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"Nosso tempo estd marcado pelas maravilhosas conquistas nos campos do
entendimento e das aplicacbes técnicas dessas descobertas. Quem nao se
regozijaria com isso? Mas ndo nos esquecamos de que ndo Sdo apenas O
conhecimento e as habilidades que conseguem levar a humanidade a uma vida
feliz e digna. A humanidade tem toda a razao em colocar os proclamadores dos
altos valores e padrdes morais acima dos descobridores de verdades
objetivas.”
Albert Einstein
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RESUMO

SOUZA, Eliana Carla Gomes. D.S., Universidade Federal de Vigosa, novembro
de 2001. Efeito de bixina sobre os parametros bioquimicos séricos em
ratos. Professor Orientador: Paulo César Stringheta. Professores
Conselheiros: Tania Toledo de Oliveira e Nilda de Fatima Ferreira Soares

A bixina é muito utilizada na inddstria de alimentos como corante,
principalmente na forma de extratos que a contém. Com o0 objetivo de
identificar os efeitos da bixina sobre os parametros bioquimicos séricos, foi
conduzido um ensaio biolégico, com 96 ratos (48 machos e 48 fémeas) (Rattus

norvergicus), variedade albinus, da raca Wistar, recém-desmamados, com 24

dias de idade. Os animais foram distribuidos em quatro grupos de 24, sendo

que o grupo 1 ndo recebeu a substancia-teste, os outros trés grupos receberam

a substancia-teste que era um corante utilizado na industria de alimentos que

contém 28% de bixina; grupo 2 (70 mg) , o grupo 3 (350 mg) e o grupo 4 (700

mg). Eles receberam &gua e alimento “ad libitum”, a temperatura ambiente

variando entre 20 e 24 °C e com iluminac&o controlada com 12 horas de claro e

escuro por um periodo de cento e oitenta dias. A administracdo do extrato foi

feita diariamente, por via oral, misturada a racdo. O extrato foi caracterizado

através da determinacdo dos teores de proteina (5,33%), cinzas (2,04%),

umidade (5,49%), extrato etéreo (50,49%), pH (2,62%), ponto de fusdo (180°),

teor de bixina apdés 12 meses sob refrigeracdo (20,8%). Pelo primeiro ensaio
iX



bioldgico foi verificado que a bixina tem efeito hipocolesterolémico em fémeas e
em machos reduziu os niveis de triacilglicerois, teve efeito hiperglicemiante nas
fémeas (32 més), embora os niveis do grupo controle, tanto de machos quanto
de fémeas, estivessem alto devido a anestesia com éter realizada para
sacrificar os animais. Houve alteracdo nos niveis séricos de fésforo nos grupos
das fémeas no 62 més, também quanto & relacdo Ca:P houve alteracéo nos
grupos das fémeas. Os niveis de AST e ALT encontraram-se aumentados,
inclusive no grupo controle de ambos 0s sexos, devido a intoxicagdo por cobre,
a bixina mostrou-se capaz de ajudar a regenerar as lesées hepaticas. Os niveis
de uréia e creatinina também se mostraram alterados, talvez devido a
intoxicacdo por cobre que pode ter levado a uma disfungéo renal, interferindo
no balango nitrogenado. No segundo ensaio, onde foi feito o teste de
tolerabilidade cutanea, foram comparados os sitios de aplicacdo da bixina com
0s sitios controles e pode-se verificar que ndo houve alteracfes cutaneas
relativas a eritema, escaras e edema em nenhum dos tempos observados.
Diante dos parametros avaliados podemos concluir que a substancia nao

apresentou nenhuma alteracéo toxica e teve efeitos farmacolégicos.



ABSTRACT

SOUZA, Eliana Carla Gomes. D.S., Universidade Federal de Vicosa,
november, 2001. Bixin effect on the serum parameters biochemical in
mice. Adviser: Paulo César Stringheta. Committee Members: Tania Toledo
de Oliveira and Nilda de Fatima Ferreira Soares

The bixin is very used in the industry of foods as coloring, mainly in the
form of extracts that contains her. With the objective of identifying the bixin
effects on the serum biochemical parameters, a biological assay was led, with
96 mice (48 males and 48 females) (Rattus norvergicus), variety albinus, of the
race Wistar, recently-weaned, with 24 days of age. The animals were
distributed in four groups of 24, and the group 1 didn't receive to substance-test,
the other three groups received to substance-test that was a color used the
industry of foods that contains 28% of bixin; group 2 (70 mg), the group 3 (350
mg) and the group 4 (700 mg). They received water and feed " ad libitum ", the
temperature adapts varying between 20 and 24 0C and with illumination
controlled with 12 hours of clearing and darkness by a period of hundred and
eighty days. The administration of the extract was made daily, orally, mixed to

the commercial feed. The extract was characterized through the determination

xi



of the protein level (5,33%), ashes (2,04%), humidity (5,49%), ethereal extract
(50,49%), pH (2,62%), coalition point (1800), bixin concentration after 12
months under refrigeration (20,8%). For the first biological assay it was verified
that the bixin has effect hipocholesterolemic in females and in males it reduced
the triacylglicerol levels, had effect hyperglicemic in the females (32 month),
although the levels of the group control, so much of males as of females, they
were loud due to the anesthesia with ether accomplished to sacrifice the
animals. There was alteration in the serum phosphorus levels in the groups of
the females in the 62 month, also with relationship to the relationship Ca:P there
was alteration in the groups of the females. The levels of AST and ALT were
increased, besides in the group control of both sexes, due to the intoxication for
copper, the bixin was shown capable to help to regenerate the hepatic lesions.
The urea levels and creatinin she also showed altered, perhaps due to the
intoxication for copper that might have taken to a renal dysfunction, interfering
in the nitrogen balance. In the second assay, where it was made the test of
cutaneous tolerability, the sites of application of the bixin were compared with
the sites controls and it can be verified that there were not relative cutaneous
alterations to the erythema, escaras and edema in none of the observed times.
Before the appraised parameters we can conclude that the substance didn't

present any toxicant alteration and had effects farmacologics.
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INTRODUCAO

O interesse pelos corantes naturais vem aumentando, devido a
questionavel inocuidade dos corantes artificiais (NAZARIO, 1989).

Mesmo com o avancgo tecnoldgico, a substituicdo dos corantes sintéticos
por naturais estd condicionada a varios aspectos, como toxicoldgico,
tecnolégico e avaliacdo mercadoldgica.

A maioria das substancias quimicas consideradas agentes toxicos é
substancias exogenas referidas como xenobiéticos. Entretanto, compostos
enddgenos e mesmo elementos essenciais, quando administrados em doses
elevadas sdo toxicos (SALGADO e FERNICOLA, 1989).

Testes toxicolégicos realizados em varios paises, com vigilancia da
Organizacao Mundial de Saude (OMS), comprovaram que, dependendo do tipo
e da quantidade consumida, os corantes podem provocar extensa gama de
efeitos colaterais, como alergias, disritmias cardiacas, problemas circulatérios,
gastricos e oftalmoldgicos, disturbios da tiredide, cancer e mutacdes génicas. O
debate em torno do uso desses aditivos concentra-se, sobretudo, nos corantes
sintéticos.

Cerca de 7000 toneladas de sementes de urucum sao usadas
anualmente como corantes de alimentos em todo o mundo e, assumindo que o
teor médio de bixina nessas sementes € de 2%, sdo consumidas 140 toneladas
de bixina por ano (HENDRY, 1996).



O Brasil € um grande produtor de corantes naturais, destacando-se entre
eles o urucum, que devido ao solo bastante propicio para o plantio, torna-se um
dos maiores produtores mundiais e a sua comercializagdo no mercado externo
vem crescendo dia-a-dia (YABIKU, 1989).

De 1975 até 1994, a cultura do urucuzeiro, no Brasil, saiu da forma
extrativista para a cultura racional e o pais passou de pequeno produtor de
graos para exportador de corantes (OLIVEIRA, 1996).

O uso de corantes de urucum s6 ndo é maior no Brasil, por falta de
melhor qualidade nos produtos, por falta de conhecimento de como aplica-lo
pela industria alimenticia, por falta de exigéncia do consumidor final e pela
legislacdo (OLIVEIRA, 1989). A legislacéo restringe o uso deste corante.

Em virtude da escassez de dados toxicolégicos para inameras
substancias presentes nos alimentos e da necessidade de se estabelecer
valores de IDA (Ingestdo Diaria Aceitavel), foram criados valores temporarios
denominados de provisorios. A medida que novos dados toxicologicos s&o
obtidos, esses valores vao sendo alterados, convenientemente (MIDIO e
MARTINS, 2000).

Como o uso da bixina na industria de alimentos esta condicionado a
dados toxicologicos, fez-se necessario a realizacdo deste trabalho para dar
subsidios a avaliacado pelo Codex para que a bixina ndo tenha seu uso ainda
mais restrito.

Desta forma, o presente trabalho objetiva avaliar o efeito da bixina sobre
0s parametros bioquimicos séricos, com base em ensaio toxicolégico.

Os objetivos especificos séo:

» Avaliar os parametros bioquimicos, quanto:
0 Ao efeito das doses de bixina
0 Ao efeito do sexo

0 Ao efeito do tempo



2 - REVISAO DE LITERATURA:

2.1 - TOXICOLOGIA

A palavra toxicologia tem sua origem no grego "toxicon”, que significa
“arco”. As flechas envenenadas foram, possivelmente, uma das primeiras
aplicacdes intencionais de substancia téxica ao homem (SALGADO e
FERNICOLA, 1989).

Toxicologia € um ramo da ciéncia que estuda as substancias nocivas a
saude, suas acdes, seus sintomas e efeitos. Desde as mais remotas eras o
homem, utilizando-se de produtos vegetais, minerais e animais como
medicamento ou alimento, comecou a dar importancia a seus efeitos e utilizar
0S que possuiam acdo fulminante para eliminarem seus inimigos (BRITO
FILHO, 1988).

A histdria da Toxicologia acompanha a proépria histéria da civilizacdo. Um
dos documentos mais antigos, o Papiro de Ebers (1500 a.C.), registra uma lista
de cerca de 800 ingredientes ativos, incluindo metais do tipo chumbo e cobre,
venenos de animais e diversos vegetais toxicos (OGA, 1996).

Na Franca, no fim do século XVI, surgiram os primeiros dispositivos
legais determinando a presenca de peritos nos casos suspeitos de
envenenamento (ALCANTARA, 1985).



ApoOs a Segunda Guerra Mundial, a Toxicologia experimentou notavel
desenvolvimento, principalmente a partir da década de 60, deixando de ser a
ciéncia envolvida apenas com o aspecto forense. Hoje a énfase é voltada a
avaliacdo da seguranca e risco na utilizacdo de substancias quimicas, como
também a aplicacdo de dados gerados em estudos toxicolégicos como base
para o controle regulatério de substancias quimicas no alimento, no ambiente,
nos locais de trabalho, entre outros (OGA, 1996).

E fundamental conhecer as fases que antecedem o aparecimento dos
efeitos toxicos, ou seja, a fase de exposicdo, a fase toxicocinética e a fase
toxicodindmica. A fase toxicocinética corresponde a absorcao, distribuicéo,
biotransformacao, acumulacdo e eliminacdo do agente quimico. A substancia
quimica, uma vez absorvida pelo organismo, interage com moléculas
especificas e provoca desde leves desequilibrios até a morte, caracterizando
assim, a fase toxicodinamica. A fase clinica corresponde ao aparecimento de
sinais e sintomas que caracterizam os efeitos toxicos e evidenciam a
ocorréncia do fendmeno da intoxicagdo (SALGADO e FERNICOLA, 1989),

como visto na Figura 1.
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Figura 1 — Fases dos agentes quimicos desde a ingestdo até a intoxicacao

Fonte: SALGADO e FERNICOLA, 1989.



Alguns conceitos sao importantes no estudo da toxicologia. Dose
corresponde a quantidade de substancia quimica introduzida por uma das vias,
seja oral, dérmica, subcuténea, intravenosa, intramuscular e intraperitonial.
Efeito corresponde as alteracdes bioquimicas, morfolégicas e/ou fisiologicas,
produzidas pela exposi¢cdo a substancia quimica. Resposta indica a proporcao
da populacdo que manifesta um determinado efeito definido. Na realidade,
corresponde a taxa de incidéncia do efeito (SALGADO e FERNICOLA, 1989).
Para assumir que um risco seja aceitavel deve-se considerar a relacdo
dose/efeito e/ou dosel/resposta, isto €, a relacdo entre a intensidade da
exposicao (dose ou concentragdo) com o efeito assim como com a resposta da
populacdo exposta (OGA, 1996).

O conhecimento da toxicidade das substancias quimicas é obtido
através de experimentacdes laboratoriais utilizando-se animais. Esses métodos
basicos de pesquisa sdo empregados com todo critério cientifico e nunca
realizados unicamente com a finalidade de se cumprir exigéncias legais, mas
para fornecer informacdes relativas aos mecanismos das acfes téxicas, aos
efeitos téxicos e, principalmente, para se avaliar riscos que possam ser
extrapolados ao homem. Essa extrapolacdo para o homem somente sera
possivel, ainda com limitacBes, se forem seguidos alguns critérios basicos
indispensaveis, durante a realizacdo dos experimentos, como utilizar espécies
e linhagens de animais que sejam susceptiveis a inducdo dos efeitos que se
observar; utilizar a via de exposicdo mais comum para 0 homem; utilizar a
substancia quimica no estado fisico e na forma quimica em que € encontrada
nas exposicdes; e observar as possiveis ocorréncias de efeitos secundarios e
doencas que possam surgir posteriormente (SALGADO e FERNICOLA, 1989).

Estudo de toxicidade crdnica tem por objetivo caracterizar o perfil
toxicolégico de uma substancia quimica administrada repetidamente a uma
espécie de mamifero por longos periodos de tempo (BRITO, 1994). Efeitos
cronicos caracterizam-se por serem produzidos por baixas concentracdes (que
isoladamente podem ser consideradas de ndao-efeito) e alta frequéncia

(exposicdes prolongadas ou a longo prazo) (MIDIO e MARTINS, 2000).



A substancia téxica presente no alimento estara ou dissolvida na fracéo
lipidica do alimento ou ligada a parte protéica ou, eventualmente, a
carboidratos constituintes dos alimentos. Substancias lipossolluveis serdo
prontamente absorvidas pelo trato gastrintestinal por simples difusdo sem gasto
de energia e a favor de um gradiente de concentragcdo, enquanto que as
hidrossoluveis poderdo ser absorvidas dissolvidas na fracdo aquosa do
alimento, ainda pelos fendmenos da difusao (MIDIO e MARTINS, 2000).

Os agentes toxicos lipossolaveis, para serem facilmente excretados
pelas vias renais, devem ser transformados em compostos mais polares, ou
seja, solliveis em agua, pois caso contrario, serdo reabsorvidos. Esses
produtos formados, além de serem menos lipossolluveis, sdo menos capazes
de se ligarem as proteinas plasmaticas e as moléculas organicas. A maioria
das reacdes de oxidacdo de agentes toxicos é realizada pela chamada fracéo
microssomal, localizada no interior das células, associada ao sistema
Citocromo P-450, que recebem essa denominacdo porque, ao se combinarem
com o monoxido de carbono, apresentam absorcdo maxima no comprimento
de onda de 450 nm (SALGADO e FERNICOLA, 1989).

Em nossa dieta, ainda que perfeitamente natural, consumimos
diariamente um grande numero de substancias tdxicas. Algumas sao
componentes quimicos do proprio alimento, contaminantes de origem
microbiana e produtos de degradacdo, devido a rea¢Bes quimicas ocorridas
durante o processamento. E conveniente ressaltar que a toxicidade ndo é
determinada somente pelas propriedades quimicas e bioldgicas do composto,
mas também pela concentracdo que se encontra e pelo tempo de exposicao
(WONG, 1989).

Os ensaios realizados com animais de laboratério ndo podem
proporcionar uma prova irrefutdvel da inocuidade ou da natureza toxica ou
cancerigena de uma determinada substancia para a espécie humana. Sem
davida, as acbes cancerigenas conhecidas de certas substancias quimicas no
homem sdo analogas em muitos aspectos as que sdo observadas nos animais
de laboratério, portanto, é regulamentado que se faca testes em animais de
laboratorio (SCHMIDT e LABUZA, 1992).



Existe uma série de vantagens em se usar pequenos animais em
pesquisa, tais como 0 baixo custo, que se deve a quantidade de racao
consumida, menor espaco requerido para acomodacdo dos animais e
facilidade de higienizac&o. Muitas dietas usadas em pesquisa sédo preparadas
com ingredientes purificados que sdo caros, mas em se tratando de pequenos
animais, como o requerimento é pequeno, pode-se tornar menos oneroso. Os
resultados podem ser obtidos com animais de laboratério em menor tempo do
gue com animais maiores. O pequeno animal tem pequeno ciclo reprodutivo e
de vida. O rato vive menos que trés anos, e dez dias na vida de um rato é
aproximadamente equivalente a um ano de vida humana (ALEXANDER et al.,
1984).

No inicio do século vinte, os ratos rapidamente comecaram a ser usados
em pesquisa de nutricdo, quando sua similaridade nutricional com animais
monogastricos maiores e o0 homem foi reconhecida. Seu extensivo uso em
experimentos continuou, devido ao fato de que o requerimento de nutrientes do
rato € conhecido mais detalhadamente do que o requerimento de outros
animais de laboratério. Os ratos tém habitos noturnos e o seu crescimento e
ganho de peso diminuem apdés cerca de 100 dias, mas o crescimento dos
0ssos tem sido observado até em 1000 dias, que excedem a média de vida de
700 dias (ARRINGTON, 1972).

Existem particularidades quanto ao metabolismo dos ratos; um deles se
refere a inexisténcia da vesicula biliar e a incapacidade de regurgitacdo, nao
podendo, portanto, vomitar (ARRINGTON, 1972). Segundo MAHFOUZ &
KUMMEROW (2000) os ratos sdo capazes de proteger o tecido hepético da
oxidacdo e eliminar um possivel aumento da peroxidacdo de lipidios e
oxiesterdis, que podem ser secretados nas lipoproteinas do figado para a
circulacdo. Isso indica que os ratos sdo0 menos sensiveis que outros animais
utilizados em experimento, como o coelho, quanto aos efeitos aterogénicos de

uma dieta hipercolesterolémica.



2.1.1. PARAMETROS PARA O DIAGNOSTICO USADOS EM TESTES
TOXICOLOGICOS

Mudancas na quimica do sangue sdo associadas com muitas doencas e
a quimica quantitativa clinica tem sido uma parte integrante do estudo das

funcdes do corpo em ambos, saude e doenca (ALEXANDER et al., 1984).

2.1.1.1. - ALBUMINA

Como a albumina sérica é sintetizada no figado, sua determinacao
constitui, no contexto do hepatograma, um dado de grande valor para o
diagnéstico e o progndstico das doencas hepaticas (BACILA, 1980). As
principais funcdes da albumina sdo o seu papel na regulacdo osmoética e o
transporte de diversas substancias, muitas das quais sdo pouco sollveis em
agua (SMITH et al., 1988).

E de suma importancia o conhecimento do transporte dos medicamentos
pelas proteinas plasmaticas, sobretudo pela albumina, seja devido a
possibilidade do deslocamento de materiais enddgenos pelas proteinas
plasmaticas, ou ainda por causa da competicdo matua dos medicamentos em
relacdo as proteinas de transporte, levando a reacfes de intolerancia e a
manifestagdes de superdosagem, no caso de medicacdo combinada (KUHN e
LASCH, 1977). Calcula-se que a albumina contenha seis sitios de ligacao para
substancias exégenas (xenobidticos) e/ou endogenas (MIDIO e MARTINS,
2000).

Diminuicbes na concentracdo de albumina ocorrem nas doencas
cronicas (cirrose), na sindrome nefrética, em casos de perdas macicas de
albumina, na artrite reumatéide, em casos de baixa ingestao protéica e apos
hemorragia grave (ANALISA, 1999).

O principal sintoma da hipoalbuminemia € o edema (MURRAY et al.,
1998).



2.1.1.2. ALANINA AMINOTRANSFERASE e ASPARTATO
AMINOTRANSFERASE

A alanina aminotransferase ou transaminase glutdmico-pirtvica
(GPT/TGP) é uma enzima encontrada predominantemente no figado, em
concentracao moderada nos rins e em menores quantidades no coracao e nos
musculos esqueléticos. Na célula hepatica, ela localiza-se no citoplasma (90%)
e na mitocondria (10%). Qualquer lesédo tissular ou doenca afetando o
parénquima hepatico liberard uma maior quantidade da enzima para a corrente
sanglinea, elevando a concentracdo sérica. Em geral, as causas mais comuns
de elevacdo da alanina aminotransferase no sangue ocorrem por disfuncéo
hepatica. Desta maneira, além de ser sensivel, ela é também bastante
especifica para o diagnostico de doenca hepatocelular (BACILA, 1980;
ANALISA, 1999).

As transaminases transferem o grupo NH, dos aminoacidos para a-
cetoglutaricos

A alanina aminotransferase catalisa a reacao:
Acido piravico + acido glutamico . alanina + acido a-cetoglutarico
A aspartato aminotransferase catalisa a reacao:
Acido oxalacético + acido glutdmico . &cido aspartico + &cido a-

cetoglutérico

Na reacdo de transaminacdo, inicialmente, o grupo amino de um
aminoacido é transferido ao piridoxal fosfato, que € convertido a piridoxamina
fosfato; que, a seguir, € doado ao a-cetoglutarato, produzindo glutamato
(MARZZOCO e TORRES, 1999).

Convém ressaltar que uma lesdo tecidual nos rins, coracdo e nos
muasculos esqueléticos também provocam maior liberagdo da alanina
aminotransferase para a corrente sanglinea, elevando seus niveis séricos.
Assim, diante de um quadro clinico de miosite, os valores dessa enzima podem

elevar-se tanto quanto na hepatite virética aguda (ANALISA, 1999). A atividade
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da alanina aminotransferase também é elevada na hepatite infecciosa,
colestase intra-hepética, neoplasias do figado e outras enfermidades hepéaticas
primarias ou secundarias (BACILA, 1980).

A aspartato aminotransferase € uma enzima encontrada em
concentracdo muito alta no muasculo cardiaco, no figado, musculos
esqueléticos e em menor concentracdo nos rins e pancreas. Nas células
hepéticas, ela localiza-se no citoplasma (40%) e na mitocondria (60%).
Qualquer lesao tissular ou doenca afetando o parénquima hepético liberara
uma maior quantidade da enzima para a corrente sanglinea, elevando seus
niveis séricos (BACILA, 1980; ANALISA, 1999).

Na hepatite virética, a concentracdo da aspartato aminotransferase
encontra-se quase sempre elevada em mais de 10X o limite superior da faixa
de referéncia e em alguns casos ultrapassa a 20X esse limite de normalidade.
Entretanto, dentro de uma a duas semanas, 0s valores diminuem bastante
podendo cair para a faixa normal ou apresentar ligeiro aumento. Nos casos de
obstrucao extra-hepética, as elevacbes nao sdo comuns, mas podem ocorrer
guando ha lesdo parenquimatosa secundaria aguda. Na cirrose, as alteracdes
da aspartato aminotransferase e seus respectivos niveis vao depender da
ocorréncia e do grau de lesdo hepatocelular ativa presente. Geralmente, na
cirrose inativa os valores ndo se alteram. Na cirrose alcodlica ativa, os valores
se elevam moderadamente (ANALISA, 1999).

Na hepatite virGtica crbnica ativa, a concentracdo da aspartato
aminotransferase também se encontra elevada moderadamente. Véarias
doencas comuns apresentam elevacdo pequena ou moderada, e entre elas
podemos citar: mononucleose infecciosa, hepatite aguda na fase de remissao
ou recuperacdo, hepatite crbnica, disfuncdo hepatica induzida por drogas,
tumor hepatico metastatico, congestdo hepatica passiva, cirrose ativa ou
hepatopatia alcodlica, obstrucao extra-hepatica prolongada do ducto biliar,
figado gorduroso e citomegalovirus (ANALISA, 1999).

Na maioria das vezes, a dosagem de aspartato aminotransferase (AST)
€ realizada juntamente com a alanina aminotransferase (ALT) e a relacéo

AST/ALT pode ser determinada para auxiliar no diagnéstico diferencial das
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doencas. Assim, a relacdo AST/ALT € sempre maior gue um em pacientes com
cirrose alcodlica, hepatites cronicas, congestao hepatica e tumor metastatico
do figado. Geralmente, essa relacdo é menor do que um nos casos de hepatite
virética aguda e mononucleose infecciosa. Nos casos de lesdo do miocardio, a
AST juntamente com a dosagem da creatina quinase (CK) e da desidrogenase
lactica (LDH) é muito util para o diagndstico e acompanhamento do infarto do
miocardio. Cerca de 80% da AST dos hepatdcitos € mitocondrial, enquanto a
ALT ¢é citoplasmética. Essa diferenca tem auxiliado no diagnéstico e
prognéstico de doencas hepaticas. Em dano hepatocelular leve a forma
predominante do soro é a citoplasmatica, enquanto que em lesdes graves ha
liberacdo da enzima mitocondrial, elevando a relacdo AST/ALT (ANALISA,
1999).

A alanina aminotransferase e a aspartato aminotransferase sao
importantes também no diagndéstico das lesdes do coracao. A oclusdo de uma
artéria coronariana por depdésitos de lipidios pode causar anOxia local severa e
finalmente degeneracao de uma porcao localizada do musculo cardiaco, sendo
este processo chamado de infarto do miocéardio. Esta lesdo faz com que essas
enzimas, entre outras, saiam das células cardiacas lesadas para a corrente
sanglinea. Dosagens dessas enzimas no soro sanguineo podem oferecer
informacdes importantes a respeito da severidade e do estagio da lesédo do
coracdao e do figado (LEHNINGER, 1995).

12



2.1.1.3. BILIRRUBINA

Em condicbes fisiolégicas no adulto humano, 1-2x10° eritrcitos s&o
destruidos por hora. Assim, em um dia, um homem de 80 Kg renova
aproximadamente 6g de hemoglobina. Quando a hemoglobina é destruida no
corpo, a porcao protéica, globina, pode ser reutilizada, seja como tal ou na
forma de seus aminoacidos constituintes, e o ferro do heme passa para o
reservatério de ferro, também para ser reutilizado. Contudo, a porcdo
porfirinica, livre de ferro, do heme é degradada, principalmente nas células
reticuloendoteliais do figado, baco e medula 6ssea. Estima-se que 1g de
hemoglobina produz 35mg de bilirrubina (MURRAY et al., 1998).

A bilirrubina se liga firmemente a albumina e a a,-globulina no plasma e,
desse modo, é transportada pelo sangue, de onde € removida pelas células
macrofagicas do figado, na forma principal de conjugado com o acido
glicurdnico, produzindo a forma soltvel de glicuronato de bilirrubina que é
excretada para a bile (BACILA, 1980).

Com base na determinacdo quantitativa, no soro, da bilirrubina direta é
possivel estabelecer dados Uteis para a caracterizacdo de alteracdes do
funcionamento hepatico, jA que em determinadas condi¢cdes pode ocorrer
aumento de concentragdo no sangue circulante tanto do glicuronato de
bilirrubina como da bilirrubina livre (BACILA, 1980).

Fisiologicamente, certas variagfes do conteudo de bilirrubina ocorrem no
periodo de 24 horas. O jejum aumenta sua concentracdo no sangue, de tal
modo que os valores mais elevados sdo encontrados pela manha, antes de
qualquer alimentac&o. Patologicamente, a hiperbilirrubinemia ocorre, sobretudo
nas circunstancias seguintes: lesdo difusa do parénquima hepéatico (hepatite
toxica e infecciosa, cirrose), obstrucédo dos canais biliares e hemdlise excessiva
(LIMA et al., 1985).

Na hiperbilirrubinemia, a bilirrubina se difunde para os tecidos que,
entdo, se tornam amarelados. A condi¢cdo descrita € denominada ictericia ou
icterus (MURRAY et al., 1998).
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2.1.1.4. CALCIO

O calcio esta presente no organismo em quantidades maiores do que
qualquer outro elemento mineral. Cerca de 99% do calcio do organismo esta no
esqueleto, a pequena quantidade de célcio restante estd nos fluidos do
organismo, onde ele se encontra em parte ionizado.

O principal sal de célcio ingerido é o fosfato de calcio, pois € nesta forma
que o calcio se encontra presente nos produtos alimentares. Na natureza o
calcio também se encontra na forma de sais de carbonato, tartarato ou
oxalacetato e, em associacdo com o magnésio na forma do sal misto altamente
insolavel de &cido fitico. Do ponto de vista nutricional, a absor¢éo intestinal de
Ca'? representa um sério problema, devido, em grande parte, & insolubilidade
da maioria de seus sais (SMITH et al., 1988).

O célcio é importante na coagulacdo do sangue, ha manutencdo da
excitabilidade normal do coragdo, musculos e nervos, nos aspectos diferenciais
da permeabilidade de membrana e na adeséo celular (HARPER et al., 1982).

O calcio ionizado do soro é mantido homeostaticamente dentro de
limites muito estreitos, de modo que a ocorréncia de pequenas alteracdes de
apenas 1% desencadeiam a operacdo de mecanismos destinados a
restabelecer esses valores basais. Tais mecanismos envolvem um
compartimento de depdsito, o esqueleto, que pode ser solicitado ou no qual
pode ser depositado o excesso de calcio, bem como a excre¢do do elemento
pelos rins ou através da bile e intestino (SMITH et al., 1988).

A hipercalcemia é observada no hiperparatireoidismo, pelo uso de certos
diuréticos, na hipervitaminose D, em neoplasias, especialmente quando ha
metastase osteolitica, na sarcoidose, na imobilizacdo apos fratura 6ssea, no
hipertireoidismo, nas doencas de Hodgkin, de Addison, no transplantado renal,
na osteite fibrosa cistica e na doenca de Paget (LIMA et al., 1985).

A hipocalcemia é registrada no hipoparatireoidismo, deficiéncia de
vitamina D, na insuficiéncia renal, na hipomagnesemia, na gravidez, na doenca
celiaca de adulto e na sindrome nefrotica (LIMA et al., 1985).0 principal

sintoma da hipocalcemia € o raquitismo (MURRAY et al., 1998).
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2.1.1.5. COLESTEROL

O colesterol do organismo humano pode ser obtido através dos
alimentos ou por sintese enddgena. A sintese do colesterol ocorre,
principalmente, no figado e intestino. A acetil-CoA é precursora de todos 0s
atomos de carbono presentes no colesterol (C,7), € 0 agente redutor € o
mesmo da sintese de acidos graxos, ou seja, NADPH. A via é composta por
dezenas de reacdes, que podem assim serem sumarizadas: a acetil-CoA forma
unidades de cinco carbonos, com estrutura semelhante ao isopreno, que se
polimerizam em um intermediario linear, que, apos ciclizacdo, origina o
colesterol (MARZZOCO e TORRES, 1999).

Os lipidios da dieta ganham a circulacdo sanguinea sob a forma de
quilomicrons, sintetizados no intestino. Nos tecidos extra-hepaticos, os
triacilglicerdis componentes dos quilomicrons sdo hidrolisados pela lipase
lipoprotéica, fornecendo &cido graxo e glicerol. Os remanescentes dos
quilomicrons, entédo enriquecidos de colesterol, sao retirados da circulacdo pelo
figado. Os triacilgliceréis e o colesterol que excedem as necessidades dos
préprios hepatoécitos sdo utilizados para a sintese da lipoproteina de muito
baixa densidade (VLDL), que sao, entdo, exportadas. Com a hidrélise dos
triacilglicerdis pela lipase lipoprotéica, originam as lipoproteinas de densidade
intermediéaria (IDL), que séo enriquecidas de colesterol. Uma fracdo das IDL
retorna ao figado e o restante, apds outro ciclo de remocéao de triacilglicerois
pelos tecidos periféricos, origina as lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
que apresentam maior teor de colesterol. As lipoproteinas de alta densidade
(HDL) atuam no sentido inverso ao das LDL, ou seja, efetuam a remocéao de
colesterol dos tecidos. Elas sdo sintetizadas no figado e intestino como uma
lipoproteina rica em proteina e contendo um teor relativamente baixo de
colesterol (MARZZOCO e TORRES, 1999).

O colesterol encontra-se largamente distribuido em todas as células do
organismo (HARPER et al., 1982). O colesterol pode ser encontrado livre ou
como um complexo covalente com acidos graxos ligados a um grupamento

hidroxil, chamado de éster de colesterol. O colesterol € usado por alguns

15



organismos como um elemento estrutural de membrana e na sintese de sais
biliares e hormdnios esteroidais, incluindo aldosterona, cortisona estrogénio,
testosterona e vitamina D. (BRODY, 1993).

A hipercolesterolemia ocorre no diabetes, sindrome nefrotica,
hipotireoidismo, nas moléstias do trato biliar, na anestesia pelo éter, na
aterosclerose, xantomatoses, hiperlipidemia idiopatica familiar, na osteoartrite
hipertréfica, catarata senil e na psoriase. A hipocolesterolemia ocorre no
hipertireoidismo, anemia perniciosa, anemia hemolitica, hepatite toxica e
virGtica, doencas infecciosas agudas (pneumonia, febre tiféide), doenca de
Addison, tuberculose pulmonar grave, obstrucdo intestinal e na prostética,

doenca celiaca e nos estados caquéticos (LIMA et al., 1985).
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2.1.1.6. CREATININA

s

A creatinina é intensamente formada no mdusculo pela remocéao
irreversivel e ndo enzimatica de agua do fosfato de creatina (HARPER et al.,
1982). A fosfocreatina é produzida nos periodos de repouso, por fosforilacado da
creatina a custa de ATP (MARZZOCO e TORRES, 1999), assim:

Creatina quinase
Creatina + ATP Fosfocreatina + ADP + H*

A fosfocreatina resulta da transferéncia de um grupo fosfato do ATP para
a creatina (a creatina é sintetizada a partir da arginina, glicina e S-
adenosilmetionina). Durante a contragdo muscular, a reagado processa-se no
sentido oposto. A fosfocreatina decompde-se em creatinina, que nao pode ser
reaproveitada, sendo excretada na urina (MARZZOCO e TORRES, 1999).

A creatinina € 0 composto nitrogenado do sangue menos variavel, sua
taxa independe da ingestédo de proteinas da alimentacédo e ndo é afetada pelo
volume urinéario (LIMA et al., 1985).

A constancia na formacéo e excrecdo da creatinina faz dela um indice
muito Gtil de funcao renal, principalmente de filtracdo glomerular. Em virtude de
sua relativa independéncia de fatores como dieta, grau de hidratacdo e
metabolismo protéico a determinacao da creatinina plasmatica € um teste de
funcao renal mais seguro do que a uréia (ANALISA, 1999).

A elevacao da creatinina no sangue se da na insuficiéncia renal, na
nefrite incipiente, na glomerulonefrite crénica. Nas obstru¢des urinarias, por
afeccbes da prostata, bexiga ou ureter, bem como oliguria reflexa provocada
pela nefrolitiase, verificam-se indices muito elevados, mas reversiveis pela

remocao da causa da obstrucao (LIMA et. al., 1985).
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2.1.1.7. FOSFORO

A quantidade de fosfato absorvido pelo intestino raramente ultrapassa
70% daquela ingerida (SMITH et al., 1988). Cerca de 85% do fosfato do corpo
estd nos 0ssos, com 14% nos tecidos e 1% nos fluidos extracelulares (BRODY,
1994).

O fosfato € ubiquo e abundante nos materiais biolégicos. A maior parte
do fosfato ingerido consiste em fosfato inorgéanico (Pi) ou fosfato orgéanico, que
libera Pi no trato digestivo (SMITH et al., 1988).

Os fosfatos tém a capacidade de se combinar de modo reversivel com
muitos sistemas de coenzimas e, também, com numerosos outros compostos
necessarios ao funcionamento dos processos metabdlicos (GUYTON, 1991).

Embora a insuficiéncia renal crbénica e o hipotireoidismo sejam as duas
causas mais comuns de hiperfosfatemia, varias condices podem causar
hiperfosfatemia transitoria e assintomética. Como o musculo se constitui no
grande reservatorio de fosfato é evidente que a rabdomidlise produz severa
hiperfosfatemia. Outras condicbes que promovem a liberacdo do fosfato
intracelular e levam a hiperfosfatemia incluem a hipertermia maligna e a
quimioterapia antiblastica. Niveis diminuidos de fésforo sdo encontrados no
hiperparatireoidismo e na intoxicacao pelo chumbo (ANALISA, 1999).
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2.1.1.8. GLICOSE

A glicose é o principal carboidrato no sangue, desempenhando nos
tecidos o papel de um combustivel metabdlico principal (HARPER et al., 1982).

E o principal substrato oxidavel para a maioria dos organismos. De fato
sua utilizacdo como fonte energética pode ser considerada universal e, dos
microrganismos ao homem, quase todas as células sdo potencialmente
capazes de atender suas demandas energéticas apenas a partir deste
carboidrato. A glicose € imprescindivel para algumas células e tecidos, como
hemacias e tecido nervoso, por constituir o Unico substrato que estes tecidos
séo capazes de oxidar para obter energia (MARZZOCO e TORRES, 1999).

A homeostase glicémica é controlada pela acéo de diversos horménios,
especialmente a insulina, que mantém o equilibrio da concentracdo de glicose.
Valores elevados de glicose ocorrem nos varios tipos de diabetes mellitus. A
hipoglicemia de jejum ocorre em tumores pancreaticos e doencas hepéaticas
(ANALISA, 1999).

Certos estados emocionais (apreenséo, ansiedade, medo) e o cigarro
podem produzir elevacdo da concentracdo de glicose, provavelmente
aumentando a glicogendlise hepética através de hipersecrecao de epinefrina. A
anestesia pelo éter, morfina e monoxido de carbono, asfixia, choque
traumatico, doenca de Cushing, acromegalia, hipertireoidismo, traumatismo
craniano, nos tratamentos prolongados com adrenocorticdides e ACTH e a
pancreatite aguda também produzem hiperglicemia. A hipoglicemia pode ser
provocada por anabolizantes orais, hipoglicemiantes orais, exagerado esfor¢o
muscular, hipotireoidismo, hipopituitarismo, distlirbios de absor¢éo intestinal,
tratamento desordenado com insulina ou com hipoglicemiantes orais e doenca
de Addison (LIMA et al., 1985).

Os sintomas da hiperglicemia sé@o a polidria, polidipsia e perda de peso
(MURRAY et al., 1998).
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2.1.1.9. TRIACILGLICEROIS

Os lipidios sdo um grupo heterogéneo de biomoléculas, insolUveis em
agua, mas altamente sollveis em solventes organicos tais como éter e
cloroférmio. Sdo constituintes de membranas, sdo moléculas armazenadoras
de energia e alguns tém atividade bioldgica. Eles sdo também encontrados em
combinacdo com outras moléculas, como as proteinas (lipoproteinas) e
carboidratos (glicolipidios) (ALEXANDER et al., 1984). Aportam entre 35 e 40%
das calorias ingeridas por um adulto e sdo o0s componentes que se
transformam em energia com maior eficacia (WONG, 1989).

Os lipidios contém sempre carbono, hidrogénio e oxigénio, as vezes,
nitrogénio e fésforo e raramente enxofre. Sdo geralmente ésteres reais ou
potenciais de acidos graxos com alcoois mais ou menos complexos e por iSso
geralmente fornecem, por hidrélise, acidos graxos. O grupo de substancias
classificadas como lipidios inclui, também, substancias que ndo fornecem por
hidrolise &cidos graxos, e por isso ndo poderiam ser consideradas lipidios no
sentido restrito, possuindo, porém propriedades similares a estes e com eles
tendo conexao de ordem bioldgica (LASZLO et al., 1986).

Os triacilgliceréis, chamados também de gorduras neutras, sdo ésteres
do alcool glicerol com acidos graxos (HARPER et al., 1982).

A mobilizacdo do depdésito de triacilglicerdis é obtida por acdo da lipase
dos adipdcitos, uma enzima sujeita a regulacdo hormonal, que hidrolisa os
triacilglicerois em acidos graxos e glicerol (MARZZOCO e TORRES, 1999).

A determinacdo dos triacilglicerdis ocupa lugar de destaque no
laboratério clinico moderno porque é dado importante e necessario para a
classificacdo e fenotipagem das hiperlipoproteinemias. E também de
importancia a intima correlacdo que se observa entre a hipertrigliceridemia e o
aumento do risco coronariano. As causas das elevacado dos triacilgliceréis sdo
as varias doencas chamadas hiperlipidemias ou hiperlipoproteinemias. As
hiperlipidemias podem estar associadas a doenca cardiovascular e ocorrem
comumente no diabetes, alcoolismo, pancreatite, sindrome nefrética,

hipoparatireoidismo, e mieloma multiplo (LIMA et. al., 1985).
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2.1.1.10. PROTEINA

A proteina é composta por um polimero de aminoacidos (BRODY, 1993).
A biossintese de quase todas as proteinas do plasma é realizada no figado,
bem como o catabolismo da maior parte das proteinas plasmaéticas. (KUHN e
LASCH, 1977).

Existe um constante estado de equilibrio entre as proteinas plasmaticas,
0os aminoacidos do sangue circulante e as proteinas teciduais. Mesmo durante
a inanicao, ou na presenca de doencas debilitantes graves, a relacao entre as
proteinas teciduais totais e as proteinas plasmaticas totais permanece
relativamente constante em cerca de 33 para 1 (GUYTON, 1991).

A regulagem normal dos niveis das proteinas plasmaticas se processa
através da biossintese, de modo que o aumento da concentracdo das proteinas
do plasma sempre é consequéncia do ingresso destas proteinas na circulacéo
sanguinea. A diminuicdo da concentracdo de determinada proteina no plasma
sanguineo é indicativo, quase sempre, de diminuicdo do volume de producao
da mesma, a ndo ser que tenha ocorrido perda externa das proteinas
plasmaticas (hemorragia, sindrome nefrética, doencas intestinais) ou que
algumas proteinas tenham sido consumidas no sangue circulante em virtude do
aumento de velocidade do mecanismo de reacgéo que lhes é especifico (KUHN
e LASCH, 1977).

Algumas proteinas séo transportadoras (a ceruloplasmina transporta o
cobre; as haptoglobinas, a hemoglobina; as a e b-globulinas, os lipidios; as
transferrinas, o ferro; a transcortina, o cortisol, etc.); outras funcionam como
fator de coagulacédo, como anticorpos, como componentes do complemento e
hormonios (LIMA et al., 1985).

A determinacdo das proteinas totais € util para deteccdo de
hiperproteinemia devido a hemoconcentracdo como nas desidratacdes e varias
condigcbes de hiperglobulinemia como mieloma mdltiplo, infeccbes e
enfermidades hepaticas. A hipoproteinemia pode ser observada em estados de

ma nutricdo, enfermidades renais e processos malignos (ANALISA, 1999).
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2.1.1.1.11. UREIA

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

Os dois &tomos de nitrogénio presentes na uréia sdo provenientes do
NH," e aspartato, e o atomo de carbono, do bicarbonato. A sintese da uréia
ocorre no figado (MARZZOCO e TORRES, 1999).

Tem sua concentracdo afetada pela dieta e pelo estado de hidratacéo,
constituindo uma indicacdo grosseira do estado da funcdo renal. Valores
aumentados da uréia plasmatica sdo classificados como: causa pré-renal,
resultante de defeitos de excre¢cdo e causa renal como conseqiéncia da
doenca renal aguda ou cronica com diminuicdo da filtracdo glomerular. Causas
pés-renais, geralmente resultante de uma obstrucdo do trato urinario, podem
ocorrer nas litiases renais e nos tumores por compressdo da bexiga. A
diminuicdo da uréia sérica ocorre apenas em poucas situacdes como na
insuficiéncia hepética aguda e inanicdo (ANALISA, 1999). O figado é o sitio da
formacdo da uréia, mas a reducdo da azotemia somente ocorre nas lesbes
hepaticas muito extensas. A diminuicdo do teor de uréia € observada também

no ultimo trimestre da gravidez (LIMA et al., 1985).
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2.2 - HISTORICO DO USO DE CORANTES

De acordo com ANGELUCCI (1991), dentre as percepc¢des sensoriais do
homem com sentidos normais, 87% sé&o captadas pela visdo, 9% pela audicao
e as demais, 4%, pelo olfato, paladar e tato. A percepcéo visual da cor ndo se
restringe, tdo somente, ao fato de o ser humano distinguir a radiacao luminosa
de distintos comprimentos de onda (de 390 a 750 nm), mas sim pelo estimulo
captado pelo cérebro quando a luz penetra em um artefato da viséo, logo um
fendmeno psicofisico.

Os compostos responsaveis pela cor dos alimentos se caracterizam por
ser um grupo de substancias com estruturas diversas e com propriedades
quimico-fisicas extremamente variadas. Em muitas dessas substancias, suas
propriedades como cromoforos podem explicar-se adequadamente somente
com base na sua estrutura de orbitais moleculares (WONG, 1989).

O homem sempre coloriu os alimentos, as vezes até
indiscriminadamente. Nos Estados Unidos, no fim do século passado, quando
um corante ndo se adaptava para tingir tecidos, era empregado para colorir
alimentos. A essa época, cerca de oitenta corantes eram utilizados em
alimentos e bebidas sem regulamentos quanto a sua natureza e pureza
(ANGELUCCI, 1989).

Em 1856, o pesquisador Sir William Henry Perkin, descobriu o primeiro
corante extraido da malva (HALLAGAN, 1991). Com este advento, varios
corantes passaram a ser sintetizados e designados como Corantes Atrtificiais
ou Sintéticos, os quais eram utilizados nos alimentos com a finalidade de
conferir cor ou repor a cor natural, perdida durante os processos de
industrializacdo e/ou estocagem (MASCARENHAS, 1997).

Até 1884, quando a anilina passou a ser usada no mercado (MORTON,
1960), a maior parte dos corantes utilizados nos alimentos era natural. A partir
dessa data, os corantes artificiais foram substituindo os naturais, devido a
maior variedade de cores. Esse quadro permaneceu até proximo de 1950,
quando pesquisas comecaram apontar os efeitos maléficos do uso
indiscriminado dos corantes artificiais (TIMBERLAKE e HENRY, 1986).
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Em 1900, cerca de 80 corantes eram usados. Ndo havia nenhuma
regulamentacdo quanto ao uso destes. Em 1906 foi feita a primeira legislacdo
quanto ao uso de corantes, que foi o Pure Food and Drugs Act. Ap6és um
estudo sobre o uso de corantes em alimentos, somente cerca de sete corantes
de composicdo conhecida, que tinham sido examinados fisiologicamente,
tiveram resultados satisfatorios. Em 1938, o The Federal Food, Drug and
Cosmetic Act criou uma lista com 15 corantes permitidos para 0 uso em
alimentos, com base em estudos toxicolégicos por 32 anos. Em 1960, Color
Additive Amendments foi criado para corrigir a inflexibilidade do Ato de 1938,
diminuindo os testes para 2 %2 anos (MEGGOS, 1984).

O novo ramo comercial se desenvolveu tanto que, em 1969, o Brasil ja
consumia 40 toneladas de corantes por ano e nao detinha tecnologia para sua
fabricacdo, ou seja, importava todos os sintéticos do Japdo, Gra-Bretanha,
Suica, Estados Unidos e Alemanha (RODRIGUES, 1995).

Nas ultimas décadas, tem-se observado uma tendéncia mundial em se
substituir os corantes sintéticos pelos corantes naturais. Os corantes naturais
estdo sendo muito estudados no mundo inteiro. Em 1986, entre as 448
patentes, 356 se referem aos corantes artificiais e 21 dizem respeito as lacas,
que sao corantes que ndo sao absorvidos pelo organismo humano
(GUIMARAES, 1994).

De acordo com a Resolucédo n® 34, de 09 de marco de 2001, os corantes
permitidos sdo curcuma, curcumina, riboflavina, riboflavina 5'-fosfato de sédio,
tartrazina, amarelo crepusculo, carmim, cochonilha, &cido carminico, azorubina,
ponceau 4R, vermelho 40, azul patente V, indigotina natural ou sintética, azul
brilhante, clorofila, clorofilina, clorofila caprica, clorofilina ctprica, caramelo |, I,
Il e IV, carvdo vegetal, beta caroteno sintético, carotenos naturais, bixina,
norbixina, capsantina, capsorubina, licopeno, beta-apo-8’-carotenal, éster
metilico ou etilico do &cido beta-apo-8'-carotendico, luteina, cantaxantina,
vermelho de beterraba, betanina, antocianinas e didxido de titanio.

Segundo RIZZO (1996), presidente da Associacdo Brasileira da Industria
de Aditivos e Melhoradores para Alimentos e Bebidas (ABIAM), no ano de 1995
e primeiro semestre de 1996, a producéo de corantes naturais ficou estagnada.
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2.3 - AVALIACAO TOXICOLOGICA DE CORANTES NATURAIS

A pratica de colorir alimentos € muito antiga, porém a preocupacao
sobre a seguranca desta pratica € relativamente recente (NAZARIO, 1989).

O crescente uso de corantes diversos nos alimentos, determinou o
estabelecimento de normas em diversos paises, ja desde o inicio deste século.
As medidas legais vao desde a proibicdo de uso, ao uso livre de determinados
corantes. Entre os dois limites extremos, ha a permissdo de uso, a par das
justificativas de ordem tecnoldgica, condicionada a demonstracdo da
seguranca de uso através de ensaios toxicoldégicos em animais de laboratorio e
no homem (NAZARIO, 1989).

Segundo NAZARIO (1989), além dos centros nacionais que executam
experimentacdes toxicoldgicas, ha 3 instituicdes internacionais engajadas no
estudo toxicoldgico de aditivos em alimentos:

1- JECFA - Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives, desde 1956.
Este grupo toma decisdes e faz recomendacdes aos paises membros da FAO
e da OMS.

2- IARC - International Agency for Research on Cancer, desde 1971. Este
grupo avalia o risco carcinogénico das substancias no homem.

3- Comité Cientifico para Alimentos da CEE, desde 1974. Este grupo da
orientacdo, aos paises membros, sobre problemas relacionados com a
protecdo da saude e seguranca das pessoas sobre o consumo de alimentos.

Por decisdo do Conselho Nacional de Metrologia (CONMETRO) criou-se
no Brasil, o Comité Brasileiro do “Codex Alimentarius”, cuja Secretaria
Executiva é exercida pelo Instituto Nacional de Metrologia e Qualidade
Industrial (INMETRO) e onde estdo representados os Ministérios da
Agricultura, Industria e Comércio, Relacdes Exteriores e Saude. Este Comité
acompanha as reunides da Comissao do Codex Alimentarius e do Comité do
Codex sobre aditivos alimentares, cabendo aos delegados brasileiros a
apresentacao de relatorios informando a evolucdo dos trabalhos (PIRAGIBE,
1990).
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2.4 — CAROTENOIDES

Aproximadamente 600 carotendides tém sido isolados de fontes naturais
e suas estruturas tém sido caracterizadas (KHACHIK, et al., 1998). O esqueleto
carbonado béasico dos carotendides consiste em unidades repetidas de
isopreno (TAYLOR, 1992).

Formam um grupo de substancias com a estrutura altamente insaturada
de hidrocarbonetos terpénicos e podem conter grupos hidroxilas, carbonilas e
carboxilas. Nestes casos sdo denominados xantofilas. Devido a sua
composicdo, sdo soluveis em lipidios e seus solventes. A solubilidade varia
com a presenca e numero de grupos oxigenados como hidroxilas, carboxilas e
neste caso a solubilidade em solventes apolares é diminuida (BOBBIO e
BOBBIO, 1992b).

Os carotendides formam um dos grupos de pigmentos mais difundidos
na natureza (BOBBIO e BOBBIO, 1992a) e sao encontrados nos cloroplastos
de tecidos verdes, mas sua cor € mascarada pela clorofila (BRITTON, 1996),
em flores, frutas e alguns animais. A funcédo dos carotendides é simplesmente
fornecer cor (HENDRY, 1996) e sdo responsaveis pela coloracdo amarela,
laranja e vermelha (BRITTON, 1996).

Nas plantas, os carotendides estdo complexados com proteinas do
cloroplasto em folhas e outros tecidos verdes e do cromoplasto em frutas e
vegetais maduros. Além disso, os carotendides das frutas estdo esterificados
com 4&cidos graxos. Os carotendides, quando formam complexos com
proteinas, sofrem mudancas na cor natural do carotendide livre. Esses
complexos conferem maior estabilidade ao pigmento (BOBBIO e BOBBIO,
1992b).

Todos os organismos fotossintéticos contém um ou mais pigmentos
organicos capazes de absorver a radiacdo visivel, que iniciara as reacodes
fotoquimicas da fotossintese. Em plantas superiores, 0s principais pigmentos
fotossintéticos sdo os carotendides e as clorofilas (TAIZ e ZEIGER, 1998). Os
carotenoides estdo localizados nas membranas tilacoides do cloroplasto, no

complexo pigmento-proteina, onde eles servem como um acessorio captador
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de energia (principalmente as xantofilas). Sao importantes também como
protetores da fotoxidacdo pelo oxigénio simpleto (FRANK e COGDELL, 1993).

Estima-se que a natureza produz mais de 100 milhées de toneladas de
carotendides por ano (MASCARENHAS, 1997).

No plasma humano predominam o b-caroteno e o licopeno. Os
carotendides mais comumente encontrados nos alimentos vegetais sao b-
caroteno (cenoura), licopeno (tomate), varias xantofilas - zeaxantina, luteina e
outras estruturas oxigenadas do milho, da manga, do mamaéao e a bixina (aditivo
culinario e corante dérmico usado por indigenas amazodnicos, obtido do
urucum). Outras ocorréncias naturais de uso culinario séo a capsaxantina e a
capsorubina (paprica), excepcionalmente solivel em agua e um dos raros

glicosidios diterpénicos (Cyo) encontrados em plantas (FONTANA et al., 2000).

Quadro 1- Alguns carotendides encontrados na natureza

Carotendide Fonte
a-caroteno Cenoura, caraguaté
b-caroteno Cenoura, caraguata, manga
Luteina Gema de ovo
Criptoxantina Milho amarelo, paprica
Zeaxantina Gema de ovo, milho
Crocina Acafrao
Bixina Urucum
Capsantina Pimenta vermelha
Capsorubina Paprica
5,6-monoepoxi-b-caroteno Caraguata
5,6-diepoxi-b-caroteno Caraguata
Violaxantina Amor perfeito
Licopeno Tomate, melancia

Fonte: BOBBIO e BOBBIO, 1992a
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A caracteristica que da aos carotendides suas propriedades e funcdes
distintas € a presenca de um longo sistema croméforo de ligacdes duplas
conjugadas. Carotendides, portanto, ttm o maximo de absor¢cdo de 400-500
nm e sdo coloridos (BRITTON, 1991). Esta estrutura altamente insaturada
torna estes pigmentos sensiveis a luz, oxigénio e ao calor (CLYDESDALE e
FRANCIS, 1976). A maioria dos carotendides € termolabil, principalmente as
xantofilas. A luz solar direta ou luz ultravioleta podem causar a
fotoisomerizacéo cis-trans, podendo inclusive, em condi¢cdes mais enérgicas,
causar a destruicado desses pigmentos (BOBBIO e BOBBIO, 1992a).

Os carotendides com uso permitido no Brasil sdo o alfa, beta e gama-
caroteno, bixina, norbixina, capsantina, capsorubina e licopeno (GHIRALDINI,

1991).

2.4.1 — Biossintese de carotendides

Os carotendides sao unidades isoprendides e sdo biossintetizados a
partir de acetil coenzima A, via acido mevaldnico. Os estagios iniciais sao
comuns a biossintese de todos os compostos isoprendides. O primeiro passo,
que é especifico para carotendides, é a formacdo do fitoeno a partir de duas
moléculas de geranilgeranil difosfato (GGDP) (MANN, 1995). A partir desta
etapa, iniciam-se aquelas relacionadas exclusivamente com a biossintese de
carotendides: dessaturacéo, ciclizacdo, hidrogenacéo, etc (BRITTON, 1992).

Os carotendides sao biossintetizados em plantas superiores, algas,
fungos e bactérias. Os animais ndo sao capazes de realizar biossintese,
embora muitos deles sejam capazes de metabolizar e modificar

estruturalmente alguns carotendides ingeridos (BRITTON, 1992).

2.4.2 — Absorcao dos carotendides

Existem evidéncias de que varios fatores, como estilo de vida e
caracteristicas pessoais, também se correlacionam com 0s hiveis sanguineos,

sugerindo possivel influéncia na absor¢do e, ou, no metabolismo dos

28



carotendides (CARVALHO, 2000). O tabagismo, consumo de alcool, indice de
massa corporal, distribuicdo de gordura corporal e o colesterol sanguineo
podem ser citados como caracteristicas determinantes na concentracdo de
carotendides no corpo humano (BRADY et al., 1996).

Os carotendides ndo tém um mecanismo especifico para a absorcéo,
transporte intracelular ou incorporacdo em lipoproteinas pelos enterdcitos.
Entretanto, em mamiferos, o mecanismo especifico é diferenciado de acordo
com a habilidade para absorver carotendides intactos no intestino delgado e
entdo subdivididos de acordo com a habilidade para acumular hidrocarbonetos
de carotenos ou para acumular indiscriminadamente carotenos e oxicarotenos
no sangue e tecidos. As espécies que absorvem carotendides seletivamente
sugerem a evolugcdo de vias de absorcao intestinal que sao seletivas para
carotendides e oxicarotendides. Os humanos sdo 0s Unicos que absorvem
indiscriminadamente carotenos e oxicarotenos no intestino delgado (WHITE e
PAETAU, 1998).

Humanos geralmente absorvem bem todos os carotendides oferecidos
pela dieta. Muitos outros mamiferos como rato, gato e carneiro sdo pobres
absorvedores e metabolizadores. Os carotendides ingeridos por meio da dieta
sdo absorvidos ao longo do intestino juntamente com outros lipidios
(BAUERNFEIND, 1989).

A absorcdo dos carotendides € um processo influenciado por varios
fatores, por exemplo, variacdo nas propriedades fisico-quimicas associadas
aos carotenoides, alteracdo na utilizacdo dos carotendides como resultado da
absorcao e transporte de lipidios, divergéncia no destino metabdlico dentro dos
enterécitos, diferencas no transporte nas lipoproteinas e a possivel
isomerizacao de carotendides nos tecidos (FURR e CLARK, 1997). A forma
fisica na qual o carotendide é apresentado as células da mucosa intestinal é de
crucial importancia (OLSON, 1994).

Os sais biliares tém um importante papel na absorcdo de carotendides e
na subseguente clivagem a vitamina A. Além dos sais biliares, o pH intraluminal
e presenca de lipidios dietéticos sdo importantes fatores determinantes da
absorcao dos carotendides (FURR e CLARK, 1997).
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Pouco é conhecido sobre a solubilizacdo micelar de carotendides no
limem intestinal como um veiculo para a absorcdo pelas células epiteliais do
intestino. Existe maior transferéncia espontédnea de oxicarotendides polares,
tais como a luteina e zeaxantina, da emulsdo dietética para as micelas e uma
potencial diferenca na solubilizacdo micelar desses carotendides e
carotendides hidrocarbonados (WHITE e PAETAU, 1998).

O mecanismo de transporte intracelular de carotendides ¢é
desconhecido. As proteinas citoplasmaticas que se ligam ao retinol, CRBP e
CRBP I, ttm uma importante funcdo no transporte e metabolismo dos
retindides. O produto desta reacdo, retinol ligado ao CRBP Il, é
subsequentemente esterificado pela aciltransferase lecitina-retinol e
incorporado nos quilomicrons (ONG, 1993).

Dos carotendides ingeridos, cerca de 50 a 90% sdo excretados
diretamente. Os carotendides restantes se incorporam em micelas lipidicas
junto com outros compostos lipofilicos e sdo absorvidos pela mucosa intestinal.
Os quilomicrons séo responsaveis pelo transporte posterior dos carotendides
ao sistema linfatico. Ap6s sua liberacdo para a corrente sanglinea, 0s
quilomicrons séo processados em residuos de quilomicrons, que séo captados
principalmente pelo figado. Os carotendides internalizados sdo utilizados para
produzir retindides ou para fazer parte da estrutura da VLDL, que serdo
transformadas em LDL, sendo esta a principal forma de transporte dos
carotendides no sangue. Os carotendides sofrem uma interconversao de
isbmeros trans-cis como resultado de processos fotoquimicos ou térmicos
(RODRIGUEZ-AMAYA,1985 e 1989).

Pode ocorrer interacdo entre o b-caroteno e a cantaxantina e luteina,
que sdo oxicarotendides, durante a absorcdo intestinal. Este € um fato
importante porque a suplementagao de b-caroteno tem um efeito significativo
sobre a concentracdo sanguinea ou sobre o metabolismo de oxicarotendides
(WHITE e PAETAU, 1998).

Além do plasma, os carotendides sdo encontrados em outros tecidos
como a glandula adrenal, corpo lateo, figado e tecido adiposo. Tém sido
identificados também na retina e na glandula pineal (OLSON, 1994).

30



2.4.3 — Efeitos farmacoldgicos dos carotendides

Tem-se identificado uma gama de variedades de compostos
biologicamente diferentes e que sao importantes micronutrientes que
contribuem para o aporte de vitamina A nos humanos, e alguns carotendides
estruturalmente adequados se metabolizam a retinal ou retinol in vivo
(BRITTON, 1992).

O a-caroteno possui 50 a 54% de atividade de vitamina A, b-caroteno
possui 100% de atividade, d-caroteno possui 42 a 50% e b-apo-8’-carotenal,
72% (TAYLOR, 1992). Entretanto, a importancia nutricional de outros
carotendides na prevencao do céancer, doencas cardiovasculares e doencas
degenerativas relacionadas a idade, tal como a degeneracdo macular senil
(DMS) tém sido estudadas (KHACHIK, et al., 1998, BENDICH, 1994). Segundo
GOUD et al. (1993) os carotendides tém atividade antioxidante, antiartritica,
anti-hepatotoxica, antiinflamatéria e hipocolesterolémica. Para atuar como
precursor de vitamina A, um carotendide deve ser dotado de pelo menos um
anel b-ionona ndo substituido com cadeia lateral poliénica de pelo menos 11
carbonos (RODRIGUEZ-AMAYA, 1985 e 1989).

Estudos realizados com seres humanos e animais sugerem que a
vitamina A influencia a utilizacéo do ferro (SOMMER, 1988).

A importancia desses carotendides que ndo podem ser convertidos a
vitamina A tem sido obtida de varios estudos interdisciplinares, que podem ser
classificados como: (a) estudos epidemiolégicos, (b) distribuicdo de
carotendides em frutas, vegetais, soro humano e leite, (C) carotenéides nos
orgaos e tecidos humanos, (d) estudos in vitro e (e) recentes estudos in vivo
com roedores (KHACHIK et al., 1998).

Estudos epidemiologicos tém proporcionado provas de que um consumo
maior de uma dieta rica em carotendides reduz a incidéncia de varios tipos de
cancer (RODRIGUEZ-AMAYA, 1985 e 1989). Baixos niveis de b-caroteno
sérico ou plasmatico estdo consistentemente associados com o subsequlente

desenvolvimento de céancer intestinal (ZIEGLER, 1988). Porém, o mecanismo
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bioquimico relacionado a estes efeitos benéficos para a salde ndo esta
completamente elucidado (RODRIGUEZ-AMAYA, 1985 e 1989).

Um possivel mecanismo para uma associacao positiva entre ingestao
dietética de frutas e vegetais ricos em carotendides e a diminuicdo da
incidéncia de certos tipos de cancer pode ser o aumento da resposta imune
estimulada pelos carotendides (BAKER e MEYDANI, 1993).

Tanto o b-caroteno quanto a cantaxantina tém demonstrado efeito
protetor contra o aparecimento de cancer de pele induzido por raios
ultravioleta. Similar observacéo tem sido feita em culturas de células e tecidos
onde carotendides tém demonstrado prevenir a transformagédo maligna e danos
nucleares. Entretanto, o mecanismo de protecdo ainda ndo foi totalmente
elucidado, existindo evidéncias de que os carotendides podem possuir acéo
quimioprotetora com respeito a formacao de tumor (KRINSKY, 1988 e 1994).

A transformacdo de fibroblastos pelos carcind6genos € inibida pelos
retindides e carotendides, e seu potencial inibidor esta correlacionado com sua
capacidade para induzir a comunicacao entre as juncées “GAP”. As juncdes
“GAP” sdo canais transmembranas que permitem a difusdo de moléculas entre
células conectadas (STAHL e SIES, 1996).

Os eventos que ocorrem durante o desenvolvimento do cancer
envolvem a formacéo e ativacdo de carcindgenos, inducdo de danos genéticos,
estimulacéo de proliferacéo celular e interrup¢cdo da regulacéo do crescimento
e diferenciacdo celular normal. Devido as propriedades antioxidantes dos
carotendides, estes podem prevenir danos genéticos por eliminar espécies
reativas e proteger o DNA de um dano oxidativo (BIDLACK et al., 1998).

Estudos in vitro e com animais de laboratério sugerem que o b-caroteno
pode proteger as células fagocitarias dos danos autoxidativos, aumentar as
respostas proliferativas dos linfécitos T e B, estimular a funcao celular do efetor
T, aumentar o numero de macrdfagos, aumentar a capacidade citotoxica da
célula T e sua capacidade de eliminar células tumorais, bem como aumentar a
producdo de certas interleucinas. Muitos desses efeitos também podem ser
observados em carotendides que ndo tém atividade pré-vitamina A, mas que

tém capacidade de eliminar o oxigénio simpleto (BENDICH, 1988).
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A curcumina inibe o crescimento de uma grande variedade de células
tumorais, mas, as células normais parecem ser relativamente resistentes. O
efeito supressor da curcumina nas células tumorais é devido a inibicdo da
proteina quinase, que é a enzima regulatéria envolvida no metabolismo de
glicogénio, e é possivel que a inibicdo desta enzima possa bloquear a acéo
autocrina de fatores de crescimento necessarios para a proliferacdo celular
(REDDY e AGGARWAL, 1994).

Segundo SREEJAYAN e RAO (1997), a curcumina tem capacidade de
eliminar 6xido nitrico, que é um radical livre sintetizado por macréfagos
ativados, e estd implicado na inflamacdo, cancer e outras condi¢cdes
patoldgicas.

O licopeno, um carotendide encontrado principalmente em tomates, tem
atividade antioxidante, induz a comunicacdo entre as células e controla o
crescimento celular. Estudos sugerem que ele tem efeito protetor de alguns
tipos de cancer, como exemplo, o de préstata (STAHL e SIES, 1996).

As propriedades fotoprotetoras e antioxidantes da molécula de
carotendide intactas sdo bem estabelecidas, entretanto, 0 mecanismo de acéo
necessita ainda ser completamente descrito (MATHEUS-ROTH, 1991).

A teoria atual € que doencas cronicas tais como as cardiovasculares e
cancer podem ser iniciadas e propagadas pela acdo de espécies de oxigénio
excitado (radical superoxido, radical hidroxil, peroxido de hidrogénio ou
oxigénio simpleto) que ataca as membranas lipidicas das células causando
danos oxidativos e tornando as células mais susceptiveis a agentes toxicos e
carcinogénicos (RUXTON, 1994).

Os carotendides fornecem protecdo contra problemas oculares diversos,
como a DMS (CARVALHO, 2000). Os carotendides que estao concentrados no
centro da retina, onde a exposi¢cdo a luz € mais intensa, podem protege-la
contra os danos fotoxidativos, devido a habilidade de absorver e dissipar
energia radiante e de eliminar radicais livres ou espécies reativas de oxigénio,
agindo assim como antioxidante (PALOZZA e KRINSKI, 1992).

O oxigénio simpleto é produzido nas reacfes de intercambio de energia

quando um sensibilizador é excitado pela luz e subsequentemente transfere
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sua energia ao oxigénio em estado fundamental (RODRIGUEZ-AMAYA, 1985 e
1989).

A desativacdo do oxigénio simpleto pelos carotendides € produzida
principalmente por uma eliminagdo fisica. Este processo implica na
transferéncia de energia de excitacdo do oxigénio simpleto ao oxigénio em
estado fundamental, produzindo a formacdo de oxigénio em estado
fundamental e um carotendide tripleto. A energia do carotendide excitado se
dissipa através das interacdes entre o carotendide e o solvente que o rodeia
para recuperacao do carotendide e producao de energia térmica. O carotendide
permanece intacto através do processo de eliminacdo fisica e pode ser
introduzido em outro ciclo de desativacdo (RODRIGUEZ-AMAYA, 1985 e
1989).

A desativacdo dos radicais peroxidos pelos carotendides também
implica em uma reacdo quimica entre o radical e o carotendide. O carotendide
€ modificado quimicamente nesta interacdo, e os produtos resultantes sdo
antioxidantes menos ativos. O processo de eliminacdo de radicais peréxidos
pelos carotendides depende da tensdo de oxigénio no sistema (RODRIGUEZ-
AMAYA, 1985 e 1989).

Os carotendides sédo eficientes antioxidantes contra o oxigénio simpleto,
sensibilizadores fotoquimicos tripleto e os radicais perdxido, contribuindo deste
modo para o sistema de defesa do organismo (BURTON, 1988). Os
antioxidantes inibem a autoxidacdo dos lipidios sequestrando os radicais
perdxidos. O antioxidante transfere um atomo de hidrogénio do radical peréxido
(WONG, 1989).

Como os carotendides tém acdo antioxidante, € possivel que eles
funcionem em parte para proteger a lipoproteina de baixa densidade (LDL) de
oxidacdo. Tal protecdo pode ser importante no desenvolvimento da
aterosclerose que é uma doenca que pode estar relacionada com a oxidagao
do LDL (ROMANCHIK et al., 1997, KOHLMEIER e HASTING, 1995).

Os conhecimentos sobre a importancia das modificacbes das
lipoproteinas (oxidacdo) na lesdo endotelial e na patogénese da aterosclerose

renovaram o interesse pelos agentes antioxidantes. Os carotendides atuam
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como antioxidantes lipossolaveis, além de interagirem com radicais livres e
sequestrarem diversas espécies de radicais que podem ser geradas dentro das
células (BATLOUNI e RAMIRES, 1994).

REDDY e LOKESH (1996) em um estudo sobre o efeito da curcumina e
do eugenol sobre os danos hepaticos induzidos através de injecdo de 30 mg de
Fe? em solucdo salina, demonstraram que as substancias reduziram tais
danos pela diminuicdo da peroxidacao dos lipidios, verificado pela reducédo dos
niveis de AST e ALT.

VALENTE (1998) estudou o efeito de diversos corantes naturais, entre
eles a curcuma, que € um carotendide, sobre os niveis de colesterol e
triacilglicerdis sanguineos, em ratos hipercolesterolémicos. Houve reducdo dos
niveis nos parametros estudados.

BABU e SRINIVASAN (1997), em um estudo com ratos alimentados
com curcumina, observaram uma reducdo nos niveis hepaticos e séricos de
colesterol, triacilgliceréis e fosfolipidios e relacionaram tal fato com o aumento
na atividade da enzima colesterol-7-a-hidroxilase, enzima chave na conversao
de colesterol a acidos biliares.

Carotendides podem aumentar a concentragdo da lipoproteina de alta
densidade (HDL) (BENDICH, 1994) e com isso reduzir os niveis de colesterol
total, ja que o HDL retira o colesterol da corrente sanglinea e o leva ao figado
para que possa ser metabolizado.

O efeito hipolipidémico de carotendides pode estar relacionado a acéo
da lipase lipoprotéica que pode ser ativada pela bixina (LIMA, 2001). O
mecanismo de acdo para explicar tal fato é a formacdo de quelatos entre a
enzima e esses compostos. Esses quelatos induzem a mudanca
conformacional da enzima, modificando seu centro ativo (MOULIN et al., 1994).

Segundo HASMEDA e POLYA (1995), a carcuma estimula a conversao
da adenosina monofosfato (AMP) a adenosina monofosfato ciclico (AMPc). O
AMPc atua estimulando a proteina quinase, que por sua vez, atua ativando a
lipase inativa, ativando-as. Essas enzimas agem hidrolisando os triacilglicerois.

Usando um sistema de células, foi descoberto que os carotendides

podem eliminar os anions superoxidos pelo sistema xantina/xantina oxidase.
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Sua habilidade para eliminar anions superéxidos diminuiu nessa ordem
decrescente: cantaxantina, bixina, luteina, beta-caroteno (ZHAO et al., 1998).

UNNIKRISHNAN e RAO (1992) relataram os efeitos de curcumina como
antiinflamatorios inibindo a formacdo de prostaglandinas e leucotrienos. Este
mecanismo € interessante, uma vez que, estas substancias inibem as enzimas
ciclooxigenases e lipoxigenases, que sao responsaveis pela formacédo destas
substancias em processos inflamatérios que ocorrem na aterosclerose.

O efeito antiinflamatoério de curcuminato de sédio foi observado em um
experimento com inducao de inflamagao por carragenina e formalina em ratos
(SAMBAIAH et al., 1982).

Em um experimento, quatro tortas forrageiras, torta de urucum e azeite
de palma africana foram administrados a ratos com deplecdo de vitamina A. A
porcentagem de absorcdo de carotendides das tortas forrageiras desidratadas
foi a seguinte: desmodium (Desmodium intortum), 57; pasto kikuyo
(Pennisetum clandestinum), 77; ramio (Boehmeria nivea), 41. A porcentagem
de absorcdo das sementes de urucum (Bixa orellana) foi de 44 e azeite de
palma africana (Elaesis quineensis), 65. A porcentagem de riboflavina
absorvida dos diversos alimentos foi: de desmodium, 77; pasto kikuyo, 84;
ramio, 80; urucum, 69; azeite de palma africana, 68. Apesar das diferencas na
absorcdo dos carotendides e riboflavina dos diferentes alimentos, ndo houve
diferencas significativas quanto aos valores do soro de riboflavina ou de
vitamina A. Os carotendides do urucum foram bem absorvidos. O alto contetdo
de caroteno no soro indica que nem todos os carotendides, medidos
quimicamente, tém atividade de vitamina A. Aparentemente os ratos nao
convertem alguns carotenodides em vitamina A ou algum fator no urucum
interfere nessa conversao (SQUIBB et al. 1953).

Muitas pesquisas tém demonstrado o efeito positivo de carotendide
dietético ou suplementado no aumento da fertilidade ou capacidade reprodutiva
em animais, mas, ainda se necessita de mais pesquisas para que se possa
elucidar completamente este efeito (KRINSKY, 1994 e BRITTON, 1996).
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2.5 - URUCUM

Planta da familia Bixaceae, oriunda do leste dos Andes, América do Sul,
india, Oeste da Africa e Filipinas (LAURO, 1995), atinge até 4 metros de altura,
tem folhas codiformes, pontudas e dentadas, flores grandes hermafroditas de
cor azul, com cinco sépalas nas extremidades dos galhos, formando fasciculo;
deles nascem capsulas ovoides, com dois carpelos cobertos de espinhos
flexiveis contendo cada um 30 a 40 sementes cobertas de uma polpa mole,
tenaz, vermelha. As capsulas podem se apresentar de colora¢do vermelha ou
esverdeada (OHASHI et al., 1982).

Extratos de urucum s&o produtos oleosos ou alcalinos obtidos por
remocdo da camada externa das sementes da arvore do urucum (Bixa orellana
L.) (TAKAHASHI, 1989).

O pigmento do urucum € conhecido ha muito tempo, tendo sido utilizado
pelos indios sul-americanos na coloracdo de seus corpos, artesanatos e
instrumentos de cagca e pesca e como repelente de insetos. Atualmente
observa-se a aplicacdo deste corante, como corante ou condimento doméstico
e até sua aplicacdo industrial em alimentos, farmacos e cosméticos
(CARVALHO, 1989).

Do urucum séo fabricados os corantes naturais mais difundidos na
industria de alimentos, ou seja, os produtos do urucum representam
aproximadamente 70% (em quantidade) de todos os corantes naturais e 50%
de todos os ingredientes naturais que tém funcdo corante nos alimentos
(GHIRALDINI, 1994). De suas sementes pode se obter corantes com grande
variacdo de tons, que vao desde o amarelo-laranja ao vermelho (NIELSEN,
1990).

Segundo GHIRALDINI (1994), do urucum sao produzidos: corantes
hidrossoluveis a base de norbixina; corantes lipossollveis a base de bixina;
condimentos como colorau ou colorifico, muito comum na culinéria brasileira e

na América Latina.
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Figura 2 — Estruturas quimicas da bixina e da norbixina

A metodologia de extracdo da bixina segundo a CHR. Hansen esta

demonstrada a seguir:

Pesar 25g de sementes em um béquer de 1000 mL. Adicionar 150 mL
de solucéo de sabéo,

Determinar o peso total do béquer mais a solu¢éo de sabéo,

Aquecer a solucao até a ebulicdo e manter nesse estado por 1 minuto,
Depois de ebulir por 1 minuto, deixe esfriar.pese novamente o béquer e
complete para o peso obtido no item 2 com agua destilada,

Adicionar 350 mL de agua destilada,

Pipetar 1 mL da solucéo e limpar a parte externa da pipeta com papel
absorvente até ficar bem limpa,

Ajustar a amostra no menisco da pipeta,

Transferir a amostra para um baldo de 1000 mL e completar o volume
com solucéo lye 0,1%,

Enxaguar a pipeta com solucéo lye 0,1%, colocando a solucéo no baléo,
Colocar nova solucéo lye 0,1% em um béquer de 100 mL e encher de 1
mL. Esvaziar a pipeta dentro do baldo. Repetir esse passo varias vezes
até estar seguro que a amostra foi retirada completamente das pipetas,
Completar o volume do baldo até a marca graduada com solucéo lye
0,1%, agitando e invertendo varias vezes para garantir uma mistura
homogénea,

Zerar o espectrofotdmetro usando agua destilada como branco,
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Determinar a densidade 6ptica (DO) lendo a amostra em 480nm com

maxima variacao de 5 nm
A DO é multiplicada pelo fator (6,97), dando o resultado em % de bixina.

O corante € empregado em condimentos (colorau ou colorifico),
maioneses, margarinas, molhos para saladas, sorvetes, balas, produtos de
confeitaria, pdés instantaneos para sobremesa, aperitivos e na industria de
laticinios (iogurte, manteiga, queijo) (GUIMARAES, 1994).

Devido a caracteristica do pigmento de urucum, de ser lipossoluvel e se
tornar hidrossolavel na presenca de alcali, € o corante natural mais usado na
indastria de alimentos (GHIRALDINI, 1996), como visto ho Quadro 2.
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Quadro 2 — Uso dos pigmentos do urucum em alimentos

Extrato Forma |Pigmento | Concentracdo | Tonalidade da cor |Aplicacdes
Liquido |Bixina Baixa Amarelo Massas, recheios e coberturas de
Lipossolavel . — . doces € molhos . -
Liquido |Bixina Baixa Amarelo- Margarina, cremes vegetais, queijos,
alaranjado recheios e coberturas de doces e
molhos
Liquido |Bixina Alta Laranja- Sopas, molhos, temperos e
avermelhado colorificos
Soluveis em |Liquido |Norbixina |Baixa Amarelo- Massas, sorvetes, bebidas, iogurtes
agua o . _ alaran_jado equeiqu ' "
Liquido |Norbixina | Moderada Laranja Margarina, cremes vegetais, queijos,
emulsdes bebidas, iogurtes e sorvetes
Liquido |Norbixina | Baixa Amarelo claro Massas, sorvetes, bebidas, iogurtes
e doces
Liquido |Norbixina | Moderada Laranja-amarelado | Salsichas, embutidos, cereais,
Hidrossoluvel . — . biscaitos e queijos .
Liquido |Norbixina | Alta Laranja logurtes, sorvetes, bebidas, doces,
misturas para bolos
Po Norbixina |Alta Laranja Massas, sopas, temperos, sorvetes e
cereais
Po Bixina Baixa Laranja Uso doméstico
Colorifico PO Bixina Moderada Laranja- Temperos e sopas

avermelhado

*Baixa: 0,1 a 0,5%: moderada: 0,6 a 2,4% e alta: 2,5 a 6,0%

Fonte: KATO et al., 1998
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A maioria das interacbes dos pigmentos do urucum ocorre com as
proteinas, como as interacdes idnicas e as pontes de hidrogénio.

Os produtos lacteos sdo a mais importante aplicacdo de extratos de
urucum. Queijos, particularmente Red Leicester, Cheshire, Cheddar e
Americano, tém sido tradicionalmente coloridos com solucdo de norbixina
(HENDRY, 1996; FREUND e WASHAM, 1988).

O sal de norbixina tem a capacidade de formar complexos estaveis com
a caseina (COLLINS, 1992). Tal ligacédo estabiliza o corante, evitando a sua
migracéo através do produto (ARAUJO, 1999).

Apesar do sal de norbixina formar complexos com a caseina, evitando
sua migracdo para o meio e protegendo-o da degradacédo, em bebidas lacteas
fermentadas, o0 mesmo ndo se mantém disperso homogeneamente,
depositando-se na parte inferior do recipiente (CONSTANT, 1999).

O norbixinato de célcio € pouco soluvel em agua e diante disso, extratos
contendo norbixinato ndo devem ser usados em produtos com altos niveis de
calcio. Entdo, ndo € recomendado usar “agua dura” para fazer a diluicao do
corante para corar queijos (HENDRY, 1996).

A norbixina tem a caracteristica de se manter sollvel em agua somente
quando o pH alcalino é mantido. Devido a isso em muitos alimentos que ndo
possuem este pH, quando a norbixina é adicionada, é rapidamente absorvida
pela proteina e/ou componentes do amido do alimento e conseqglientemente,
torna-se insoluvel. Isso resulta em um produto colorido uniformemente e néo
perderd a cor. Esta caracteristica € extremamente valiosa para que a
substancia possa ser usada em produtos como 0s cereais matinais, pois, assim
a cor ndo é perdida para o leite adicionado pelo consumidor (FREUND, 1985).

A norbixina € ideal para colorir produtos de confeitaria, pois se liga a
farinha e forma uma cor estavel que ndo € perdida (HENDRY, 1996).
Provavelmente a ligacdo seja entre o pigmento e a proteina do trigo.

A presenca de alguns tipos de bactérias em carnes, leva a descoloracdo
dos pigmentos, devido ao acumulo de peroxido de hidrogénio procedente da
oxidacdo bacteriana de substratos desconhecidos nas carnes expostas ao
oxigénio (PRICE e SCHWEIGERT, 1994).
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No caso dos peixes, a norbixina se liga a proteina e ndo ha perdas
significativas de corantes durante os subseqientes processamentos e 0
cozimento final feito pelo consumidor (HENDRY, 1996).

Uma importante interacdo pode ocorrer entre 0 pigmento € compostos
gue contenham grupos carboxilicos, particularmente hidrocoléides. Uma vez
que os hidrocoléides sdo polimeros de alto peso molecular, sua estrutura
confere protecdo ao pigmento em relacdo a fatores destrutivos em potencial
(CONSTANT, 1999).

Gomas, estabilizantes e emulsificantes séo ingredientes necessarios
para que a bixina se torne miscivel em &gua. E importante que esses
ingredientes sejam compativeis com o sistema alimentar que sera colorido
(HENDRY, 1996).

Por causa da estrutura de duplas ligagdes, todo carotendide é
susceptivel a oxidacdo. A adicdo de acido ascérbico como um sequestrador de
oxigénio é benéfico (HENDRY, 1996).

O diéxido de enxofre € um dos mais versateis preservativos para
alimentos, tendo valor também como protetor do &cido ascorbico, carotendides
e outros compostos facilmente oxidaveis (GAVA, 1988). Entretanto, segundo
HENDRY (1996), a intensidade da cor pode ser reduzida na presenca de
dioxido de enxofre, entdo, sistemas de conservacdo alternativos sao
recomendados quando se usa pigmentos do urucum como corante.

Dificuldades podem surgir quando o meio é &cido, o que é o mais
comum em sistemas alimenticios, onde o carboxilato € reprotonado, formando
0 &cido dicarboxilico insoluvel em agua, precipitando o pigmento. Para prevenir
isto, um emulsificante pode ser usado e, dependendo do emulsificante e do
método de producdo, um extrato hidrossolUvel mais estavel pode ser formado,
mesmo em pH em torno de 2 (CONSTANT, 1999).

Nos alimentos processados o mecanismo de oxidacdo € complexo e
depende de muitos fatores; os pigmentos podem autoxidar por reacdo com o
oxigénio atmosférico a velocidades que dependem da presenca de luz, calor e
de pré e antioxidantes. Os carotendides sofrem a oxidacdo acoplada em
presenca de lipidios a velocidades que dependem do sistema. Os carotendides
sdo mais estaveis em sistemas com alto grau de insaturacdo, possivelmente

porque o sistema lipidico por si mesmo aceita os radicais livres mais facilmente
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que o pigmento. Ao contrario, os carotendides sdo menos estaveis em
sistemas lipidicos com baixo grau de insaturacdo (FENNEMA, 1993).

Essa oxidagdo dos carotendides altera a cor, podendo até elimina-la, e é
mais intensa em alimentos liofilizados, nos quais a camada protetora de
absorcao priméaria de agua foi eliminada ou reduzida e a porosidade € muito
grande (BOBBIO e BOBBIO, 1992b).

A norbixina pode ser usada em bebida de frutas acidas, porém, a bebida
deve conter a polpa de fruta finamente dispersa, para que o pigmento se ligue,
resultando em um material colorido (FREUND e WASHAM, 1988).

Além das interacBes com os ingredientes e/ou nutrientes do alimento,
devemos nos preocupar também com o tipo de embalagem usada para
alimentos coloridos com os pigmentos do urucum, pois, o teor de bixina é
fortemente influenciado pela incidéncia de luz e em menor grau pela presenca
de oxigénio (NAJAR et al., 1988). Os antioxidantes sdo muito eficientes no

retardo da transformacgéao induzida pela luz (NAJAR et al., 1988).

2.5.1 — Propriedades toxicoldgicas e farmacolégicas do urucum

O urucum pode ser usado como farmaco, como visto no quadro abaixo.

Quadro 3 — Usos do urucum em diversos paises

Paises Usos

Brasil Excitante, azia, estomacal, diurético
Haiti Repelente de insetos, febre
Hawali Depurativo, fraqueza, estomatite

México Cefaléia, antidoto contra o acido

prussico, queimadura, diurético,

disenteria, febre, gonorréia,

inflamacé&o
Trinidad Gripe, disenteria, oliguria
Outros Licor, cosméticos, diabetes, febre

Fonte: SCHULTES, 1990



Foram feitas investigacdes cientificas a respeito da toxicidade do urucum
durante 30 anos. Repetidas administracfes orais ndo demonstraram efeitos
toxicos em ratos, macacos, cachorros ou porcos e neste estudo a substancia
nao apresentou efeito téxico sobre a reproducdo em multigeracdes de ratos.
Nenhuma evidéncia de carcinogenicidade foi estabelecida. Danos nas células
mamarias foram verificados somente quando havia uma exposicao a altas
concentracfes. A ingestdo diaria aceitavel para humanos, estabelecida pelo
Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA), foi de 0,065
mg/Kg/dia de bixina (ENGELHARDT et al., 1988).

Estudos toxicolégicos de mutagenicidade e toxicidade aguda, realizados
em 1964, 1969 e 1974 pela FAO/WHO para definir a IDA (ingestdo diaria
aceitavel), demonstra em seus resultados que o corante de urucum numa
concentracdo de 0,59/100 ml nas culturas de Escherichia coli e Salmonella
typhimurium e DLsp a uma concentracdo de 21mg/kg em ratos, nao induziu
genotoxicidade detectavel, sendo ainda observados nestes testes que doses a
uma concentracdo de 1mg/ mL exibe propriedades antiespasmaddicas e
hipotensivas. Neste mesmo trabalho foram realizados estudos de curto e longo
prazo, utilizando ratos, camundongos, cachorros, porcos e homem, néo
apresentando formacdo de tumores, nem alteracbes nos exames
hematoldgicos, histopatolégicos, renais, peso das visceras, crescimento e
reproducdao, ficando ainda claro que o mesmo néo se acumulava nos tecidos.

Em investigacOes sobre a toxicidade do urucum, realizados na Holanda,
com experiéncias em ratos, camundongos e suinos, concluiu-se que o
pigmento ndo apresentou toxicidade, podendo ser empregado com seguranca
para colorir manteigas, margarinas e queijos (SPOON, 1960).

Em um estudo realizado com alguns corantes naturais, incluindo o
urucum, foram determinados os niveis de alguns minerais, concluindo-se que
0s corantes ndo sdo boas fontes de minerais e também n&o oferecem risco a
saude por nao conter excesso dos mesmos. O urucum nao apresentou
concentracdo de metais pesados acima dos niveis permitidos pela legislacéo
brasileira (OLIVEIRA et al., 1997).

O extrato de sementes de urucum, que € comumente usado no
tratamento do diabetes mellitus, foi investigado por este efeito nos niveis

séricos de cachorros. Uma fracdo alcali-soluvel indutora de hiperglicemia foi
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detectada, e estudos detalhados revelaram efeitos tdxicos no pancreas e
figado acompanhado pela hiperglicemia e aparente tendéncia a aumentar 0s
niveis de insulina. A toxicidade foi diminuida pela ingestdo de riboflavina. O
dano nos 6rgaos pode ser devido a susceptibilidade causada pelo baixo estado
nutricional (MORRISON et al., 1987).

Em um estudo, o extrato de semente de urucum foi seco e solubilizado
em Oleo, e uma solucdo saturada produziu uma hipoglicemia e insulinopenia.
Uma solucdo alcodlica produziu hiperglicemia. Isto sugere que existem dois
principios ativos, um agente solivel em 6leo hipoglicemiante e um alcool
soltvel hiperglicemiante (MORRISON e WEST, 1985).

DUNHAM e ALLARD (1960) comprovaram a presenca de principios
farmacologicamente ativos nas raizes de Bixa orellana. O extrato aquoso tem
um pronunciado efeito na atividade motora espontanea em camundongos. O
extrato inibe o volume da secrecdo gastrica sem influenciar a producdo de
acidos e possuindo também propriedades antiespasmaodicas e hipotensivas.

Com a finalidade de investigar a recomendacédo popular do uso de
urucum em problemas cardiovasculares, LUDUVING (1997) relata que apés
testes com cées, ratos e coelhos, comprovou-se a eficiéncia da agua do
urucum, obtida por maceracédo das sementes (composta por mais de 80% de
bixina como pigmento), na reducédo significativa dos indices de colesterol. Em
testes clinicos, os resultados se confirmaram num tempo de 10 dias de
consumo, ao invés de 15 dias previstos inicialmente, pois havia pacientes com
niveis de gordura sanguinea abaixo do normal. Diante disso, pode-se concluir
que esse pigmento tenha o poder de acelerar o metabolismo das gorduras,
sendo o responsavel pela reducdo das taxas de triacilglicerois e colesterol.

HAVELAND-SMITH (1981) investigaram a genotoxicidade de 5 corantes
naturais (urucum, antocianina, vermelho de beterraba, b-caroteno e riboflavina)
permitidos pela Comunidade Econbmica Européia. Neste estudo a
potencialidade destes corantes para induzir danos no DNA foi investigada
através de um ensaio com E. coli. Nenhum dos corantes induziu
genotoxicidade detectavel.

Em um estudo usando extrato de urucum foram avaliadas respostas
tépicas na pele de coelho de uma Unica aplicacédo, apos repetidas aplicacbes e

apos exposicado a luz ultravioleta. Estudos histolégicos foram conduzidos para
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avaliar possiveis danos e penetracdo do corante na pele do coelho. O estudo
mostrou que o corante tem boa tolerabilidade cutanea, podendo ser usado na
comestologia (GERMANO et al., 1997).

Um paciente desenvolveu urticaria e severa hipotensdo em 20 minutos
apos a ingestao de leite e cereal Fiber Oneo, que continha urucum. Foram
feitos testes de pele para leite, trigo e milho e estes foram negativos. O
paciente desenvolveu uma forte resposta positiva no teste de pele para
urucum. Foi concluido que o urucum contém um contaminante ou uma proteina

residual da qual o paciente desenvolveu hipersensibilidade (NISH et al., 1991).
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério Biofarmacos do
Departamento de Biogquimica e no Laboratério de Pigmentos do Departamento

de Tecnologia de Alimentos, na Universidade Federal de Vigosa.

3.1. Caracterizacdo do extrato

A substancia utilizada no teste toxicologico foi caracterizada através da
determinacdo do ponto de fusdo com a utilizagdo do equipamento da marca
Quimis, solubilidade (AOAC, 1998), proteina pelo método semi micro Kjeldhal
(SILVA, 1990), umidade (SILVA, 1990), cinzas (SILVA, 1990), extrato etéreo
(SILVA, 1990), pH (AOAC, 1998), teor de tanino e quantificacdo do teor de
bixina do extrato ap6s 12 meses de estocagem sob refrigeracéo (4° C).
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3.2. Primeiro ensaio biolégico — Toxicologia Crénica

O experimento foi instalado no delineamento inteiramente casualizado,
com quatro doses de extrato em p6 contendo 28% de bixina, em 24 repeti¢des.
O extrato foi conservado em recipiente escuro e sob refrigeracao.

As doses usadas foram baseadas no estudo de DURHAN e ALLARD
(1960), que utilizaram extratos hidrossollUveis intraperitonealmente e
estabeleceram a DLsy de 700 mg/Kg. Considerando que o peso inicial médio
dos animais era préximo de 200g, a DLsy seria de 140 mg, sendo a metade
desta considerada a menor dose, a maior foi cinco vezes maior que a DLsp € a
intermediaria foi proxima da média das outras duas doses. O grupo 1 recebeu
somente racédo, grupo 2 recebeu 70 mg de extrato, o grupo 3, 350 mg e 0 grupo
4 recebeu 700 mg. O extrato foi adquirido no comércio e é o utilizado na
industria de alimentos.

Cada animal foi considerado como uma repeticAio e avaliada
separadamente em machos e fémeas aos 3 e 6 meses apés a aplicacdo dos
tratamentos. O animal utilizado foi o rato (Rattus norvergicus), variedade
albinus, da raca Wistar, recém-desmamado, com 24 dias de idade.

Os ratos foram colocados em gaiolas individuais, recebendo agua “ad
libitum” e proximo de 15 gramas de racao, temperatura ambiente variando
entre 20 e 24 °C e com iluminacado controlada com 12 horas de claro e escuro
por um periodo de cento e oitenta dias. A administracdo do extrato foi feita
diariamente, por via oral, misturada a racdo comercial porque com a nao
ingestdo durante 48 horas pode haver recuperacdo dos efeitos toxicos.

A racdo comercial utilizada era constituida basicamente por: milho, farelo
de trigo, farelo de soja, farinha de carne, farelo de arroz cru, carbonato de

calcio, fosfato bicalcico, sal e pré-mix.



QUADRO 4 — Composicao centesimal da racdo comercial

Nutrientes %
Proteina (min) 23
Extrato etéreo (min) 2,5
Umidade (max) 13
Matéria fibrosa (max) 9,0
Matéria mineral (max) 8,0
Fésforo (min) 0,8
Célcio (Max) 1,8

QUADRO 5 — Nutrientes enriguecedores da racéo (unidade/Kg de racéo)

Nutrientes Unidade
Vitamina A 20000 Ul
Vitamina D3 6600 Ul
Vitamina E 30 UI
Vitamina K 6 mg
Vitamina B> 12 mcg
Vitamina B, 8 mg

Pantotenato de célcio 24 mg
Niacina 95 mg
Tiamina 4 mg
Colina 2000 mg

Piridoxina 6 mg

Biotina 0,1 mg
Acido félico 0,5 mg
Manganés 50 mg

lodo 2mg

Ferro 25 mg
Zinco 35mg
Cobre 26 mg
Antioxidante 100 mg
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Os dados foram submetidos a analise de variancia e o efeito do sexo foi
testado por meio do teste F (P<0,05), bem como o efeito do tempo de
avaliagéo.

O efeito das doses de bixina foi estudado por meio de analise de
regressao. Para escolher o modelo de regressdo que melhor descrevia os
dados foram considerados o coeficiente de determinacédo (R?) e a significancia
dos coeficientes de regressdo, avaliada por meio do teste t de Student
(P<0,05).

3.2.1. Avaliagdo comportamental dos animais

O comportamento dos animais foi monitorado diariamente, quanto a
agressividade, sedacdo, atividade/inatividade. O consumo de &gua foi
verificado diariamente através da freqiiéncia de vezes em que o bebedouro,
com capacidade de 200mL era cheio, e quanto ao consumo de alimento foi
verificado somente se 0s animais ingeriam todo o alimento que era oferecido
para o consumo. Os animais foram pesados no primeiro dia do experimento, no

terceiro e sexto més.

3.2.2. Dosagens dos parametros bioquimicos

Apbs 3 meses e 6 meses do inicio do experimento os animais foram
pesados, sacrificados e foram retiradas amostras de sangue, centrifugadas a
7100 x G por 15 minutos e feitas as dosagens dos niveis séricos de
triacilglicerois, colesterol, proteinas totais, albumina, creatinina, bilirrubina
direta, calcio, fosforo, glicose, Alanina aminotransferase e Aspartato
aminotransferase. As dosagens soroldgicas foram feitas em equipamento

multiparamétrico Bioquimico Alizé, utilizando Kits da marca Biolab.
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Albumina:

A albumina sérica foi dosada colorimetricamente com verde de bromo
cresol como indicador a pH igual a 4,2.
Foi colocado no equipamento uma solucao contendo o verde de bromo cresol a
0,14g/L, tamp&o succinato a 75 mmol/L, Brij 35 a 7ml/L e mertiolate de sddio a

0,01% e separadamente os soros dos animais a serem analisados.

Alanina aminotransferase (ALT):

A determinacao cinética da atividade da ALT se baseia na conversédo da
L-alanina e a-cetoglutarato em piruvato e L-glutamato, mediado por esta
enzima. O piruvato formado reage com NADH e o ion hidrénio, produzindo L-
lactato e NAD*, numa reacéo catalisada pela malato desidrogenase (LDH)

segundo estas reacodes:

P ——

L-alanina + a-cetoglutarato  ALT  piruvato + L-glutamato

P ——

Piruvato + NADH + H* LDH L-lactato + NAD"

Foi colocada no equipamento uma solucdo contendo 0,18 mmol/L de
NADH, LDH 3 1200 U/I, e 15 mmol/L de a-cetoglutarato solubilizados com um
tampao contendo 100 mmol/L de tris pH 7,5 com 500 mmol/L de L-alanina e

separadamente 0s soros a serem analisados.

Aspartato aminotransferase (AST):

A determinacdo cinética da atividade da aspartato aminotransferase se
baseia na conversdo do acido aspartico e a-cetoglutarato em oxalacetato e L-
glutamato, mediado por esta enzima. O oxalacetato formado reage com NADH
e o fon hidronio, produzindo L-malato e NAD", numa reacgédo catalisada pela
malato desidrogenase (MDH) segundo estas reacoes:

P —

L-alanina + a-cetoglutarato AST  Oxalacetato + L-glutamato
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P —

Oxalacetato + NADH + H* MDH  L-malato + NAD"

Foi colocada no equipamento uma solucdo contendo 0,18 mmol/L de
NADH, LDH 3 1200 U/I, MDH 3 500 U/l e 12 mmol/L de a-cetoglutarato
solubilizados com um tampéao contendo 80 mmol/L de tris pH 7,8 com 200

mmol/L de L-aspartato e separadamente 0s soros a serem analisados.

Bilirrubina direta:
A dosagem da bilirrubina conjugada direta ocorre segundo uma reacao

de diazotacdo com acido sulfanilico diazotado.

Foi colocado no equipamento &cido nitrico a 17 mmol/L com volume
vinte vezes menor que outra solucdo também colocada no equipamento
contendo acido sulfonilico a 25 mmol/L e acido cloridrico a 87 mmol/L, e

separadamente 0s soros a serem analisados.

Célcio:

A dosagem colorimétrica do calcio sérico é feita pelo indicador azul de
metiltimol. Esta andlise é feita com adicao do 8-hidroxiquinoleina para que se
possa evitar a interferéncia dos ions magnésio até uma concentracdo de 10
mg/dL.

Foi colocada no equipamento separadamente, uma solucao alcalina
contendo 8-hidroxiquinoleina, outra solucdo do indicador azul de metiltimol e

soros a serem analisados.

Colesterol:

Andlise colorimétrica do colesterol baseia-se na transformacdo do
colesterol esterificado em colesterol e acidos graxos, mediado pela colesterol
esterase. O colesterol formado é oxidado pela colesterol oxidase em colesten-

4-on-3, liberando agua oxigenada, que juntamente com o fenol e amino-4-
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antipirina, pela acdo da peroxidase, sdo transformados em cromogénio (que

absorve em 500 nm) e em agua, sendo as equacodes:

Colesterol esterificado colesterol esterase  colesterol + &cido graxo

Colesterol colesterol oxidase colesterol-4-ona-3 + H>0,
2 H,0, + fenol + amino-4-antipirina peroxidase cromogénio +4 H,O
Creatinina:

A determinacdo cinética da creatinina sem a desproteinizacdo consiste
em medir o composto formado durante um minuto da reacdo entre a creatinina
e 0 acido picrico, em meio alcalino. O composto formado por esta reacdo
absorve em um comprimento de onda de 492 nm.

Foi colocada no equipamento uma solucédo alcalina contendo 0,4 mol/L
de hidréxido de s6dio com 50 mmol/L de fosfato de sodio, misturado com igual
volume a uma solucao 8,8 mmol/L de acido picrico e separadamente 0s soros

a serem analisados.

Fosforo:

Os ions fosfato em meio acido formam com o molibdato aménio um
complexo fosfomolibdico cuja absorvancia a 340 nm é proporcional a
concentracao dos ions fosfatos da amostra.

Foi colocada no equipamento uma solucao contendo &cido sulfarico a
200 mmol/L, hepta-molibdato amoénio detergente a 0,8 mmol/L e

separadamente os soros a serem analisados.

Glicose:

A glicose presente na amostra é dosada segundo 0 esquema seguinte:
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Glicose glicose oxidase acido glucénico + H,0,

2 H,0; + fenol + amino-4-antipirina  peroxidase cromogénio + 4 H,O
Foi colocada no equipamento uma solugdo contendo as enzimas
hidratadas com a solugcdo tampao e separadamente 0S Soros a serem

analisados.

Proteinas totais:

As proteinas totais do soro foram dosadas colorimetricamente pelo
método de Biureto, que consiste em complexar a proteina com sais de cobre
em meio alcalino, formando um complexo de coordenac¢ao entre o ion cuprico e
quatro grupos NH das cadeias peptidicas. Este complexo absorve em um
comprimento de onda de 545 nm.

Foi colocada no equipamento uma solucéo alcalina a 245 mL contendo
0,2 mol/L de hidréxido de sodio, 5 g/L de iodeto de potassio e 9g/L de tartarato
de sédio e potassio, misturado com 5 mL de uma solucédo de 150g/L de sulfato
de cobre e separadamente os soros a serem analisados.

Triacilglicerdis:

A dosagem dos triacilgliceréis (TAG) séricos foi feita por via inteiramente
enzimatica. A lipase degrada os triacilgliceréis em glicerol mais acidos graxos.
O (glicerol obtido reage com ATP, em presenca da glicerolquinase, obtendo
glicerol-3-fosfato e ADP. O  (glicerol-3-fosfato €& oxidado a
dihidroxiacetonafosfato, pela glicerol-3-fosfato oxidase, liberando &gua
oxigenada. A agua oxigenada, juntamente com paraclorofenol e amino-4-
antipirina, em presenca da peroxidase, transforma-se no cromogénio (que
absorve em 505 nm), liberando agua.

As equacdes foram as seguintes:

: > . .
TAG lipase glicerol + acidos graxos
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Glicerol + ATP glicerol quinase  glicerol-3-fosfato + ADP

Glicerol-3-fosfato glicerol-3-fosfato dihidroxiacetonafosfato + H,O,
oxidase

2H,0,+paraclorofenol+amino-4-antipirina peroxidase cromogénio + 4H,0
Foi colocada no equipamento uma solugcdo tampao, contendo as
respectivas enzimas solubilizadas e separadamente 0s soros a serem

analisados.

Uréia:

Para ser feita a determinacdo cinética, a uréia em meio aquoso foi
transformada em amoénia e gas carbonico, pela acdo da urease. O ion amodnio,
por sua vez juntamente com a-cetoglutarato e NADH, em presenca da
glutamato desidrogenase (GLDH), sdo convertidos a glutamato, NAD" e agua,

segundo as reacoes:

_—
Uréia + H,O urease 2NH3 + CO,

—_—
2NH;" + 2 a-cetoglutarato + 2NADH GLDH 2 glutamato + 2 NAD" + 2H,0

Foi colocada no equipamento uma solugdo contendo 0,29 mmol/L de
NADH, GLDH 3 1000 U/l, urease 3 5000 U/l e 0,4 mmol de ADAP,
solubilizados com um tamp&o contendo 50 mmol/L de Tris pH 8 e 4 mmol/L de

a-cetoglutarato e separadamente os soros a serem analisados.

Apds estes procedimentos o equipamento foi programado e este
promoveu a mistura das solugdes mencionadas acima com 0S SOros
provenientes das amostras que foram analisados. Os comprimentos de onda

utilizados estdo demonstrados no Quadro 6.
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Quadro 6 — Constituintes dosados e seus respectivos comprimentos de onda

Constituintes Comprimento de onda (nm)
Albumina 628
Alanina aminotransferase 340
Aspartato aminotransferase 340
Bilirrubina direta 550
Calcio 612
Colesterol 500
Creatinina 492
Fosforo 340
Glicose 505
Proteinas totais 545
Triacilglicerdis 505
Uréia 340

O aparelho subtraiu a absorvancia encontrada no branco (solucéo
tampdo das enzimas misturadas com soro fisiolégico) e a comparou com a

concentracao padréo existente.

3.3. Segundo ensaio bioldgico — Tolerabilidade Cutanea

Foi feito um teste de tolerabilidade cutdnea onde foram utilizados oito
coelhos albinos da ragca Nova Zelandia (quatro machos e quatro fémeas), que
foram mantidos em gaiolas individuais, recebendo alimentacdo (racéo
comercial) e agua ad libitum.

Vinte e quatro horas antes da aplicacdo da bixina, os pélos da regido
dorsal do tronco dos animais foram depilados. Foram escolhidos
aleatoriamente quatro sitios de aplicacdo da bixina, dois dos quais foram
submetidos a abrasdo, com cuidado para que nao ferisse a pele do animal.

Uma dose de 0,5 g de extrato contendo 28% de bixina solubilizada em
Oleo hipoalergénico foi aplicada em dois sitios, um submetido a abrasdo e o
outro ndo (Fig 3). Os dois outros sitios serviram de controle da reacao. As
areas onde ocorreram as aplicaces foram recobertas com gaze fixada com fita

hipoalergénica.

56



Figura 3 — Representagdo das areas corporais utilizadas no experimento, no
lado direito do coelho, os pontos em vermelho representam as
areas escarificadas com e sem aplicacdo do extrato e no lado
esquerdo, 0s pontos em preto representam as areas nao

escarificadas com e sem aplicacdo do extrato.

A duracéo da exposicao foi de quatro horas, depois a regiéo foi limpa.

Apés quarenta e oito horas todo o procedimento de aplicacdo e de
lavagem foi repetido, durante 10 dias, totalizando 5 aplicacdes. A observacao
dos sintomas de edema, eritema e escaras nos animais foi efetuada apés
sessenta minutos, 24, 48 e 72 horas apés o término da ultima exposicao.

O sistema empregado para a classificacdo das possiveis lesGes foi o
empregado pelo Federal Hazardous Substances Act of the USA (BRITO, 1994).

Os irritantes cutaneos séo definidos conforme o0 esquema a seguir:

Formacao de eritema e escaras

Lesao Valor
SEM EIItEMA .o O
Eritema leve (apenas perceptivel) ....cccooeveeeiiiiiiiiiiiennnn. 1
Eritema bem definido ... 2
Eritema moderado a grave ........ccceevveveeiiiiiin e 3
Eritema grave (vermelho violeta) com escaras ............. 4

Formacao de edema
Lesao Valor

=] 1 =T (=] 0 1 R @]



Edema leve (apenas perceptivel) ......ccoceeeeeiieiiiiiiiiiicieeeeeee, 1
Edema bem definido (bordas menores que 1 mm)................. 2
Edema moderado (bordas de 1 mm) ..., 3
Edema grave (bordas com mais de 1 mm e n&o restrito as

regides de apliCacan) ........coeeevveiiiiiieiiiie e 4

O modelo da tabela que foi utilizado no relatério encontra-se a

seguir, assim como 0 modo de interpretar os resultados nela contidos.

Eritema e escaras | Leitura (H) Coelhos (n°)
1 2 3 4 5 6

X1

Pele integra 1
24
48
72

Pele escarificada 1

24
48 g
72 h

-~ O Q O T 92

Subtotal A = somatoria de a até h

Edema Leitura (H) Coelhos (n%)
1 2 3 4 5 6 X
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Pele integra 1 [
24 ]
48 k
72 I

Pele escarificada 1 m
24 n
48 o]
72 p

Subtotal B = somatoria de i até p

Em seguida, os subtotais A e B sdo somados e o resultado é

dividido por quatro (eritema e edema em pele integra e escarificada). De

acordo com o valor obtido, as substancias sao classificadas em:

0,0 — 1,0 = nao irritante

1,1 — 2,0 = irritante moderado

2,1 - 3,0 = irritante grave

3,1 —-4,0 = corrosivo
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacado do extrato

Os extratos contendo corantes tém sido usados por muito tempo e um
dos primeiros a serem usados foi o de urucum. Nesses extratos ndo ha
carotendide puro, ou simplesmente mistura de carotenoides, mas geralmente
contém grande quantidade e variedade de outros componentes néo
identificados (BRITTON, 1996).

Quadro 7 — Composicao do extrato de bixina

%

Proteina 5,33
Cinzas 2,04
Extrato etéreo 50,49
Tanino 0,009
Umidade 5,49

O ponto de fusdo encontrado foi de 180°C. Segundo HENDRY (1996) a
bixina e a norbixina sdo estaveis ao calor, entretanto, a degradacdo de bixina
pode ocorrer em temperaturas acima de 100°C e o ponto de fusdo pode variar
de 130 a 220°C. O pH foi de 2,62.

O teor de bixina apos 12 meses sob refrigeracéo foi de 20,8%, reduzindo
7,2% do teor inicial. Essa perda pode estar mais relacionada com a exposicao
a luz, ja que ndo ha nenhum relato sobre a instabilidade de extratos contendo
bixina a temperaturas baixas e a bixina estava armazenada em saco plastico

transparente e este pigmento € instavel a luz.

Os resultados do teste de solubilidade estdo apresentados no Quadro 8:
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Quadro 8 — Solubilidade da bixina em diferentes solventes

SOLVENTE SOLUBILIDADE
Agua deionizada (pH — 7,0) N&o soluvel
Alcool metilico Parcialmente soltvel
Alcool etilico Parcialmente soluvel
Eter etilico Soluvel
Cloroférmio Solavel (vermelho tijolo)
Benzeno Parcialmente sollvel (coloracéao forte)
Eter de petroleo Parcialmente solavel (amarelo claro)
Hexano Parcialmente solavel (amarelo claro)

* Solventes da marca Merck, p.a., temperatura ambiente

A ampla solubilidade apresentada pelo extrato, que varia de solventes
polares até apolares, pode ser devido ao fato de o extrato conter inUmeras
substancias, o que pode ser comprovado pela diferenca na coloracéo
apresentada nos extratos dissolvidos em diferentes solventes. Dentre essas
diferentes substancias presentes no extrato, pode-se encontrar outros
carotendides que foram extraidos do urucum juntamente com a bixina e
proteinas que se encontram ligadas aos carotendides e essas proteinas podem

conferir solubilidade aos carotendides.

4.2. Primeiro ensaio biolégico — Toxicologia crbnica

N&o existe garantia de que toda a bixina ingerida pelos animais na forma
de extrato seja absorvida. Segundo O'NEILL e THURNHAM (1997) existem
grandes variacdes entre individuos quanto a absorcdo, entre elas se
destacando a diferenca entre os sexos. Tal fato é de relevancia, pois, neste
estudo foram utilizados animais de ambos 0s sexos.

Em ratos machos, o teor de citocromo P-450, que é um “pool” de
enzimas importantes no processo de biotransformacéo, €, em média, cerca de
40% maior que nas fémeas. Essa capacidade maior dos machos de

biotransformar substancias lipofilicas, através de enzimas microssémicas, faz
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com que reduza a meia-vida bioldgica dessas substancias em relacdo a das
fémeas. Consequentemente, os efeitos farmacoldgicos e toxicolégicos também
variam entre os machos e as fémeas (OGA, 1996). Essa diferenca de
comportamento entre 0os sexos pode ser comprovada pelos resultados obtidos

neste estudo.

4.2.1. Avaliagao comportamental dos animais

Através da observacdo minuciosa e continua do comportamento dos
animais durante 0s seis meses experimentais pode-se constatar que 0s
animais nao tiveram nenhum desvio de comportamento quanto a
agressividade, atividade/inatividade e sedacdo, com excec¢ao de um animal do
sexo feminino do grupo 4, ou seja, do grupo que recebeu 700 mg de bixina,
gue se mostrou apatico durante todo o periodo experimental, mas como se
tratava de um caso isolado, ndo se pode conferir tal reacdo com a acao da
substancia estudada.

Quanto ao consumo de alimento, néo foi verificada nenhuma diferenca
visualmente detectavel entre os grupos, porém, os farelos restantes, isto é, os
que caiam fora do comedouro ndo foram pesados, ndo podendo afirmar que
nao houve alteracdo entre os grupos.

A frequéncia de enchimento dos bebedouros esta apresentada na Figura
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Figura 4 — Frequéncia de enchimento dos bebedouros aos 3 e 6 meses dos
animais do sexo feminino (a) e masculino (b)
Pela analise descritiva dos dados referentes ao consumo de agua, pode-

se verificar que o consumo diminuiu com o passar do tempo, em todos o0s

grupos, tanto das fémeas quanto dos machos. Portanto, por ter o grupo
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controle a mesma tendéncia, tal fato ndo pode ser atribuido a substancia
testada, mas talvez, por um menor requerimento dos animais com maior idade.

Comparando-se 0s grupos testes com o grupo controle, pode-se verificar
que as fémeas do grupo 3 e 4 ingeriram menos agua que o grupo 1 e 2,
entretanto, tal diferenca n&o parece ser muito expressiva. Quanto aos machos,
apesar dos grupos testes ingerirem menos agua que o grupo controle, essa
difernca ndo parece ser muito grande. Nao houve diferenga no consumo entre
machos e fémeas.

A variacdo dos pesos dos animais nas trés pesagens esta representada

na Figura 5.
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Figura 5 — Variacdo do peso médio dos animais do sexo feminino (a) e
masculino (b), no 1° dia, aos 3 e 6 meses

Através da andlise da variacdo dos pesos das fémeas, podemos notar
que entre os grupos 1 e 2 ndo houve grandes diferencas. Entretanto, entre os
machos, o grupo controle apresentou melhor desempenho que os outros
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grupos, o que pode ser devido ao fato de que as doses do extrato eram
relativamente altas para o rato e isso pode ter levado a diminuicdo do consumo

da racéo.

4.2.2. — Dosagens bioquimicas
4.2.2.1. Colesterol total

Em relacéo ao colesterol total, houve diferenca significativa pelo Teste F,
ao nivel de 5% de probabilidade entre machos e fémeas do grupo controle e o
grupo que recebeu 350 mg de bixina (32 més). Quanto ao tempo, houve
diferenca significativa no grupo dos machos que receberam 350 e 700 mg de
bixina e as fémeas que receberam 70 mg.

O grupo dos machos que mais variou em relacdo ao controle foi o que
recebeu 700 mg de bixina, com um aumento de 53,25%, dosado no 6° més e
essa variacdo nao foi significativa pelo Teste de Dunnett, ao nivel de 5% de
probabilidade. Quanto as fémeas, o grupo que mais variou foi o que recebeu 70

mg, dosado no 32 més, apresentando uma reducédo de 64,54% (Quadro 9).

Quadro 9 — Valores médios de colesterol total e percentual de variacdo em
relacdo ao tratamento-controle, em machos e fémeas de ratos
tratados com diferentes doses de bixina e avaliados aos 3 e aos 6
meses
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Doses de Colesterol total (mg/dL) Variagdo em relagdo ao controle (%)
Bixina Tempo

(mg) (meses) Machos Fémeas Machos Fémeas
0 3 66,10 Ba 113,58 Aa - -
84,98 Aa 100,00 Aa +28,56 -11,96
70 3 55,70 Aa 40,28 Ab -15,73 -64,54 *
6 82,20 Aa 94,40 Aa +24,36 -16,89
350 3 51,63 Bb 86,70 Aa -21,89 -23,67
90,97 Aa 101,05 Aa +37,62 -11,03
700 3 58,83 Ab 79,13 Aa -11,00 -30,33
6 101,30 Aa 96,80 Aa +53,25 -14,77

Em cada dose de Bixina e cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada dose de Bixina e cada sexo, a difere de b pelo teste F (P<0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (0 mg de bixina), pelo teste de Dunnett (P<0,05).

N&o houve diferenca significativa quanto a dose para 0s grupos dos
machos, em nenhum tempo, sendo que a média do 3% més foi de 58,07 e do 62
més de 89,86. Houve variacdo significativa quanto a dose para as fémeas, mas
no 32 més ndo houve ajuste de nenhuma equacéo de regressao; entretanto, no
62 més ndo houve diferenca significativa e a média foi de 98,06 (Quadro 10).

Quadro 10 — Equacdes ajustadas aos dados de colesterol total de machos e de
fémeas de ratos avaliados aos 3 e 6 meses, em funcédo de doses

de bixina (B)
Caracteristica Sexo Tempo (meses) Equacéo ajustada R?
Colesterol total Machos 3 Y =58,07 -
Y =89,86 -
Fémeas 3 Médias observadas -
6 Y =98,06 -

Na Figura 6 estdo apresentados os graficos referentes a analise de

regressado dos niveis de colesterol em funcédo das doses de bixina.
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Figura 6 — Estimativas e valores médios de colesterol total de machos (a) e de
fémeas (b) de ratos avaliados aos 3 e 6 meses, em funcédo de doses
de bixina.

Essa diminuicdo do colesterol nos grupos das fémeas pode ser

explicada pelo fato de que os carotendides podem aumentar a concentracdo de

HDL (BENDICH, 1994) e com isso reduzir a concentracao de colesterol total, ja
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que o HDL retira o colesterol da corrente sangiinea e o leva ao figado para
gue possa ser metabolizado.

Muitos trabalhos tém demonstrado a acdo hipocolesterolémica da
curcumina, que também € um carotendide. 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.

Um aumento na atividade da enzima colesterol-7--hidroxilase, que é
uma enzima chave na conversdo de colesterol a acidos biliares, ocorre em
ratos alimentados com curcumina (SURESH BABU e SRINIVASAN (1997).

4.2.2.2. Triacilglicerol

Em relacdo ao triacilglicerol, houve diferenca significativa pelo Teste F,
ao nivel de 5% de probabilidade entre machos e fémeas que receberam 70 mg
de bixina (62 més) e os que receberam 700 mg (32 més). Quanto ao tempo,
houve diferenca significativa no grupo dos machos que nao receberam bixina,
as fémeas que receberam 70 mg e os machos que receberam 350 e 700 mg de
bixina.

O grupo dos machos que mais variou em relacdo ao controle foi uma
reducéo de 43,65%, no grupo que recebeu 700 mg de bixina (32 més) e essa
variagdo foi significativa pelo Teste de Dunnett, ao nivel de 5% de
probabilidade. Quanto as fémeas, o grupo que mais variou foi o que recebeu 70
mg (6° més), que foi um aumento de 18,73% (Quadro 11).

Quadro 11 — Valores médios de triacilglicerol e percentual de variacdo em
relacdo ao tratamento-controle, em machos e fémeas de ratos
tratados com diferentes doses de bixina e avaliados aos 3 e aos
6 meses
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Doses de Triacilglicerol (mg/dL) Variagdo em relagdo ao controle (%)
Bixina Tempo

(mg) (meses) Machos Fémeas Machos Fémeas
0 3 35,58 Ab 38,70 Aa - -

46,68 Aa 45,28 Aa +31,20 +17,00

70 3 37,30 Aa 35,10 Ab +4,83 -9,30
6 34,58 Ba 45,95 Aa -2,81 +18,73

350 3 22,30 Ab 32,83 Aa -37,32 -15,17
42,38 Aa 42,38 Aa +19,11 +9,51

700 3 20,05 Bb 34,48 Aa -43,65 * -10,90
6 40,48 Aa 39,65 Aa +13,77 +2,45

Em cada dose de Bixina e cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada dose de Bixina e cada sexo, a difere de b pelo teste F (P<0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (0 mg de bixina), pelo teste de Dunnett (P<0,05).

No Quadro 12 temos as médias e as equacdes de regressao
correspondentes aos dados de triacilglicerol, em que a bixina teve efeito
significativo apenas no grupo dos machos no terceiro més e se adequou a

equacao de regressao.

Quadro 12 — Equac0Oes ajustadas aos dados de triacilglicerol de machos e de
fémeas de ratos avaliados aos 3 e 6 meses, em funcdo de doses

de bixina (B)
Caracteristica Sexo Tempo (meses) Equacéo ajustada R?
Triacilglicerol Machos 3 Y =36.0062- 002571**B 0,85
6 Médias observadas -
Fémeas 3 Y =35,28 -
Y =4332 -

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t.

Na Figura 7 temos os graficos da analise de regressdo dos dados do
triacilglicerol, em que se ajustou a equacao apenas para o grupo dos machos,

no 32 més. Para os machos observa-se redugdo nos niveis de triacilglicerois
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dependente da dose, ja para as fémeas os valores mantiveram-se constantes e

independente da dose.
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Figura 7 — Estimativas e valores médios de triacilglicerol de machos (a) e de
fémeas (b) de ratos avaliados aos 3 e 6 meses, em funcao de
doses de bixina.

O efeito significativo sobre a diminuicdo da concentracdo de colesterol
pode ter sido devido a acdo da lipase lipoprotéica que pode ser ativada pela
bixina (LIMA, 2001). O mecanismo de acao para explicar tal fato é a formacao
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de quelatos entre a enzima e esses compostos. Esses quelatos induzem a
mudanca conformacional da enzima, modificando seu centro ativo (MOULIN et
al., 1994).

Um estudo realizado sobre o efeito de diversos corantes, inclusive a
curcuma, que é um carotendide, sobre a concentracdo de colesterol e
triacilglicerois, demonstrou que a curcuma reduziu a concentracdo sérica de
triacilglicerois (VALENTE, 1998).

Segundo HASMEDA e POLYA (1995), a cUrcuma estimula a conversao
de AMP a AMPc. O AMPc atua estimulando a proteina quinase, que por sua

vez, ativa a lipase. Essas enzimas agem hidrolisando os triacilgliceréis.

4.2.2.3. Albumina

No Quadro 13, podemos observar que houve diferencga significativa pelo
Teste F, ao nivel de 5% de probabilidade, em relacdo a albumina, entre
machos e fémeas no grupo que nao recebeu bixina (6° més). Quanto ao tempo,
podemos verificar que houve diferenca significativa apenas no grupo dos
machos que nao receberam bixina. Entdo podemos supor que a bixina nao
interfere nas dosagens de albumina, avaliando-se o tempo e 0 sexo, pois,

apenas o grupo gue nao recebeu a substancia teve efeito significativo.

Quadro 13 — Valores médios de albumina e percentual de variagdo em relacéo
ao tratamento-controle, em machos e fémeas de ratos tratados
com diferentes doses de bixina e avaliados aos 3 e aos 6 meses
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Doses de Albumina (mg/dL) Variag@o em relagéo ao controle (%)
Bixina Tempo

(mg) (meses) Machos Fémeas Machos Fémeas
0 3 3,78 Aa 4,05 Aa - -
3,27 Bb 3,98 Aa -13,49 -1,73
70 3 4,04 Aa 4,09 Aa +6,88 +0,99
3,87 Aa 3,99 Aa +2,38 -1,48
350 3 3,81 Aa 4,02 Aa +0,79 -0,74
4,21 Aa 4,19 Aa +11,38 +3,46
700 3 3,78 Aa 3,87 Aa 0 -4,44
4,00 Aa 4,23 Aa +5,82 +4.,44

Em cada dose de Bixina e cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada dose de Bixina e cada sexo, a difere de b pelo teste F (P<0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (0 mg de bixina), pelo teste de Dunnett (P<0,05).

O grupo que teve maior variacdo em relagdo ao controle foi o dos
machos que ndo receberam bixina (6% més), com uma diminuicédo de 13,49% e
as fémeas que receberam 700 mg de bixina (32 més), tendo uma reducéo de
4,44% e, no 62 més, um aumento de 4,44%.

No Quadro 14, pode-se observar que a bixina teve efeito significativo
somente no grupo dos machos no 6° més e foi ajustada uma equacio de

regressao.

Quadro 14 — EquacgOes ajustadas aos dados de albumina de machos e de
fémeas de ratos avaliados aos 3 e 6 meses, em funcéo de doses

de bixina (B)
Caracteristica Sexo Tempo (meses) Equacéao ajustada R?
Albumina Machos 3 Y =385 -
¥ = 3,4101+0,004161* *B - 0,000004768**B2 987
Fémeas 3 Y =401 -
Y =410 -

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t.
Pela Figura 8 podemos verificar as analises de regresséao, que avaliam o

efeito das doses. Observa-se que houve um aumento na concentracdo de

albumina sérica nos grupos de machos que receberam a bixina em relacao ao

grupo controle, no sexto més de experimento. Entretanto, no terceiro més e em
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féemeas (32 e 62 més) ndo houve diferenca significativa entre as diferentes
doses de bixina ingeridas.

A concentracao de albumina sérica s6 se encontram elevados nos casos
de hemoconcentracdo ou desidratacdo. Segundo ALCANTARA (1985), quando

se anestesia 0s animais utilizando éter pode ocorrer hemoconcentracao.
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Figura 8 — Estimativas de albumina de machos (a) e de fémeas (b) de ratos
avaliados aos 3 e 6 meses, em funcao de doses de bixina.

4.2.2.4. Creatinina
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Os niveis de creatinina de machos e fémeas do grupo que nao recebeu
bixina (62 més) e do que recebeu 350 mg de bixina (62 més) diferiram
estatisticamente entre si, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo Teste de
Dunnett. Quanto ao tempo, houve diferenca significativa entre o 3% e 62 més,
ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Dunnett, no grupo controle das
fémeas, machos e fémeas que receberam 70 mg de bixina e fémeas que
receberam 350 e 700 mg de bixina. Com isso, podemos notar que o tempo teve
maior interferéncia que o sexo, o que pode ser devido a relagdo com a
guantidade final ingerida ao longo do experimento, levando-nos a supor que o
metabolismo da creatinina sofre interferéncia da quantidade de bixina ao longo
do tempo, ou que com o envelhecimento do animal tal metabolismo pode ser
alterado. No grupo dos machos o que sofreu maior variagdo em relacdo ao
grupo controle foi 0 que recebeu 70 mg (62 més), com um aumento de 52,17%.
E no grupo das fémeas foi o que recebeu 700 mg, onde houve um decréscimo
de 40% (Quadro 15).

Quadro 15 — Valores médios de creatinina e percentual de variacdo em relacéo
ao tratamento-controle, em machos e fémeas de ratos tratados
com diferentes doses de bixina e avaliados aos 3 e aos 6 meses

Doses de Creatinina (mg/dL) Variag@o em relagéo ao controle (%)
Bixina Tempo
(mg) (meses) Machos Fémeas Machos Fémeas
0 3 0,46 Aa 0,55 Ab - -
0,40 Ba 0,71 Aa -13,04 +29,09
70 3 0,44 Ab 0,47 Ab -4,35 -14,55
6 0,70 Aa 0,64 Aa +52,17 * +16,36
350 3 0,36 Aa 0,44 Ab -21,74 -20,00
0,50 Ba 0,69 Aa +8,70 +25,45
700 3 0,37 Aa 0,33 Ab -19,57 -40,00 *
6 0,48 Aa 0,52 Aa +4,35 -5,45

Em cada dose de Bixina e cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada dose de Bixina e cada sexo, a difere de b pelo teste F (P<0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (0 mg de bixina), pelo teste de Dunnett (P<0,05).

Quanto & dosagem, podemos verificar que os grupos dos machos (32
més) nao tiveram diferenca significativa entre si e a média de creatinina foi de
0,41 mg/dL. S6 houve diferenca significativa quanto & dose no 62 més, mas néo
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houve adequacdo de nenhuma equacao de regressao. Entretanto, houve
diferenca significativa quanto & dose no grupo das fémeas, tanto no 32 como no
62 més (Quadro 16).

Quadro 16 — Equacdes ajustadas aos dados de creatinina de machos e de
fémeas de ratos avaliados aos 3 e 6 meses, em funcédo de doses

de bixina (B)
Caracteristica Sexo Tempo (meses) Equacéo ajustada R?
Creatinina Machos 3 Y =041 -
Médias observadas -
Fémeas 3 Y =0,5230- 0,0002719**B 0,92

Y =0,7072- 0,0002356* B 0,68

** @ * Significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste t.

Na Figura 9 estdo apresentadas as estimativas e valores médios de
creatinina. No grupo dos machos, no terceiro més, ndo houve diferenca
significativa em relagédo ao controle, entretanto, no sexto més, houve aumento
Nnos grupos que receberam bixina, sendo o0 maior aumento, N0 grupo que
recebeu 70 mg. No grupo das fémeas houve reducdo significativa, tanto no
terceiro quanto no sexto més de experimento, sendo que a redu¢ao ocorreu a
medida que foi aumentando a dose de bixina, levando-nos a concluséo de que

a bixina tem efeito sobre o metabolismo da creatinina.
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Figura 9 — Estimativas e valores médios de creatinina de machos (a) e de

fémeas (b) de ratos avaliados aos 3 e 6 meses, em funcdo de
doses de bixina.

4.2.2.5. Uréia

A concentracdo de uréia ndo depende somente da filtragcdo glomerular,

mas também do fluxo urinario de sua producdo, que depende da ingestdo
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alimentar de protidios e do catabolismo protéico endbégeno, sendo a
creatinemia um parametro muito mais valido para acompanhar a evolucao de
uma insuficiéncia renal que a uréia sanguinea (FREJAVILLE, 1989).

No Quadro 17 podemos verificar que houve diferenca significativa entre
machos e fémeas, ao nivel de 5% pelo Teste F, em relacdo a uréia, no grupo
gue ndo recebeu bixina, tanto no terceiro quanto no sexto més. Quanto ao
tempo, ndo houve diferencga significativa em nenhum grupo. Isto nos leva a crer
que essa alteracdo nos niveis de uréia é devido a uma diferenca normal entre
sexos, e como, ndo houve diferenca nos grupos que receberam a bixina,
podemos concluir que tal substancia alterou os niveis de uréia dos animais,
havendo um aumento nos machos e diminuicdo nas fémeas em relacdo ao

controle, levando a uma relativa equiparagéo.

Quadro 17 — Valores médios de uréia e percentual de variacdo em relacdo ao
tratamento-controle, em machos e fémeas de ratos tratados com
diferentes doses de bixina e avaliados aos 3 e aos 6 meses

Doses de Uréia (mg/dL) Variagéo em relagéo ao controle (%)
Bixina Tempo
(mg) (meses) Machos Fémeas Machos Fémeas
0 3 37,23 Ba 58,90 Aa - -

6 25,39 Ba 53,13 Aa -34,80 -9,80
70 3 43,73 Aa 47,10 Aa +17,46 -20,03
47,65 Aa 42,30 Aa +27,99 -28,18
350 3 40,78 Aa 45,93 Aa +9,54 -22,02
6 44,85 Aa 39,33 Aa +20,47 -33,23
700 3 37,83 Aa 39,15 Aa +1,61 -33,53
49,00 Aa 50,78 Aa +31,61 -13,79

Em cada dose de Bixina e cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada dose de Bixina e cada sexo, a difere de b pelo teste F (P<0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (0 mg de bixina), pelo teste de Dunnett (P<0,05).

Pelo Quadro 18, podemos observar que quanto as doses houve
diferenca significativa no grupo dos machos no sexto més, mas nao se
adequou nenhuma equacéo de regressédo. E houve diferenca significativa no

grupo das fémeas dosado no terceiro mes.
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Quadro 18 — Equacdes ajustadas aos dados de uréia de machos e de fémeas
de ratos avaliados aos 3 e 6 meses, em funcdo de doses de

bixina (B)
Caracteristica Sexo Tempo (meses) Equacéao ajustada R?
Uréia Machos 3 Y =39,89 -
Médias observadas -
Fémeas 3 Y =539671- 0,02214* B 0,74

Y =46,39 -

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste t.

Pela Figura 10 pode-se observar a concentracdo de uréia em funcéo das
doses de bixina para os machos. Nao houve alteracbes na concentracdo de
uréia em nenhum dos grupos em relacdo ao controle aos trés meses. Houve
um aumento da concentracao de uréia nos grupos que receberam bixina, no
sexto més. Entretanto, no grupo das fémeas, houve redugcéo da concentracéo
de uréia em relacdo ao grupo controle, no terceiro més, e essa reducao se deu
proporcionalmente ao aumento das doses de bixina. No sexto més ndo houve

alteracao.
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Figura 10 — Estimativas e valores médios de uréia de machos (a) e de fémeas
(b) de ratos avaliados aos 3 e 6 meses, em funcdo de doses de
bixina.

A relagdo uréia sanguineal/creatininemia € um importante fator para
melhor analisar, face a concentracdo de uréia sanguinea elevada, o papel dos
fatores renais e extra-renais. Assim, quando esta relacao for superior a 20,
podera tratar-se de uma ingestdo excessiva de proteinas em um caso de
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insuficiéncia renal, ou da presenca de sangue no tubo digestivo, de
insuficiéncia renal funcional por desidratacdo, hipovolemia ou insuficiéncia
cardiaca (FREJAVILLE, 1989). No presente estudo todos os grupos tiveram
relacdo superior a 20, porém, mesmo O grupo controle apresentou niveis
aumentados de uréia. O normal segundo CRISPENS Jr. (1975) é de 35,3 —
38,3 mg/dL. Isto pode ser devido a um problema renal decorrente da

intoxicacdo dos animais pelo cobre proveniente do bebedouro dos animais.

4.2.2.6. Glicose

Os machos e fémeas diferiram significativamente, ao nivel de 5% de
probabilidade, pelo Teste F, em relacdo a concentracéo de glicose, somente no
grupo controle (32 més).

A maior variagdo em relacdo ao controle se deu, quanto aos machos, no
grupo que recebeu 350 mg de bixina (62 més), com um decréscimo de 47,45%,
sendo essa variacao significativa, ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste
de Dunnett. Quanto as fémeas a maior variacdo foi o grupo que recebeu
700mg, com elevacédo da concentracdo sérica de glicose de 34,50, porém essa

variacdo nao foi significativa (Quadro 19).

Quadro 19 — Valores médios de glicose e percentual de variagdo em relagdo ao
tratamento-controle, em machos e fémeas de ratos tratados com
diferentes doses de bixina e avaliados aos 3 e aos 6 meses
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Doses de Glicose (mg/dL) Variag@o em relagéo ao controle (%)

Bixina Tempo

(mg) (meses) Machos Fémeas Machos Fémeas
0 3 217,70 Aa 153,83 Ba - -
172,28 Aa 141,78 Aa -20,86 -7,83
70 3 240,03 Aa 203,15 Aa +10,26 +32,06
144,20 Ab 157,23 Aa -33,76 +2,21
350 3 188,20 Aa 167,45 Aa -13,55 +8,85
114,40 Ab 166,30 Aa -47,45 * +8,11
700 3 211,08 Aa 206,90 Aa -3,04 +34,50
136,95 Ab 128,53 Ab -37,09 * -16,45

Em cada dose de Bixina e cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada dose de Bixina e cada sexo, a difere de b pelo teste F (P<0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (0 mg de bixina), pelo teste de Dunnett (P<0,05).

Pelo Quadro 20 podemos verificar que houve diferenca significativa,
quanto as doses, apenas no grupo das fémeas dosadas no terceiro més, no

entanto, ndo se ajustou nenhuma equacgao de regressao.

Quadro 20 — Equacbes ajustadas aos dados de glicose de machos e de
fémeas de ratos avaliados aos 3 e 6 meses, em funcdo de
doses de bixina (B)

Caracteristica Sexo Tempo (meses) Equacéo ajustada R?
Glicose Machos 3 Y =214,25 -
Y =1419 -
Fémeas 3 Médias observadas -
6 Y =148,46 -

Na Figura 11 podemos observar o efeito das doses sobre os niveis de

glicose nos animais.
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Figura 11 — Estimativas e valores médios de glicose de machos (a) e de
fémeas (b) de ratos avaliados aos 3 e 6 meses, em funcdo de
doses de bixina.

A concentracdo sérica de glicose dos animais de ambos o0s sexos,
inclusive os do controle, encontra-se elevada, pois, segundo CRISPENS Jr.

(1975) o valor considerado normal € 70 mg/dL. Uma provavel explicacdo para

este fato é que estes animais foram anestesiados com éter e nesta situacao a
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glicemia pode tornar-se alta (LIMA et al, 1985 e ALCANTARA, 1985). Os
machos tiveram sua concentracdo sérica de glicose diminuida no sexto més
em relacdo ao terceiro, porém, esta nao diferiu significativamente em relacéo
ao controle. O comportamento das fémeas foi semelhante aos machos no que
diz respeito a diminuicdo da concentracdo no sexto més e a ndo existéncia de
diferenca significativa dos grupos que receberam bixina em relacdo ao controle
(62 més), porém, no terceiro més 0s grupos que receberam a substancia
diferiram entre si, sem uma devida adequacao de equacéo de regressao.
Esses dados nao concordam com os obtidos por MORRISON e WEST
(1985), em que caes de ambos os sexos receberam extrato oleoso de urucum
e obtiveram uma diminui¢cdo na concentracao de glicose. Embora nesse estudo
animais de ambos os sexos tenham sido usados, ndo houve andlise separada

por sexo, o que pode ter levado ao mascaramento do efeito nas fémeas.

4.2.2.7. Célcio

A concentracdo sérica de célcio foi significativamente diferente entre os
sexos, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo Teste F, no grupo que nao
recebeu bixina (62 més) e no grupo que recebeu 350 mg (32 més). Quanto ao
tempo, houve diferenca no grupo dos machos que néo receberam bixina, das
fémeas e machos que receberam 70 mg e os machos que receberam 350 e
700 mg de bixina. Com isso podemos concluir que o fator tempo teve mais
efeito sobre os niveis de calcio do que o fator sexo.

O grupo dos machos que mais sofreu variagdo foi 0 que nao recebeu
bixina (62 més), que teve sua concentracdo reduzida em 20,79%, sendo esta
significativa, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo Teste de Dunnett. O grupo
das fémeas que mais variou foi 0 que recebeu 70 mg (3% més), que teve seus

niveis aumentados em 10,80% (Quadro 21).

Quadro 21 — Valores médios de célcio e percentual de variacdo em relacdo ao
tratamento-controle, em machos e fémeas de ratos tratados com
diferentes doses de bixina e avaliados aos 3 e aos 6 meses

Doses de Célcio (mg/dL) Variagdo em relagdo ao controle (%)
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Bixina Tempo

(mg) (meses) Machos Fémeas Machos Fémeas
0 3 10,58 Aa 10,00 Aa - -

6 8,38 Bb 10,76 Aa -20,79 * +7,60

70 3 11,22 Aa 11,08 Aa +6,05 +10,80
9,01 Ab 9,32 Ab -14.,84 -6,80

350 3 12,38 Aa 10,04 Ba +17,01 +0,40
6 8,82 Ab 9,30 Aa -16,64 -7,00

700 3 11,48 Aa 10,16 Aa +8,51 +1,60
8,71 Ab 9,16 Aa -17,67 -8,40

Em cada dose de Bixina e cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada dose de Bixina e cada sexo, a difere de b pelo teste F (P<0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (0 mg de bixina), pelo teste de Dunnett (P<0,05).

Quanto as doses, podemos verificar no Quadro 22, que houve efeito

significativo apenas no grupo dos machos (32 més).

Quadro 22 — Equacdes ajustadas aos dados de calcio de machos e de fémeas
de ratos avaliados aos 3 e 6 meses, em funcdo de doses de

bixina (B)
Caracteristica Sexo Tempo (meses) Equacéo ajustada R?
Calcio Machos 3 Y =10,6050+0,008962 B - 0,00001103* B2 0,99
6 Y =873 -
Fémeas Y = 10,32 -
Y =964 -

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste t.

Pela Figura 12 podemos observar a tendéncia das estimativas do célcio
dos dois sexos, em funcéo das doses de bixina.
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Figura 12 — Estimativas de célcio de machos (a) e de fémeas (b) de
ratos avaliados aos 3 e 6 meses, em funcdo de doses de
bixina.

A concentracdo de célcio dos machos diminuiu no 6° més em relacéo ao

32, sendo que, no 62 més nao houve diferenca entre os tratamentos. No 3° més
houve um aumento na concentracdo em relacdo ao controle. As fémeas

seguiram a mesma tendéncia dos machos no que diz respeito a diminuicdo na
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concentracdo do 62 més em relacdo ao 3%, porém, em nenhum tempo houve
diferenca significativa entre os grupos.

Existem variag@es fisiolégicas de calcemia conforme a idade e o sexo.
No homem adulto, a concentracdo de calcio diminui com a idade, enquanto, na
mulher, as variacbes sdo minimas (FREJAVILLE, 1989). Os dados obtidos
neste estudo concordam com o referido acima. Se compararmos as
concentracdes séricas de célcio, poderemos verificar que houve diminuicao do
3% para 0 62 més entre os machos, porém, entre as fémeas, quase ndo houve

alteracao.

4.2.2.8. Fosforo

Pelo Quadro 23 podemos verificar que existe diferenca significativa entre
0s sexos em relacao ao fosforo, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo Teste F,
no grupo que néao recebeu bixina e nos grupos que receberam 350 e 700 mg
de bixina (62 més).
Houve diferenca significativa em relacdo ao tempo, no grupo de machos
que nao recebeu bixina e nos grupos que receberam 700 mg de bixina (32 e 62
més). Com isso, notamos que tanto o fator sexo quanto o tempo interferem na
concentracgao de fosforo.
A maior variagcédo ocorrida entre os machos em relagcdo ao controle, foi
do grupo que recebeu 700 mg (32 més), que teve um aumento de 18,62% e
quanto as fémeas, o grupo que mais variou foi o que recebeu 700 mg de bixina
(62 més), cujo grupo teve sua concentracdo aumentada em 27,78% e esta foi
significativa ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Dunnett.
Em relacdo as diferentes doses, houve diferenca significativa apenas no

grupo das fémeas dosadas no sexto més (Quadro 24).

Quadro 23 — Valores médios de fosforo e percentual de variacao em relacdo ao
tratamento-controle, em machos e fémeas de ratos tratados com
diferentes doses de bixina e avaliados aos 3 e aos 6 meses

Doses de Fosforo (mg/dL) Variagdo em relagéo ao controle (%)
Bixina Tempo
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(mg) (meses) Machos Fémeas Machos Fémeas

0 3 7,84 Aa 8,17 Ab - -

6 8,09 Ba 10,10 Aa +3,19 +23,62

70 3 8,51 Aa 7,68 Aa +8,55 -6,00

8,18 Aa 7,38 Aa +4,34 -9,67

350 3 8,55 Aa 7,31 Aa +9,06 -10,53

6 8,96 Aa 7,31 Ba +14,29 -10,53

700 3 9,30 Aa 8,34 Ab +18,62 +2,08
7,64 Bb 10,44 Aa -2,55 +27,78 *

Em cada dose de Bixina e cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada dose de Bixina e cada sexo, a difere de b pelo teste F (P<0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (0 mg de bixina), pelo teste de Dunnett (P<0,05).

Quadro 24 — Equac0es ajustadas aos dados de fésforo de machos e de fémeas
de ratos avaliados aos 3 e 6 meses, em funcdo de doses de

bixina (B)
Caracteristica Sexo Tempo (meses) Equacéao ajustada R?
Faosforo Machos 3 Y =855 -
Y =822 -
Fémeas 3 Y =788 -

Y =9,3629- 0,01549 B +0,00002448* * B2 0,80

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste t.

Na Figura 13 estdo apresentados os graficos referentes as estimativas
de fosforo em funcdo das doses de bixina.

A concentracdo de fosforo no sexto més sofreu uma diminuicdo em
relacdo ao terceiro més, porém, em nenhum dos tempos, houve diferenca
significativa entre os tratamentos. Quanto as fémeas ndo houve diferenca
significativa entre 0s grupos no terceiro més e no sexto més houve uma
reducdo, com nivel minimo no grupo que recebeu 350 mg de bixina e
novamente aumento com pico maximo no grupo que recebeu 700 mg de bixina.
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Esses dados concordam com o que descreve FREJAVILLE (1989) no
que diz respeito a concentracdo de fésforo de mulheres, que seguem uma
tendéncia de diminuir com a idade e depois voltar a aumentar. Entretanto,
quanto ao homem nao condiz, pois para 0s autores existe uma tendéncia da
concentracao seérica de fésforo diminuir com o avanco da idade e no estudo em

guestédo, praticamente as concentragcdes mantiveram-se inalteradas.
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Figura 13 — Estimativas de fésforo de machos (a) e de fémeas (b) de ratos
avaliados aos 3 e 6 meses, em funcéo de doses de bixina.
4.2.2.9. Relacdo Ca:P
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Quanto a relacdo Ca:P pode ser verificada que as diferencas
significativas entre os sexos, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo Teste F,
ocorreram no grupo que recebeu 350 e 700 mg de bixina (6° més). O fator
tempo interferiu na relagcdo Ca:P no grupo controle dos machos, no grupo dos
machos que receberam 70 e 350 mg de bixina e no das fémeas que receberam
700 mg de bixina.

A maior variacéo foi uma reducéo de 26,67% no grupo dos machos que
receberam 350 mg de bixina (6° més) e uma reducéo de 26,83% no grupo das
fémeas que receberam 700 mg de bixina (62 més), sendo ambos os resultados
significativos, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo Teste de Dunnett (Quadro
25).

Quadro 25 — Valores médios de relacdo célcio:fosforo e percentual de variacdo
em relacdo ao tratamento-controle, em machos e fémeas de ratos
tratados com diferentes doses de bixina e avaliados aos 3 e aos 6

meses
Doses de Relagédo Ca:P Variag@o em relagéo ao controle (%)
Bixina Tempo
(mg) (meses) Machos Fémeas Machos Fémeas
0 3 1,35 Aa 1,23 Aa - -
6 1,04 Ab 1,08 Aa -22,96 * -12,20
70 3 1,32 Aa 1,46 Aa -2,22 +18,70
1,11 Ab 1,27 Aa -17,78 +3,25
350 3 1,46 Aa 1,38 Aa +7,41 +12,20
6 0,99 Bb 1,28 Aa -26,67 * +4,07
700 3 1,24 Aa 1,22 Aa -8,15 -0,81
1,16 Aa 0,90 Bb -14,07 -26,83 *

Em cada dose de Bixina e cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada dose de Bixina e cada sexo, a difere de b pelo teste F (P<0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (0 mg de bixina), pelo teste de Dunnett (P<0,05).

Quanto as doses houve diferenca significativa, como podemos verificar
no Quadro 26, apenas no grupo das fémeas (62 més). Houve diferenca
significativa no grupo das fémeas dosado no terceiro més, mas ndo houve

adequacao de nenhuma equacao de regressao.

92



Quadro 26 — Equac®es ajustadas aos dados da relagao calcio: fésforo de
machos e de fémeas de ratos avaliados aos 3 e 6 meses, em
fungéo de doses de bixina (B)

Caracteristica Sexo Tempo (meses) Equacéo ajustada R?
Relagéo Ca:P Machos Y =134 -
Y =108 -
Fémeas 3 Médias observadas -
6 Y =11213+0,001372* B - 0,000002415* * B2 0.93

** @ * Significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste t.

Pela Figura 14 podemos verificar os graficos referentes as estimativas
da relacdo Ca:P em funcéo das doses de bixina.

A relacdo Ca:P sofreu uma reducdo no sexto més se comparada ao
terceiro, nos grupos dos machos, ndo havendo, entretanto, diferenca
significativa entre os tratamentos. Quanto as fémeas, houve também uma
reducdo na relacdo Ca:P no sexto més em relacdo ao terceiro. Tanto no
terceiro quanto no sexto més, houve um ligeiro aumento nessa relacdo até os
niveis de 350 mg de bixina e depois houve uma reducdo. Porém, no terceiro
més, o pico maximo foi verificado no grupo que recebeu 70 mg de bixina.

A relagdo Ca:P foi muito enfatizada no passado, mas um estudo mostrou
pouca ou nenhuma influéncia dessa relacdo em se variando as ingestdes de
calcio e fosforo, onde, se a dieta contiver calcio suficiente sua absorcdo néo
seria afetada (CARRAZA, 1988). Nornan (1978), citado por CARRAZA (1988),
esclarece que os problemas de absorcao intestinal de calcio e fésforo devem
ser apreciados de maneira integrada com outros fatores da homeostasia do
calcio, e que as vias de absorcao intestinal de célcio e fésforo sdo dissociadas,

favorecendo as absorc¢des independentes.
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Figura 14 — Estimativas e valores médios da relacédo calcio:fésforo de machos
(@) e de fémeas (b) de ratos avaliados aos 3 e 6 meses, em
funcdo de doses de bixina.

4.2.2.10. Bilirrubina direta

Em relacédo ao fator sexo, houve diferenca significativa, ao nivel de 5%

de probabilidade, pelo Teste F, em relacdo a bilirrubina direta para o grupo que
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recebeu 70 mg de bixina (6° més), e quanto ao fator tempo, 0s grupos que
apresentaram diferencas significativas foram o das fémeas e dos machos que
receberam 700 mg de bixina.

Nos grupos dos machos o que apresentou maior variacdo em relagcéo ao
controle foi o que recebeu 700 mg de bixina (62 més) e esta variacdo
correspondeu a um aumento de 112,50%, sendo nao significativo, ao nivel de
5% de probabilidade pelo Teste de Dunnett. Nos grupos das fémeas, o que
maior variacdo sofreu foi igualmente o grupo que recebeu 700 mg de bixina (6°
més), apresentando um aumento de 183,33%, que foi significativo ao nivel de
5% de probabilidade pelo Teste de Dunnett (Quadro 27).

Quadro 27 — Valores médios de bilirrubina direta e percentual de variagdo em
relacdo ao tratamento-controle, em machos e fémeas de ratos
tratados com diferentes doses de bixina e avaliados aos 3 e aos

6 meses
Doses de Bilirrubina direta (mg/dL) Variag@o em relagéo ao controle (%)
Bixina Tempo
(mg) (meses) Machos Fémeas Machos Fémeas
0 3 0,08 Aa 0,06 Aa - -
6 0,11 Aa 0,08 Aa +37,50 +33,33
70 3 0,11 Aa 0,07 Aa +37,50 +16,67
0,14 Aa 0,06 Ba +75,00 0
350 3 0,09 Aa 0,10 Aa +12,50 +66,67
6 0,15 Aa 0,12 Aa +87,50 +100,00
700 3 0,08 Ab 0,09 Ab 0 +50,00
0,17 Aa 0,17 Aa +112,50 +183,33 *

Em cada dose de Bixina e cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada dose de Bixina e cada sexo, a difere de b pelo teste F (P<0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (0 mg de bixina), pelo teste de Dunnett (P<0,05).

No Quadro 28 estdo apresentadas as equacdes referentes aos dados da
bilirrubina direta, e através deste podemos verificar que a dose que apresentou

diferenca significativa foi do grupo das fémeas dosadas no sexto més.
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Quadro 28 — Equacdes ajustadas aos dados de bilirrubina direta de machos e
de fémeas de ratos avaliados aos 3 e 6 meses, em funcdo de
doses de bixina (B)

Caracteristica Sexo Tempo (meses) Equacéo ajustada R?
Bilirrubina Machos 3 Y =0,09 -
Direta Y =014 i
Fémeas 3 Y =873 -
Y =0,06401+ 0,0001486* * B 0,94

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste t.

Na Figura 15 estdo apresentados os graficos referentes as diferentes
doses de bixina em relacdo a concentracao de bilirrubina.

Por eles podemos verificar que nos grupos dos machos, tanto o dosado
no terceiro quanto o dosado no sexto més, nao houve diferenca significativa
entre as doses, levando-nos a crer que tal substancia ndo interfere na
concentracdo de bilirrubina direta em machos. Nos grupos das fémeas, o
mesmo aconteceu com o grupo dosado no terceiro més. Entretanto, no dosado
no sexto més houve um aumento significativo com o aumento das doses de
bixina. Pode-se concluir que a bixina pode interferir na concentracdo de
bilirrubina direta em fémeas e por ter ocorrido no sexto més, podemos crer que
possa ocorrer um efeito acumulativo da substancia ou o envelhecimento
organico pode afetar o metabolismo da bilirrubina direta. A hiperbilirrubinemia
ocorre, sobretudo nas circunstancias seguintes: lesao difusa do parénquima
hepatico (hepatite toxica e infecciosa, cirrose), obstrucdo dos canais biliares e
hemolise excessiva (LIMA et al., 1985). A bilirrubina € um pigmento de cor
amarela com o maximo de absorcdo em 450 nm. Os carotendides absorvem
cerca do mesmo comprimento de onda, de modo que a ingestdao de
carotendides pode limitar seriamente a medida espectrométrica direta da

bilirrubina no soro.
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Figura 15 — Estimativas de bilirrubina direta de machos (a) e de fémeas (b) de
ratos avaliados aos 3 e 6 meses, em funcdo de doses de bixina.
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4.2.2.11. Proteinas

A concentracao sérica de proteinas teve diferenca significativa entre os
sexos, somente nos grupos que nao receberam bixina, portanto, tal diferenca
pode ser considerada fisiolégica. Entretanto, os grupos que receberam
diferentes doses de bixina (62 més), nédo apresentaram diferenca significativa e
com isso, acreditamos que possa ter ocorrido alguma interferéncia da
substancia estudada a ponto de anular tais diferencas. Quanto ao tempo, os
anicos grupos que apresentaram diferencas significativas foram as fémeas e
machos que receberam 700 mg de bixina.

Os grupos que mais sofreram variacdo em relacdo ao controle pelo
Teste de Dunnett, ao nivel de 5% de probabilidade, foram o dos machos que
receberam 350 mg (62 més) com um aumento de 11,68% e das fémeas que

n&o receberam bixina (62 més), com um aumento de 11,54% (Quadro 29).

Quadro 29 — Valores médios de proteina e percentual de variacdo em relacéo
ao tratamento-controle, em machos e fémeas de ratos tratados
com diferentes doses de bixina e avaliados aos 3 e aos 6 meses

Doses de Proteina (g/dL) Variagéo em relagéo ao controle (%)
Bixina Tempo
(mg) (meses) Machos Fémeas Machos Fémeas
0 3 60,80 Aa 64,10 Aa - -

54,60 Ba 71,50 Aa -10,20 +11,54

70 3 60,83 Aa 63,40 Aa +0,05 -1,09
6 64,38 Aa 64,28 Aa +5,89 +0,28

350 3 62,33 Aa 63,50 Aa +2,52 -0,94
67,90 Aa 64,40 Aa +11,68 +0,47

700 3 58,13 Ab 58,28 Ab -4,39 -9,08
6 66,25 Aa 67,98 Aa +8,96 +6,05

Em cada dose de Bixina e cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada dose de Bixina e cada sexo, a difere de b pelo teste F (P<0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (0 mg de bixina), pelo teste de Dunnett (P<0,05).

A dose que apresentou diferenca significativa foi no grupo dos machos

dosados no sexto més (Quadro 30).
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Quadro 30 — Equacdes ajustadas aos dados de proteina de machos e de
fémeas de ratos avaliados aos 3 e 6 meses, em funcéo de doses

de bixina (B)
Caracteristica Sexo Tempo (meses) Equacéo ajustada R?
Proteina Machos 3 Y =14846 -
Y= 57,1760+ 0,05609* B - 0,00006219* B2 0.80
Fémeas 3 Y =62,32 -
Y = 67,04 -

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste t.

Pela Figura 16, podemos verificar o comportamento dos niveis de
proteinas em relacéo as diferentes doses de bixina.

Podemos observar que em relacdo aos machos, 0os grupos dosados no
terceiro més néo tiveram diferencas significativas entre si, mas, os dosados no
sexto més, apresentaram um aumento em todos os tratamentos em relacéo ao
controle.

Em relacdo as fémeas, ndo houve diferencas significativas em nenhum
tempo de dosagem.

Os niveis aumentados de proteina sérica podem ser devido a

hemoconcentracéo.
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Figura 16 — Estimativas de proteina de machos (a) e de fémeas (b) de ratos
avaliados aos 3 e 6 meses, em funcéo de doses de bixina.
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4.2.2.12. Aspartato aminotransferase

No Quadro 31, podemos verificar que as diferencas significativas em
relacdo ao sexo, ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste F, ocorreram no
grupo controle, dosado no terceiro e sexto més, e no grupo que recebeu 700

mg de bixina (62 més).

Quadro 31 — Valores médios de aspartato aminotransferase e percentual de
variacdo em relagdo ao tratamento-controle, em machos e
fémeas de ratos tratados com diferentes doses de bixina e
avaliados aos 3 e aos 6 meses

Doses de AST (UIl) Variagdo em relagéo ao controle (%)
Bixina Tempo
(mg) (meses) Machos Fémeas Machos Fémeas
0 3 87,25 Ba 208,25 Aa - -
87,75 Ba 216,00 Aa +0,57 +3,72
70 3 98,00 Aa 93,50 Aa +12,32 -55,10 *
6 113,00 Aa 104,00 Aa +29,51 -50,06 *
350 3 132,25 Aa 133,00 Aa +51,58 -36,13
107,50 Aa 70,50 Ab +23,21 -66,15 *
700 3 106,75 Aa 140,50 Aa +22,35 -32,53
6 116,50 Ba 178,50 Aa +33,52 -14,29

Em cada dose de Bixina e cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada dose de Bixina e cada sexo, a difere de b pelo teste F (P<0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (0 mg de bixina), pelo teste de Dunnett (P<0,05).

Com isso podemos supor que tais diferencas ndo estao relacionadas a
substancia testada. Em relagdo ao tempo, houve diferenca significativa apenas
o grupo das fémeas que receberam 350 mg de bixina.

A maior variacdo no grupo dos machos em relacéo ao controle ocorreu
no grupo que recebeu 350 mg de bixina (32 més), onde houve um aumento de
51,58%. Entretanto, no grupo das fémeas, 0 que mais variou foi o que recebeu
350 mg de bixina (6° més), com um decréscimo de 66,15% de sua
concentracdo, sendo este significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo

Teste de Dunnett.
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Os dados de AST, em relacdo as doses, sdo significativos apenas no
grupo das fémeas dosadas no sexto més, onde se ajustou uma equacao de
regressdo, no mesmo grupo dosado no terceiro més houve diferenca, mas nao

houve ajuste de uma equacéo de regressao (Quadro 32).

Quadro 32 — Equacg0es ajustadas aos dados de Aspartato aminotransferase de
machos e de fémeas de ratos avaliados aos 3 e 6 meses, em
fungéo de doses de bixina (B)

Caracteristica Sexo Tempo (meses) Equacéao ajustada R?
AST Machos 3 Y =106,06 -
Y =106,19 -
Fémeas 3 Médias observadas -
6 0,82

Y =188,7480- 0,7433B +0,001047* *B?

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste t.

A relacéo dos dados referentes a Aspartato aminotransferase e doses de
bixina esta apresentada na Figura 17.

N&o houve diferenca significativa entre tratamentos (3% e 62 més) nos
grupos dos machos, e também nado houve diferenca na concentracao de AST
no terceiro e sexto més. Entretanto, as concentracbes de AST estdo muito
elevadas, sendo que o normal é de 43-73 Ul (CRISPENS Jr, 1975), e como
também o grupo controle apresentou sua concentracdo aumentada podemos
supor que a elevacdo da concentracdo de AST esteja ligada a algum fator
comum aos quatro grupos.

Uma provavel hipbtese seria a contaminacdo da agua ingerida pelos
animais por cobre, que € um constituinte do acessério do bebedouro que tem
contato direto com a boca do animal. Tal acessério apresentou ranhuras
provocadas pelo atrito com os dentes dos animais, e em consequéncia grande

guantidade de cobre pode ter sido ingerida pelos mesmos.
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Figura 17 — Estimativas e valores médios da Aspartato aminotransferase (AST)
de machos (a) e de fémeas (b) de ratos avaliados aos 3 e 6 meses,
em funcao de doses de bixina.
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O que pode confirmar ainda mais esta hipétese é o fato de que além da
agua, os outros meios que poderiam levar a uma alteracdo hepatica seriam a
racdo, que possui 26 pg/g de cobre e segundo ABURTO et al. (2001) é
necessaria uma dose maior que 1000 ug/g para que ocorra a lesao hepatica. A
racao também ndo possui outro constituinte que possa causar tal dano.

O desenvolvimento de uma hepatite virética pode ser descartado devido
ao fato de que a relacdo AST/ALT nos casos de hepatite virGtica aguda é
menor do que um e tal fato ndo ocorre no estudo em questao.

Segundo SCHEINBERG et al. (1977) a administracdo crénica de cobre
em coelhos, ratos, macacos, porcos e bovinos levam a deposicdo do metal no
figado. As hidrolases &cidas séo liberadas e levam a necrose dos hepatdécitos e
véarias enzimas sao liberadas, inclusive a AST e ALT.

Nos grupos das fémeas, houve diferenca entre o terceiro e o sexto més.
No terceiro més a concentracdo de AST foi menor nos grupos que receberam a
substancia em relacdo ao controle, o que pode nos levar a supor que a bixina
pode ter tido alguma acédo na regeneracdo hepatica. No sexto més ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos.

REDDY & LOKESH (1996), em um estudo sobre o efeito da curcumina e
do eugenol sobre os danos hepaticos induzidos através de injecao de 30 mg de
Fe? em solucdo salina, demonstraram que as substancias reduziram tais
danos pela diminuicdo da peroxidacdo dos lipidios, verificado pela reducéo dos
niveis de AST e ALT.

4.2.2.13. Alanina aminotransferase

Os machos e fémeas diferiram entre si, ao nivel de 5% de probabilidade,
pelo Teste F, quanto a concentracdo de ALT, no grupo que recebeu 350 mg de
bixina e no que recebeu 700 mg, ambos no sexto més. Houve diferenca
significativa, quanto ao tempo, apenas no grupo das fémeas que receberam
700 mg de bixina. Nao houve diferenca significativa nos grupos que receberam
bixina em relacdo ao controle, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo Teste de
Dunnett. A maior variacdo dos machos e das fémeas, foi um aumento de

58,06% e de 56,52%, respectivamente (Quadro 33).
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Quadro 33 — Valores médios de alanina aminotransferase e percentual de
variacdo em relagcao ao tratamento-controle (O mg de bixina), em
machos e fémeas de ratos tratados com diferentes doses de
bixina e avaliados aos 3 e aos 6 meses

Doses de ALT (UI) Varia¢@o em relagéo ao controle (%)
Bixina Tempo
(mg) (meses) Machos Fémeas Machos Fémeas
0 3 54,25 Aa 74,75 Aa - -

6 59,25 Aa 83,25 Aa +9,22 +11,37

70 3 79,25 Aa 57,25 Aa +46,08 -23,41
72,00 Aa 61,50 Aa +32,72 -17,73

350 3 72,75 Aa 77,25 Aa +34,10 +3,34
6 85,75 Aa 50,25 Ba +58,06 -32,78

700 3 75,00 Aa 66,25 Ab +38,25 -11,37
72,25 Ba 117,00 Aa +33,18 +56,52

Em cada dose de Bixina e cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada dose de Bixina e cada sexo, a difere de b pelo teste F (P<0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (0 mg de bixina), pelo teste de Dunnett (P<0,05).

Quanto as doses de bixina, houve diferenga significativa apenas no

grupo das fémeas (62 més) (Quadro 34).

Quadro 34 — Equac0Oes ajustadas aos dados de Alanina aminotransferase de
machos e de fémeas de ratos avaliados aos 3 e 6 meses, em
funcéo de doses de bixina (B)

Caracteristica Sexo Tempo (meses) Equacéo ajustada R?
ALT Machos 3 Y =70,31 -
6 Y =7231 -
Fémeas 3 Y =68,88 -
Y =801296- 0,2328* B+ 0,0004086* *B* 0,99

** @ * Significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste t.

Na Figura 18 estdo apresentados os graficos dos dados de Alanina

aminotransferase em funcao das doses de bixina.
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Figura 18 — Estimativas da Alanina aminotransferase (ALT) de machos (a) e de
fémeas (b) de ratos avaliados aos 3 e 6 meses, em funcédo de
doses de bixina.
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Podemos verificar que os grupos dos machos que sofreram tratamento
nao diferiram do controle no terceiro e sexto més, porém todos 0s grupos estao
acima do normal pela literatura, o que pode ser devido a alta ingestdo de cobre
através da agua. Quanto as fémeas houve diferenca em relacdo ao controle
somente no terceiro més, apresentando uma reducdo e um aumento no grupo
qgue recebeu 700 mg de bixina, que pode ser devido a acdo da bixina, e esta

acdo pode ter relacdo com o nivel de bixina ingerida.

As doses utilizadas neste estudo foram altas se comparadas com as que
normalmente usamos em nossa dieta. Em produtos de laticinios, utilizam-se
cerca de 0,5 a 1% de extrato, com 20% de bixina. Entdo, se ingerirmos um
copo de iogurte de 250 mL, estaremos ingerindo de 0,25 a 0,5 mg de bixina.
Diante dos parametros bioquimicos analisados, a bixina pode ser mais

explorada na industria de alimentos sem que isto possa causar danos a saude.
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4.3. Segundo ensaio bioldgico — Tolerabilidade cutanea

No teste de tolerabilidade cutdnea, comparando-se o0s sitios de
aplicacdo da bixina com os sitios controles, pode-se verificar que ndo houve
alteracdes cutaneas relativas a eritema, escaras e edema em nenhum dos
tempos observados. Tais dados concordam com os obtidos por GERMANO et
al. (1997) avaliaram uma possivel resposta tGpica ao extrato de urucum na pele
de coelho em uma Unica aplicacdo, depois de repetidas aplicacbes e apos
exposicao a luz ultravioleta. Estudos histolégicos foram conduzidos para avaliar
possiveis danos e penetracdo do corante na pele do coelho. O corante nao
provocou degeneracdo, concluindo-se que o corante tem boa tolerabilidade
cutanea, podendo ser usado na comestologia.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

O objetivo do estudo foi avaliar os niveis toxicos de trés doses de extrato
gue contém bixina (70, 350 e 700 mg), com base em ensaio toxicoldgico.

Foi conduzido um ensaio biol6gico, com 96 ratos (48 machos e 48
fémeas) (Rattus norvergicus), variedade albinus, da raca Wistar, recém-
desmamados, com 24 dias de idade. Os animais foram distribuidos em quatro
grupos de 24, sendo que o grupo 1 recebeu somente racdo, 0S outros trés
grupos receberam corante utilizado na industria de alimentos que contém 28%
de bixina; grupo 2 (70 mg) , o grupo 3 (350 mg) e o grupo 4 (700 mg).

O extrato foi caracterizado através da determinacdo dos teores de
proteina (5,33%), cinzas (2,04%), umidade (5,49%), extrato etéreo (50,49%),
pH (2,62%), ponto de fusdo (180°), teor de bixina apds 12 meses sob
refrigeracéo (20,8%).

Do primeiro ensaio biolégico, ou seja, o estudo toxicolégico crdnico,
podemaos concluir:

A bixina tem efeito hipocolesterolémico em fémeas e reduziu os niveis

de triacilglicerol em machos, em animais normais.

A bixina pode ter causado alteragdo nos niveis séricos de fosforo, na

relacdo Ca:P no grupo das fémeas.

A bixina mostrou-se capaz de auxiliar a regeneracdo das lesbes

hepéticas, como no caso da provavel intoxicacdo por cobre, onde 0s

niveis de AST e ALT foram reduzidos no grupo que recebeu a bixina.
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Do segundo ensaio, onde foi feito o teste de tolerabilidade cutanea,
podemos concluir que a bixina ndo apresenta nenhum risco quanto a irritacao
cutanea.

Com esses estudos podemos concluir que a substancia ndo alterou os

parametros bioquimicos analisados.
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Quadro 1A — Resumo da andlise de variancia do colesterol total, triacilglicerdis,
albumina, creatinina, uréia e glicose de machos e fémeas de
ratos submetidos a dietas com diferentes doses de bixina e
avaliados aos 3 e 6 meses

Quadrado médio

FV GL
Colesterol  Triacilglicer6is Albumina Creatinina Uréia Glicose
total

Tempo(T) 1 9.976,7590 ** 1.641,2620 ** 0,0256ns 0,3736 ** 0,8010 ns 45.512,9000 **
Sexo(S) 1 3.613,9640** 306,6876 * 0,6765 ** 0,1048 ** 629,0065 * 2.483,7790 ns
Bixina (B) 3 1.489,2920*  199,9810 * 0,2511* 0,0560* 17,0826 ns 1.965,6130 ns
TxS 1 745,7684 ns 69,9315 ns 0,0452ns 0,0276 ns 41,5381 ns 5.751,3300 *
TxB 3 1.017,5410ns 90,0531 ns 0,3499* 10,0201 ns 278,7641 ns 2.252,4340 ns
SxB 3 863,8425ns 25,4014 ns 0,1467ns 0,0466 * 608,6643 ** 2.706,9230 ns
TxSxB 3 770,0132 ns 159,3876 * 0,0770ns 0,0184 ns 61,8231 ns 1.049,5530 ns
Residuo 48 398,8547 56,2166 0,0895  0,0117 127,1973 1.343,2100
CV (%) 24,51 20,21 7,58 21,48 25,67 21,32

** F significativo a 1% de probabilidade.
* F significativo a 5% de probabilidade.
ns F ndo-significativo a 5% de probabilidade.
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Quadro 2A — Resumo da andlise de variancia da bilirrubina direta, proteina,
AST, ALT, célcio, fésforo e relacao Ca:P de machos e fémeas de ratos
submetidos a dietas com diferentes doses de bixina e avaliados aos 3 € 6

meses
Quadrado médio
FVv GL
Bilirrubina  Proteina AST ALT Célcio Fosforo Relacéo
direta CaP

Tempo 1 0,022877 ** 223,8767* 8,2656ns 495,0625 ns 45,3602 ** 1,4280 ns 0,82443**
(M
Sexo (S) 1 0,007439ns 123,4874 ** 21.793,1400* 72,2500 ns 0,1406 ns 0,0289 ns 0,0071 ns
Bixina(B) 3 0,006618 * 11,9414ns 7.739,0160** 799,1667 ns  0,3179 ns 3,4458 * 00,0991 **
TxS 1 0,002377 ns  15,3077ns 11,3906 ns 203,0625 ns 15,9400 ** 6,4009 *  0,0226 ns
TxB 3 0,004560ns 52,2669ns 3.534,2240ns 732,0625ns 1,7066 ns 1,3682 ns 0,0064 ns
SxB 3 0,003114ns  99,8664* 16.998,9300*  1.740,4170* 2,4412 ns 6,5835 * 0,0738 *
TxSxB 3 0,000243ns 67,0481ns 761,5156 ns 1.467,8960ns 1,3442 ns 3,5671* 0,0632*
Residuo 48 0,002270 28,5580 1.453,9530 580,1667 1,0591 1,1879 0,0192
CV (%) 46,00 8,44 30,61 33,28 10,27 13,04 11,39

** F significativo a 1% de probabilidade.
* F significativo a 5% de probabilidade.
ns F ndo-significativo a 5% de probabilidade.
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Quadro 3A — Desdobramento de sexo dentro de tempos e de doses de bixina

para o colesterol total, triacilglicerdis, albumina, creatinina, uréia e
glicose de machos e fémeas de ratos submetidos a dietas com
diferentes doses de bixina e avaliados aos 3 e 6 meses

Quadrado médio

FV GL
Colesterol  Triacilgliceréis Albumina Creatinina Uréia Glicose
total
Sexo/ bixina 0, 3 1 4.507,7510* 19,5313 ns 0,1431ns 0,0153 ns 939,6112 **  8.160,0300 *
meses
Sexo/ bixina 70, 1 475,8613 ns 9,6800 ns 0,0045ns  0,0018 ns 22,7813 ns  2.719,5310ns
3 meses
Sexo/ bixina 1 2.460,5110* 221,5512 ns 0,0903 ns 0,0128 ns 53,0450 ns  861,1253 ns
350, 3 meses
Sexo/ bixina 1 824,1799 ns 416,1613 ** 0,0136 ns 0,0032 ns 3,5113 ns 34,8613 ns
700, 3 meses
Sexo/ bixina 0, 6 1 451,5013 ns 3,9200 ns 1,0082 ** 0,2145 ** 1.538,4600** 1.860,5000ns
meses
Sexo/ bixina 70, 1 297,6801ns 258,7813 * 0,0265 ns 0,0072 ns 57,2450 ns  339,3014 ns
6 meses
Sexo/ bixina 1 203,3137ns 0,0001 ns 0,0008 ns 0,0703 * 61,0512 ns  5.387,2200ns
350, 6 meses
Sexo/ bixina 1 40,5000 ns 1,3612 ns 0,1058 ns 0,0024 ns 6,3012 ns 141,9613 ns
700, 6 meses
Residuo 48  398,8547 56,2166 0,0895 0,0117 127,1973 1.343,2100

** | significativo a 1% de probabilidade.
*  F significativo a 5% de probabilidade.
ns F ndo-significativo a 5% de probabilidade.
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Quadro 4A — Desdobramento de sexo dentro de tempos e de doses de bixina

para a bilirrubina direta, proteina, AST, ALT, célcio, fésforo e

relacdo Ca:P de machos e fémeas de ratos submetidos a dietas

com diferentes doses de bixina e avaliados aos 3 e 6 meses

Quadrado médio

FV GL
Bilirrubina  Proteina AST ALT Célcio Fosforo  Relacéo
direta CaP

Sexo/ bixina 0, 3 1 0,000800ns 21,7800ns 29.282,0000** 840,5000ns 0,6555ns 0,2112ns 0,0296 ns
meses
Sexo/ bixina 70, 1 0,003200ns 13,2613ns 40,5000 ns 968,0000 ns 0,0420ns 1,3945ns  0,0430 ns
3 meses
Sexo/ bixina 350, 1 0,000050s 2,7612ns 1,1250 ns 40,5000 ns 10,9278 ** 3,038l ns  0,0098 ns
3 meses
Sexo/ bixina 700, 1 0,000612ns 0,0450ns 2.278,1250 ns 153,1250ns  3,4453ns 1,8336 ns  0,0009 ns
3 meses
Sexo/ bixina 0, 6 1 0,001513ns 571,2201* 32.896,1300** 1.152,0000ns 11,3050 ** 8,0601 * 0,0023 ns
meses
Sexo/ bixina 70, 1 0,011250* 0,0200ns 162,0000 ns 220,5000ns  0,1860ns 1,2800ns  0,0515 ns
6 meses
Sexo/ bixina 350, 1 0,002450ns 24,5000 ns 2.738,0000 ns 2.520,5000* 0,4656 ns 5,4121 * 0,1741 **
6 meses
Sexo/ bixina 700, 1 0,000013ns 5,9512ns 7.688,0000 * 4.005,1250* 0,4095ns 15,6520 ** 0,1296 *
6 meses
Residuo 48 0,002270 28,5580 1.453,9530 580,1667 1,0591 1,1879 0,0192

** | significativo a 1% de probabilidade.
*  F significativo a 5% de probabilidade.
ns F ndo-significativo a 5% de probabilidade.
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Quadro 5A — Desdobramento de tempo dentro de sexo e de doses de bixina
para o colesterol total, triacilgliceréis, albumina, creatinina,
uréia e glicose de machos e fémeas de ratos submetidos a
dietas com diferentes doses de bixina e avaliados aos 3 e 6

meses
Quadrado médio
FV GL
Colesterol  Triacilgliceréis Albumina Creatinina Uréia Glicose
total
Tempo/ bixina 0, 1 712,5313ns 246,4201 * 0,5202 * 0,0084 ns 280,1345 ns 4.126,8610ns
machos
Tempo/ bixina 70, 1 1.404,5000ns 14,8512 ns 0,0545 ns 0,1326 ** 30,8112 ns 18.364,8600**
machos
Tempo/ bixina 1 3.095,6640** 806,0113 ** 0,3240 ns 0,0406 ns 33,2113 ns  10.892,8800**
350, machos
Tempo/ bixina 1 3.608,2520 ** 834,3612 ** 0,0968 ns 0,0242ns  249,7613 ns 10.989,0300**
700, machos
Tempo/ bixina 0, 1 368,5613ns 86,4612 ns 0,0091ns 0,0613 * 66,7013 ns  290,4051 ns
fémeas
Tempo/ bixina 70, 1 5.859,0300 ** 235,4450 * 0,0190ns  0,0561 * 46,0800 ns  4.218,2110 ns
fémeas
Tempo/ bixina 1 411,8450 ns  182,4050 ns 0,0578 ns  0,1250 ** 87,1200 ns  2,6450 ns
350, fémeas
Tempo/ bixina 1 624,8115ns 53,5613 ns 0,2701 ns  0,0684 * 270,2812 ns 12.285,2800**
700, fémeas
Residuo 48  398,8547 56,2166 0,0895 0,0117 127,1973 1.343,2100

** | significativo a 1% de probabilidade.
* F significativo a 5% de probabilidade.
ns F ndo-significativo a 5% de probabilidade.
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Quadro 6A — Desdobramento de tempo dentro de sexo e de doses de bixina
para a bilirrubina direta, proteina, AST, ALT, calcio, fosforo e
relacdo Ca:P de machos e fémeas de ratos submetidos a dietas
com diferentes doses de bixina e avaliados aos 3 e 6 meses

Quadrado médio

FV GL
Bilirrubina  Proteina AST ALT Célcio Fosforo  Relacéo
direta CaP

Tempo/ bixina 0, 1 0,001250ns 76,8800ns 0,5000 ns 50,0000 ns 9,6141*  0,1250ns  0,1903 **
machos
Tempo/ bixina 70, 1 0,001250ns 25,2050ns  450,0000 ns 105,1250ns 9,7682**  0,2278 ns 0,0853 *
machos
Tempo/ bixina 1 0,006613ns 62,1613ns 1.225,1250ns 338,0000 ns 25,3116 0,3362ns 0,4317 **
350, machos *k
Tempo/ bixina 1 0,017113* 132,0313* 190,1250ns 15,1250 ns 15,3181 5,4946 *  0,0125 ns
700, machos ke
Tempo/ bixina 0, 1 0,000613ns 109,5200ns 120,1250ns 144,5000ns 1,1476ns 7,4691* 0,0467 ns
fémeas
Tempo/ bixina70, 1 0,000200ns 1,5312ns 220,5000ns 36,1250ns 6,1952* 0,1830ns 0,0744 ns
fémeas
Tempo/ bixina 1 0,000612ns 1,6200ns  7.812,5000 * 1.458,0000ns 1,0878 ns 0,0001ns 0,0198 ns
350, fémeas
Tempo/ bixina 1 0,012013* 188,1800* 2.888,0000ns 5.151,1250** 2,0100 ns 8,7990 * 0,1952 **
700, fémeas
Residuo 48 0,002270 28,5580 1.453,9530 580,1667 1,0591 1,1879 0,0192

** F significativo a 1% de probabilidade.
* F significativo a 5% de probabilidade.
ns F ndo-significativo a 5% de probabilidade.
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Quadro 7A — Desdobramento de doses de bixina dentro de sexo e de tempo
para o colesterol total, triacilgliceréis, albumina, creatinina, uréia e
glicose de machos e fémeas de ratos submetidos a dietas com
diferentes doses de bixina e avaliados aos 3 e 6 meses

Quadrado médio

FV GL
Colesterol total Triacilgliceréis Albumina  Creatinina Uréia Glicose
Bixina/ machos, 3  (3)
meses 149,6030 ns 315,9371 ** 0,0616 ns 0,0100 ns 35,8042 ns 1.819,7630 ns
Linear 1 46,7713 ns 803,5199 ** 0,0342 ns 0,0217 ns 9,8402 ns 1.197,2420 ns
Quadratico 1 321,3276ns 77,3861 ns 0,0032 ns 0,0080 ns 30,4381ns 1.722,0470 ns
Desvio 1 80,5101 ns 66,9053 ns 0,1474 ns 0,0002 ns 67,1343ns  2.540,0000 ns
Bixina/ fémeas, 3  (3) 3.667,4169 ** 24,5377 ns 0,0375 ns 0,0325 ns 269,3552ns 2.759,8154 ns
meses
Linear 1 12,0649 ns 26,9149 ns 0,0980 ns 0,0898 ** 595,5100 * 2.186,6330 ns
Quadrético 1 338,0158 ns 38,6650 ns 0,0120 ns 0,0001 ns 29,2457 ns 367,5171 ns
Desvio 1 10.652,1700*  8,0331 ns 0,0025 ns 0,0076 ns 183,3098ns 5.725,2960 *

Bixina/ machos, 6 (3) 286,1648 ns 100,8509 ns 0,6548 ** 0,0654 ** 486,1218 * 2.278,1832 ns
meses

Linear 1 813,1611ns 1,7445 ns 0,8039 ** 0,0054 ns 574,1959 * 2.222,4110 ns
Quadréatico 1 13,6010 ns 5,7435 ns 0,9102 ** 0,0137 ns 173,7560 4.367,2870 ns
ns

Desvio 1 31,7323 ns 31,0648 * 0,2503 ns 0,1770 ** 710,4136 * 244,8516 ns
Bixina/ fémeas, 6 (3) 36,9108 ns 33,4637 ns 0,0709 ns 0,0332 * 174,9676ns 1.116,1457 ns
meses

Linear 1 0,1176ns 96,5003 ns 0,1876 ns 0,0675 * 1,3504 ns  662,3716 ns

Quadratico 1 16,6677 ns 0,0086 ns 0,0193 ns 0,0127 ns 435,2200ns 2.611,5960 ns

Desvio 1 93,9471 ns 3,8821 ns 0,0057 ns 0,0195 ns 88,3324 ns 74,4695 ns
Residuo 48 398,8547 56,2166 0,0895 0,0117 127,1973 1.343,2100

** F significativo a 1% de probabilidade.
*  F significativo a 5% de probabilidade.
ns F ndo-significativo a 5% de probabilidade.
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Quadro 8A — Desdobramento de doses de bixina dentro de sexo e tempo para
a bilirrubina direta, proteina, AST, ALT, fosforo e célcio de
machos e fémeas de ratos submetidos a dietas com diferentes
doses de bixina e avaliados aos 3 e 6 meses

Quadrado médio

FV GL
Bilirrubina  Proteina AST ALT Célcio Fosforo  Relacédo
direta Ca:P
Bixina/ machos, 3 (3) 0,000973ns 12,2191ns 1.473,5561ns 487,6765ns 2,2250ns 1,4092ns 0,0317 ns
meses
Linear 1 0,000746ns 13,7523ns 1.086,1330ns 298,3226ns 1,7884ns 3,5401ns 0,0145ns
Quadratico 1 0,000650 21,5928 ns 3.297,9640ns 197,7470ns 4,8752*  0,0003ns 0,0656 ns
ns
Desvio 1 0,001523ns 1,3123ns 36,5713 ns 966,9600 ns 0,0115ns 0,6872ns 0,0150 ns
Bixina/ fémeas, 3 (3) 0,001283ns 29,4516ns 9.080,7407 ** 328,8702ns 1,0338ns 0,8732ns 0,0584 *
meses
Linear 1 0,002646ns 72,1873ns 1.219,7580ns 1,0323 ns 0,3187ns 0,1725ns 0,0251 ns
Quadrético 1 0,001202ns 13,9875ns 5.078,4240ns 105,5281ns 0,0010ns 2,3783ns 0,0721 ns
Desvio 1 0,000002ns 2,1800ns 20.944,0400** 880,050l ns 2,7816ns 0,0687 ns 0,0780 *
Bixina/ machos, 6 (3) 0,002821ns 142,2684* 659,1687 ns  468,3915ns 0,2764ns 1,1969ns 0,0227 ns
meses
Linear 1 0,007026ns 187,2591* 875,6290 ns 283,1653ns 0,0163ns 0,2886 ns 0,0126 ns
Quadratico 1 0,000583ns 154,8613* 91,9181 ns 1.078,3500ns 0,2160ns 3,1332ns 0,0321 ns
Desvio 1 0,000854ns 84,6848 ns 1.009,9590 ns 43,6592 ns 0,5069 ns 0,1689 ns 0,0234 ns
Bixina/ fémeas, 6 (3) 0,009472* 47,1709 ns 17.818,4081** 3.454,1897 ** 22743 ns 11,4841 * (0,1298 **
meses
Linear 1 0,026840* 2,7891ns 76,7903 ns 3.555,3260* 2,9178 ns 3,528l ns 0,1279*
Quadratico 1 0,000232ns 79,4675 ns 43.899,3600** 6.683,8730 ** 1,2533 ns 23,9907 ** 0,2336 **
Desvio 1 0,001345ns 59,2562 ns 9.479,0740* 123,370l ns 2,6518ns 6,9335* 0,0279 ns
Residuo 48 0,002270 28,5580 1.453,9530 580,1667 1,0591 1,1879 0,0192

** | significativo a 1% de probabilidade.
* F significativo a 5% de probabilidade.
ns F ndo-significativo a 5% de probabilidade.
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Quadro 9A - Significancia da estatistica F e coeficiente de variacéo
experimental (CV) para constituintes sanguineos de machos e
fémeas de ratos tratados com diferentes doses de bixina e
avaliados aos 3 e aos 6 meses

Fontes de variacédo

Constituintes Ccv
Sanguineos T S B TxS TxB SxB TxSxB (%)
Colesterol total * * * ns ns ns ns 24,51
Triacilgliceréis xx * * *x ns ns * 20,21
Albumina ns xx * ns * ns ns 7,58
Creatinina xk xk *x ns ns * ns 21,48
Uréia ns * ns ns ns *x ns 25,67
Glicose xx ns ns * ns ns ns 21,32
Bilirrubina direta *x ns * ns ns ns ns 46,00
Proteina * * ns ns ns * ns 8,44
AST ns ** *k ns ns * ns 30,61
ALT ns ns ns ns ns * ns 33,28
Calcio * ns ns o ns ns ns 10,27
Fosforo ns ns * * ns *x * 13,04
Relacédo Ca:P * ns * ns ns * * 11,39

** Significativo pelo teste F (P<0,01)
* Significativo pelo teste F (P<0,05).
ns Nao-significativo pelo teste F (P>0,05).

T = tempo apoés a aplicagdo dos tratamentos; S = sexo e B = doses de Bixina.
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