

> PRINCIPIO DA TECNICA

A alanima aminotransferase catalisa a transferéncia do grupo amina da alanina

para o a-cetoglutarato com formagado do glutamato e piruvato.

ALT
_

O piruvato formado reage com 2 — 4 difenilhidrazona formando a hidrazona que

L-Alanina + a-cetoglutarato Glutamato + Piruvato
adquire coloragdo maxima pela adi¢do de hidroxido de sodio. A intensidade da
coloracdo ¢ proporcional a atividade enzimatica da amostra. A determinacdo da
atividade da enzima ¢ realizada pelo método cinético de tempo fixo e medigdo de ponto
final — Reitman e Frankel. O kit fornece um padrao que contém piruvato de s6dio com
concentragdo de 2,0 mmol/L que ¢ utilizado para a obtengao da curva de calibragao.

A curva de calibragao foi realizada como se segue:

Tubo n° 1 2 3 4 5

Padrao L 0,05 mL 0,1 ml 0,15 mL 0,2 mL
ALT substrato 0,5 mL 0,45 mL 0,4 mL 0,35 mL 0,3 mL
Agua destilada 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL
Reagente de cor 0,5 mL 0,5 mL 0,5 mL 0,5 mL 0,5 mL
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Foi feita a homogeneizacao dos tubos e deixados a temperatura ambiente por 20
minutos. Apds esse tempo foi adicionado a cada tubo 5000 uL de NaOH de uso. Foi
feita a homogeneiza¢do dos tubos e deixados a temperatura ambiente por 5 minutos. As
absorbancias foram determinadas com espectrofotometro a 505 nm.

A curva de calibracao foi obtida correlacionando as leituras obtidas com os

valores em unidades/mL, expressos na tabela abaixo e fornecida pelo fabricante:

Tubo n° 1 2 3 4 5

ALT (unidades/mL) Zero 28 57 97 150

» EXECUCAO DA TECNICA

Retirou-se 75 pL do substrato enzimatico alanima aminotransferase que foi
colocado em banho-maria a 37°C por 2 minutos. No mesmo tubo colocou-se 12,5 pL da
amostra que apds ser homogeneizado foi incubado em banho—maria a 37 °C por
exatamente 30 minutos. Adicionou-se 75 pL do reagente de cor para interromper a
reacdo, homogeneizou-se e deixou-se em temperatura ambiente por 20 minutos.
Colocou-se 750 uL. de NaOH de uso, homogeneizado e ap6s 5 minutos, feita a leitura

em espectrofotdmetro a 505nm.

4.4.13 - DOSAGEM DE SULFIDRILAS TOTAIS, LIVRES E LIGADAS A PROTEINAS

> PRINCIPIO DA TECNICA

Foi utilizado o método de Ellman para a execugdo destas técnicas (HOENICKA,
1999). Este método baseia-se na reacdo de grupos tidis com o acido 5,5’-ditio-bis-2-
nitro-benzoéico (DTNB — Reagente de Ellman) formando um anion amarelo do acido 5-
tio-2-nitrobenzodico que ¢ medido espectrofotometricamente a 412 nm.

Foi feita uma curva de calibra¢do padrao nas seguintes concentragdes: 0; 25; 50;
100; 150; 250; 500; 1000 pmol/L, para o SH livre e para o SH total utilizando glutationa
de estoque (20 mM) que foi diluida em trietanolamina-HCI1 (TEA).
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» EXECUCAO DA TECNICA

Para a determinacdo das sulfidrilas totais presentes no soro e para a montagem
da curva de calibragdo foram adicionados em um tubo 40 pL de amostra ou da solugao
padrdo, 150 uL de tampao Tris-HCI pH 8,2; 50 uL de DTNB e; 800 pL de metanol. Os
tubos foram centrifugados a 3000 x g por 5 minutos a 25° C e a absorbancia lida em 412
nm.

Para a determinagdo das sulfidrilas livres presentes no soro, as proteinas foram
precipitadas utilizando acido tricloroacético (TCA) 10%, sendo utilizado o sobrenadante
para a dosagem. Assim, 200 pL de amostra foram adicionadas a mesmo volume de
TCA e centrifugado 16000 x g por 15 minutos. Apds este procedimento, foram
adicionados 600 pL de tampao Tris-HCl pH 8,9 e 60 pL de DTNB a 150 pL de
sobrenadante da precipitagdo com DTNB. A absorbéncia foi lida em 412 nm.

A determinagdo das sulfidrilas ligadas as proteinas foi calculada pela diferenga
entre as sulfidrilas totais e as sulfidrilas livres. Todas as concentragdes sao obtidas em

pmol/L.

4.4.14 - DOSAGEM DE HEMOGLOBINA

Esta dosagem foi realizada utilizando Kit Comercial Labtest (Cat 43).

> PRINCIPIO DA TECNICA

O ferro ferroso (Fe II), do grupo heme da hemoglobina, oxihemoglobina e
carboxihemoglobina ¢ oxidado ao estado férrico (Fe III) pelo ferricianeto, contido no
reagente de cor fornecido pelo Kit, formando hemiglobina (Hi) combinando-se com o
cianeto ionizado, também contido no reagente de cor, produzindo assim o cianeto de

hemiglobina (HiCN), o qual absorve luz a 540 nm.
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» EXECUCAO DA TECNICA

Foi utilizado 10 pL de sangue para os tubos testes aos quais foram acrescentados
2500 pL de reagente de cor. Para o padrao foram misturados 2500 uL de reagentede cor
a 10 puL de padrao (10 g/dL) de hemoglobina. Os tubos foram homogeneizados e apds 5
minutos as absorbancias foram determinadas em espectrofotometro a 540 nm. Para se
obter a concentragdo de hemoglobina na amostra, a absorbancia da amostra foi dividida
pela absorbancia do padrao e multiplicada pela concentragdo do padrdo. Os valores
obtidos em unidades convencionais (g/dL) foram multiplicados por 1,61 para

transforma-los em unidades internacionais (umol/L).

4.4.15 - DOSAGEM DE PARAOXONASE (PON) — ATIVIDADE ARILESTERASE

> PRINCIPIO DA TECNICA

A atividade arilesterase da paraoxonase foi determinada como previamente
descrito por Beltowski J. et al., em 2002, tendo como base a velocidade de hidrolise do
fenilacetato. Uma solugdo contendo 1uL de fenilacetato e 1500 pL de Tris HCI 9 mM
pH 8 foi preparada, dessa solucdo foram retirados 0,5 mL e misturados com 2 mL de

Tris HC1 9 mM pH 8 contendo CaCl, 0,9 mM.

» EXECUCAO DA TECNICA

Foram colocados 5 pL de soro e a absorbancia a 270 nm foi lida em 3 minutos
exatamente. O branco usado para zerar o aparelho, foi preparado como descrito acima,
porém sem soro e a absorbancia obtida foi subtraida das absorbancias de cada amostra.
Foi usado o coeficiente de extingdo molar, do fenilacetato, 1.310 (M cm™) e os
resultados foram expressos em U/mL onde uma unidade (U) de arilesterase hidroliza 1

mmol de fenilacetato por minuto.
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4.4.16 - DOSAGEM DE CREATININA

Esta dosagem foi realizada utilizando Kit Comercial Labtest (Cat 35 ANVISA
10009010034).

> PRINCIPIO DA TECNICA

A creatinina e outros componentes do soro reagem com a solugdo de picrato em
meio alcalino, formando um complexo de cor vermelha que ¢ medido fotometricamente.
A decomposi¢do do picrato de creatinina ¢ promovida através da adi¢ao de um
acidificante que abaixa o pH para 5,0, fazendo com que a cor derivada dos cromogénios
permanega inalterada, sendo também medida fotometricamente. A diferenca entre as
duas leituras fornece o valor da creatinina verdadeira. O kit fornece um padrio de

creatinina na concentra¢ao de 4,0 mg/dL.

» EXECUCAO DA TECNICA

Utilizou-se 1000 uL do tampao, 125 pL da amostra, e 250 uL. de acido picrico
para os tubos teste. Para o branco utilizou-se 1000 uL do tampao 125 pL de agua
destilada e 250 pL de 4cido picrico. Para o padrdo utilizou-se 1000 pL do tampao, 125
pL do padrao e 250 pL de 4cido picrico. Apos homogeneizar e incubar em banho-maria
a 37° C por 10 minutos, fez-se a leitura em espectrofotdmetro a 510 nm determinando-
se a absorbancia A;. Adicionou-se 50 pL de acidificante aos tubos teste e ao branco e
apds 5 minutos em temperatura ambiente, determinou-se a absorbancia A, em
espectrofotometro a 510 nm.

Para se obter a concentracdo de creatinina nas amostras, foi subtraida a
absorbancia A; da absorbancia A,, dividida pela absorbancia do padrdao e multiplicada
pela concentragdo do padriao. Os valores obtidos em unidades convencionais (mg/dL)

foram multiplicados por 88,4 para transforma-los em unidades internacionais (umol/L).
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4.4.17 - DOSAGEM DA ATIVIDADE DA CATALASE

> PRINCIPIO DA TECNICA

A atividade da catalase foi determinada baseado na sua capacidade de hidrolisar

o peroxido de hidrogénio (H,0O,) em dgua e oxigénio molecular.
» EXECUCAO DA TECNICA

Em um tudo de ensaio colocou-se 900 pL de H,O, 10 mM, 50 puL. de tampao
fosfato pH 7,2, 40 uL de H,O destilada e 10 pL do soro. Homogeneizou-se a solugdo,
zerou-se o espectrofotometro a 240 nm e determinou-se as absorbancias a cada minuto,
durante cinco minutos. Foi usado o coeficiente de extingado molar do H,O, 39,4 M em
! Os resultados foram expressos em U/L (onde 1 U da enzima hidrolisa 1 umol de H,0,

por minuto).

4.4.18 - DOSAGEM DE GORDURA NO FiGADO

As amostras dos figados dos animais foram previamente secas em estufa
ventilada. Apods este procedimento os figados foram triturados e embalados em
cartuchos papel de filtro e estes mergulhados em éter, no aparelho de extragdo (Sohxlet)
e deixados por 8 horas sob refluxo. Posteriormente, os cartuchos de papel foram
retirados e o éter evaporado. O baldo, que continha a gordura extraida das amostras, foi
colocado em uma estufa por 1 hora e 30 minutos e depois colocado no dessecador por
40 minutos e apds total resfriamento a porcentagem de gordura foi determinada pela

formula abaixo:

% gordura =100 x D
A
D = Peso do baldo contendo a gordura extraida menos o peso do baldo vazio.

A = Peso da amostra.
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4.4.20 - DOSAGEM DE GORDURA NAS FEZES

As amostras dos figados dos animais foram previamente secas em estufa
ventilada. Apos este procedimento as fezes foram trituradas e embaladas em cartuchos
papel de filtro e estes mergulhados em éter, no aparelho de extragdo (Sohxlet) e
deixados por 5 horas sob refluxo. Posteriormente, os cartuchos de papel filtro foram
retirados e o éter evaporado. O baldo, que continha a gordura extraida das amostras, foi
colocado em uma estufa por 1 hora e 30 minutos e depois colocado no dessecador por
40 minutos e apos total resfriamento a porcentagem de gordura foi determinada pela

formula abaixo:

% gordura =100 x D
A

D = Peso do baldao contendo a gordura extraida menos o peso do baldo vazio.

A = Peso da amostra.

4.4.21 — DOSAGEM DE COLESTEROL TOTAL NA GORDURA DO FiGADO
» EXECUCAO DA TECNICA
Para executar essa dosagem foi utilizada 20 pL de gordura extraida do figado

que foi posteriormente diluida em 1000 pL de isopropanol. Apo6s homogeneizacao, foi

realizada a dosagem do colesterol total de acordo com protocolo descrito no item 4.4.1.

4.4.22 — DOSAGEM DE TRIACILGLICEROIS NA GORDURA DO FiGADO

» EXECUCAO DA TECNICA

Para executar essa dosagem foi utilizada 20 pL de gordura extraida do figado
que foi posteriormente diluida em 500 pL de isopropanol. Apds homogeneizagdo, foi

realizada a dosagem do colesterol total de acordo com protocolo descrito no item 4.4.5.
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4.4.23 - AVALIACAO NUTRICIONAL

O peso corporal, a ingestao da dieta, o desperdicio da dieta e as fezes foram
acompanhados semanalmente. Valores totais (em seis semanas) do ganho de peso, a

ingestao, o desperdicio e fezes foram determinados.

4.4.24 - PESO DO FiGADO, BACO E CORACAO

ApoOs os animais terem sido anestesiados e o sangue recolhido em tubos de
eppendorf, o figado, o baco, o coragdo e os rins foram extraidos e posteriormente

pesados.

4.4.25 - ANALISE ESTATISTICA

A andlise de variancia bivariada (two-way ANOVA) foi utilizada para testar a
diferenga significativa entre os efeitos da dieta padrao e dieta hipercolesterolemiante
com as demais dietas utilizadas. Foi utilizado o programa de computador MINITAB
STATISTICAL SOFTWARE 13.31. As diferencas foram consideradas significantes
quando o valor de p foi menor ou igual a 0,05. Quando houve intera¢do entre os fatores
(p <0,05), foi realizado o Teste de Tukey.

Usou-se o teste de Tukey, o qual faz contrastes nao ortogonais de comparagao entre
duas médias e permite estabelecer a diferenga minima significante, ou seja, a menor
diferenca de médias de amostras que deve ser tomada como estatisticamente
significativa em determinado nivel. Os resultados estdo expressos com média + desvio

padrao.
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CAPITULO 5 - RESULTADOS

A tabela V mostra os valores dos resultados do perfil lipidico dos animais. Todos
esses parametros apresentaram interacdo entre dieta e tratamentos utilizados. Com
relacdo aos niveis de colesterol total os grupos que receberam dietas HB15 (6,22+0,6
mmol/L) e HB75 (6,39+0,96 mmol/L) apresentaram maiores valores de colesterol total,
seguidos pelos grupos H (4,23+0,54 mmol/L) e HCh (4,89+0,59 mmol/L) que tiveram
valores estatisticamente semelhantes e pelos grupos C (2,93+0,86 mmol/L), CCh
(2,74+0,86 mmol/L), CB15 (2,23+0,39 mmol/L) e CB75 (2,614+0,37 mmol/L) os quais
também obtiveram valores estatisticamente semelhantes. Concluindo, observamos que
associado a dieta padrdo os tratamentos ndo alteraram a colesterolemia, mas,
surpeendentemente, observamos aumento do colesterol sérico quando os tratamentos
foram associados a dieta hipercolesterolemiante. O mesmo foi observado para a fragao
HDL e ndo HDL do colesterol.

Com relagao ao colesterol HDL os grupos que receberam dietas HB15 (2,9+0,38
mmol/L) e HB75 (3,2+0,17 mmol/L) apresentaram os maiores valores de colesterol
HDL, seguidos pelos grupos H (2,17+£0,38 mmol/L) e HCh (2,17+0,34 mmol/L) que
tiveram valores estatisticamente semelhantes e pelos grupos C (1,52+0,55 mmol/L),
CCh (1,08+0,21 mmol/L), CB15 (1,32+0,23 mmol/L) e CB75 (1,37+0,15 mmol/L) os
quais obtiveram valores estatisticamente semelhantes.

Para os niveis de colesterol ndo-HDL os grupos que receberam dietas HB15
(3,32+0,81 mmol/L) e HB75 (3,19+£1,09 mmol/L) apresentaram valores semelhantes
entre si. Os grupos C (1,41+£0,42 mmol/L), H (2,07£0,67 mmol/L), CCh (1,66+0,94
mmol/L), CB15 (0,91+0,33 mmol/L) e CB75 (1,24+0,37 mmol/L) apresentaram valores
de colesterol ndo-HDL estatisticamente semelhantes. O grupo HCh (2,73+0,86 mmol/L)
apresentou valores semelhantes aos demais grupos.

Com relagdo aos triacilglicerois, os grupos que apresentaram os maiores valores
foram os que receberam dietas C (2,31+0,51 mmol/L) e CCh (3,02+0,54 mmol/L). Os
grupos H (1,3+0,7 mmol/L), HCh (1,38+0,65 mmol/L), CB15 (1,62+0,33 mmol/L),
HB15 (1,5£0,47 mmol/L) e CB75 (1,99+0,54 mmol/L) apresentaram valores
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estatisticamente semelhantes ¢ o grupo HB75 (0,99+0,49 mmol/L) apresentou os
menores valores de triacilglicerdis. Nao foram encontrados efeitos importantes para os
triacilglicerdis.

TABELA V — Niveis séricos de colesterol total (CT), colesterol HDL, triacilglicer6is (TG) e colesterol

nao HDL de animais alimentados com dieta padrdo (C), hipercolesterolemiante (H), padrao + infusdo
aquosa de urucum (CCh), hiper + infus@o aquosa de urucum (HCh) e padrdo e hiper contendo 0,015% ou

0,075% de torta de bixina (CB15, HB15, CB75 e HB75).

CT HDL ig:)ei;‘gﬁ' TG
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
C 2,93+£0,86°¢ 1,52+055°  1,41+042° 231+0,51°
H 4,23 +0,54° 2,17+038°%  2,07+0,67° 1,3+0,7°
CCh 2,74 +£0,86° 1,08£021°  1,66+094°  3,02+0,54°
HCh 4,89 + 0,59 ° 2,17+0,34°  273+086%° 1,38+0,65°
CB15 2,23+£0,39° 1,32+£0,23°  091+033% 1,62+033°
HB15 6,22+0,6° 2,9+£038° 332+0,81*  1,5+047°
CB75 2,61 £0,37° 1,37+£0,15°  124+037%  1,99+0,54°
HB75 6,39+ 0,96 ° 32+0,17° 3,19+ 1,09*  0,99+0,49°
Valor de P
Dieta <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Tratamento <0,05 <0,05 > 0,05 <0,05
Interacio <0,05 <0,05 <0,05 < 0,05

* O resultado indicado é a média + desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas
significativas na mesma coluna (p<0,05).

A tabela VI mostra os valores da porcentagem de gordura no figado, o colesterol
total e os triacilglicerdis no figado dos animais.

Quanto a porcentagem de gordura no figado houve uma interacao entre dieta e
tratamento. Os grupos que apresentaram os maiores valores foram os grupos H
(44,69+3,35), CCh (37,68+17,18), HCh (45,66+5,25), HB15 (44,53+2,58) e HB75
(52,3+7,27), seguidos dos grupos C (18,37+7,01) e do grupo CB75 (29,17+7,51).

Em relagdo ao colesterol total hepatico verificamos uma intera¢ao entre dieta e
tratamento. O grupo HB75 (973,93+120,01) apresentou o maior valor de colesterol
hepatico seguido dos grupos CB15 (630,41+£129,94), HB15 (708,06£86,76) ¢ CB75
(690,21£140,12). Os grupos H (347,39+57,26) e HC (342,81£90,74) apresentaram
valores semelhantes e o grupo C (108,534+22.,4) apresentou o menor valor de colesterol

hepatico.
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Quanto aos triacilglicerois hepatico, ndo verificamos interacdo entre dieta e
tratamento mas, um efeito isolado do tratamento que foi uma reducdo dos niveis de

triacilglicerdis nos grupos que receberam a torta de bixina: CB15, HB15, CB75 e HB75.

TABELA VI — Gordura total, colesterol total e triacilglicerdis no figado de animais alimentados com
uma dieta padrdo (C), hipercolesterolemiante (H), padrdo + infusdo aquosa de urucum (CCh), hiper +
infusdo aquosa de urucum (HCh) e padréo e hiper contendo 0,015% ou 0,075% de torta de bixina (CB15,
HB15, CB75 e HB75).

% Gordura no CT figado TG figado
figado (mg/g) (mg/g)
C 18,37 +7,01° 108,53 +22.4 ¢ 296,59 + 96,63
H 44,69 +3,35*° 347,39 +57,26°¢ 330,3 + 53,48
CCh 37,68 17,18 205,06 + 30,44 356,31 + 96,45
HCh 45,66 £5.25° 342,81 £ 90,74 ¢ 305,3 + 51,51
CB15 31,37 +£9,07>° 630,41 + 129,94 ° 121,34 + 41,55
HB15 44,53 £2,58 ° 708,06 + 86,76 ° 118,81 +£ 47,2
CB75 2917 +7,51° 690,21 + 140,12 ° 98,23 + 58,77
HB75 523+727° 973,93 + 120,01 ® 107,07 + 19,57
Valor de P
Dieta <0,05 <0,05 > 0,05
Tratamento <0,05 <0,05 < 0,05
Interacio <0,05 <0,05 >0,05

* O resultado indicado é a média + desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas
significativas na mesma coluna (p<0,05).

A tabela VII apresenta os valores da pocentagem de gordura, o colesterol total e
os triacilglicerdis nas fezes dos animais.

Os resultados obtidos mostraram uma interacdo entre dieta e tratamento quanto
ao parametro porcentagem de gordura nas fezes. Os animais do grupo HB75
apresentaram os maiores valores, seguidos dos animais dos grupos C (5,02+2,19), CCh
(8,48+8,66), HCh (6,28+2,2) HB15 (7,74+3,47) ¢ CB75 (6,38+2,98). Ja os animais dos
grupos que receberam dietas H (4,6+0,33) e CB15 (4,11£1,84) apresentaram os
menores valores da porcentagem de gordura nas fezes.

Em relagdo ao colesterol total nas fezes ndo verificamos interagao entre dieta e
tratamento, apenas um efeito isolado das dietas utilizadas.

Os resultados obtidos quanto aos triacilglicerois das fezes motraram que houve
uma interacdo entre dieta e tratamento. O grupo que apresentou maior valor de

triacilglicerdis nas fezes foi o grupo HCh (472,46+208,07), seguido do grupo H

55



Capitulo 5 - Resultados

ROSSONI Jr., J.V.

(288,77+£117,57). Os grupos C (85,11+48,52), CCh (109,69+63,5), HBI15
(108,75£101,9) e CB75 (118,56+47,59) apresentaram valores estatisticamente

semelhantes.

TABELA VII — Gordura total, colesterol total e triacilglicerdis nas fezes de animais alimentados com
uma dieta padrdo (C), hipercolesterolemiante (H), padrdo + infusdo aquosa de urucum (CCh), hiper +
infusdo aquosa de urucum (HCh) e padréo e hiper contendo 0,015% ou 0,075% de torta de bixina (CB15,
HB15, CB75 ¢ HB75).

% Gordura nas CT fezes TG fezes
fezes (mg/g) (mg/g)
C 502+2,19%° 150,24 + 52,55 85,11 £48,52°¢
H 4,6 +0,33° 904,45+ 131,93 288,77+ 117,57 °
CCh 8,48 + 8,66 " 120,7 + 48,61 109,69 + 63,5 ¢
HCh 6,28 £22*° 945,08 + 150,88 472,46 £208,07 *
CBI15 4,11+1,84° 116,25 £ 36,58 202,01 +£ 97,97 ®¢
HB15 7,74 £3,47 %" 749,23 + 228,58 108,75 +£101,9 ¢
CB75 6,38 +2,98 *° 153,74 + 23,81 118,56 £ 47,59 ¢
HB75 11,83 +7,61° 850,24 £+ 166,02 170,69 + 80,8 ¢
Valor de P
Dieta > 0,05 <0,05 <0,05
Tratamento <0,05 > 0,05 <0,05
Interacao < 0,05 > 0,05 <0,05

* O resultado indicado é a média + desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas
significativas na mesma coluna (p<0,05).

A tabela VIII mostra os resultados de peso do figado, atividade da AST, ALT e
ALP dos animais. Os parametros AST e ALP e peso do figado apresentaram interagao
entre dieta e tratamento enquanto o parametro ALT sofreu somente a influéncia da
dieta.

Com relagdo ao peso do figado, os animais que receberam dietas HBI15
(5,57+0,35 g) e HB75 (5,35+0,48 g) apresentaram os maiores valores, seguidos dos
grupos H (4,52+0,42 g) e HCh (4,64+0,31 g). Os grupos C (3,19+0,45 g), CCh
(3,02+£0,28 g), CBI5 (3,444+0,22 g) e CB75 (3,45+0,34 g) apresentaram valores
estatisticamente semelhantes.

Com relagao aos niveis da AST os grupos que apresentaram maiores atividades
dessa enzima foram os H (34,39+7,16 U/L), CCh (36,61+7,04 U/L) e HCh (33,91£5,27
U/L), sendo estatisticamente semelhantes entre si. Os grupos C (19,35+6,62 U/L), CB15
(12,62+4,1 U/L), CB75 (20,77£7,79 U/L), HB15 (21,92+4,18 U/L) e HB75 (15,32+4,43
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U/L) apresentaram valores menores da atividade da enzima e estatisticamente
semelhantes entre si. A atividade da ALT ndo sofreu influéncia dos tratamentos e nem
interacao das dietas com os tratamentos.

Para a atividade da ALP os grupos que apresentaram maiores atividades
de enzima foram os CB15 (28,35+4,55 U/L) e HB75 (30,87+4,41 U/L), seguidos dos
grupos C (18,89+6,51 U/L), H (18,21+£5,42 U/L), CCh (15,54£1,93 U/L), HCh
(20,35+4,01 U/L) e CB75 (19,14+2,32 U/L) que apresentaram valores estatisticamente
semelhantes. J4 o grupo HB15 (24,434+5,85 U/L) apresentou valores estatisticamente
semelhantes a todos os grupos, ou seja, tanto aos grupos que apresentaram maior €

menor atividade da enzima.

TABELA VIII - Peso do figado, atividade da aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (ALP) séricos de animais alimentados com dieta padrao (C),
hipercolesterolemiante (H), padrao + infusdo aquosa de urucum (CCh), hiper + infusdo aquosa de urucum

(HCh) e Eadrﬁo e hiBer contendo 0,015% ou 0,075% de torta de bixina (CB15, HB15, CB75 e HB75).

Figado AST ALT ALP
(® (UDh (UD (U/L)
C 3,19+£045° 1935+6,62° 7,24 +231 18,89 + 6,51 >¢
H 452+042° 3439+7,16° 15,97 £ 5,12 18,21 +£ 5,42 ¢
CCh 3,02+£028° 36,61 +£7,04% 7,96 £ 3,62 15,54 +1,93°¢
HCh 4,64+031° 3391+527° 1732 +4,66  2035+4,01>¢
CB15 344+£022°  12,62+4,1° 7,46 £ 5,53 28,35 +4,55°
HB15 557+035% 21,92+4,18° 1821+335  2443+585%°
CB75 3,45+034° 20,77+7,79° 6,28 + 3,08 19,14 £2,32 >¢
HB75 535+£048% 1532+443%  2229+386 30,87 £ 4,412
Valor de P
Dieta <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Tratamento <0,05 <0,05 > 0,05 <0,05
Interacao < 0,05 <0,05 >(,05 <0,05

* O resultado indicado é a média + desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencgas
significativas na mesma coluna (p<0,05).

A tabela IX mostra os valores obtidos do peso dos rins, uréia e creatinina dos
animais.

Quanto ao peso dos rins houve interagdo entre dieta e tratamento, todos os
grupos apresentaram valores estatisticamente semelhantes entre si.

Para a concentragdo de uréia ndo houve interagcdo entre dietas e tratamentos,

mas, um efeito isolado das dietas e tratamentos utilizados.
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Quanto ao parametro creatinina o grupo HB75 (108,57+8,8 umol/L) apresentou
maior valor, seguidos dos grupos H (88,63+7,09 umol/L), CCh (87,49+7,8 umol/L),
HCh (98,15+7,84 umol/L) e HB15 (93,84+8,55 umol/L) os quais apresentaram valores
estatisticamente semelhantes entre si, e do grupo CB15 (73,44+8,67 pumol/L) e do grupo
C (58,93+£5,97 umol/L). O grupo CB75 (62,33+6,05 pmol/L) apresentou valores

estatisticamente semelhantes aos grupos CB15 e do grupo C.

TABELA IX — Peso dos rins, uréia e creatinina séricos peso dos rins de animais alimentados com uma
dieta padrdo (C), hipercolesterolemiante (H), padrdo + infusdo aquosa de urucum (CCh), hiper + infusdo
aquosa de urucum (HCh) e padrdo e hiper contendo 0,015% ou 0,075% de torta de bixina (CB15, HB1S5,
CB75 e HB75).

Rins Uréia Creatinina
(2) (mmol/L) (pmol/L)
C 0,75+0,1° 7.48 + 1,34 58,93 +5,97¢
H 0,820,142 6,74 £ 0,98 88,63 + 7,09 °
CCh 0,77 +0,13 2 6,34 +1,16 87,49 +7,8°
HCh 0,7 +0,02* 558 +1,16 98,15+ 7,84 °
CB15 0,7 0,06 ° 5,85+ 0,84 73,44 £ 8,67 °
HB15 0,76 +0,11° 5,18 +1,36 93,84 £ 8,55°
CB75 0,82 +0,14° 7,22 +0.81 62,33 + 6,05 %4
HB75 0,72 £ 0,05 ° 5,17 £0,55 108,57 + 8,8
Valor de P
Dieta >0,05 <0,05 <0,05
Tratamento >(,05 <0,05 <0,05
Interacao <0,05 >0,05 < 0,05

* O resultado indicado é a média + desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas
significativas na mesma coluna (p<0,05).

A tabela X mostra os valores das concentracdes dos radicais sulfidrilas totais,
livre e ligado a proteina. Todos esses parametros apresentaram interacdo entre dieta e
tratamento.

Em relacdo a concentracdo de sulfidrilas totais observamos que as maiores
concentragdes foram encontradas nos grupos CB15 (405,03+75,83 umol/L ) e CB75
(398,36+58,27 umol/L) e o grupo HB15 (240,53+31,11 pmol/L) apresentou o menor
valor de sulfridilas totais. Os demais grupos apresentaram valores intermedidrios aos
grupos citados.

Quanto ao parametro concentragao de sulfidrilas livres o grupo que obteve maior

valor dessa concentragdo foi o grupo C (173,97+8,67 umol/L) e o grupo que apresentou
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a menor concentracdo foi o CBI15 (155,784+3,71 umol/L) e os demais grupos
apresentaram valores intermediarios a esses dois grupos para a concnetracao de
sulfidrilas livres.

Os resultados da concentragdo de sulfidrilas ligadas a proteinas mostram que o
grupo CB15 (249,25+75,82 umol/L) apresentou o maior valor desse parametro € o
grupo que apresentou a menor concentragao foi o HB15 (74,144+35,27 umol/L). Os
demais grupos apresentaram concentragdes intermedidrias aos dois grupos acima

citados.

TABELA X — Sulfidrilas totais (SH tt), sulfidrlas livre (Sh livre) e sulfidrilas ligadas a proteinas (Sh prot)
séricos de animais alimentados com uma dieta padrdo (C), hipercolesterolemiante (H), padrdo + infusdo
aquosa de urucum (CCh), hiper + infusdo aquosa de urucum (HCh) e padréo e hiper contendo 0,015% ou
0,075% de torta de bixina (CB15, HB15, CB75 e HB75).

SH tt SH livre SH prot
(pmol/L) (pmol/L) (nmol/L)
C 333,62 +39,49 &° 173,97 £8,67* 159,65 +37,13>°¢
H 317,85 +5022%¢  16427+6,73*%9 153,58 + 54,98 ¢
CCh 312,55 +35,83 ¢ 158,36 £ 6,06 “¢ 154,19 + 36,53 ¢
HCh 270,1 + 51,65 >¢ 169,12+ 6,64 *° 100,97 + 51,69 ©¢
CB15 405,03 + 75,83 ° 155,78 £3,71% 24925+ 75,82 %°
HB15 240,53 £31,11°¢ 166,39 £9,92 *° 74,14 + 35,27 ¢
CB75 398,36 + 58,27 ° 161,39 +4,63 %9 236,97 +57,36°
HB75 269,34 + 4537 %°¢ 166,09 £2.22%° 103,25 + 45,69 %9
Valor de P
Dieta <0,05 <0,05 <0,05
Tratamento > 0,05 <0,05 > 0,05
Interacao < 0,05 < 0,05 <0,05

* O resultado indicado é a média + desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencgas
significativas na mesma coluna (p<0,05).

A tabela XI mostra os valores da atividade da catalase e paraoxonase (PON).

Os resultados obtidos com relagdo a atividade da catalase mostram que nao
houve interacao entre dieta ¢ tratamento, mas, um efeito isolado da dieta e do tratamento
utilizados.

Para o parametro atividade da PON houve interagdao entre dieta e tratamento,
sendo que o grupo de animais que recebeu dieta C apresentou o maior valor, seguidos
do grupo CCh. Os grupos HCh e HB75 apresentaram os menores valores para a

atividade de PON. Os grupos CBI15, HB15 e CB75 apresentaram valores
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estatisticamente iguais entre si ¢ semelhantes aos valores dos grupos H, CCh, HCh e

HB75.

TABELA XI — Atividade da catalase e paraoxonase (PON) séricos de animais alimentados com uma
dieta padrao (C), hipercolesterolemiante (H), padrdo + infusdo aquosa de urucum (CCh), hiper + infusdo
aquosa de urucum (HCh) e padréo e hiper contendo 0,015% ou 0,075% de torta de bixina (CB15, HB15,

CB75 e HB75).

Catalase PON
(U/mL) (U/mL)
C 462,95 £ 207,15 160,46 £ 8,33 %
H 667,32 +£289,61 83,59 +17,57°¢
CCh 381,28 + 194,14 118,51 £7,09°
HCh 802,18 £ 274,81 91,22+17,93°¢
CB15 862,08 273,37 108,3 £9,77 >¢
HB15 1063,75 +332,8 97,9 £20,23 >°
CB75 558,97 £ 148,14 118,16 + 16,61 ¢
HB75 600,65 + 134,52 79,36 + 10,65 ¢
Valor de P
Dieta <0,05 <0,05
Tratamento <0,05 <0,05
Interagao > (0,05 <0,05

* O resultado indicado é a média + desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas
significativas na mesma coluna (p<0,05).

A tabela XII mostra os resultados glicose, proteinas totais e albumina. Quanto a
concentracdo glicose houve interacdo entre dietas e tratamento e todos os grupos
apresentaram valores estatisticamente semelhantes entre si.

Com relagdo a concentragdo de proteinas totais e da concentracdo de albumina
nao houve efeito da interagdo entre dietas e tratamentos, mas, houve efeito das dietas e

dos tratamentos de forma isolada.
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TABELA XII - Glicose, proteinas totais e albumina séricos de animais alimentados com uma dieta
padrdo (C), hipercolesterolemiante (H), padrdo + infusdo aquosa de urucum (CCh), hiper + infusdo
aquosa de urucum (HCh) e padrdo e hiper contendo 0,015% ou 0,075% de torta de bixina (CB15, HB15,
CB75 e HB75).

Glicose Proteinas totais Albumina
(mmol/L) (g/L) (nmol/L)
C 7,58+1,3*% 63,27 £ 4,16 330,34 £ 11,94
H 6,4+1,66* 55,1 +£2,92 269,32 +£ 10,58
CCh 6,61 £2,53°? 63,08 4,33 330,68 + 14,35
HCh 7,71+1,49° 57,82 + 3,62 269,14 + 13,79
CB15 7,88 £0,62° 63,87 £4,29 336,51 £ 13,85
HB15 7,74 +0,84 60,76 £2,71 288,23 + 10,27
CB75 6,31 +£2,09? 65,64 £ 4,05 309,75 £ 14,12
HB75 8,61+092° 63,05 +£2,53 266,91 + 9,81
Valor de P
Dieta > 0,05 <0,05 <0,05
Tratamento > 0,05 <0,05 <0,05
Interacio <0,05 > (0,05 > 0,05

* O resultado indicado é a média + desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencgas
significativas na mesma coluna (p<0,05).

A tabela XIIT mostra os valores da concentracao de hemoglobina e os pesos do
bago e coragcdo. Com relacdo a concentracdo Hb ndo houve efeito da dieta e nem
interacao entre dieta e tratamento, mas, houve efeito dos tratamentos utilizados.

Quanto ao peso do baco houve uma interacao entre dieta e tratamentos. O grupo
CB75 apresentou a maior valor seguido dos demais grupos que apresentaram valores
estatisticamente semelhantes entre si. Quanto ao peso do coragdo houve interagdo entre
dieta e tratamentos e os animais do grupo H (0,72 + 0,09 g) e CB75 (0,71 £ 0,11 g)
apresentaram os maiores valores seguidos dos demais grupos que apresentaram valores

estatisticamente semelhantes entre si.

61



Capitulo 5 - Resultados

ROSSONI Jr., J.V.

TABELA XIII — Hemoglobina (Hb) séricos e peso do bago e coracao de animais alimentados com uma
dieta padrdo (C), hipercolesterolemiante (H), padrdo + infusdo aquosa de urucum (CCh), hiper + infusdo
aquosa de urucum (HCh) e padrdo e hiper contendo 0,015% ou 0,075% de torta de bixina (CB15, HB1S5,

CB75 e HB75).

Hb Baco Coracao
(pmol/L) (g ()
C 20,44 £ 1,66 0,14 +0,03° 0,38 + 0,06 °
H 19,09 2,7 0,14 +0,05° 0,72 £ 0,09 *
CCh 20,34 +2,14 0,12+0,02° 0,37 + 0,06 °
HCh 20,43 £2,33 0,14 +£0,03° 0,43 + 0,04 °
CB15 23,11+ 1,57 0,1+£0,01° 0,44 + 0,05 °
HB15 22,64 + 1,83 0,11 +0,02° 0,44 + 0,03 °
CB75 22,68 £ 1,83 0,18 £0,07 0,71 £0,11°
HB75 22,98+ 1,16 0,1+0,01° 0,43 +0,03°
Valor de P

Dieta > 0,05 > 0,05 > 0,05

Tratamento <0,05 <0,05 <0,05

Interacio >(0,05 <0,05 < 0,05

* O resultado indicado é a média + desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencgas
significativas na mesma coluna (p<0,05).

A tabela XIV mostra os valores de peso inicial, peso final e ingestio. Em
nenhum desses parametros houve intera¢do entre dieta e tratamento. Observamos um

efeito do tratamento no peso final e um efeito da dieta na ingestao nos animais.

TABELA XIV — Valores do peso inicial e peso final de animais alimentados com uma dieta padrao (C),
hipercolesterolemiante (H), padrao + infusdo aquosa de urucum (CCh), hiper + infusdo aquosa de urucum
(HCh) e padrdo e hiper contendo 0,015% ou 0,075% de torta de bixina (CB15, HB15, CB75 ¢ HB75).

Peso Inicial Peso Final Ingestao
(2) (2) (2)
C 108,25 + 17,06 90,38 + 15,05 81,17 £ 36,61
H 105,5 £ 12,66 88+ 11,59 81,67 £ 15,37
CCh 100,63 £ 7,21 92,38+ 5,5 51,96 + 15
HCh 105 + 4,57 94,5+ 4,17 80,73 £21,32
CBI15 100,38 + 12,29 102,75 £ 7,03 66,62 + 26,96
HB15 107,75 £5,78 104,88 £ 13,11 89,62 £ 11,11
CB75 109,38 £ 11,96 105,88 + 14,22 56,81 + 18,82
HB75 109,88 + 6,24 104,63 + 8,53 82,12 + 28,64
Valor de P
Dieta >0,05 >0,05 <0,05
Tratamento >0,05 < 0,05 >0,05
Interacao >0,05 >0,05 >0,05

* O resultado indicado é a média + desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferengas
significativas na mesma coluna (p<0,05).
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CAPITULO 6 — DISCUSSAO DOS RESULTADOS

2.1 —- METABOLISMO LIPiDICO

Numerosos estudos experimentais, epidemioldgicos, ensaios clinicos e
metanalises estabeleceram claramente a associagdo entre dislipidemia e aumento do
risco de morte. A elevagdo dos niveis plasmaticos de colesterol de baixa densidade
(LDL-C), a reducao do colesterol de alta densidade (HDL-C) e também o aumento dos
triacilglicerdis (TG), sdo fatores de risco para eventos cardiovasculares, sendo esta a
principal causa de morte no mundo (MAGALHAES et al., 2004).

O aumento da concentragao sérica de lipidios esta associada a inimeras doengas,
entre elas aterosclerose e carcinoma coloretal, cujos desencadeamentos envolvem a
participagdo de radicais livres. A procura por novos compostos com capacidade de
reduzir e/ou regular a concentracdo de triacilglicerdis e colesterol plasmatico tem
aumentado através dos anos, resultando em um aumento de publicacdes descrevendo
atividades de uma variedade de produtos naturais (JAHROMI et al., 1993). Entretanto,
extratos de plantas freqlientemente utilizadas com esta finalidade, sdo misturas bastante
complexas de diferentes compostos, com polaridades distintas, propriedades
antioxidantes e pro-oxidantes, algumas vezes apresentando acgdes sinérgicas entre os
componentes individuais (KAHKONEN et al., 2001; PAREJO et al., 2002). Desse
modo, o urucum e a bixina vém sendo utilizada por seu possivel papel na reducao do
colesterol sérico.

Essa atividade, associada ao efeito hipolipidémico destes compostos, ¢é
importante, pois, no processo de formagdo de placas na aterosclerose, ocorrem
inflamagdes e depdsito de colesterol oxidado nas artérias. A acdo antioxidante dos
carotendides, entre os quais se incluem a bixina e a norbixina, protegeria o endotélio dos
danos desta lipoproteina. As lesdes aterosclerdticas iniciam-se apos algum tipo de
injuria ao endotélio, normalmente causada pela LDL oxidada. Os carotendides sdo

captados neste processo e impedem esta oxidacdo (FONTANA et al, 2000). Os
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carotenodides possuem ligagdes duplas conjugadas em suas estruturas, que atuam como
antioxidantes (FONTANA et al., 2000).

Muitos trabalhos demonstraram a a¢do hipocolesteroleniante da curcumina, que
também ¢ um carotendide como a bixina. Segundo SUBBA RAO et al., 1970, a
curcumina reduz os niveis séricos e hepaticos de colesterol, além de aumentar a
excrecao fecal de sais biliares e colesterol em ratos normais e hiperlipidémicos.

Os dados na literatura sobre os efeitos do urucum sobre colesterolemia e
aterosclerose sdo escassos, mas, SILVA et al, 2001 mostraram que o tratamento com
bixina inibiu a peroxidacao de lipideos e a deplecdo de glutationa renal induzida por
cisplatina em ratos machos. Dados obtidos em nosso laboratério mostraram que a
infusdo aquosa de sementes de urucum apresentam efeito hipocolesterolémico em ratos
machos (SILVA et al., 2000) , indicando que a infusdo de urucum (e/ou a bixina),
provavelmente, tem algum efeito sobre fatores que influenciam o desenvolvimento de
doencgas cardiovasculares.

SILVA et al. (2005) estudando um possivel efeito hipocolesterolémico da bixina
oleosa 8% em ratos machos Fisher, observaram uma redugdo dos niveis séricos de
colesterol. Esse efeito hipocolesterolemiante da bixina em ratos Wistar também foi
demonstrado por SOUZA (2001) onde foram administrados trés doses de bixina (70,
350, 700 mg) e nao foi observado nenhum efeito toxico.

ROSSONI Jr et al., 2005 estudando o efeito da infusdo aquosa ¢ a torta de bixina
em ratos machos Fisher observaram um efeito hipocolesterolemiante dessas substancias.

A diminui¢do do colesterol pode ser explicada pelo fato de que os carotendides
podem aumentar a concentragdo de HDL (BENDICH, 1994) e com isso reduzir a
concentragdo de colesterol total, j& que o HDL retira o colesterol da corrente sanguinea
e o leva ao figado para que possa ser metabolizado.

LIMA et al., (2001), com o objetivo de testar os carotenodides bixina e norbixina
e o flavonoide quercetina (0,01 mol/Kg corporal por via oral) em coelhos da raga Nova
Zelandia, verificaram que o carotendide bixina apresentou uma maior redu¢do nos
niveis séricos de colesterol total ¢ uma menor reducdo da fragdo HDL-C em
compara¢do a demais substancias testadas. A bixina, se comparada com a norbixina,
apresentou um melhor efeito na reducdo do colesterol total. Quanto aos triacilglicer6is a

bixina em associagdo com a quercetina obteve excelente efeito hipolipidémico.
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Pesquisa avaliando corantes naturais e flavonodides também foram realizadas por
OLIVEIRA et al. (2001), os quais testaram a naringina € o corante monascus
isoladamente ¢ associados. A associacao destes reduziu as concentracdes de colesterol
em 66,70%, aumentou a lipoproteina de alta densidade (HDL) em 16,14% e diminuiu os
triacilglicerdis em 63,33%.

RODRIGUES (2003) com o objetivo de avaliar o efeito do flavonoide
naringenina (30mg/Kg) e do carotendide bixina (125 mg/Kg) e suas associacdes com o
leite em pd de vaca, cabra e o extrato hidrossoluvel de soja, sobre o metabolismo
lipidico de coelhos, realizou experimentos com coelhos da raga Nova Zelandia. Na dieta
com leite de vaca e adi¢ao de bixina houve uma reducao do colesterol total (24,52% no
16° dia, e, de 22,53% no 31° dia). Quanto aos triacilglicerdis houve uma reducao no
grupo que recebeu o tratamento com bixina e com naringenina + bixina, embora estes
resultados ndo sejam diferentes estatisticamente. Em relagdo a fragdo HDL-C nao houve
diferencas significativas entre os tratamentos utilizados.

Na dieta com leite de cabra ndao houve diferencas significativas entre os grupos
quanto ao parametro colesterol total. Quanto aos triacilglicero6is, houve um aumento nos
valores séricos dos animais que receberam bixina (8,60% e 1,95% no 16° e 31° dia
respectivamente). Em relagdo a fragdo HDL-C foi observado um aumento nos animais
tratados com bixina (56,79% com 16 dias e 40,39% com 31 dias) embora esse resultado
nao seja diferente estatisticamente dos outros grupos.

Portanto, o que encontramos na literatura sdo evidéncias em que utilizando-se
coelhos, ratos e camundongos tratados com bixina, sdo encontrados efeitos
hipocolesterolemiantes.

O rato, como a maior parte dos animais carrega o colesterol plasmatico
predominantemente através da HDL. Por esta razdo, o rato, por exemplo, ndo ¢ um
modelo adequado para estudar os efeitos da dieta no perfil lipidico (KOWALA et al.,
1991).

O hamster, desde a década de 80, ¢ um animal que vem sendo bastante utilizado
em estudos de efeitos de drogas e dieta no metabolismo de lipideos e aterosclerose
(NISTOR et al., 1987 e SPADY et al., 1983). De modo semelhante ao coelho, o perfil

de lipoproteinas do hamster parece-se mais com o dos humanos do que o de ratos ou
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camundongos (BRAVO et al., 1994; SUCKLING et al. 1991), sendo a principal
carreadora de colesterol plasmatica a LDL-C, com 50% do colesterol plasmatico
transportado por essa fracdo. Além disso, apresentam receptor de LDL-C e a proteina
carreadora de ésteres de colesterol (CETP) e triacilglicerois. Caracteristicas estas que
nao estdo presentes em ratos e camundongos convencionais (NISTOR at al., 1987).

Dessa forma, temos uma justificativa para o estudo de hipercolesterolemia em
hamsteres, pois, ndo ha na literatura trabalhos que relacionem o efeito da bixina e
hipercolesterolemia em hamsteres.

Por outro lado, dados da literatura corroboram com nossos resultados,
observando um efeito hipercolesterolemiante da infusdo aquosa do urucum e da bixina.

DE PAULA et al. 2005, utilizando hamsteres machos, observaram um aumento
dos niveis séricos de colesterol total, embora ndo significativo entre os grupos, € uma
diminui¢do da fracio HDL quando os animais foram tratados com infusdo aquosa de
urucum.

Estudo feito por FERNANDES et al., (2002) investigaram o efeito toxico da
norbixina e do extrato de urucum (50 % de bixina) com diferentes concentragdes em
camundongos e ratos tratados com ragdo comercial. Em camundongos, utilizando tanto
norbixina quanto o extrato de urucum nao observaram nenhuma altera¢ao no colesterol
total e triacilglicerdis, corroborando com o nosso resultado nos grupos padrdo
acrescidos de torta de bixina. Em ratos, observaram uma diminui¢do do colesterol total
utilizando-se o extrato de urucum na concentracdo 7,5 mg/Kg e com a norbixina nao
observaram nenhuma alteracdo. Com relacdo aos triacilglicer6is ndo foi observada
nenhuma alterag¢do nas concentragdes séricas de colesterol total e triacilglicerdis.

A tabela V mostra que os animais que receberam dieta hipercolesterolemiante
possuem niveis de colesterol total maiores que os animais que receberam dieta padrao.
Estes resultados indicam uma eficiéncia da dieta hipercolesterolemiante usada.

A partir dos nossos resultados obtidos nos parametros lipidicos, observamos um
aumento nos niveis séricos de colesterol total, da fragdo HDL-C e da fragao nao HDL-C
nos grupos que receberam dieta hipercolesterolemiante acrescida de bixina nas
concentragdes 0,015% e 0,075%. Quanto aos triacilglicerdis houve uma redu¢do nos
grupos CB15 e CB75 e no grupo HB75 dessa forma ndo corroborando com os dados

presentes na literatura até o0 momento.
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Humanos transportam a maior parte do seu colesterol plasmatico nas
lipoproteinas VLDL e LDL e estas fragdes estdo geralmente elevadas em individuos
hipercolesterolémicos. A concentragdo elevada dessas lipoproteinas ¢ um importante
fator para o desenvolvimento da aterosclerose. Por outro lado, na maioria dos modelos
animais o colesterol ¢ carreado pela HDL. Uma linhagem especial de hamsteres, criada
nos EUA, chamada de Bio F;B, por sua vez, ao ser alimentada com dieta
hipercolesterolemiante, apresenta perfil de lipoproteinas comparavel aos humanos
(KOWALA et al., 1993; TRAUTWEIN et al., 1993 a, b).

A abordagem do nosso trabalho ndo nos permite propor mecanismos, mas
através de resultados da literatura tentaremos sugerir motivos das diferencgas existentes
entre ratos e hamsteres para o tratamento com a bixina.

A regulagdo da concentragdo plasmatica de colesterol envolve fatores que
influenciam tanto o metabolismo do colesterol intracelular como extracelular. Duas
enzimas chaves estao envolvidas nesse processo, a HMG-CoA redutase ¢ a acil-CoA-
colesterol acil transferase (ACAT). Esses mecanismos de forma sinérgica tentam manter
um pool constante de colesterol no organismo. Dessa forma, animais com uma
alimentacdo hipercolesterolemiante apresentam uma sintese endogena de colesterol
diminuida.

A etapa limitante da sintese enddgena de colesterol ¢ a HMG-CoA redutase, que
¢ uma proteina intrinseca do reticulo endoplasmatico e a sua atividade pode ser regulada
por quatro maneiras: inibi¢do retroativa (feedback), controle hormonal, reducdo de sua
transcricdo mediada por esterol ou inibicdo por meio de drogas (BROWN e
GOLDSTEIN, 1980).

No nosso caso ndo podemos dizer que nio estad ocorrendo um bloqueio por
feedback da HMG-CoA redutase porque, como os niveis de colesterol estdao altos, isso
por si sO ja ¢ limitante na sintese de colesterol endogeno. O que pode estar
acontencendo com nossos hamsteres ¢ uma nao conversdo do excesso de colesterol em
sais biliares pela 7-o-hidroxilase (CYP7 a 1), ou seja, a bixina pode estar influenciando
em algum passo desta via de conversdo. Uma outra hipdtese que pode estar ocorrendo
também ¢ uma inibicdo da ACAT, ou seja, ndo estd acontecendo a esterificacao do

colesterol.
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A estrutura em anel do colesterol ndo pode ser metabolizada a CO; ¢ H;O em
mamiferos. Em vez disso, o anel esterol intacto ¢ eliminado do corpo por conversao em
acidos biliares. Assim a sintese e a excre¢ao dos acidos biliares compreendem a maior
via de catabolismo do colesterol em mamiferos. A sintese dos acidos biliares promove
um modo direto de conversdo do colesterol, que ¢ hidrofobico e insolivel em agua, em
uma molécula soluvel e rapidamente excretada. As etapas biossintéticas que completam
esta transformacdo também conferem propriedades detergentes para os acidos biliares as
quais sdo exploradas pelo corpo para facilitar a secrecdo do colesterol do figado
(RUSSELL, 2003).

Enzimas denominadas citocromo P450 (P450s) conhecidas como CYP 7 a 1, 27
al, 11 al,and 46 a 1 catalisam os primeiros passos em diferentes vias do metabolismo
do colesterol (PIKULEVA, 2006).

A transformacdo do colesterol em acidos biliares no figado envolve 17
diferentes enzimas, sendo os produtos iniciais referidos como acidos biliares primarios
(RUSSELL, 2003), e pode se dar por meio de duas vias: a via cldssica e a via alternativa
(CHIANG, 2004).

Na via cléssica, a sintese de 4cidos biliares consiste em uma cascata de quatorze
etapas catalisadas por enzimas localizadas no citoplasma, microssomos, mitocondrias e
peroxisomos, sendo a enzima microssomal chave e limitante da velocidade de reagdo, a
7-a-hidroxilase (CYP7 a 1) (CHIANG, 2004), a qual ¢ expressada apenas no figado
(RUSSELL, 2003). No figado, a 7-a-hidroxilase, converte o colesterol a uma molécula
de 7-a-hidroxicolesterol, a maior fonte de acidos biliares (JAVITT, 2002), que apods
uma série de reacdes transforma-se em dois produtos finais: o acido coélico (AC) e o
acido quenodeoxicolico (ACDC).

O figado dessa forma ¢ responsavel pela conversdo de cerca de 500 mg de
colesterol em acidos biliares por dia (RUSSELL, 2003). Essa produgdo ¢ responsavel
por cerca de 87% de colesterol que ¢ metabolizado no organismo. Os outros 13% estao
assim distribuidos: 8% para tecidos esteroides, 1,2% para cérebro e 3,4% para varios
tecidos (PIKULEVA, 2006).

Alguns receptores nucleares tém sido encontrados como sendo os representantes

principais na regulacdo da transcricdo de genes envolvidos na sintese de acidos biliares
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(CHIANG, 2004). Entre eles podemos citar o receptor X hepatico (RXL), o receptor X
farnes6ide (RXF) e os receptores ativadores da proliferagao de peroxisomos (PPARs).

O LXR, originalmente encontrado no figado ¢ dimerizado a um outro receptor
hormonal nuclear, o receptor X retindide (RXR), formando um heterodimero RXL/RXR
capaz de sinalizar um controle genético da homeostasia do colesterol por feed-forward
(REDINGER, 2003). Este receptor reconhece ligantes chamados oxisterois, que sao
metabolitos oxidados do colesterol, encontrados em diversos tecidos tais como figado,
cérebro e gonadas. Este receptor chave RXL/RXR, uma vez sinalizado pelos oxisterdis,
inicia uma via molecular para catabolizar o colesterol a acidos biliares, durante uma
série de eventos, por regulacdo positiva da enzima 7a-hidroxilase, diminuindo assim os
niveis de colesterol intracelular (REDINGER, 2003; WOLTERS et al., 2002).

O RXF, também ¢ dimerizado a RXR formando o dimero RXF/RXR que tem
como ligantes os sais biliares. O RXF/RXR age como um sensor de niveis intracelulares
de sais biliares e induz a repressao 7a-hidroxilase. Entao hd uma regulacao negativa da
atividade da enzima 7a-hidroxilase para reprimir a sintese de acidos biliares por
controle de feedback pelos sais biliares que retornam do intestino para o figado. Esta
acdo € necessaria para prevenir a toxicidade intracelular por niveis excessivos de sais
biliares e para acomodar um pool constante de sais biliares dentro da circulagdo entero-
hepéatica (REDINGER, 2003; WOLTERS et al., 2002).

Verificamos os niveis de gordura, colesterol total e triacilglicerdis nos figados
dos animais (Tab VI). Os figados dos animais que receberam dieta
hipercolesterolemiante sdo mais pesados e apresentaram maior teor de gordura do que
os figados dos animais que receberam a dieta padrdo. E se compararmos com os animais
que receberam dieta hipercolesterolemiante mais bixina nas concentragdes 0,015% e
0,075%, observamos que os figados desses animais sao mais pesados do que os figados
de todos os outros grupos, sugerindo maior acuimulo de gordura.

Em nossos resultados observamos que os animais que receberam bixina
apresentaram niveis de colesterol total mais altos. Desse modo, o excesso de colesterol
no figado estaria fazendo com que a expressao de receptores para LDL fosse diminuida
e com isso as VLDLs seriam convertidas a LDLs mas, permaneceriam na circulagao.

Verificamos também que os animais que foram alimentados com as dietas

hipercolesterolemiantes apresentaram concentra¢do de colesterol nas fezes bem maior

70



Capitulo 6 — Discussao dos Resultos

ROSSONI Jr., J.V.

se comparados com os animais que receberam dietas padrao. Podemos observar dessa
forma que o pool de colesterol na circulagdo estava tdo aumentado que tinha que ser
eliminado de alguma forma visto que o possivel bloqueio da CYP7 a 1 e da ACAT
estava impedindo a conversdo do excesso em sais biliares e a conversdo em ésteres de
colesterol, respectivamente.

Outros autores afirmam de forma genérica que hamsteres alimentados com dieta
com alto teor de colesterol desenvolvem um perfil de lipoproteinas caracterizado por

uma elevada relagdo VLDL/HDL, (HAYES et al., 1992).

2.2 — FUNCAO HEPATICA

O figado ¢ o 6rgao mais importante na manuten¢do da homeostase do colesterol,
sendo também o principal local onde os pigmentos do urucum siao metabolizados. Dessa
forma, ¢ o 6rgdo central no metabolismo de varios outros carotenodides, assim achamos
importante avaliar por meio de parametros bioquimicos séricos a func¢ao hepética.

Verificamos a atividade da ALT, AST e ALP (Tab VIII) para observamos se as
alteragdes no metabolismo de lipideos estavam provocando alguma injuria neste orgao.
O que observamos no figado foi um aumento do peso nos animais
hipercolesterolémicos e nos animais que receberam torta de bixina (HB15 e HB75)
apresentando os maiores valores de peso. Esse aumento no peso pode ser explicado pelo
maior acumulo de gordura no figado devido a dieta hipercolesterolemiante

A AST e a ALT sdo enzimas intracelulares presentes em grandes quantidades no
citoplasma dos hepatocitos. Lesdes ou destruicdo das células hepaticas liberam essas
enzimas para a circulagdo. A ALT ¢ encontrada principalmente no citoplasma do
hepatocito, enquanto 80% da AST estd presente na mitocondria. Essa diferenga tem
auxiliado no diagnostico e prognodstico de doengas hepaticas. Em dano hepatocelular
leve a forma predominante no soro € citoplasmatica, enquanto em lesdes graves ha

liberagdo da enzima mitocondrial, elevando a relagdo AST/ALT (MOTTA, 2003).
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Nossos resultados indicaram uma reducdo da atividade da AST nos grupos que
receberam as concentragdes de torta de bixina com a dieta padrio e
hipercolesterolemiante e ndo observamos alteragdes da ALT em nenhum dos grupos.

Nossos resultados estdo de acordo com observacdes de LIMA et al., 2003. Eles
observaram uma reducao na concentracdo da atividade da AST utilizando bixina em
associacdo com quercetina, em coelhos, ¢ a acdo dessa enzima se elevou em animais
hiperlipidémicos. Ja com relagdo a ALT, o grupo que recebeu bixina apresentou maior
redu¢do na concentragdo da atividade dessa enzima.

FERNANDES et al, (2002) investigaram o efeito toxico da norbixina e do
extrato de urucum (50 % de bixina) com diferentes concentragdes em camundongos e
ratos tratados com ragdo comercial. Em camundongos, utilizando o extrato de urucum e
a norbixina, ndo houve diferenga na atividade da AST nos grupos que receberam o
tratamento em relacdo ao controle. Quanto a ALT, também ndo foram observados
nenhuma diferenga entre os grupos que receberam o extrato de urucum, mas houve um
aumento, sendo o efeito dose dependente nos grupos que receberam norbixina. Em
ratos, nenhuma alteracdo foi verificada nas transaminases, tanto no extrato de urucum
quanto na norbixina.

SOUZA (2001), testando o efeito da bixina em diferentes concentragdes (70, 350
e 700 mg) e em diferentes tempos (3 € 6 meses) sobre parametros bioquimicos séricos
em fémeas de ratos Wistar, alimentados com dieta comercial, encontrou diferenca na
atividade da AST no terceiro més de administracdo de bixina na concentracao de 350
mg, em relacdo ao controle. O que a levou supor que, a bixina pode ter tido alguma agdo
na regeneragdo hepatica. Quanto a ALT ndo houve diferencas significativas em relagdo
ao controle em nenhum dos tratamentos utilizados.

DE PAULA et al., (2005), utilizando hamsteres machos Golden Syrian tratados
com infusao aquosa de urucum observaram um aumento na atividade da AST nos
grupos que receberam dieta padrdo e hipercolesterolemiante mais a infusdo aquosa do
urucum e nenhuma diferenca estatistica foi observada na atividade ALT nos grupos.

Em outro trabalho DE PAULA et al, (2005), utilizando ratos machos Fisher
tratados com infusdo aquosa de wurucum; o grupo que recebeu dieta
hipercolesterolemiante mais infusdo aquosa de urucum apresentou valores da atividade

da AST e ALT semelhantes estatisticamente aos grupos controle.
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Analisando os nossos dados, podemos sugerir que a bixina exerceu um efeito
redutor na atividade da AST nos animais que receberam dietas hipercolesterolemiantes.
Essa diminui¢do pode indicar uma prote¢do hepatocelular ja que, as atividades das
enzimas estdo aumentadas no grupo H em relagdo aos grupos HB15 e HB75. Uma outra
possibilidade ¢ a de que a atividade da AST esta diminuida devido a um menor nimero
de células funcionais ou efeito inibitdrio das enzimas pelo uso da bixina.

FERNANDES et al.,, (2002) investigaram o efeito toxico da norbixina e do
extrato de urucum (50 % de bixina) com diferentes concentragcdes, em camundongos e
ratos tratados com ragdo comercial. Nao observaram diferencgas na atividade da ALP em
camundongos e ratos utilizando extrato de urucum e norbixina.

A fosfatase alcalina pertence a um grupo de enzimas que catalizam a hidrolise de
varios fosfomonoésteres em pH alcalino. Como a fosfatase alcalina estad localizada nas
membranas de revestimento dos canaliculos biliares, a enzima esta elevada nas
desordens do trato biliar. Ocorrendo impedimento do fluxo biliar, a fosfatase alcalina
sérica atinge 2-3 vezes os valores de referéncia (podendo chegar a 10-15 vezes),
dependendo do grau de estase biliar. Esses aumentos sdo devidos, fundamentalmente,
ao: (a) incremento na sintese da enzima, (b) retencao de acidos biliares no figado, que
solubilizam a fosfatase alcalina e a removem da membrana plasmatica dos hepatocitos e
(c) regurgitacdo da enzima para a circulagdo pelo impedimento da excre¢do (MOTTA,
2003).

Os animais que receberam dietas HB75 e CB15 apresentaram os valores mais
altos da atividade dessa enzima. Pode estar ocorrendo um quadro de colestase intra ou
extra-hepdtica causada pela dieta hipercolesterolemiante ou pelo acréscimo de torta de
bixina nas dietas, provocando a interrup¢ao do fluxo biliar devido a uma hiper saturagao
dos componentes da bile provocada pela dieta hipercolesterolémica e ou pela adigdo de

torta de bixina na dieta.

2.3 — FUNCAO RENAL

A regulagdo dos liquidos e eletrolitos e a eliminagdo dos residuos metabdlicos

sdo essenciais a homeostase corporea. O sistema renal exerce papel fundamental na
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realizagdao destas funcdes. A funcao renal tem sido estudada nas ultimas décadas por
exames convencionais como a determinacdo da uréia e creatinina séricos (MOTTA,
2003) .

Em nosso experimento observamos que a substincia testada ndo afetou o peso
dos rins (Tab IX).

A funcionalidade renal foi monitorada pela determinacao dos niveis plasmaticos
de uréia e creatinina. Nossos resultados com relagdo a uréia mostram que a bixina
diminuiu sua concentragdo nos grupos que receberam dietas hipercolesterolemiantes
mais os tratamentos. Quanto a creatinina foi observado um aumento da sua
concentragdo no grupo HB75 e nos grupos que receberam dietas padrao acrescidas do
tratamentos.

Estudos comprovam que dislipidemias contribuem para a progressiao da
aterosclerose e doencas cronicas nos rins € que doengas crénicas nos rins levam ao
desenvolvimento de anormalidades no metabolismo lipidico contribuindo para o
aumento de doengas cardiovasculares (ABRASS, 2004; ZAGER et al., 2001).

A uréia ¢ o principal produto do catabolismo das proteinas e aminoacidos, ¢
soluvel em agua e ¢ excretada na urina (BRODY, 1993). Ela ¢ responsavel por 80% do
nitrogénio ndo-protéico excretado na urina, em condi¢des normais (LIMA et al., 1985).

LIMA et al, (2003) avaliando a a¢do do flavondide quercetina e dos corantes
bixina e norbixina (0,01 mol/kg) em coelhos hiperlipidémicos da raca Nova Zelandia,
observaram a diminui¢ao da concentra¢do da uréia nos grupos que receberam bixina e
bixina + quercetina.

A creatinina ¢ o composto nitrogenado do sangue menos variavel. Seus valores
independem da ingestdo de proteinas da alimentagdo e ndo ¢ afetada pelo volume
urindrio (LIMA et al., 1985). A creatinina ¢ produzida como resultado da desidratacdo
ndo-enzimatica da creatina muscular. A creatina, por sua vez, ¢ sintetizada no figado,
rim e pancreas e ¢ transportada para as células musculares e cérebro, onde ¢ fosforilada.
Tanto a creatina-fosfato como a creatina, em condigdes fisiologicas, espontaneamente
perdem o acido fosférico ou dgua, respectivamente, para formar o anidrido — creatinina.

A creatinina livre ndo ¢ reutilizada no metabolismo corporal e assim funciona
somente como um produto dos residuos de creatina. A creatina difunde do musculo para

o plasma de onde é removida quase inteiramente e em velocidade relativamente
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constante por filtragdo glomerular. A quantidade de creatina excretada diariamente ¢
proporcional a massa muscular e nao ¢ afetada pela dieta, idade, sexo ou exercicio e
corresponde a 2% das reservas corpéreas da creatina-fosfato (MOTTA, 2003) .

LIMA et al, (2003) avaliando a ag¢do do flavondide quercetina e dos corantes
bixina e norbixina (0,01 mol/kg) em coelhos hiperlipidémicos da ragca Nova Zelandia,
observaram em relacdo a creatinina que, o grupo que recebeu bixina foi o que obteve
maiores reducoes de seus niveis.

FERNANDES et al., (2002) investigaram o efeito toxico da norbixina e do
extrato de urucum (50 % de bixina) em camundongos e ratos em diferentes
concentragodes, tratados com racdo comercial. Em camundongos foi observado uma
pequena reducdo na concentragdo da uréia. A concentragdo de creatinina foi reduzida
em camundongos tratados com extrato de urucum em apenas um grupo (66 mg/Kg). Em
ratos, nenhuma alteragao foi observada na concentragao de uréia e creatinina.

Dessa forma, podemos dizer que nas condi¢des experimentais estabelecidas nao
observamos efeitos protetor da torta de bixina e da infusdo aquosa do urucum pois,
observamos um aumento na concentragdo sérica de creatinina visto que a creatinina ¢é
um marcador de funcdo renal muito util em fun¢ao da sua relativa independéncia de
fatores como dieta, grau de hidratacdo e metabolismo protéico. Sua determinacdo
plasmatica ¢ um teste de funcdo renal mais seguro do que a uréia, pois nas doencas
renais, sua concentracdo se eleva mais vagarosamente do que a uréia (BURTIS e

ASHWOOD,1998).

2.4 — DEFESAS ANTIOXIDANTES

E grande o numero de doengas em que se sugere o envolvimento dos radicais
livres. Questiona-se, na maioria dos casos, se estas espécies representam a causa ou
meramente a conseqiiéncia destas doengas. Radicais livres ¢ EROs podem contribuir
para o aparecimento de doencas ou estarem presentes em situacdes de toxicidade.

Os radicais livres gerados no organismo podem atacar macromoléculas como o

DNA, proteinas ¢ membranas prejudicando o funcionamento das mesmas, através de
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alteragdes da fluidez, na permeabilidade e inativagao de receptores de membrana. Os
danos causados pelos radicais livres podem levar a morte celular ou alteracao de fungao
das células. Além disso, tem sido considerado que a lipoperoxidagdo esta relacionada a
diversas desordens patologicas como a aterosclerose e o cancer (GUTTERIDGE e
HALLIWELL, 1990; NIKI, 2004).

Fisiologicamente, a defesa contra o dano provocado por ERO/ERN ¢ realizado
pela utilizacdo de reservas antioxidantes celulares. A fun¢do primaria dos antioxidantes
¢ reduzir a velocidade de iniciagdo e/ou propagag¢do dos processos radicalares,
suprimindo a geracao de espécies reativas ou, eliminando-as, diminuindo, ou até mesmo
inibindo o dano oxidativo a uma molécula alvo. Um antioxidante €, entdo, qualquer
substancia que, quando presente em baixas concentracdes, comparadas aquelas de um
substrato oxidavel, atrasa significativamente, ou ainda evita a oxidacdo deste substrato
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

A ERO e as ERN sao capazes de interferir em varios processos biologicos, onde
o dano causado esta relacionado com o tipo de espécie reativa e a molécula atacada. Os
principais alvos moleculares das espécies reativas sdo lipidios, proteinas, acidos
nucléicos ¢ aglicares.

A peroxidagdo de lipidios ¢ iniciada pelo ataque de qualquer espécie
suficientemente reativa, capaz de abstrair um atomo de hidrogénio de uma grupo
metileno (-CH,-) de uma molécula de 4cido graxo. Os acidos graxos poliinsaturados sao
particularmente sensiveis a esse ataque, o que apresenta grande importancia biologica,
uma vez que a maior parte dos 4cidos graxos presentes em membranas de células
animais e em lipoproteinas sdo poliinsaturados. A presenca da ligagdo dupla na cadeia
carbonica do acido graxo enfraquece a ligagdo do atomo de hidrogénio ligado ao
carbono adjacente, especialmente se houver ligagao dupla de um ou de ambos os lados
do —CH,— O <OH pode iniciar, com muita facilidade, a cascata de lipoperoxidagao
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

Carotenoides sdo antioxidantes que protegem a integridade celular e diminuem o
risco de doengas degenerativas e aumentam a agao do sistema imunolégico (STAHL e
SIES, 1996).

Diante disso dosamos a concentra¢do de sulfidrilas totais e livres, catalase e

paraoxonase.
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O radical *OH ¢ considerado a espécie mais reativa do sistema bioldgico. A
combinacdo extremamente rapida do *OH com metais e outros radicais no proprio sitio
onde foi produzido confirma sua alta reatividade. O hidroxila pode inativar varias
proteinas (enzimas e membrana celular), ao oxidar seus grupos sulfidrilas (-SH) a
pontes dissulfeto (-SS). Também pode iniciar a oxidagdo dos 4cidos graxos
poliinsaturados das membranas celulares (lipoperoxidagao) (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1986).

A glutationa reduzida (GSH, L-g-glutamil-L-cisteinil-glicina) estd presente na
maioria das células e ¢ o grupamento tiol (-SH) mais abundante no meio intracelular.
Sua capacidade redutora ¢ determinada pelo grupamento -SH, presente na cisteina. A
GSH pode ser considerada um dos agentes mais importantes do sistema de defesa
antioxidante da célula (FANG et al, 2002).

Na inativagdo de um agente oxidante ocorre producdo de GSSG e deplecao de
GSH. Em situagdes em que o sistema de 6xido-redugdo esta integro, havera recuperagao
da GSH. Entretanto, sob condi¢des de excesso de agentes oxidantes e/ou deficiéncia do
sistema protetor, havera desequilibrio entre o consumo de GSH e a producdo de GSSG,
0 que caracteriza o estresse oxidativo (HALLIWELL, 1993). Assim, a magnitude do
estresse oxidativo pode ser monitorada pela razdo GSSG/GSH. No soro, grupos
sulfidrilas presentes em albumina apresentam importante papel nas defesas
antioxidantes. A albumina ¢ a principal fonte de grupos tidis no plasma e ¢
quantitativamente o mais importante componente extracelular de defesa antioxidante.
Por isso determinamos os niveis séricos de sulfidrilas livres que englobam sulfidrilas
presentes em moléculas de baixo peso molecular como cisteina, glutationa,
homocisteina, cisteinil-glicina e grupos sulfidrilas presentes em proteinas, sendo essa
outra fonte de grupos tidis. (MIRCESCU et al., 2005; KLEINMAN et al., 2000).

Em nosso experimento podemos observar que o grupo CB75 apresentou a maior
concentragdo de sulfidrilas totais e que os grupos que receberam dietas
hipercolesterolemiantes ndo apresentaram valores estatisticamente diferentes entre si.
Em relagdo a sulfidrilas livres observamos que os grupos que receberam dietas padrao
com os tratamentos apresentaram concentragdes menores se comparados ao grupo que
recebeu dieta padrdo e os animais que receberam dietas hipercolesterolemiantes ndo

apresentaram diferengas estatisticas significativas. Ja em relagdo a sulfidrilas ligadas a
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fragdo protéica observamos que houve um aumento de 50% da sua concentragdo nos
animais que receberam dietas padrdo mais a torta de bixina e uma diminui¢ao de 30%
na sua concentragao nos animais que receberam dieta hipercolesterolemiante mais torta
de bixina. Assim, parece que de fato a bixina exerceu um efeito antioxidante, mas, na
condi¢do de maior estresse desencadeado pela dieta, tal efeito nao pode ser visto.

A catalase ¢ uma hemeproteina citoplasmatica que catalisa a reducao do H,O, a
H,0 e O,. E encontrada no sangue, medula dssea, mucosas, rim e figado. Sua atividade
¢ dependente de NADPH (SCOTT et al., 1991).

O H;0; ndo ¢ um radical livre, mas sim uma ERO, uma vez que ndo possui
elétrons desemparelhados no orbital mais externo. Apesar de ndo ser uma espécie
reativa, o H>O, € capaz de inativar enzimas, principalmente pela oxidacdo dos grupos
tidis essenciais. O seu maior potencial, entretanto, ¢ exercido de forma indireta pela
geracao do radical hidroxila na reagdo de Fenton. O H,0O, nessas condi¢gdes torna-se um
bom oxidante. Quando em concentragdes suficientes, sua toxicidade ¢ aumentada de 10
a 100 vezes em preenga de ferro, podendo, dessa forma, destruir estruturas celulares
(EATON, 1991).

A suplementagdo de catalase exdgena previne a oxidagdo da GSH mediada pelo
H,0,, em eritrocitos humanos normais (SCOTT et al. 1991).

A suprexpressdo da catalase foi demonstrada inibir a adesdo leucocitéria
mediada por LDL oxidadas (SHI et al., 2004), agindo, portanto, como uma das defesas
antioxidantes do organismo e suporta ainda a hipotese de que H,O, desempenha um
papel na patogénese da aterosclerose.

Com relacdo a catalase observamos que a bixina possui uma tendéncia a
aumentar a atividade dessa enzima nos grupos HCh, CB15 ¢ HB15 em relagdo aos seus
respectivos controles (grupos padrao e hipercolesterolemiante). Dessa forma, podemos
supor que a bixina na concentragdo 0,015% atuou no nosso modelo aumentando o efeito
antioxidante e em nenhum dos grupos ocorreu uma diminuicdo da concentragdo da
atividade dessa enzima.

Em nosso experimento, os animais que receberam dieta padrao apresentaram
atividade de PON maiores do que os animais que receberam dietas
hipercolesterolemiantes, dados corroborados por AYUB et al., (1999), AVIRAN et al.,

(1998) e SHIH et al., (1996) demonstrando que animais alimentados com dietas ricas
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em gorduras e colesterol apresentam reducao na expressao gé€nica e a atividade sérica da
PON. Por outro lado, os animais que receberam dieta padrao mais os tratamentos com
torta de bixina e infusdo aquosa de urucum apresentaram uma diminui¢do da atividade
de PON se comparados com o grupo que recebeu dieta padrao (controle), diferenca ndo
observada nos grupos hipercolesterolemiantes.

Tem sido descritas, até o presente momento, trés tipos de paraoxonase: PON-1, 2
e 3. PON-1 ¢ uma proteina de 354 aminoécidos, encontrada no cromossomo 7,
dependente de célcio e ¢ distribuida entre os tecidos do figado, rim, intestino e no soro.
No soro ¢ quase exclusivamente localizada na HDL-C sendo que mudangas na forma e
tamanho da HDL-C pode afetar a afinidade da ligacao e estabilidade da PON-1 e com
isso reduzir sua capacidade antioxidante. PON-1 liga-se reversivelmente a substratos
organofosfatos, dessa forma ¢ um dos principais meios de prote¢do do sistema nervoso
contra neurotoxicidade de organofosfatos (DURRINGTON et al., 2001). PON-2 ¢
encontrada mais em tecidos, mas nao na circula¢ao enquanto PON-3 est4 associada com
0 HDL-C como a PON-1 (AVIRAM, 2004).

Modificacdes da atividade da PON sérica pode ser demostrada em pacientes
afetados por doengas associadas com alteracdes do metabolismo de lipoproteinas, como:
diabetes melitus, hipercolesterolemia familiar e sindrome metabdlica (SENTI et al,
2003).

Estudos envolvendo a andlise do efeito da bixina sobre a atividade da PON em
animais submetidos a dietas hipercolesterolemiantes nao sdao conhecidos. Em uma
condig¢do de estresse oxidativo, ndo s6é a LDL ¢ modificada, mas outros lipideos séricos,
inclusive a HDL. A PON inibe a oxidagdo da HDL, preservando sua func¢do
antiaterogénica no transporte do colesterol, tdo bem quanto da oxidacdo da LDL
(AVIRAM et al, 1998). A presenca de PON na HDL pode ser um contribuinte

importante para antiaterogenicidade dessa lipoproteina.
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2.5 — OUTROS METABOLITOS

O figado ¢ o unico oOrgdo responsavel pela produgdo da albumina e ¢ o
responsavel pelo metabolismo de proteinas e glicose. Dosamos glicose, proteinas totais
e albumina com o intuito de analisarmos as altera¢des hepaticas.

FERNANDES et al, (2002) utilizando extrato de urucum e norbixina em
camundongos e ratos tratados com ragdo comercial, observaram que em camundongos a
concentragdo de glicose foi diminuida (19,5%) em um grupo que recebeu extrato de
urucum (351 mg/Kg) enquanto que a norbixina apresentou uma redugdo na glicose de
14,4% no grupo que recebeu 0,8 mg/Kg, 20% no grupo 7,6 mg/Kg e 21,5% no grupo
que recebeu 66 mg/Kg. J4 em ratos o que observaram foi um aumento da concentragao
de glicose ao invés de uma diminuicdo tanto nos grupos que receberam extrato de
urucum quanto norbixina.

A tabela XII mostra os valores da concentragdo sérica de glicose onde podemos
observar que nao houve diferencas significativas entre todos os grupos e dessa forma
podemos afirmar que nenhum dos tratamentos utilizados interferiram na concentracao
de glicose,

O numero de proteinas distintas dentro de uma célula humana ¢ estimado entre
3000 a 5000. Mais de 300 proteinas diferentes foram identificadas somente no plasma
sanguineo. Muitas delas apresentam papéis bioquimicos especificos sendo que as suas
concentragdes podem ser afetadas por processos patoldgicos e, portanto, sdo
determinadas na investigagao de varias doengas.

A albumina compreende ao redor de 60% das proteinas presentes no plasma
humano. E sintetizada no figado (aproximadamente 15 g/dia) em velocidade dependente
da ingestdo protéica, mas regulada por retroalimentacdo pelo teor de albumina
circulante. Exerce importantes fungdes como: regulagdo osmotica e transporte e
armazenamento (transporte de acidos graxos de cadeia longa e esteroides, bilirrubina e
transporte de farmacos) (MOTTA, 2003).

LIMA et al., (2003) avaliando a ag¢do do flavondide quercetina e dos corantes
bixina e norbixina (0,01 mol/kg) em coelhos hiperlipidémicos da raca Nova Zelandia,

observaram uma pequena diminuicao da concentracdo de proteinas totais.
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FERNANDES et al, (2002) utilizando extrato de urucum e norbixina em
camundongos e ratos, ndo encontraram diferencas significativas nas concentracdes de
proteinas totais e albumina em camundongos e ratos tratados com ragdo comercial.

DE PAULA et al. (2005), utilizando hamsteres machos Golden Syrian tratados
com infusdo aquosa de urucum, encontraram diferengas significativas nas concentragoes
de proteinas totoais e albumina apenas nos animais que receberam dietas controle. Por
outro lado, nos animais alimentados com dieta hipercolesterolemiante nao foi observado
diferengas significativas.

Em outro trabalho DE PAULA et al., (2005) utilizando ratos machos Fisher
hipercolesterolémicos tratados com infusdo aquosa de urucum ndo observaram
diferencas estatisticas significativas na concentracdo sérica de albumina e proteinas
totais.

No nosso experimento ndo encontramos interagdo entre dieta e tratamentos, e
dessa forma podemos concluir que a infusdo aquosa de urucum e a torta de bixina nao
estdo afetando as concentragdes séricas de proteinas totais e a sintese de albumina ou
seja, mais uma vez podemos supor que nio estd ocorrendo um efeito toxico dos
tratamentos utilizados sobre o figado, visto que redugdes nos niveis de proteinas totais

pode ser associado com doengas renais ou hepaticas.
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CAPITULO 7 - CONCLUSOES

De acordo com os tratamentos utilizados podemos concluir que:

Nos grupos que receberam dieta padrao mais tratamentos:

Os animais que receberam dietas padrao acrescidas de torta de bixina nao
apresentaram aumento nos niveis de colesterol total; HDL-C e fracdo ndo
HDL-C;

Os grupos que receberam dieta padrdo acrescida de torta de bixina nao
apresentaram diminui¢ao da AST;

Observamos uma tendéncia de aumento da atividade da catalase no grupo

CBI15.

Nos grupos que receberam dieta hipercolesterolemiante mais tratamentos:

Nossa dieta hipercolesterolemiante foi efetiva ao aumentar os niveis séricos
de colesterol total;

A torta de bixina aumentou os niveis séricos de colesterol total, HDL-C,
colesterol ndo HDL, o colesterol total no figado e o peso do figado nos
animais que receberam dietas hipercolesterolemiantes acrescidas de torta de
bixina nas duas concentragoes utilizadas;

Observamos uma diminui¢do da AST nos animais que receberam dieta
hipercolesterolemiante acrescidas com torta de bixina nas duas
concentragoes;

A atividade da paraoxonase foi diminuida nos grupos CCh, CB15 e CB75;
Observamos uma tendéncia de aumento da atividade da catalase nos grupos

HCh e HB15.
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e Os tratamentos utilizados ndo afetaram a concentragdo de glicose, albumina
e proteinas.

Nos grupos que receberam dieta padrao e hipercolesterolemiante mais tratamentos:

e Os niveis de triacilglicer6is no grupo CB15, CB75 e HB75 foram
diminuidos;

e Observamos um aumento da ALP no grupo CB15 ¢ HB75 ¢ uma diminui¢ao
no grupo CCh;

e Observamos uma tendéncia a diminui¢do na concentragdo de triacilglicerdis
no figado dos animais que receberam dieta padrdo e hipercolesterolemiante
mais os tratamentos com torta de bixina;

e Os tratamentos ndo afetaram o peso dos rins, mas os animais dos grupos
CCh, CBI15, CB75 ¢ HB75 apresentaram um aumento da concentragao
sérica de creatinina;

e O tratamento com torta de bixina aumentou a concentracdo de sulfidrilas
ligadas a proteinas em 50% nos grupos CB15 e CB75;

e O tratamento com torta de bixina reduziu a concentracdo de sulfidrilas

ligadas a proteinas em 30% no grupo HB75 e 50% no grupo HB15.
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