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RESUMO

MELLO, Vanessa Jéia de, M.S, Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2001.
Efeitos hipolipidémicos e toxicolégicos de complexos de rutina com
organoestanicos. Orientadora: Tania Toledo de Oliveira. Conselheiros: Tanus
Jorge Nagem e José Roberto da Silveira Maia

Dois ensaios bioldgicos foram realizados com o objetivo de avaliar os
efeitos hipolipidémicos e toxicolégicos de complexos do flavondide rutina com
organoestanicos [SnCl,Phy], [SnCIPhg], [SnCIsPh] e [SnCl4]. Inicialmente promoveu-
se a sintese dos complexos obtendo-se os produtos: [SnCl;Phy(Rut)].H.0,
[SnCIPh3(Rut)].6H,0, [SnCIPh(Rut)].H.0, [SnCI(Rut)].H.O, (SN1, SN2, SN3, SN4,
respectivamente). Estes produtos foram caracterizados a partir de analise
elementar (CHN), ponto de fusdo, espectroscopia no infravermelho, ressonancia
magnética nuclear de °Sn. Em posse dos resultados, realizou-se o primeiro
ensaio biolégico, com complexos sintetizados. Para fins de comparagdo e
avaliacao do efeito hipolipidémico destas substancias utilizou-se no mesmo ensaio,
o flavondide rutina isoladamente e a atorvastatina calcica (presente no
medicamento liptor). Estas substancias foram testadas no metabolismo de coelhos
da raca Nova Zelandia Branco, com hiperlipidemia induzida por colesterol (0,5%) +
acido colico (0,1%) administrados na racdo dos animais, que receberam as
substancias em estudo encapsuladas, na dose de 5mg/dia. As dosagens foram
efetuadas no 1°, 16° e 31° dias de realizacdo do experimento. Todos 0os complexos

foram eficazes na reducao do colesterol total, sendo o mais eficiente o complexo do



flavondide rutina com o [SnCl4] ([SnCI(Rut)].H,0), apresentando um resultado bem
similar ao expressado pela atorvastatina célcica. Dentre os compostos o que
promoveu maior elevacdo da lipoproteina colesterol-HDL foi o complexo do
flavondide rutina com o composto [SnCIPh3] ([SnCIPhz(Rut)].6H,0) aos 15 dias, e 0
principio ativo atorvastatina célcica aos 30 dias. A reducdo da lipoproteina
colesterol-LDL foi mais pronunciada também pelo complexo do flavondide rutina
com o composto [SnCIPhs] ([SnCIPhs(Rut)].6H,O). Os complexos néo
apresentaram taxas satisfatorias de reducao da concentracao de triacilglicerdis. Os
complexos do flavondéide rutina com o0s organoestanicos [SnCIPhg],
([SNCIPh3(Rut)].6H,0) e [SnCls] ([SnCI(Rut)].H,0) que apresentaram os melhores
resultados no primeiro experimento, foram utilizados na dose de 100 mg/dia, no
segundo experimento. Este ensaio bioldgico foi realizado com a finalidade de obter-
se a toxicologia aguda destas substancias. Efetuaram-se dosagens do colesterol
total, triacilglicerdis, colesterol-HDL, glicose, proteinas totais, albumina, bilirrubina
total, uréia, acido urico, fésforo, calcio, gama glutamil transferase (Gama-GT) e as
transaminase glutdmico-piruvica (TGP) e transaminase glutdmico oxaloacética
(TGO) no 1°, 16° e 31° dias de realizacdo do experimento. Nesta dosagem estas
substancias ndo apresentaram efeitos hiperlipidémicos. As concentracdes lipidica
sanguinea apresentaram uma elevacéo consideravel. Foram observadas elevacfes
nas concentracdes das transaminases glutamico-piruvica (TGP) e glutamico
oxaloacética (TGO) bem como na concentracéo de acido Urico aos 30 dias. Para os

outros constituintes ndo se observou efeito toxico destas substancias.



ABSTRACT

MELLO, Vanessa Joéia de, M.S, Federal University of Vicosa, August 2001.
Hipolipidemic and toxicologic effects of complexes of rutina with
organotin. Adviser: Tania Toledo de Oliveira. Committee members: Tanus
Jorge Nagem and Jose Roberto da Silveira Maia.

Two biological assay were carried out to access the hipolipidemic and
toxicologic effects of the complexes made by the rutin flavonoid add to
organotin [SnCIl,Phy], [SnCIPhs], [SnCIsPh] and [SnCl,]. The reaticon of these
two substance put together make the synthesis of the complexes:
[SNCI,Phz(Rut)].H20, [SNCIPh3(Rut)].6H,0, [SNCIPh(Rut)].H.0,
[SnCI(Rut)].H20, (SN1, SN2, SN3, SN4, respectively). These compounds were
characterized by elementary analysis (CHN), meelting point, infra-red
spectroscopy, nuclear magnetic resonance of 1*°Sn. One biological assay was
carried out with synthecized complexes to access and compare the
hipolipidemic effects of these substances. Two pararel treatements, one with
flavonoid rutin and the other with atorvastatin (present in the liptor medicine)
were tested in metabolism of rabbits of the White New Zeland race. These
substances were tested in metabolism of rabbits with induced hiperlipidem for
cholesterol (0.5%) + colic acid (0.1%) which fed the animals They received
encapsulated substances in study in the dose of 5mg/day. The blood samples
were take on the 1°, 16° and 31° days along the experiment. All the complexes

had shown efficiency in reducing the total cholesterol, and the most efficient
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complex result to be the flavonoid rutina plus [SnCls] ([SnCI(Rut)].H2O)
presented a quite similar to that expressed by the calcic atorvastatina
compound. Among these complexes one that caused the high level of the
lipoprotein cholesterol-HDL were ([SnCIPhz(Rut)].6H,0)] after the 15° day, and
the atorvastatina after 30°day. The reduction of the lipoprotein cholesterol-LDL
more intensive than that caused by ([SnCIPhs(Rut)].6H,O) complex. The
complexes did not present satisfactory rates of reduction in triglyceride
concentration. The complexes ([SnCIPhz(Rut)].6H.0) and ([SnCI(Rut)].H20),
which presented the best results in the first experiment were used in the dose
100 of mg/day in second experiment. This biological assay was carried out to
reach a acute toxicology of these substances. Rates of total cholesterol,
triglyceride, cholesterol-HDL, glucose, proteins, albumen, total bilirubin, urea,
acid urico, phosphorus, calcium, glutamil gamma transferase (Gama-GT),
alanine aminotransferase (GPT) and aspartate aminotransferase (GOT) were
analized on 1°, 16° and 31° days of the experimental period. In this dosagem
these substances did not present hiperlipidemic effect. The lipidic
concentrations in the blood presented a considerable rise. There were high
concentrations of alanine aminotransferase (GPT) and aspartate
aminotransferase (GOT) after 15° and 30° days of treatement but concentration
of uric acid was high only after 30° days. No toxicologic effects was observed

on the others constituents.
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1-INTRODUCAO

De acordo com as estatisticas recentes, aproximadamente cinco milhdes
de pessoas sofrem de doenca coronariana isquémica, que € a principal causa
de morte em homens maiores de 35 anos e em pessoas de ambos 0S sexos
depois dos 45 anos. Paralelamente, quase a totalidade das mortes prematuras
na América do Norte e em muitos paises desenvolvidos (mortes essas
definidas de forma arbitraria como aquelas que ocorrem antes dos 65 anos) é
causada pela doenca coronariana (GINSBERG, 1994; GRUNDY, 1990;
BREWER et al., 1998; BOSTOM et al.,1996; FIELDING et al., 1995).

A corianariopatia (CHD) caracteriza-se por um conjunto de doencas que
envolvem a rede de vasos sanguineos que circundam o cora¢do e suprem o
miocardio. E a maior causa de 6bito atualmente e responsavel por 80% das
mortes cardiacas. Embora a maior parte das mortes por CHD ocorra em
pessoas acima da idade de 65 anos, os grandes numeros de mortes
prematuras levaram a pesquisas extensas nas areas de identificacdo e
prevencdo. Acumulou-se uma literatura monumental a partir de estudos
epidemioldgicos, laboratoriais, clinicos, prospectivos e intervencionais, que
procuram compreender porque apenas certos individuos séo levados a CHD,
particularmente quando este leva a morte prematura (KRAUSE 1995).

Uma quantidade consideravel de dados epidemiolégicos de paises em
todo o mundo enfatiza a relacdo entre os niveis séricos de colesterol e a
incidéncia de CHD. Dados clinicos e laboratoriais, incluindo estudos com
primatas, suportam a relacdo entre niveis séricos de colesterol e doenca
cardiaca. Mais recentemente foram conduzidos alguns estudos intervencionais
grandes para colaborar com estes achados. Embora os resultados tenham sido
inconclusivos ou contraditérios até certo ponto a preponderancia de
informacdes associa altos niveis de lipidios séricos com a incidéncia de
aterosclerose e morbidade e mortalidade por CHD. Embora os triacilgliceréis
também sejam implicados, a evidéncia dos primeiros dados, das primeiras
pesquisas, levam a hipétese lipidica, que sustenta que reduzir os niveis

elevados de colesterol sérico reduz a probabilidade de CHD.



A relacdo entre colesterol, aterogénese e doenca coronariana foi
descoberta através de estudos bioquimicos e principalmente epidemioldgicos.
Assim, foi possivel estabelecer com seguranca, estreita relacdo entre as
alteracdes no metabolismo do colesterol e a aterosclerose, ao mesmo tempo
em que numerosos estudos tém demonstrado reducao da placa aterosclerotica
gquando se controlam os niveis plasmaticos desta substancia (GINSBERG,
1994; GRUNDY, 1990; BREWER et al., 1998; BOSTOM et al.,1996; FIELDING
et al., 1995).

Medidas dietéticas isoladas tém se mostrado, de modo geral,
insuficientes na reducao dos niveis de lipidios plasméaticos. Diversos farmacos
e mesmo a associacbes de alguns destes, encontram-se disponiveis no
mercado com a finalidade reduzir a sintese enddégena do colesterol ou melhorar
a eficiéncia de sua remocéao do plasma. A combinacéo de seus efeitos tem que
satisfatoriamente promover a elevacédo da fracao colesterol-HDL e a reducéao
do colesterol-LDL no plasma agindo assim de forma ideal na prevencdo da
aterosclerose.

Diversos fatores relacionados a estes medicamentos, tais como 0 seu
elevado custo de producdo e comercializacdo e em alguns casos efeitos
colaterais indesejaveis, tem despertado grande interesse na descoberta de
novas estratégias nutricionais e, ou, farmacologicas para a prevencao da
aterosclerose, baseada principalmente no controle das concentracdes
plasmaticas de colesterol. De acordo com esta necessidade e da analise da
hip6tese, cada vez mais estudada, de que a peroxidacdo lipidica desempenhe
um importante papel nos processos patogénicos da aterosclerose vem
proporcionando incentivos cada vez maiores na aplicagcdo de antioxidantes
como agentes antiaterogénicos (BATLOUNI, 1997).

Dentre as substancias antioxidantes como o tocoferol, retinol e &cido
ascorbico, os flavondides sdo provavelmente o grupo de antioxidantes de
nossa alimentagdo mais comuns e mais ativos, sendo sua atividade revelada
tanto em sistemas hidrofilicos como lipofilicos, como ja mencionado
anteriormente. A capacidade antioxidante dos flavondides é atribuida a seus
grupos fendlicos. Em geral, os flavonéides removem os radicais superoxido,
oxigénio simpleto e os peroxidos lipidicos, inibindo a oxidagdo das LDLs e seus
efeitos citotoxicos (BATLOUNI, 1997).



Com objetivo de se obter uma reducdo nos niveis de lipideos séricos de
coelhos e tambem estudar sua toxicidade, o presente trabalho desenvolveu a
complexacdo do flavondide rutina com os organoestanicos [SnCl,Ph;],
[SnCIPhg], [SnCIsPh] e [SnCl4]. Complexos com estanho estam sendo muito
estudados. Diversos compostos com diorganoestanicos de formula geral R,SnL
(R=n-Bu e Ph e L= alaninafenilalanina, fenilalanilaleucina, fenilalanina-
fenilalanina, glicinaleucina e glicinaisoleucina tem apresentado propriedades
farmacolégicas (NATH M. et al; 1999).

Os produtos obtidos em cada reacéo foram caracterizados e submetidos
a testes bioldgicos sendo suas propriedades farmacéuticas e toxicoldgicas
avaliadas.

A toxicologia é o estudo dos efeitos adversos de substancias quimicas
sobre organismos vivos.

A toxicologia cumulativa € o efeito nefasto de doses repetidas,
resultantes da acao prolongada, ou do aumento da concentragao da substancia
administrada, ou de seus metabdlitos sobre os tecidos sensiveis. No protocolo
experimental sdo abordadas varias dosagens bioquimicas para se avaliar estes
efeitos.

A avaliagdo do efeito destas substancias foi efetuado a partir da
dosagens alem de colesterol-total, triacilglicerois, colesterol-HDL e colesterol-
LDL, uréia, acido urico, glicose, proteinas-totais, albumina, bilirrubina total,
fésforo, calcio, gama glutamil transferase (Gama-GT) e as enzimas
transaminase glutamico-piruvica (TGP) e transaminase glutdmico oxaloacética
(TGO).

Estes constituintes revelam resultados cuja interpretacéo vai indicar se o
organismo do animal esta sofrendo algum tipo de distlrbio ao serem ingeridas

as substancias-testes.



2-REVISAO DE LITERATURA

2.1. Flavondides

Os flavondides sdo compostos polifendlicos pertencentes a um amplo
grupo de metabdlitos secundarios que derivam de rotas biossintéticas
provenientes de subunidades do acetato e do chiquimato, classificados como
composto de funcdo mista. Sao responsaveis pela cor das flores e por grande
parte do “flavour” de alimentos e bebidas derivadas geralmente de plantas
superiores, onde principalmente ocorrem (MANN, J.et al., 1986).

A gquantidade dos flavondides nas plantas superiores varia de acordo
com o periodo de crescimento e maturidade na qual estas se encontram.
Apenas uma pequena quantidade de espécies tem sido sistematicamente
examinada no que se diz respeito ao conteudo de flavonoides bem como todos
0os tipos presentes no consumo humano. Nas plantas, a producdo de
flavonbides tem como finalidade a protecdo contra parasitas fungicos,
herbivoros, patogénicos e lesBes oxidativas celulares, bem como também
auxiliam na polimerizacdo e na orientagdo de insetos a sua fonte de alimento.
Por exemplo antocianinas produzem pigmento rosa, vermelho, violeta e azul
para a cor de flores (COOK e SAMMAN , 1996).

O esqueleto Ci5 dos flavonoides é invariavelmente presente. Este é
biogeneticamente derivado de fenilpropano (Ces-C3) que tem como percusor o
acido chiquimico e trés unidades acetato (Cg). Do ponto de vista quimico eles
podem ser considerados como derivados de 2-benzopirano (YOKOZAWA et.
al., 1997).

A figura 1 representa a estrutura basica das flavonas.

OrR O

Figura 1-Estrutura basica das flavonas



Os flavondides sao classificados de acordo com sua estrutura quimica.
Mais de quatro mil diferentes flavondides foram identificados dentro de suas
classes: flavonais, flavonas, flavanonas, catechinas, antocianinas, isoflavonas,
diidroflavondis e chalconas. Flavanonas ocorrem predominantemente em frutas
citricas, flavonas em ervas, isoflavondides em legumes, antocianinas e
catequinas em frutas e flavondis em todas as frutas e vegetais (COOK e
SAMMAN, 1996; PETERSON e DWYER, 1998).

As vérias classes de flavonoides existentes diferem-se entre si de
acordo com o nivel de oxidacdo do anel pirano central, exceto nas chalconas
que possuem estrutura aberta. Cada classe de flavondide pode apresentar
modificacdes, como hidroxilacdo, metilacdo, acilacdo, glicosilacdo, ou
ramnosilacéo, resultando numa enorme diversidade de flavonéides na natureza
(COOK e SAMMAN, 1996).

Os mais abundantes pigmentos que existem nos vegetais com a
estrutura da fenilbenzopirona séo as flavanonas e os flavondis. A significAncia
desses pigmentos com relacdo a cor dos vegetais se limita aos vegetais
amarelados. A distincdo entre as flavonas e flavondis € muito pequena,
flavonéis apresentam-se hidroxilados na posicdo 3. Pertencentes ao grupo das
flavonas apenas a luteonina, apigenina e tricetina sdo comuns a natureza das
quais se derivam estruturas de outras agliconas. Os flavonéis mais comuns séo
o kaemferol, a quercetina e a miricetina, e entre eles o mais importante € sem
duvida a rutina (3-rutinosil-quercetina), que possue sua atividade biolégica
confirmada em diversos trabalhos ja publicados (BOBBIO e BOBBIO, 1992).

Inicialmente, os flavonoides foram utilizados como tintas naturais.
Atualmente os flavondides sdo uma vasta fonte de pesquisa no que se diz
respeito a suas possiveis propriedades farmacolégicas, podendo assim num
futuro bem préximo, serem utilizados como farmacos no controle de diversas
patologias e desordens metabdlicas, tendo como exemplo as doencas
cardiovasculares (OKUDA, 1992).



2.1.1. Fonte e consumo de flavondéides

Os flavonodides sao substancias naturais. De forma geral estes estédo
presentes em frutos, flores, sementes, nozes, etc. Dentre os alimentos ricos em
flavonéides consumidos pelo homem encontram-se soja, maca, uva, cebola,
repolho, brécolis, chicéria, aipo, cha e vinho tinto. Por estarem presentes em
diversas fontes alimenticias, os flavondides s&@o incorporados sem maiores
dificuldades a dieta humana. Esses compostos sdo absorvidos no trato
gastrintestinal de homens e animais e sdo excretados intactos ou como
metabolitos na urina e fezes (COOK e SAMMAN, 1996, BATLOUNI, 1997).

Dietas que relatam quantidades de flavondides sdo insuficientemente
documentadas. Publicou-se um trabalho feito na Holanda que quantificava
apenas cinco compostos (Apigenina, kaemferol, luteolina, miricetina e
quercetina) de duas classes de flavondides (flavonas e flavonois). Todos os
outros flavonéides foram ignorados ou estimados, do que medidos realmente.
De acordo com este estudo a quantidade de flavonéides na dieta é de 23 mg
por dia (expressada como aglicones). Lembrando-se que este trabalho se
baseou em alimentos comumente consumidos na Holanda e, portanto, ndo
representou adequadamente o conteudo de flavonéides consumidos em outros
paises. Em uma outra revisdo de 1976 incluindo as 5 classes de flavondides
estimou-se a quantidade de 1 g por dia, porem seus métodos analiticos ndo se
apresentavam muito precisos (PETERSON et al., 1998).

Alguns alimentos apresentam-se como fonte de um ou mais flavonoides
especificos. A quercetina e a antocianina sdo encontradas em maior
guantidade em frutas (como a cereja, amora, uva, morango, jabuticaba), nos
graos, em tomate, batata, berinjela, feijjdo marrom e cebola. A quercetina é a
mais consumida na dieta (16 mg/dia), o kaempferol (4 mg/dia), miricetina (1,4
mg/dia). O vinho tinto também possui altos niveis de flavondides,
aproximadamente 22,5 mg/L (3,8 mg/170 mL). Sistematicamente deve-se
efetuar uma analise do conteudo de flavonoides em alimentos consumidos em
especifico em outros paises para assim avaliar a quantidade real consumida

destas substancias por outras populacdes (COOK e SAMMAN, 1996).



2.1.2. Atividades bioldgicas e propriedades farmacolégicas dos flavondides

Atualmente diversos estudos estdo sendo efetuados visando a
confirmacdo de propriedades farmacoldgicas de flavondides bem como seus
aspectos toxicolégicos. Ensaios biologicos in vitro utilizando-se flavonoides
possibilitaram a confirmacdo de um grande numero de atividades bioldgicas
demonstrando assim a grande potencialidade destes compostos fendlicos
naturais.

Inicialmente os flavondides eram considerados compostos que
apresentavam atividade vitaminica. Entretanto a medida que Ihe eram
atribuidos diversos outros efeitos bioldgicos a definicdo de vitamina tornou-se
incorreta, uma vez que uma vitamina pode ser definida como um nutriente
essencial e indispensavel cuja caréncia provoca sindromes de deficiéncia que
podem ser supridas pela administracdo da substancia em questao.
Consequentemente o Comité conjunto de Nomenclatura em Bioquimica da
American Society of Biological Chemists e o American Intitute of Nutrition
recomendaram em 1950 o uso do termo menos restritivo de “Bioflavonoides”
para incluir assim esta classe de substancia que apresentavam alguma forma
de atividade bioldgica. Em frutos citricos uma série de flavondides, apresenta
clara evidéncia cientifica de que estes compostos possuem propriedades
antioxidantes com efeitos sinérgicos e de protecdo sobre a vitamina C
(BORREGO, 1995).

Posteriormente, o uso isolado de flavondides em ensaios biolégicos
revelou diversas outras propriedades destes compostos. Atividade
antimicrobiana, antiulcerogénica, citotdxica, antineoplasica, antimutagénica,
antioxidante, antihepatéxica, antihipertensiva, hipolipodémica, antiplaquetaria e
antiinflamatoria foram observadas em diversos estudos (WILLIAN et al., 1995).

Flavondides metilados como 6,8-dimetilquercetina 3-metil éter, 6-C
metilquercetina 3,7- dimetil éter, 6,8-di-C-metilquercetina 3,7 dimetileter, 6,8-di-
C-metilKaemferol 3 metil éter e 6,8-di-Cmetilkaenferol 3,7-dimetil éter isolados
de folhas de Piliostigma thonningii, e testadas na inibicdo de sintese de
protanglandinas in vitro e em relagcdo a sua atividade antibacteriana contra

Staph. Aureus (microorganismo resistente a varios antibioticos e responsaveis



por infeccdes hospitalares). Observando que estes flavondides metilados
apresentam atividade potencializada quanto ao seu grupo metila. Extratos de
folhas desta planta tropical africana j& era utilizada no tratamento de diversas
infeccdes, febres e condi¢bes inflamatérias (IBEWUIKE et al., 1997).

Flavondides apresentam atividade antioxidante e antialérgica. A
guercetina: inibe a liberacdo de histamina induzida na presenca de um
antigeno. Deve-se destacar que esta propriedade ndo esta apenas ligada a sua
estrutura quimica como também a sua capacidade de responder a um
determinado estimulo. Alguns flavonoides sao ativos a determinados estimulos
e inativos frente a outros.

Extratos metandlicos de raizes de Scutellaria baicalensis apresentaram
acdo antiflamatéria na ativacdo dos fibroblastos gengivais. Esta acdo consiste
na ativacao celular,aumentando assim a sintese de colageno e proteina total
nos fibroblastos, em contraste para aos crescentes fatores que aumentam
apenas a sintese de proteina total. Assim a presenca de flavondides presentes
neste extrato pode bloguear o principal processo inflamatério de destruicdo do
tecido periodontal e aumentar a atividade celular dos fibroblastos ocasionando
a regeneracdo mais rapida do tecido lesado inibindo a atividade da colagenase.
(CHUNG et al, 1994)

Ao conjunto de propriedades farmacéuticas dos flavonéides também séo
relatados seus efeitos contra diabetes mellitus, ulcera dudeonal e estomacal e
infeccdes virais. O mecanismo molecular que Ihe atribuem estes efeitos, a cada
dia se torna mais estudado e compreendido, e vdo sendo apresentadas
diversas explicacBes para sua forma de acdo. E conhecido que estes podem se
ligar a polimeros biolégicos como as enzimas, hormonios e até mesmo ao
Acido desoxiribonucleico, o0 DNA. A formacéo de quelatos com metais, como
por exemplo o Fe*?, Cu*?, Zn™ e Mg*, catalisa o transporte eletrdnico e esta
envolvido nos processos de antioxidagdo na presenca de radicais livres
(SASKIA et al., 1998).

O efeito benéfico sobre o sistema circulatorio, € uma de suas
propriedades farmacoldgicas mais estudadas na atualidade. O efeito dos
flavonoides sobre a parede vascular ligava-se a atividade vitaminica, porém
determinou-se em estudos posteriores que os flavondides apresentavam um

efeito “antiadesivo” sobre os fendmenos de agregacao plaquetaria.



De modo geral, alguns flavondides exercem efeitos mediante a
modificacdo da permeabilidade vascular, modificando algumas enzimas
(inibicdo) que estdo envolvidas no processo de coagulagdo sanguinea,
fibrinogenése, modificacdes das propriedades do fluxo sanguineo bem como
vao influenciar em alguns dos eventos envolvidos nos processos de
aterosclerose e trombose. A propriedade de captacado de radicais livres dos
flavonoides pode proteger as fibras de colageno da degradacdo por anions
superoxidos. Alguns flavondides podem ativar as fibras de coldgeno e a
reticulacéo das fibrilas (CHUNG, et al.; 1994)

Estudos epidemioldgicos, onde dietas em alimentos ricos em flavonoides
foram utilizadas, revelaram a correlacdo com o aumento da longevidade e
diminuicdo da incidéncia de doengas cardiovasculares observadas nas
populacbes da Franca. O flavondide mais frequentemente estudado, a
guercetina, mostrou ter propriedades biolégicas consistentes com seu efeito
poupador do sistema cardiovascular. Flavonoides tém mostrado modificar
biossintese de eicosandides (resposta antiprostandide e antiinflamatéria),
proteger oxidacdo de LDL (previne formacao de placa aterosclerotica), prevenir
agregacao plaquetaria (efeitos antitromboticos), e promover relaxamento de
musculo liso (efeito antihipertensivo e antiarritmico). Em adicéo, flavonéides
tem mostrado possuir propriedades antiviral e carcinostatico. A atividade dos
flavondides como inibidores da transcriptase reversa sugerem um lugar desses
compostos no controle de infeccbes por retrovirus, como na sindrome de
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (FORMICA, 1995).

Experimentos realizados por SUDHEESH et al. (1997) mostraram que
ratos Sprague-Dawley machos alimentados com uma dieta padrédo contendo
flavonéides (1mg/100g por 45 dias) apresentaram diminuicdo significativa da
concentracdo de colesterol no figado, triacilgliceréis no soro e figado,
fosfolipidios do soro e figado, acidos graxos livres no figado, aorta e coracéo.
Num segundo experimento, os animais foram alimentados com dietas livres de
colesterol e dieta contendo colesterol (29/100g de dieta) suplementadas com
flavonéides (1mg/100g por 90 dias). Neste experimento, foi observado que com
a suplementacao com flavondides ocorreu uma diminuicdo significativa do
colesterol no soro, figado, coracdo e rim, triacilgliceréis no soro, fosfolipideos

de figado e rim e acidos graxos no figado e soro. A atividade de Beta-hidroxi-



beta-metilglutaril CoA sintetase, glicose-6-fosfato desidrogenase (somente no
experimento 1) e malato desidrogenase (experimento 1 e 2) diminuiram
significativamente pela suplementac¢éo com flavondides. A atividade de lipase e
lecitina colesterol aciltransferase do plasma foram significativamente
aumentadas em ambos experimentos pela suplementacdo com flavondides.
Além disso, niveis de acidos biliares hepaticos e fecais e esterdis neutros
fecais aumentaram significativamente pela suplementacao, indicando um alto
padrdao de metabolismo de colesterol.

InvestigacBes bioquimicas dos mecanismos da acdo dos flavondides
tem mostrado que estes compostos inibem uma ampla variedade de sistemas
enzimaticos. A capacidade de certos flavondides para inibir tanto a
ciclooxigenase quanto a 5-lipoxigenase no metabolismo do araquidonato pode
contribuir para propriedades antiinflamatdrias. Também foi mostrado que eles
aumentam a permeabilidade capilar e exercem um efeito inibitério na
exsudacao de proteinas e migracdo de leucdcitos. Em outras palavras,
flavonoides sédo conhecidos por mostrar propriedades antioxidantes, incluindo
eliminacdo de radicais livres e prevenindo peroxidacéo de lipideos (PELZER et
al, 1998).

A propriedade antioxidante, e, especialmente a capacidade de afetar
fosforilagdo de proteina celular, e o efeito inibitério desses compostos sobre
plaguetas e leucécitos bem como seu efeito protetor sobre células endoteliais
sugere que eles sdo de potencial interesse na inibicdo da coagulacéo
sanguinea e na antiagregacéao plaquetéaria (LALE et al., 1996).

Esta acdo de protecdo a eventos cardiovasculares esta intimamente
ligada a sua atividade antioxidante. Sabe-se, hoje em dia, que a producao
excessiva de radicais livres e a peroxidacdo de lipidios podem estar
relacionados ao desenvolvimento de vérias enfermidades crénicas como a
aterogénese e o cancer. Os compostos antioxidantes podem exercer efeitos
protetores mediante a inibicdo das reacdes de oxidagdo, como o tocoferol,
acido ascorbico e os flavondides que seriam provavelmente o grupo de
antioxidantes presentes em nossa alimentagcdo mais comuns e ativos (em
sistemas hidrofilicos como lipofilicos). Em sistemas vivos formam-se radicais
livres a partir da reacdo com oxigénio formando peréxidos e hidroperéxidos.

Estes compostos podem sofrer reagcdes em cadeia contribuindo assim na
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aceleracdo de enfermidades, como por exemplo, naqueles processos que
podem causar danos a parede vascular dos vasos sanguineos, conduzindo a
aterogénese e ainda podem acelerar uma série de eventos que vao originar a
trombose. O mecanismo de atividade antioxidante dos flavondides parece se
apresentar de duas maneiras. Por um lado atuam como captadores de radicais
livres e por outro lado tem a capacidade de quelar ions metalicos reduzindo a
peroxidacdo induzida por metais que podem estar presentes em algumas
enzimas como cofatores (BORREGO, 1995).

2.2. Efeitos farmacolégicos de Rutina e suas propriedades:

A rutina, flavondide utilizado em nosso estudo, pertence a classe das
flavonas que sofreu posterior glicosilagdo, sendo incorporada assim um grupo
rutinose a sua estrutura inicial (MANN, J.; 1986).

Sua nomenclatura oficial é 3-[[6-O-6(-deoxi-a-L-manopiranosil)-b-D-
glicopiranosil]oxi]-2-(3,4-didroxifenil)-6,7-dihidroxi-4H-1benzopira-4-ona.
Podendo ser chamada de rutosideo, quercetina-3rutinosideo e 3,3',4’,5,7-
pentahidroxiflavona-3- rutinoside. Sua composicdo quimica restringe-se aos
elementos carbono oxigénio e hidrogénio possuindo a foérmula molecular
C27H30016.

Na Quimica de coordenacdo este flavondide classifica-se como um
ligante polidentado e o estudo dos modos de coordenacdo deste ligante a
metais de transicdo e organoestanicos causa interesse pelo seu carater
polibasico e ambidentado. Suas propriedades farmacoldgicas sdo descritas
demasiadamente, e diversos ensaios bioldgicos, incluindo este composto, ja

foram relatados.
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Figura 3- Estrutura da rutina

A rutina teve sua capacidade antioxidante comprovada em varios
experimentos ja realizados. Grinberg et al. 1994, descreve experimentos que
confirmam efeitos de protecdo contra a oxidagcdo da hemoglobina na presenca
da Primaquina, uma droga prooxidante, antimalarial que eventualmente pode
causar hemolise ao ser administrada em glébulos vermelhos de humanos.

A potencializagdo de agentes antioxidantes como o &cido ascérbico
(vitamina C) e- tocoferol (vitamina D) foi descrita em recentes experimentos.
Quando a vitamina D e Rutina sdo utilizadas em combinacao, um efeito aditivo
€ observado, enquanto a associacdo do acido ascorbico (vitamina C) e Rutina,
geram um supra aditivo efeito (sinergismo). Uma tripla combinacdo entre estes
antioxidantes em potencial apresenta um aumento na capacidade de captar
radicais livres em solu¢cdes aquosas homogéneas e inibicdo da peroxidacao de
lipidios em eritrécitos uma vez que a Rutina promove interacdes eficientes com
o a-Tocoferol (vitamina D) na superficie e interfase das membranas e
simultaneamente estabelece interacdes satisfatorias com o Acido Ascorbico
(vitamina C) em solu¢Bes aquosas. Assim a adicdo deste flavondide a este
sistema promove uma associacdo muito eficaz das propriedades antioxidante
destas substancias sendo a rutina o0 agente de ligacdo do complexo
antioxidante potencializado (SALVAYRE et al., 1991).

Testes com Radicais livres derivados do 6xido nitrico foram efetuados
com muito sucesso. Radicais com estas caracteristicas; estdo envolvidos em

diversos processos patologicos, como os tipos inflamacdes e lesdes do tecido
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endotelial, e apresentam grande grau de toxicidade em veias e artérias. Os
radicais difundem-se nas células musculares vasculares do tecido liso onde
induzem a formacdo cGMP que esta relacionado com o0 processo de
relaxamento muscular, conduzindo a vasoconstricdo e possivelmente a lesdes
celulares. O flavondide Rutina, em particular, apresentou-se muito eficaz na
captacao desta classe de radicais. (SASKIA et al., 1995).

Estudos do efeito da quelacdo na atividade antioxidante dos flavondides
revelaram que este processo é mais importante para Rutina do que para a
Quercetina (Rutina ndo glicosilada). A Rutina € muito menos lipofilica que a
guercetina e isto influencia a sua permeabilidade pela membrana celular
(SASKIA et al., 1998).

O efeito cardioprotetor da rutina na captacdo de radicais livres foi
também relatado por experimentos com a Doxorubicina, um medicamento
antineoplastico de grande acdo farmacologica administrado no tratamento de
hematogénicos maliginus como tumores de garganta, seio, tiredide e ovario e
que contrariamente possui efeitos colaterais desagradaveis gerando

cardiomiopatias de sério comprometimento (SANDEEP et al., 1995).

2.3. Organoestanicos e suas propriedades bioldgicas

O desenvolvimento crescente da quimica organoestanica pode ser
atribuido  principalmente a importancia tecnolégica dos compostos
organometalicos do estanho, os quais podem ser sintetizados como agente
biocidas, pesticidas catalisadores de diversas reacbes e mais recentemente
como agentes antitumorais (LIMA, G. M.;1999).

A utilizacdo de derivados inorganicos estanicos, como fluoreto de
estanho (1), ja é relatada em férmulas de pastas de dentes, solucdes tipicas, e
outras atributos dentarios, bem como pode-se observar a presenca de
derivados estanicos em formulagdes farmacéuticas que visam o tratamento da

pele, contra problemas como acne, espinhas. Experimentos utilizando ratos
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relataram que o uso de cloreto de estanho (Il) origina um composto promissor
no tratamento preventivo da hipertensdo (CROWE, A.; 1994).

Novos complexos diorganoestanicos de férmula geral R,SnL (R=n-Bu e
Ph e L= alaninafenilalanina, fenilalanilaleucina, fenilalaninafenilalanina,
glicinaleucina e glicinaisoleucina foram sintetizados e caracterizados por
métodos como andlise elementar, condutancia molar, RMN *C {*H} e RMN
1195, Estes compostos foram testados utilizando-se diferentes bactérias
(Escherichia coli, Rhizobium melioloti, Pseudomonas putida e Aeromonas
formicans) e fungos (Apergillus niger, Pencillium Chrysogenum, Aureobasidium
pullulans e Verticilium dahliae) com relatada atividade. A DL 5o (dose letal)
valores (> 500 mg Kg™) foi determinado com ratos albinos. A atividade anti-
inflamatdria (% inibicdo) destes compostos em ratos albinos adultos teve seu
maximo de 20% inibicdo apresentando, em acréscimo, esta propriedade
farmacolégica (NATH M. et al; 1999).

Derivados antibidticos diorganoestanicos e triorganoestanicos (onde
antibioticos sdo: amoxicilina, ampilicilina, meticilina e penicilina) apresentaram
consideravel atividade biolégica in vivo. Diorganoestanicos derivados tanto de
Cloranfenicol como de D-cycloserina foram incubados juntamente com ovos e
embrides de Ciona intestinalis e Ascidia malaca para que fosse avaliado seu
estudo citotéxico in vivo. A deficiéncia no crescimento destes organismos foi
observada ja nas concentracdes de 10* mol/dm™ destes compostos
(PELLERITO A., 1998).

E importante a acdo de organoestanicos como agentes antibacterianos
uma vez que bactérias como a Clamydia sédo responsaveis por infec¢cdes nas
artérias sanguineas, levando também a ateriosclerose. As bactérias e seus
produtos, possivelmente estdo envolvidos na endocardite infecciosa, doenca
cardiaca congénita, ativacdo plaquetaria. Os flavonoides parecem inibir o
crescimento e replicacdo de bactérias que sao patogénicas ao sistema vascular
de humanos. O crescimento e replicacdo de muitas espécies de Escherichia,
Pseudomonas, Staphylococcus e Candida podem ser inibidos por uma
variedade de flavondides. O efeito bactericida pode ser devido a danos
induzidos por flavonéides ao DNA bacteriano (SCHRAMM E GERMAN, 1998).
A complexacao do flavondide rutina com organoestanicos pode promover o

aumento destas propriedades farmacoldgicas.
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2.4. Metabolismo Lipidico

2.4.1. Lipidios

O termo geral lipideos abrange um grupo de moléculas que tem como
principal caracteristica a insolubilidade em agua, que apresentam-se como um
grupo heterogéneo de componentes incluindo 6leos, gorduras, ceras, e
componentes correlatos, encontrados em alimentos e no organismo humano.

Este grupo de compostos estam envolvido em diversas funcdes
biolégicas. Gorduras e Oleos sdo a principal forma de armazenamento de
energia de muitos organismos sendo os lipideos os constituintes de 50% das
membranas celulares. Outros lipideos, embora estejam presentes em
pequenas quantidades sao constituintes de cofatores de muitas enzimas,
pigmentos, agentes emulsificantes, “transportadores” de vitaminas
lipossoluveis, horménios e mensageiros intracelulares (KRAUSE E MAHAN,
1995).

2.4.2. Acidos Graxos Livres

Os acidos graxos livres (FFA, acidos nao esterificados) aparecem no
plasma devido a lip6lise dos triacilglicerdis no tecido adiposo ou como resultado
da acdo da lipase durante a incorporacao dos triacilgliceréis plasmaticos aos
tecidos. Eles sdo encontrados em combinacdo com soro albumina em
concentracdes que variam entre 0,1 a 2 [Jeg/mL de plasma e compreende os
acidos graxos de cadeia longa encontrados no tecido adiposo; como palmitico,
estearico, oléico, palmitoleico, etc...

Foram descritos na albumina pontos de ligacdo com afinidades variaveis
para acidos graxos. Niveis baixos de acidos graxos livres sdo detectados no
estado bem alimentado, alcancando aproximadamente 0,50eqg/mL no periodo
de pés-absorcao e entre 0,7 a0,8 eg/mL no estado de jejum completo. No
diabetes melitus, ndo controlado, o nivel pode atingir até 2[0eqg/mL. O nivel cai
justamente apds a alimentacdo e sobe novamente antes da refeicdo seguinte;

entretanto nos animais que se alimentam continuamente, como ocorre nos
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ruminantes, nos quais ocorre entrada constante de nutrientes a partir do
intestino — os acidos graxos livres permanecem em nivel baixo (KRAUSE e
MAHAN, 1995, HAPER, 1994).

A velocidade de remocao dos acidos graxos do sangue € extremamente
alta. Parte do que foi retirado é oxidado e responde por cerca de 25-30% da
energia necessaria ao estado de jejum. O restante do que foi retirado é
esterificado. Na inanicdo, 0 quociente respiratorio (QR) indica que
consideravelmente a gordura do tecido adiposo. Esta diferenca pode ocorrer
pela oxidacao de lipidios esterificados da circulagéo ou daqueles presentes nos
tecidos. Acredita-se que estes Ultimos ocorram particularmente no coracao e
musculo esquelético onde se encontram depdsitos consideraveis de lipidios
nas células musculares.

A presenca de uma proteina ligante de acidos graxos ou proteina Z, foi
relatada no citosol dos principais tecidos. Admite-se que a funcao desta
proteina no transporte intracelular é semelhante a funcédo da albumina sérica

no transporte extracelular dos acidos graxos de cadeia longa. (HAPPER, 1994)

2.4.3. Triacilglicerois

Denominados também como triacilgliceréis (TAG), estes sdo ésteres de
glicerol com acidos graxos. O glicerol pode ser esterificado por uma, duas ou
trés moléculas de acidos graxos. Geralmente os trigliceridios sao formados por
trés acidos graxos diferentes entre si. As propriedades quimicas e fisicas do
TAG séo determinadas de acordo com os acidos graxos que os compdéem.

Nas células eucarioticas os triacilgliceréis tém como a principal funcao a
de combustivel devido sua alta densidade energética e baixa solubilidade,
tendo também a funcédo de isolante térmico. Células especializadas de animais
vertebrados denominados adipécitos sdao uma enorme fonte de
armazenamento de triacilglicerodis. Até dois tercos da energia total das células,
podem ser supridos nesta forma. Devido apresentarem um namero maior de
carbonos mais reduzidos do que 0s acucares, este processo se torna mais
vantajoso a partir dos trigliceridios do que com os carboidratos, apesar dos

carboidratos apresentarem um metabolismo mais rapido do que os

16



triacilglicerois devido a sua maior solubilidade em agua (KRAUSE e MAHAN,
1995 e HAPER, 1994).

2.4.4 -Colesterol

O colesterol é o componente essencial das membranas estruturais de todas
as células. E encontrado em altas concentra¢ées nos tecidos glandulares e figado.
Os principais 6rgaos responsaveis pela producédo de colesterol sdo o figado e o
intestino, que produzem em torno de 25% do colesterol endégeno. E um
intermediario chave na biossintese de uma série de esterdides importantes
incluindo os acidos biliares, hormonios adrenocorticais, estrégenos, andrégenos e
progesterona. O colesterol é encontrado apenas em alimentos animais. A sua
relacdo com gorduras e alimentos associa-se a aterosclerose (KRAUSE e
MAHAN,1995)

O colesterol do organismo humano pode ser obtido através dos
alimentos ou por sintese endoégena. Um individuo adulto saudavel excreta
cerca de 1g de derivados de colesterol por dia, metade dos quais sao repostos
pela dieta e metade por biossintese.

A sintese do colesterol inicia-se com a condensacédo de duas moléculas
de acetil-CoA provenientes do metabolismo de carboidratos, lipidios e
proteinas, produzindo acetoacetil-CoA. Na etapa seguinte ocorre a
condensacao com uma terceira molécula de acetil-CoA, produzindo 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA (HMG-CoA). As enzimas que catalisam estas reacdes sao,
respectivamente, tiolase e hidroximetilglutaril-CoA sintase (HMG-CoA sintase),
ambas citossdlicas. Nos hepatdcitos, essas duas enzimas sao encontradas
também nas mitocondrias, e a HMG-CoA formada € precursora dos corpos
cetbnicos. A HMG-CoA é a seguir reduzida a mevalonato, numa reacéo
catalisada pela HMG-CoA redutase, uma enzima ligada ao reticulo
endoplasmaético. Esta € a etapa limitante da sintese de colesterol: a atividade e
a sintese da HMG-CoA redutase sdo controladas por varios fatores
(MARZZOCO et al., 1999).

O mevalonato a partir de uma série de reacdes de condensacao origina
0 esqualeno que ser& o precursor do colesterol a partir da sintese do lanosterol
(ATKINS,1995).
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2.4.5. Digestao e absorcdao de Lipidios

A digestdo de lipidios inicia-se no estdbmago sob a acdo da lipase
gastrica, que hidrolisa trigliceridios de cadeia curta em acidos graxos e glicerol.
A acéo peristéltica do intestino delgado quebra os glébulos maiores de gordura
em particulas menores, denominadas micelas que facilitam a passagem dos
lipidios através do meio aquoso do lumem intestinal para a borda da escova
(estrutura microvilar presente nas células da parede da luz intestinal). A acdo
emulsificante da Bile os conserva separados, facilitando a digestéo pela lipase
pancreatica. Observa-se a presenca de uma proteina denominada colipase que
mantém mais unida as lipases as micelas formadas. A bile € uma secrecdo do
figado, composta de acidos biliares (acido glicocdlico e taurocdlico), pigmentos
biliares, sais inorganicos, alguma proteina, colesterol, lecitina, e muitos outros
componentes metabolizados e secretados pelo figado, como drogas
detoxicadas. Os sais biliares sdo assim liberados de seus componentes
lipidicos e retornam ao lumen intestinal (ndo permanecendo nas células). A
maioria dos sais biliares é ativamente reabsorvida no ileo terminal e € reciclada
de volta ao figado para entrar no intestino através da vesicula biliar. Essa
eficiente reciclagem é conhecida como circulacdo éntero hepatica. O “pool” de
acidos graxos pode circular de 3 a 15 vezes ao dia, dependo da quantidade de
alimento ingerido (HAPER 1994).

Devido sua extensdo ser mais curta e, portanto, aumento na
solubilidade, os acidos graxos de cadeia menor e igual 10 carbonos podem ser
absorvidos diretamente nas ceélulas mucosas sem a presenca da bile e
formacdo das micelas. ApGs esta etapa na mucosa celular, irdo diretamente
sem esterificacdo para a veia porta, através da qual serdo carregadas para o
figado.

Nas células mucosas, os acidos graxos e monogliceridios, produzidos
por esta etapa do processo digestivo, sdo reunidos em novos trigliceridios.
Poucos sédo digeridos em glicerol e acidos graxos livres e entdo reunidos para
formar trigliceridios. Estes trigliceridios junto com colesterol e fosfolipidios sédo
circundados por uma O-lipoproteina formando os quilomicrons. Os globulos
passam para 0s canais lacteos dos vilos por um processo de exocitose.
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Os quilomicrons sao transportados pelos vasos linfaticos para o ducto
toracico e esvaziado na corrente sanguinea na juncdo das veias jugular interna
esquerda e subclavia esquerda. Os quilomicrons sao entdo carregados para o
figado, onde os trigliceridios sé@o reagrupados em lipoproteinas e transportados
para o tecido adiposo para metabolismo e armazenamento (KRAUSE e
MAHAN 1995).

O colesterol é absorvido de maneira similar ap6s ser hidrolisado de sua
forma de éster, através da enzima colesterol esterase pancreética. As
vitaminas lipossoluveis A, D, E e K também s&o absorvidas de quadro micelar,
embora algumas formas de vitamina A, E, K e carotenos possam ser
absorvidos na auséncia de sais biliares.

Informacdo sobre os pontos especificos da digestdo dos lipidios no
coelho encontra-se de modo escasso. Provavelmente tem lugar fundamental
no intestino delgado, onde se agregam a lipase e a bile. Os &cidos graxos
insaturados consumidos pelos ruminantes, animais de metabolismo bem
semelhante aos coelhos, se hidrogenam no ramen, convertendo-se em acidos
graxos saturados, fator este que determina o alto teor destes acidos na carne
destes animais. Ndo se sabe se esta hidrogenacdo tem lugar no intestino
grosso do coelho, mas, como a absorcao se realiza no intestino delgado, é
pouco provavel que se produza uma hidrogenacdo apreciavel de gorduras
insaturadas no coelho.

Os acidos graxos essenciais como 0 acido linoléico, linolénico e
araquidodnico, funcionam como componentes das membranas celulares e como
precursores da prostaglandina. A partir de acidos como linoléico podem ser
sintetizados os outros acidos, sendo este classificado como um &cido essencial
primario. Deficiéncia de &cidos graxos essencias no metabolismo de coelhos
podem evidenciar sintomas como dermatites e crescimento lento destes
animais (CHEEKE, 1995).

Os coelhos possuem entre 40-50% de lipidios subcutaneos em relacéo
aos lipidios totais presente em sua carne. O conteudo de lipidios
intramusculares e peritoneais revelam uma variacao diretamente proporcional a
sua idade (CHEEKE, 1995).

Diversos estudos tém sido efetuados revelando assim um notavel

interesse no conteddo de colesterol presente na carne de coelho, uma vez que
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teém sido encontrado indices inferiores, deste constituinte em comparacéo as
outras carnes consumidas de forma mais abrangente atualmente. As inter-
relacdes entre o conteldo de colesterol-total, acidos graxos saturados e
polinsaturados bem como seu valor energético, sugere-se que o efeito real da
carne de coelho sobre a colesterolemia no homem pode ser menor do que para
as carnes de soja, e comparada as de frango e peru (RAO et al, 1979;
BEYMAN, 1984).

2.5.Transporte dos lipidios

2.5.1. Lipoproteinas; funcéo e papel metabdlico

Lipoproteinas sdo moléculas lipoprotéicas formadas por uma
combinacao de lipidios e proteinas transportadoras especificas, denominadas
apoliproteinas, com combinacdes variadas de fosfolipidios, colesterol e
triacilglicerdis. Diferentes combinacdes de lipidios e proteinas produzem
moléculas com diferentes densidades (MONTEIRO e ROSADO 1993).

A presenca das moléculas protéicas vai atribuir maior solubilidade ao
"complexo” formado possibilitando o transporte de lipidios no sangue.

O colesterol e os ésteres de colesterol, triacilgliceréis e fosfolipidios
apresentam-se quase em totalidade insoliveis em agua. As lipoproteinas
plasmaticas possibilitam o transporte destes lipidios provenientes dos tecidos
de sua origem como o figado e onde sdo absorvidos como o intestino, pelo
plasma sanguineo, até os tecidos onde serdo armazenados e metabolizados
(MONTEIRO e ROSADO, 1993).

As principais sao:

1-Quilomicrons:S&o particulas de maior diametro e densidade baixa

2-Lipoproteinas de alta densidade (High Density Lipoprotein)-HDL: S&o
composta por um conjunto de proteinas plasmaticas, que contém relativamente
mais proteina e menos colesterol e trigliceridios, removendo o colesterol a

partir da intima.
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3-Lipoproteinas de baixa densidade (Low density Lipoprotein)-LDL:
Proteina plasmética que contém uma propor¢cdo maior de colesterol e
trigliceridios e menos proteinas.

4-Lipoproteinas de densidade muito baixa (Very Low Density
Lipoprotein)-VLDL: Proteina plasmatica que contém relativamente mais
trigliceridios do que colesterol. Transporta lipidios do figado para os tecidos
periféricos.

A extracao de lipidios do plasma utilizando-se um solvente adequado, e
subsequiente separacdo do extrato em varias classes de lipidios mostraram a
presenca de triacilglicerois, fosfolipidios, colesterol e ésteres de colesterol e,
além disto, de uma pequena fracdo de acidos graxos ndo esterificados de
cadeia longa (acidos graxos livres) que correspondem a 5% do total de acido
graxos presentes no plasma. Esta Ultima fracdo, os acidos graxos livres (FFA)
sdo agora reconhecidos como metabolicamente a mais ativa dos lipidios
plasmaticos (HAPER, 1994).

As varias classes quimicas de lipidios ocorrem em quantidades variaveis
na maioria das fracfes lipoprotéicas. Além das técnicas que dependem da
densidade, as lipoproteinas podem ser separadas de acordo com suas
propriedades eletroforéticas em [0, [0 e pré-O-lipoproteinas e podem ser
identificadas mais precisamente, por meio de imunoelétroforese (HAPER,
1994).

O triacilglicerol € o lipidio predominante nos quilomicrons e VLDL
enquanto que o colesterol e os fosfolipidios sdo os lipidios predominantes nas
LDL e HDL, respectivamente.

2.5.1.1. Constituicao das lipoproteinas

Uma proteina tipica como os quilomicrons ou VLDL consiste de um
cerne lipidico, constituido principalmente de triacilglicerbis e ésteres do
colesterol, ambos apolares, circundados por uma Unica camada superficial de
lipidios mais polares: fosfolipidios e ésteres de colesterol. Estas moléculas séo
orientadas de modo que seus grupos polares se dirijam para fora, ficando em
contato com o meio aquoso da mesma forma que ocorre nas membranas
celulares (HAPER 1994).
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A parte protéica das lipoproteinas é conhecida como apolipoproteinas e
constitui cerca de 60% do HDL e somente 1% dos quilomicrons. Algumas
apoliproteinas sao integrais e nao podem ser removidas enquanto outras estdo
livres para serem transferidas a outras lipoproteinas (CHEUNG et al.,1994).

As apolipoproteinas desempenham varias funcées como: cofatores
enzimaticos, proteinas transportadoras de lipidios bem como atuam como
agentes ligantes para interacdo com outros receptores de lipoproteinas nos
tecidos.

Uma ou mais apolipoproteinas estdo presentes em cada lipoproteina.
Designam-se as principais apoliproteinas como as pertencentes ao HDL como
A, LDL como B (também pode ser encontrada no VLDL e nos quilomicrons
menores). As apolipoproteinas C podem ser transferidas livremente entre as
lipoproteinas.

Os carboidratos podem até constituir 5% das apoliproteinas e incluem
manose, galactose, glicose glicosamina e &cido sialico. Assim, algumas
lipoproteinas sdo também glicoproteinas. Muitas outras apoliproteinas séo
encontradas entre as lipoproteinas plasméaticas. Uma delas € a apolipoproteina
E rica em arginina, isolada a partir das VLDL e HDL; contém arginina na
proporcdo de 10% do total de aminoacidos e representa 5-10% do total das
apoliproteinas dos individuos normais (HAPER, 1994).

2.5.1.2. Quilomicrons

Os quilomicrons sao lipoproteinas sintetizadas no intestino. Sdo as
maiores lipoproteinas e as menos densas, contendo uma alta concentracdo de
triacilglicerais.

Os quilomicrons sdo sintetizados nas células entéricas movendo-se
através do sistema linfatico, entrando na corrente sanguinea, pela artéria
subclavia, podendo receber diferentes apolipoproteinas (A, B, C, E). Devido ao
seu tamanho os quilomicrons ndo conseguem entrar diretamente no sistema
porta, pois nao atravessam as membranas endoteliais dos capilares
sanguineos. Os quilomicrons sdo liberados das células intestinais por fuséo
dos vacuolos secretérios com a membrana celular (pinocitose reversa), passam

aos espacos entre as células intestinais penetrando eventualmente no sistema
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linfatico que drena o intestino, porque além da glandula mamaria, o intestino e
o figado sdo os unicos tecidos através dos quais é secretado lipidio na forma
particulada. A incapacidade de um lipidio particulado do tamanho dos
quilomicrons passar através das células endoteliais dos capilares sem hidrolise
prévia é, possivelmente, a razao pela qual as gorduras dos alimentos entram
na circulacdo através dos linfaticos e ndo pelo sistema porta do figado
(KRAUSE, 1995; HAPER, 1994).

Os quilomicrons sao responsaveis pelo transporte na circulacdo de
todos os lipidios da dieta. No quimo sdo encontradas particulas menores e
mais densas que tém as caracteristicas das VLDL. Todavia, a composicao
destas particulas assemelha-se mais aos quilomicrons do que as VLDL,
indicando que elas podem ser consideradas como pequenos quilomicrons. Sua
formacdo ocorre mesmo no jejum, sendo que seus lipidios originam-se
principalmente das secrec¢des biliares e intestinais. Por outro lado, a formacéo
dos quilomicrons aumenta com a carga de triacilglicerdis absorvidos.

A remocédo dos quilomicrons do sangue é rapida, sendo a meia vida da
ordem de minutos, em pequenos animais, e mais prolongada, em animais
maiores. As particulas maiores séo catabolisadas mais rapidamente do que as
menores. Quando, os quilomicrons marcados nos &cidos graxos dos
triacilglicerdis sdo administrados intravenosamente, cerca de 80% da marcagao
€ encontrada no tecido adiposo, coracdo e musculos e aproximadamente 20%
figado. Os experimentos com érgdos perfundidos tém mostrado que o figado
ndo metaboliza significativamente quilomicrons nativos e nem VLDL, a
marcacédo no figado deve resultar secundariamente dos tecidos extrahepaticos
(HAPER, 1994).
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2.5.1.3. Lipoproteina de muito baixa densidade- VLDL

A sintese da VLDL ocorre no intestino e no figado. A maior parte das
VLDL plasmaticas tem origem hepéatica. Cerca de 20% do total circulante de
VLDL séo proveniente do intestino e 80% do figado Estas sdo veiculos do
transporte de triacilgliceréis do figado para os tecidos extrahepéticos.

Ha muitas semelhancas entre os mecanismos de formacdo dos
quilomicrons pelas células intestinais e das VLDL pelas células parénquima
hepatico. As VLDL sao secretadas pelas células hepaticas parenquimatosas no
espaco de Disse e entdo passa para os sinuisédes hepaticos através da fresta
em direcdo ao endotélio. Da mesma forma que os quilomicrons estes também
entram na circulacdo através do sistema linfatico. (KRAUSE, 1995; HAPER,
1994).

A VLDL, além do triacilglicerol presente na sua estrutura, apresenta
pequenas quantidades de éster de colesterol bem como apoliproteinas A, B e
C. Sédo estas lipoproteinas maiores que promovem o transporte de
triacilglicerdis do figado para tecidos extrahepaticos. Na circulacdo capilar,
ocorrera a ativacao da lipase lipoprotéica pela apolipoproteina C, provocando a
liberacdo de acidos graxos livres dos trigliceridios das VLDL, dando origem as
IDL- lipoproteinas de densidade intermediaria. Essas particulas seguem dois
caminhos: cerca de dois tercos das IDLs podem ser captadas no figado, pelos
receptores de apo B/E e degradados em seus componentes. O terco restante
sofre a acao da lipase hepética, fazendo que ocorra a perda dos triacilglicerois
e convertendo as IDLs em proteinas de baixa densidade que contém quase sO
ésteres de colesterol e colesterol, no seu nucleo, e apolipoproteina B na
superficie (PLUMP et al., 1992).

Os acidos graxos livres provenientes das particulas de VLDL séo
captados pelas células adiposas onde sdo resintetizados a triglicérides e séo

armazenados em goticulas lipidicas intracelulares.
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2.5.1.4. Lipoproteinas de baixa densidade- LDL

As LDL séo lipoproteinas que contém em maioria, ésteres de colesterol
e colesterol no seu nucleo e na superficie apoB-100 como principal
apoliproteina. Essas lipoproteinas transportam o colesterol para os tecidos
periféricos (extra-hepaticos) (FARMER e GOTTO, 1992).

Aparentemente a maior parte das LDL é formada a partir da VLDL,
porém ha evidéncias de alguma producdo direta do figado. A meia vida de
desaparecimento da circulacdo da apoproteina B-100 da LDL ¢é
aproximadamente 36 horas. Estudos em cultura de fibroblastos , linfocitos,
células do musculo liso da artéria e figado mostraram a existéncia de sitios
especificos de ligacdo ou receptores para as LDL, os receptores B-100. A partir
desses receptores especificos, é promovida a captacdo do colesterol e dos
ésteres de colesterol pelos tecidos periféricos (HAPER, 1994).

A ligacdo entre a lipoproteina LDL a estes receptores de alta afinidade
promove o processo de endocitose e assim a digestdo pelos lisossomas no
interior das células. A fusdo da membrana da vesicula com a membrana
lisossomial expde a LDL a enzimas hidroliticas que degradam apoB em
aminoacidos. Os ésteres de colesterol sdo hidrolisados por colesterol esterase,
e 0 colesterol liberado deixa os lisossomos para ser usado nas reacdes
celulares (PETERSDOREF et al., 1984; GOLDBERG, et. al.,1985).

A existéncia de niveis plasmaticos altos de LDL d& origem a
mecanismos menos eficientes de remoc¢do. Um destes exemplos ocorrem nas
células de limpeza ou macréfagos do sistema reticulo endotelial. Quando os
niveis plasmaticos de LDL aumentam, essas células de limpeza degradam
guantidades aumentadas de LDL, no entanto se a concentracdo de ésteres de
colesterol eleva-se demasiadamente, essas sdo convertidas para células
espumosas que sdo componentes classicos das placas ateroscleréticas
(GOTTO, 1992).
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2.5.1.5. Lipoproteina de alta densidade HDL

As HDL é uma lipoproteina que consiste em maior parte de proteinas e
menor proporcao de colesterol. Sua sintese secrecdo ocorre no figado e
intestino. Estas lipoproteinas sdo inicialmente sintetizadas na forma de um
precursor que a partir da incorporagcao de colesterol ndo-esterificado adquire a
forma final da lipoproteina. Todavia a HDL nascente do intestino, recentemente
secretada, contém somente a apolipoproteina A e estdo ausentes a
apoliproteinas C e E. Assim as apoliproteinas sao sintetizadas no figado e
transferidas a HDL intestinal quando esta se encontra no plasma. A principal
funcdo da HDL é atuar como depdsito das apoliproteinas C e E que séo
indispensaveis ao metabolismo das quilomicrons e VLDL. (HAPER 1994).

A lipoproteina HDL consiste de duplas camadas discéides contendo
apoliproteinas e colesterol livre. A enzima lecitina-colesterol-acetiltransferase
(LCAT) de origem hepética e intestinal e a apolipoproteina ativadora da LCAT,
presentes no plasma catalisam a formacao de ésteres de colesterol. A catalise
pela LCAT converte os fosfolipidios e colesterol livre em ésteres de colesterol e
isolecitina. Os ésteres de colesterol, com carater mais apolar penetram no
interior hidrofébico da bicamada, enquanto isolecitina € transferida para a
albumina plasmatica. A reag¢do continua, gerando um nucleo ndo polar que
empurra a dupla camada até que se forme uma HDL pseudomicelar e esférica
coberta por uma pelicula superficial de lipidios e apoproteinas polares. A
medida que se acumulam maiores quantidades de colesterol no interior da
lipoproteina, esta adquire uma configuracao esférica, na qual se avista o nucleo
hidrofébico rodeado por uma capa protéica hidrossollivel (GINSBERG, 1994;
GRUNDY, 1990; BREWER et al., 1998; BOSTOM et al.,1996; FIELDING et al.,
1995).

O colesterol esterificado pode ser transferido das lipoproteinas de
densidade baixa, por exemplo: quilomicrons, VLDL, e LDL, para HDL por meio
de uma proteina transferidora de ésteres de colesterol-CETP (transporte
reverso de colesterol), que € outra proteina do HDL. Assim a proteina permite a
transferéncia dos ésteres de colesterol da HDL para o figado via quilomicrons

remanescentes e VLDL ou via capitacdo das LDL pelo figado. A HDL pode ser
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captada diretamente no tecido hepatico, de tal forma que seu colesterol possa
ser eliminado pelas secrecbes biliares. O sistema LCAT esta envolvido na
remocdo do excesso de colesterol ndo esterificado das lipoproteinas e dos
tecidos. O figado, e possivelmente o intestino, parece ser os sitios finais das
apoliproteinas das HDL (GINSBERG, 1994; GRUNDY, 1990; BREWER et al.,
1998; BOSTOM et al.,1996; FIELDING et al., 1995).

Este ciclo de transporte de colesterol dos tecidos para o figado proposto
pelas HDLs explica porque suas concentracfes séricas variam reciprocamente
com as concentracdes dos quilomicrons e as VLDL e diretamente com a
atividade da lipoproteina-lipase. As concentracées de HDL sdo inversamente
relacionadas com a incidéncia de aterosclerose coronariana, possivelmente
porque refletem a eficiéncia da remocao de colesterol dos tecidos. (CHEUNG,
1994).

2.5.1.6. Lipoproteina (a)

A Lipoproteina (a) possui uma estrutura semelhante a LDL, com a apo
(@) ligada a apo B-100. Elevacbes das concentracbes plasmaticas de
lipoproteina (a) (Lp(a)) estdo associadas a prevaléncias aumentadas tanto da
aterosclerose coronaria como doenca cerebrovascular. O acumulo de Lp (a)
nas placas ateroscleréticas humanas esta bem documentada. Apos o
deslocamento para dentro da parede arterial, as particulas de Lp(a) podem
ligar-se a componentes de uma lesdo ateriosclerética prematura,
principalmente ao fibronogénio, as glicosaminoglicano sulfatadas e a
fibronectina. Deste modo, as particulas sdo imobilizadas, contribuindo assim
para o acumulo extracelular de ésteres de colesterol na parede. Por outro lado
a LP(a) imobilizada pode sofrer oxidac&do. Estudos relatam que a Lp(a) apesar
de ser um fator independente, esta mais fixa a placa ateromatosa do que o
colesterol LDL, sugerindo uma maior aterogenicidade do que o LDL.

A Lp(a) pode exercer efeitos pré-trombaéticos como consequiéncia de sua
implicacdo no sistema fibrinolitico. A similaridade com o plasminogénio tem
dado suporte a possibilidade de Lp(a) contribuir para a aterogénese e

trombogénese. Estas caracteristicas podem ser sumarizadas como a seguir:
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A Lp(a) tem sido identificada dentro das lesbes aterometosas
apresentando-se ligada a fibronectina (presentes nas lesdes ateromatosas) e
glicosamino glicanos (presentes na paredes arterial). Esta lipoproteina
atravessa o endotélio vascular e alcanga a intima contacta. Esta pode ser
oxidada in vitro e promover a formacdo de células espumosas. Induz a
proriferacdo de células musculares lisas através da inibicdo do plasmogénio
forma inativa da enzima plasmina (que promove a clivagem da fibrina insoltvel
em fragmentos sollveis) que somente se transforma na forma ativa na
presenca de ativadores especificos ligados a fibrina. Assim a ligacao da Lp(a)
com o fibrinogénio imobilizado e fibrina resulta na inibicdo da ligacdo dos
plasminogénios a seus substratos podendo afetar a fibrondlise, devido a menor
formacdo de plasmina, e atrasando a lise de coagulos e favorecendo a
trombose (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 1996 e MARTINEZ,
T.L. R.; LORENCO, D. M., 1996).

2.6.Disfuncgdes Lipidémicas

2.6.1.Doencas Aterosclerética cardiosvasculares e a relacbes com

Lipidios Séricos

A corianariopatia (CHD) caracteriza-se por um conjunto de doencas que
envolvem a rede de vasos sanguineos que circundam o coracao e suprem o
miocardio. E a maior causa de 6bito atualmente e responsavel por 80% das
mortes cardiacas. Embora a maior parte das mortes por CHD ocorra em
pessoas acima da idade de 65 anos, os grandes numeros de mortes
prematuras levaram a pesquisas extensas nas areas de identificacdo e
prevencdo. Acumulou-se uma literatura monumental a partir de estudos
epidemioldgicos, laboratoriais, clinicos, prospectivos e intervencionais, que
procuram compreender porque apenas certos individuos desenvolvem CHD,
particularmente quando este leva a morte prematura.

As coronarias, como outras artérias no organismo, estdo sujeitas a
aterosclerose, que consiste em um espessamento ou estreitamento das

paredes, provocados pela invasao de lipidios, primeiramente colesterol e outras
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substancias, dentro da intima, ou a camada interna, formando placas. A
medida em que a placa aumenta, a artéria pode se tornar tdo estreita que a
circulacéo fica seriamente diminuida e pode ficar totalmente obstruida devido a
formacao de um coagulo (trombo). O coagulo pode ser formado por hemorragia
da placa em si ou chegar ao local a partir de outro ponto do organismo. A
artéria também pode sofrer um espasmo muscular que interfere na circulacao.
A isquemia resultante provoca um infarto ou morte da por¢cao do miocardio que
fica privado de oxigénio e nutricdo. A capacidade do coracdo de continuar
batendo, vai depender da extensdo da musculatura envolvida, da presenca e
circulacao colateral e das necessidades de oxigénio (KRAUSE e MAHAN,
1995).
CORTE DE UMA ARTERIA PRINCIPAL
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Figura 6-Representacdo de um corte de uma artéria

Hipercolesteromia: O colesterol foi implicado na etiologia da aterosclerose
desde que Anitshkow induziu, em 1913, placas atemomatosas em coelhos e
identificou o colesterol como seu principal componente. A maioria dos dados
foram obtidos como colesterol sérico total. No entanto, agora parece que 0s
niveis séricos das lipoproteinas de transporte, LDL e HDL, sdo mais

significativos em termo de causa, prevencao e previsao.
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Hipertrigliceridemia: A hipertrigliceridemia é provocada por um aumento de
VLDL, resultando em um nivel plasmatico de trigliceridios em jejum acima de
500mg/dL. Niveis mais altos, do que 750 a 1000 mg/dL, também envolvem o
acumulo de quilomicrons e um plasma com aspecto leitoso. Em niveis
extremos, a condicdo € caracterizada por xantomas e dor abdominal com risco
de pancreatite quando os niveis estdo acima de 1000 mg/dL. A maioria dos
casos limitrofe é causada por fatores exdgenos ou secundarios, como a
obesidade, diabetes ndo controlado, hipotireoidismo nao tratado e ingestéo
excessiva de alcool. Niveis de trigliceridios abaixo de 250 mg/dL com colesterol

normal ndo estdo associados com risco de doencas (KRAUSE, 1995).

2.7.Papéis de lipoproteinas em coronariopatias (CHD):

As LDL parecem estar envolvidas no transporte de colesterol dentro da
parede arterial. Alguns estudos sugerem que a captacdo de LDL por
macréfagos (a atragdo, se faz devido a fatores quimioestaticos) na camada

intima procede com desenvolvimento da camada gordurosa.

Lesdo da Célula Endotelial

Figura 7- Inicio da formagé&o de lesbes em células endoteliais
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Embora a relacdo entre a LDL com aterosclerose seja conhecida a
algum tempo uma relacéo inversa com HDL foi conhecida mais recentemente.
Este efeito protetor foi confirmado por varios estudos, em que o aumento de
HDL e reducdes de LDL simultdneos durante a terapia com gemfibrozil foi
acompanhados com uma reducdo 34% nas taxa de infarto do miocardio
(GORDON E RIFKIND, 1989).

A relacdo inversa de HDL ainda nao foi totalmente identificada,
sugerindo-se que esta estaria envolvida diretamente no processo de acumulo e
formacdo de placa do colesterol, mas o0s niveis séricos desta lipoproteina
indicariam um transporte saudavel que néo levaria a aterosclerose. Embora o
colesterol seja sempre a mesma substancia quimica, este pode ser designado
popularmente de colesterol “bom” ou “ruim” dependendo da forma de
transporte, HDL ou LDL.

Os niveis de LDL estdo elevados em individuos que possuem dietas
ricas em gordura saturada e colesterol. Considera-se que estas gorduras da
dieta interfiram com a “clearence” de LDL no figado. Os altos niveis de LDL
estdo associados a obesidade, diabetes, hipotireodismo e tipos familiares de
hiperlipidemia citado anteriormente. O estrogénio reduz a concentracédo de LDL
em graus variados, dependendo da proporcao entre estrogénio e progestina.
As variacdes lipidicas sofrem importantes modificacbes ap6s a menopausa,
habitualmente com uma brusca elevacao dos niveis séricos do colesterol total e
da fracdo LDL, com discreta e progressiva do HDL. Estes achados estéo
relacionados com a menor sintese de estrégenos neste periodo.

Na tabela abaixo algum destes fatores sdo apresentados:

Tabela 1 Causas da diminuicdo do colesterol-HDL sérico

Fumo, Obesidade, Inatividade
Esterbides androgénicos e relacionados Androgénios
Agentes progestacionais
Ester6ides Anabolizantes
Agentes bloqueadores [] adrenégicos
Hipertrigliceridemia
Fatores genéticos
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A maioria dos estudos no passado dosava apenas colesterol total.
Embora a énfase atual seja nas formas de lipoproteinas de transporte de
colesterol, o colesterol total continua sendo dosado em larga escala devido seu
teste apresentar-se mais simples, menos dispendioso e ndo requerer nenhum
jejum prévio. O colesterol total é constituido, em grande maioria por LDL e
HDL.

2.8-Fatores de riscos de arterosclerose

Dados epidemiolégicos identificam de forma consistente 0s niveis
sanguineos de lipidios e fatores ambientais, particularmente fatores dietéticos,
gue caracterizam populacdes com alta incidéncia de CHD. Estes achados séo
corroborados por estudos clinicos, laboratoriais em animais, embora estudos
com individuos deixem de fornecer resultados uniformes por causa da
heterogeneidade dos fatores de risco e de suas interacfes. Estudos
prospectivos estabeleceram relacdes positivas entre o colesterol sérico e CHD.
Mais recentemente, as concentracfes das lipoproteinas de alta densidade
(HDL) e de baixa densidade (LDL) foram identificadas como preditivas de risco

de cardiopatia. Obesidade e falta de exercicios também foram incriminados.

Figura 8- Observacdo de uma ateria normal (I) e uma artéria com o processo

de aterosclerose evidenciado (II).



2.8.1-Fatores de risco incontrolaveis

Entre os fatores de risco incontrolaveis da CHD estéo a idade, o sexo, a
raca e a hereditariedade. Ataques cardiacos precoces ocorrem
predominantemente em homens; a suscetibilidade a CHD aumenta linearmente
com a idade. A incidéncia e a mortalidade aproximadamente dobram a cada
periodo de cinco anos apés a idade de 5 anos apés a idade de 24 anos. As
taxas de CHD séo 3 a 4 vezes mais altas em homens do que mulheres durante
a meia idade, e duas vezes maiores em idosos.

Ataques precoces ocorrem predominantemente em homens. As
mulheres raramente tém doenca cardiovascular durante a idade feértil sugerindo
que os hormédnios sexuais femininos sejam um fator de protetor. Mesmo apés a
menopausa, no entanto, a incidéncia de CHD entre as mulheres fica um pouco
abaixo que a dos homens.

Fatores genéticos que predispdem & CHD sédo provavelmente
relacionadas aos controles genéticos do colesterol sérico e da concentracdo de
lipoproteina. Membros de familias com histérias de ataques cardiacos sao
considerados na categoria de risco mais elevado para a CHD. O risco nos
homens com uma histéria familiar de CHD é de 1,5 a 2 vezes maior do que
para homens sem, estéria, o fator genético € um risco um pouco menor nas
mulheres. Negros de ambos 0s sexos sdo menos suscetiveis do que o0s

brancos.

2.8.2-Fatores de risco controlaveis néo lipidicos

Existem correlagcbes muito altas com o fumo, Hipertensédo e obesidade.
A intolerancia a glicose e a falta de atividade fisica foram consideradas,
também como fatores de risco.

Fumo; em populacdes ingerindo dieta média rica em acidos graxos
saturados e colesterol com 0s niveis séricos elevados, o fumo torna-se um
grande fator de risco para CHD. O risco aumenta com o numero de cigarros
consumidos a cada dia. Deixar de fumar pode reduzir o risco em até 50%.
Hipertensdo; A hipertensdo parece agravar 0 processo ateroclerotico,

possivelmente enfraguecendo as paredes das artérias em pontos de pressao
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mais alta, estimulando assim a invasdo de colesterol e lipidios.Os niveis de
HDLc sdo mais baixos na hipertensao.

Obesidade: A obesidade é um fator de risco independente para CHD quando
avaliada em estudos de longa duracao com nimero adequado de individuos. O
mecanismo deste efeito ndo é claro, mais pode ser relacionado com o fato de
gue os niveis de LDL-colesterol bastante elevados.

Inatividade; dados relacionados com a inatividade a CHD s&o conflitantes. Nao
foi estabelecida uma relacdo forte entre exercicios e a incidéncia de CHD,
muito embora saiba-se que os exercicios elevam os niveis séricos de HDL-
colesterol, possivelmente através de uma reducdo da atividade da lipase
hepética, que também é vista durante a reducdo de peso. Também ja se
aventou a teoria de que o aumento da vascularizacdo do miocardio, resultante
do exercicio potencializa a evolucdo da circulacéo colateral que contribui para a

sobre vida ap6s um ataque cardiaco.

2.9-Atorvastatina Calcica

Em 1976, Endo e colaboradores isolaram a compactina da cultura de
Penicillium citrinum, substancia que se revelou excelente inibidora da sintese
do colesterol, mas, por sua toxicidade, ndo reunia condi¢cdes de uso clinico.
Posteriormente, foram investigados diferentes fungos, tendo sido isolada a
lovastatina da cultura do Aspergillus terreus, com igual propriedade da anterior,
mas com minima toxicidade. Desde entdo foram produzidas varias outras
substancias com formulas estruturais semelhantes as acima referidas, todas
mostrando efeito inibidor da sintese do colesterol. Esse conjunto de farmacos
recebeu a denominacdo genérica de vastatinas. No mercado, as seguintes
estdo disponiveis: lovastatina, sinvastatina, pravastatina, fluvastatina e
atorvastatina. Esta previsto para breve o lancamento da cerivastatina. Os
dados de diferentes pesquisas demonstram que essas drogas tém efeitos
metabdlicos muito semelhantes, ainda que haja entre elas varias diferencas
farmacoldégicas (SITE MEDICAMENTO LIPTOR).
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Todas as vastatinas ttm em comum um anel hidronaftaleno. Lovastatina
e pravastatina foram obtidas, respectivamente, de cultura dos fungos
Aspergillus terreus e Nocardia autrophica. A sinvastatina resultou de pequena
modificagdo na férmula estrutural da lovastatina (adicdo do grupo metila). A
fluvastatina, a atorvastatina e a cerivastatina sdo drogas sintéticas. Essas
vastatinas e a pravastatina sdo compostos ativos na forma de anéis abertos. A
lovastatina e a sinvastatina sdo prodrogas, apenas sendo ativas, "in vivo", apos
metabolizadas para a forma de anel aberto.

A Atorvastatina € um inibidor seletivo, competidor da enzima HMG-CoA
redutase. Esta droga é a Unica em sua classe indicado especificamente para
promover a reducdo da concentracdo de colesterol-LDL e IDL em pacientes
com hipercolesterolemia. Seu fabricante, o laboratério Parke Davis, efetuou
diversas pesquisas com este medicamento, revelando que sua administracao
em doses recomendadas o torna mais eficaz do que doses usuais de outros
inibidores da enzima HMG-CoA redutase. Estudos em pacientes com
hipercolesterolemia que recebem a atorvastatina calcica, comprovam que este
composto apresentou uma maior reducdo nos niveis de colesterol total, LDL-
IDL-colesterol, na apoliproteina B, do que o0s compostos lovastatina,
pravastatina e sinvastatina. Os aumentos da lipoproteina colesterol-HDL eram
similares entre os agentes.

A terapia da combinacdo com atorvastatina e colestipol produziu uma
reducao de 10% maior na concentracdo de colesterol-LDL e colesterol-IDL do
que a atorvastatina sozinha, entretanto, as reacdes adversas eram maiores.

A atorvastatina possue uma meia vida longa e uma seletividade
hepética maior. Isto pode explicar porque este composto é mais potente do
gue outros inibidores da enzima HMG-CoA redutase. Devido ao seu grande
potencial a atorvastatina pode também ser usada no tratamento da
hipercolesterolemia familiar homozigota. A aprovacdO final do FDA foi
concedida em dezembro de 1996.

A atorvastatina calcica € um inibidor competitivo da b-hidroximetilglutaril-
CoA redutase. Esta enzima € uma enzima hepdtica responsavel pela
conversdo de HMG-CoA a mevalonato, um precursor de esteréides incluindo o
colesterol. A inibicdo da b-HMG-CoA redutase diminui a concentracdo de

mevalonato e conseglentemente os niveis de colesterol. Isto, por sua vez,
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resulta numa diminuicdo da ligacdo de colesterol a receptores de colesterol-
LDL e consequentemente numa reducdo desta lipoproteina na circulacao.
Como os outros inibidores da enzima HMG-CoA redutase a atorvastatina ndo
exibe nenhum efeito no metabolismo hepatico antipirinico.

A atorvastatina é administrada via oral. Depois de sua administracdo, a
droga € absorvida rapidamente com o0s picos maximos de concentracfes no
plasma ocorrendo dentro de 1 a 2 horas. A extensdo da absor¢cdo aumenta em
proporcdo a dose da atorvastatina. A bioavaliabilidade absoluta &
aproximadamente 14% e a disponibilidade sistémica da atividade inibitoria da
HMG-CoA-redutase de é aproximadamente 30%. A ingestdo de alimentos
diminui a taxa e a extensdo da absorcdo da atorvastatina de aproximadamente
25% e de 9%, respectivamente, entretanto, a reducdo do colesterol-LDL e
colesterol-IDL € similar se a droga estd sendo administrada junto ou
separadamente da alimentacdo. Similarmente, as concentracbes da
atorvastatina estdo mais elevadas no plasma durante o periodo da manha do
que no periodo da noite, porém a reducdo das lipoproteinas colesterol-LDL e
colesterol-IDL é a mesma independente da hora na qual foi administrada.

As concentracOes de atorvastatina no plasma sdo mais elevadas em
pacientes idosos saudaveis do que em adultos novos, entretanto, a reducdo da
lipoproteinas colesterol-LDL e colesterol-IDL € comparavel. De acordo com o
fabricante a eliminacdo da atorvastatina em humanos esta em torno de 14
horas apoés sua eliminacao.

Ainda que tenham sido demonstradas diferencas pontuais entre as
varias vastatinas, seu efeito hipolipemiante comum condiciona a clara
possibilidade da prevencdo da doenca aterosclerética, com evidentes
repercussdes sobre os indices de morbidade e mortalidade. Os dados
disponiveis permitem também admitir que elas exercem efeitos diretos sobre a
parede arterial (antiinflamatorios e antioxidantes) e possivelmente sobre
elementos trombogénicos, independentemente dos efeitos hipolipemiantes.

38



C33H34FN205

Figura 9- Estrutura da atorvastatina célcica

HiC CHy

o)

One

H

o

]

OH OH

F

39

Yy
T

-

a2+

=3H,0



3-MATERIAIS E METODOS

Este trabalho teve como objetivo efetuar modificacbes na estrutura do
flavonoide rutina, a partir da complexacdo com organoestanicos, e promover
teste sobre o efeito destes complexos no controle do colesterol, triacilglicerdis,
colesterol HDL e colesterol LDL sanguineo, efetuando a comparacdo dos
resultados obtidos pelos complexos, com o medicamento liptor que possui o
principio ativo atorvastatina calcica, bem como efetuar testes toxicol6gicos
destes complexos sobre o metabolismo de constituintes como uréia, acido
arico, glicose, proteinas-totais, albumina, bilirrubina total, calcio, fésforo, gama
glutamil transferase (Gama-GT) e as enzimas transaminase glutamico-pirtvica

(TGP) e transaminase glutamico oxaloacética (TGO).

3.1-Sintese dos complexos do flavonéide rutina com os organoestanicos
[SnCI,Phy], [SnCIPhg], [SnClsPh] e [SnCl4]

3.1.1-Procedimento Experimental

3.1.1.1- Reagéao de rutina com o organoestanico [SnCl,Ph;] (SN1)

Pesou-se 1 g do flavondide Rutina (1,638. mmols) e 0,570 g do
organoestanico [SnCl,Ph;] (1,638. mmols). Transferiu-se o organoestanico para
um tubo de Schlenk. Em seguida colocou-se o sistema sob atmosfera inerte.
Adicionou-se 50 mL de cloroférmio e, posteriormente, o flavondide rutina,
mantendo-se o sistema sob agitacdo constante por 4 horas. Um sélido amarelo

brilhante foi separado por filtracdo ao ar.(Rendimento @3,69%)
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3.1.1.2-Reacdo da rutina com o organoestanico [SnCIPh3] (SN2)

Pesou-se 1 g do flavondide rutina (1,638. mmols) e 0,641 g do
organoestanico [SnCl,Ph;] (1,638. mmols). Transferiu-se o organoestanico para
um tubo de Schlenk. Em seguida colocou-se o0 sistema sob atmosfera inerte.
Adicionou-se 50 mL de acetonitrila, e, posteriormente, o flavondide rutina,
mantendo-se o0 sistema sob agitacdo constante por 6 horas a temperatura de
65 °C. Retirou-se 0 aguecimento e manteve-se a reacao sob agitacao por mais
16 horas. Observou-se a mudanca de coloracdo da solucao. Um sélido amarelo

foi separado por filtracdo ao ar. (Rendimento @0%).

3.1.1.3-Reacéo da rutina com o organoestanico [SnCl3Ph] (SN3)

Pesou-se 1 g do flavonéide Rutina (1,638. mmols) e 0,641 g do
organoestanico [SnClz;Ph] (1,638. mmols). Transferiu-se o organoestanico para
um tubo de Schlenk. Adicionou-se 50 mL de acetonitrila, e, posteriormente, o
flavondide rutina. A reacdo foi mantida sob a atmosfera inerte, temperatura
ambiente e agitagcédo constante durante 24 horas. Filtrou-se a mistura reacional

obtendo-se um sélido amarelo (rendimento @6,45%).

3.1.1.4- Reagéao de Rutina com o organoestanico [SnCl4] (SN4)

Pesou-se 0,800 g do flavondide Rutina (1,282. mmols) e 0,151mL do
organoestanico] (1,282. mmols). Transferiu-se o flavondide rutina para um tubo
de Schlenk e em seguida, colocou-se o sistema sob atmosfera inerte.
Adicionou-se 50 ml de acetonitrila. Com auxilio de uma seringa 0 reagente
organoestanico [SnCl,] foi transferido para a solucéo do flavonéide presente no
tubo de Schlenk. Imediatamente observou-se a precipitacdo de um sdlido
amarelo brilhante. A reacdo foi mantida a atmosfera inerte, temperatura
ambiente e agitacao constante durante 6 horas. Filtrou-se ao ar, obtendo-se um

soOlido amarelo ouro. (Rendimento @0%).
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3.2-Preparo das capsulas utilizadas

No primeiro experimento, onde os efeitos hipolipodémicos dos
compostos sintetizados foram avaliados, em cada grupo foram administradas
capsulas de 5 mg. No segundo experimento, onde a toxicologia de apenas
duas substancias foi avaliada, em cada grupo foram administradas céapsulas de
100 mg. Todas as capsulas foram confeccionadas no préprio laboratério
conforme a densidade do material. Inicialmente pesou-se 0s compostos.

Inicialmente, apds a pesagem das substancias a serem encapsuladas,
promoveu-se uma prévia trituracdo com o auxilio de um cadinho (almofariz),
transferindo o conteddo para uma proveta cuidadosamente e de acordo com a
tabela 2 acima completou-se o volume com talco. A partir da densidade
apresentada escolheu-se capsula mais adequada. Dos complexos em questao
utilizados no primeiro ensaio todos foram encapsulados em céapsulas namero 4

0 que de modo geral possibilitou melhor administracdo via oral aos coelhos.

Tabela 2- Relagéo entre o volume da cépsula e o nimero industrial da capsula
a ser utilizada

Volume por 200 capsulas| NuUmero industrial da Volume obtido por

capsula capsula
42 mL 4 0,20 mL
60 mL 3 0,30 mL
74 mL 2 0,37 mL
100 mL 1 0,50 mL
136 mL 0 0,68 mL
190 mL 00 0,95 mL

No segundo experimento devido ao maior volume exigido por cada

capsula, foram utilizadas capsulas do nimero 3.
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3.3-Ensaios biolbgicos

Todos os ensaios biolégicos realizados foram efetuados em coelhos da
raca Nova Zelandia Branco com 50 dias de idade.

A parte experimental dos ensaios bioldgicos do trabalho apresentado,
tanto o tratamento dos animais como as dosagens analiticas, foi realizada no
laboratério de Biofarmacos localizado na Vila Gianetti, pertencente ao
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de
Vicosa, Vicosa MG. Os coelhos raca Nova Zelandia Branco utilizados nos
experimentos descritos abaixo foram fornecidos pela cunicultura. Os animais
foram mantidos em gaiolas individuais recebendo agua a vontade e 120
gramas de racdo diaria da marca Purina para os ensaios de avaliacdo do

potencial hipolipidémico e da marca Guabi para 0s ensaios toxicolégicos.

3.3.1-Modelo experimental do ensaio biolégico com hiperlipidemia

induzida

Para o ensaio biolégico, realizado com o objetivo de testar o potencial
hipolipidémico dos complexos do flavondide rutina com organoestanicos, foram
utilizados coelhos machos da raca Nova Zelandia branco, com 50 dias de
idade, pesando em média 1200 g e alimentados com 120 gramas/dia da racao
comercial da marca PURINA. Os testes foram executados utilizando 6 animais
para cada grupo de substancias testadas.

Para fins de comparacdo foram administrados em dois grupos
individualmente, em substituicdo aos complexos sintetizados, o flavonéide
Rutina isoladamente e o medicamento liptor cujo principio ativo é a
atorvastatina calcica que ja possui grande aplicabilidade na industria
farmacéutica na mesma concentragcdo 5 mg.

Para que a inducdo da hiperlipidemia fosse obtida, foi incorporado a
dieta dos animais, exceto para o grupo 1 controle, Colesterol 0,5 % e Acido
Cdlico 0,1%.

A Tabela 3 demonstra a disposicdo dos animais em cada grupo e

substancias administradas
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Tabela 3- Disposi¢cdo dos animais em cada grupo e as substancias-testes

administradas

Grupos Tratamento utilizado

1 Racéao

Racéo + Colesterol (0,5%) + Acido Cdlico (0,1%)

Racéo + Colesterol (0,5%) + Acido Cdlico (0,1%) + Rutina
Racéo + Colesterol (0,5%) + Acido Cdlico (0,1%) +SN1

Racéo + Colesterol (0,5%) + Acido Codlico (0,1%) + SN2
Racéo + Colesterol (0,5%) + Acido Cdlico (0,1%) + SN3
Racéo + Colesterol (0,5%) + Acido Cdlico (0,1%) + SN4
Racdo + Colesterol (0,5%) + Acido Codlico (0,1%) +
Atorvastatina

0o N o 0o~ WODN

As dosagens dos constituintes sanguineos  colesterol-total,
triacilglicerois, colesterol-HDL e colesterol-LDL foram realizadas em trés
etapas. Inicialmente apés 5 dias de adaptacdo dos animais caracterizando o
tempo zero, apos 15 dias de tratamento e com 30 dias concluidos sob o
tratamento descrito. Os animais encontravam-se em jejum de doze horas e a
coleta de sangue foi efetuada pelo plexo venoso retro-orbital utilizando-se
capilar.

As amostras de sangue dos animais foram centrifugadas a velocidade
de 7100 x g, durante 15 minutos, para a obtencdo do soro. As dosagens
sorolégicas foram efetuadas no equipamento de dosagens multiparamétrico de
Bioquimica (Alizé), utilizando kits da marca BioMérieux.

O equipamento foi programado para promover a mistura dos reagentes
bem como cada soro apresentado separadamente conferindo assim maior
confiabilidade a reacdo. O equipamento nos forneceu valores diretos das
concentracfes existentes em cada amostra, fazendo diretamente os calculos
gue envolvem a absorcdo da amostra e branco como a relacédo estabelecida
pela curva padréo elaborada previamente antes do inicio das analises.

A férmula geral para a conversdo da absorvancia encontrada em
concentracdo em mg/dL(para todos 0s constituintes exceto as transaminases

que foi estabelecido em U\l e proteina total g\ dL) foi a seguinte:




Aamostra x [padrao]

Apadrao

3.3.1.1- Determinacao do colesterol-total

A analise colorimétrica do colesterol no soro obtido, baseou-se na
transformacdo do colesterol esterificado e acidos graxos, mediado pela
colesterol esterase. O colesterol formado é oxidado pela enzima colesterol
oxidase em colesten-4-ona-3, liberando agua oxigenada. A reacéo do fenol e
amino-4-antipirina com a agua oxigenada produzida na reacdo anterior pela
acado da peroxidase origina um cromogénio, que possui absorvancia em 500

nm, segundo as reac¢des descritas abaixo:

colesterol esterase

Colesterol esterificado >Colesterol + Acido graxo

colesterol oxidase

Colesterol » Colesterol-4-ona-3 + H,O

2H,0, + fenol + amino 4 antipirina —Peroxidase . cromogénio + 4H,0

Foi colocado no equipamento uma solucado tampéo fosfato pH 7,00 a
0,1 mol\L, contendo as respectivas enzimas solubilizadas e separadamente os
soros sangiineos a serem analisados.

O equipamento foi programado para efetuar reacdo colorimétrica
promovendo a mistura das solucbes mencionadas acima e os determinados
soros, que foram incubados a 37°C e analisados em um comprimento de onda
de 500 nm. A partir de calculos prévios o aparelho nos forneceu o valor direto

da concentracao de colesterol-total presente em cada soro em mg/dL.
3.3.1.2-Determinacao do triacilglicerol

A dosagem dos niveis de triacilglicerol séricos foi efetuada por via

inteiramente enzimatica.
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A enzima lipase degrada os triacilglicer6is em glicerol mais &acidos
graxos. O glicerol obtido reagiu com o ATP, em presenca de glicerolquinase,
obtendo glicerol-3-fosfato e ADP. O (glicerol-3 fosfato é oxidado a
dihidroxiacetonafosfato pelo 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

Triacilglicerol—P8S€_,_ giicerol + Acidos graxos

Glicerol + APT glicerolquinase » Glicerol 3 fosfato + ADP

Glicerol 3 fosfato —dlicerol 3 fosfato . ginjgroxiacetonafosfato + 4 H,0,
oxidase

2 H,0, + paraclofenol + amino-4-antipirina _peroxidase, cromogénio + 4 H,0

Foi colocado no equipamento uma solucdo tampéao fosfato pH 7,00 a
0,1 mol\L, contendo as respectivas enzimas solubilizadas e separadamente os
soros sangiineos a serem analisados.

O equipamento foi programado para efetuar reacdo colorimétrica
promovendo a mistura das solugbes mencionadas acima e os determinados
soros, que foram incubados a 37°C e analisados em um comprimento de onda
de 505 nm. A partir de célculos prévios o aparelho nos forneceu o valor direto

da concentracao de triacilglicerol presente em cada soro em mg/dL.
3.3.1.3-Determinacao do colesterol-HDL

O método de dosagem de colesterol-HDL baseia-se na precipitacdo dos
quilomicrons, lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) presentes na amostra. Esta precipitacdo € obtida a
partir da adicdo de &cido fosfotingico na presenca dos ions magnésio. A
dosagem soroldgica desta lipoproteina requer um tratamento diferenciado nas

amostras dos soros do sangue dos coelhos. Antes que o equipamento Alisé
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possa efetuar a leitura do colesterol desta lipoproteina aliquotas de 500 ni de
cada soro coletado sdo separadas e assim promove-se a adicdo de 1mL do
reativo precipitante composto pelo acido fosfotungico (40g/L) e MgCl,6H,0O
(100g/L) pH 6,2. Esta nova solugcdo permanece em descanso na geladeira
durante 10 minutos entre 2-8°C. Centrifugam-se todas as amostras por 15 mim
a 11833 x g. No sobrenadante resultante desta precipitacdo esta presente a
lipoproteina HDL colesterol. A andlise € entdo efetuada pelo mesmo processo

ja descrito para a determinacao de colesterol total.

3.3.1.4- Determinacéao do colesterol-LDL

As lipoproteinas séo diferenciadas de acordo com sua densidade, seu
comportamento elétrico e sua reatividade frente aos anticorpos especificos.
Dado que as diferencas entre a composicdo ocasionam necessariamente
variacdes importantes nas interacfes eletrostaticas e do tipo Van de Walls,
tem-se estudado a influencia dos polimeros anfipaticos sobre as lipoproteinas
separadas por centrifugacdo e constatando que algumas lipoproteinas
precipitam especificamente com a adicdo de certos polimeros anfipaticos. O
método de dosagem baseia-se na precipitacdo da lipoproteina colesterol-LDL
presente nos soros a serem analisados pela adicdo do reativo precipitante
composto por sufactante aniénico policiclico policondensado (0,8 g/L),
sufactante anidnico policiclico (0,4g\L), tampéo dioxano substituido (12,4
mmol/L) e tampdao imidazol (25mmol/L) pH 6,1. A dosagem soroldgica desta
lipoproteina requer um tratamento diferenciado nas amostras dos soros do
sangue dos coelhos. Antes que o equipamento Alisé possa efetuar a leitura do
colesterol desta lipoproteina aliquotas de 50 niL de cada soro coletado séo
separadas e assim promove-se a adicao de 1mL do reativo precipitante. Esta
nova solugdo permanece em descanso na geladeira durante 30 minutos entre
2-8°C. Centrifugam-se todas as amostras por 5 mim a 9466 x g. O precipitado
de cada amostra, onde esta presente a lipoproteina colesterol-LDL, é
solubilizado com o reativo 2 do kit onde estdo presentes citrato trisddico 0,15

mol/L e cloreto de sédio 0,11 mol/L. A analise do colesterol presente nesta
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lipoproteina foi determinado pelo mesmo processo ja descrito na dosagem de

colesterol total.

3.3.2-Modelo experimental para ensaio de toxicologia aguda de 30 dias

Para o ensaio biologico de toxicologia, realizado com o objetivo de
avaliar o efeito dos complexos sintetizados no metabolismo de coelhos machos
e femeas da raca Nova Zelandia branco, com 50 dias de idade, pesando em
média 1200 g e alimentados com 120 gramas/dia da racao comercial da marca
Guabi. A avaliacdo dos possiveis efeitos toxicologicos foi efetuada a partir das
dosagens de uréia, acido Urico, glicose, proteinas-totais, albumina, bilirrubina
total, fosforo, célcio, gama glutamil transferase (Gama-GT) e as enzimas
transaminase glutamico-piruvica (TGP), transaminase glutdmico oxaloacética
(TGO) bem como colesterol total, triacilgliceréis, colesterol-HDL, e colesterol-
LDL. Os testes foram executados utilizando 3 animais de cada sexo por grupo
de substancias testadas.

De acordo com os resultados obtidos no primeiro experimento realizado,
apenas os compostos SN2 e SN4 foram utilizados no segundo experimento
(ensaio toxicolégico). A concentracdo de substancias-testes utilizada por
capsula foi de 100 mg.

Tabela 4 demonstra a disposicdo dos animais em cada grupo e

substancias administradas

Tabela 4- Disposicdo dos animais em cada grupo e substancias-testes

administradas

Grupos Coelhos machos Coelhos Femeas
1 Racéao Racéao
2 Racéo + SN2 Racéo + SN2
3 Ragéo + SN4 Ragéo + SN4
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As dosagens dos constituintes sanguineos  colesterol-total,
triacilglicerois, colesterol-HDL, colesterol-LDL, uréia, &cido urico, glicose,
proteinas-totais, albumina, bilirrubina total, fésforo, célcio, gama glutamil
transferase (Gama-GT) e as enzimas transaminase glutamico-piruvica (TGP),
transaminase glutamico oxaloacética (TGO). foram realizadas em trés etapas.
Inicialmente ap6s 5 dias de adaptacdo dos animais caracterizando o tempo
zero, apos 15 dias de tratamento e com 30 dias concluidos sob o tratamento
descrito. Os animais encontravam-se em jejum de doze horas e a coleta de
sangue foi efetuada pelo plexo venoso retro-orbital utilizando-se capilar.

As amostras de sangue, de modo similar ao primeiro ensaio, foram
centrifugadas a velocidade de 7100 x g, durante 15 minutos, para a obtencéo
do soro. As dosagens soroldgicas foram efetuadas no equipamento de
dosagens multiparamétrico de Bioquimica (Aliz€), utilizando kits da marca
BioMérieux.

A férmula geral para a conversdo da absorvancia encontrada em
concentracdo em mg/dL (para todos os constituintes exceto as transaminases

que foi estabelecido em U\l e proteina total g\ dL) foi a seguinte:

Aamostra x

—=—=== " [padrao]
Apadrio

3.3.2.1-Determinacdo de proteinas totais

As proteinas totais do soro foram dosadas colorimetricamente pelo
método do tipo Biureto, que consiste em complexar a proteinas a sais de cobre
em meio alcalino, formando um complexo de coordenacao entre o ion cuprico e
quatro grupos NH das cadeias peptidicas.

Este complexo absorve em um comprimento de onda de
aproximadamente 545 nm.

Foi colocado no equipamento uma solucéo alcalina de 245 mL contendo
0,2 mol/L de hidréxido de sédio, 5g/L de iodeto de potassio e 9g/L de tartarato
de sddio e potassio, misturado com 5 mL de uma solugéo 150 g/L de sulfato de

cobre e separadamente 0s soros sanguineos a serem analisados.
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O equipamento promoveu a mistura das solugcbes dos soros a serem
analisados efetuando a reacdo colorimétrica. A partir de calculos prévios o
aparelho nos forneceu o valor direto da concentracdo de proteinas totais

presente em cada soro em g/L.

HoHHH R
—N—CCN-C-C-N-C-C-N-C
RO ‘R O/ o R

cy
AR
—N—G-GN-C-CN-C-C-N-C
H ROHROHRDO R

Complexo de cor Violeta

Figura 10 Adicdo de fons cobre a proteina

3.3.2.2- Determinagao de Albumina

Determinacdo colorimétrica de albumina sérica usando bromocresol no
pH= 4,2.0 padrao utilizado foi albumina bovina sérica 724,5 mmol/L (5g\100mL-

50g\L).Utilizando o mesmo método aplicado a proteinas totais

3.3.2.3-Determinacao da Uréia

Para a determinacédo cinética, a uréia em meio aquoso foi transformada
em amonia e gas carbbnico, pela acdo da uréase. O ion amdnio, por sua vez,
juntamente com a cetoglutarato e NADH, em presenca do glutamato
desidrogenase (GLDH), sdo convertidos a glutamato, NAD" e agua, segundo

as reacoes:
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Uréia + H,0 Ur€asey oHN, + CO,

2NH," + 2alfa cetoglutarato + 2NADH glutam?gl_d;_ilc;rogenase= 2 Glutamato + 2 NAD" + 2H,0

A solucédo contendo 0,29 mmol/L de NADH, GLDH 3 1000U/I, Uréase 3
5000 U/I e 0,4 mmol/L de ADAP, solubilizados com um tampé&o contendo 50
mmol/L de tris pH 8 e 4 mmol/L de a cetoglutarato foi colocado no equipamento
juntamente com 0s soros sanguineos a serem analisados, em separadamente.

O equipamento foi programado para efetuar analise promovendo a
mistura das solucbes mencionadas acima e os determinados soros, que foram
incubados a 37°C e analisados em um comprimento de onda de 340 nm. A
partir de calculos prévios o aparelho nos forneceu o valor direto da

concentracdo de uréia presente em cada soro em mg/dL.
3.3.2.4-Determinacéo de Acido Urico

O acido arico na amostra foi determinado por sua reacdo com agua e
oxigénio em presenga de enzima uricase, produzindo alantoina, gas carbénico
e agua oxigenada. A agua oxigenada. A 4gua oxigenada por sua vez, reagiu
com o acido 3,5 dicloro 2-hidroxibenzeno sulfarico e amino 4 antipirina, numa
reacao catalisada pela peroxidase, fornecendo a quinoneimina, acido cloridrico

e agua, segundo as reacoes:

Acido Urico + 2 H,0 + 0, —WiC4Se _  ajatoina + CO, + H,0,
H,O,+acido 3,5 dicloro 2-hidrobenzeno sulfirico+antipirina Peroxidasg quinoneimina+HC+2H,0
O equipamento foi devidamente programado para promover a mistura
das solucdes contendo as enzimas acima mencionadas na presenca de um
tampédo pH 6,95 £ 0,15 a 150 mmol e os soros a serem analisados
separadamente a temperatura controlada de 37°C e comprimento de onda de
520nm. O aparelho efetuou as leituras das amostras fornecendo a o resultado

final jA& com a subtracdo das amostras pelo branco (solucdo tampédo das
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enzimas com o soro fisiol6gico) e a comparou com a concentracdo padréo
existente, fornecendo o resultado em mg/dL de acido Urico em cada amostra de

Soro.

3.3.2.5- Determinacao da concentracao de Glicose

A determinacdo enziméatica da glicose baseia-se na reacdo da glicose
presente no plasma na presenca de glicose oxidase formando a &gua
oxigenada que em reacao seguinte na presenca de fenol e amino-4-antipirina e

a enzima peroxidase forma um cromogénio e libera 4gua, segundo as reacoes:

glicose
oxidase

Glicose > Ac. glucénico + H,0,

2H,0, + Fenol + amino-4-antipirina —Reroxidase . cromogeénio + 4H,0

Foram colocados separadamente no equipamento, todas as solucdes
acima mencionadas e 0s soros sanguineos a serem analisados.

O equipamento foi devidamente programado para promover a mistura
das solugcbes contendo as enzimas acima mencionadas e separadamente o0s
soros a serem analisados a temperatura controlada de 37°C e comprimento de
onda de 505 nm. O aparelho efetuou as leituras das amostras fornecendo a o
resultado final ja com a subtracdo das amostras pelo branco (solu¢do tampéao
das enzimas com o soro fisiolégico) e a comparou com a concentracéo padrao

existente, fornecendo o resultado em g/mL em cada amostra de soro.

3.3.2.6-Determinacao de Bilirrubina Total

O kit Biomérieux foi utilizado para as dosagens da bilirrubina total A
determinacdo da concentracdo de bilirrubina total é efetuada na presenca de
dimetilsulféxido (DMSOQO) a partir da reacao diazotiacdo com o acido sulfanilico.
O kit € composto por um reagente 1 onde estam presentes o acido sulfanilico
25 mmol/L , acido hidrocloridrico 74 mmol/L e dimetil sulféxido 7 mol/L e outro

reagente onde esta presente nitrato de sédio 17 mmol/I.
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O equipamento foi devidamente programado para promover a mistura
dos reagentes e separadamente os soros a serem analisados, separadamente
a temperatura controlada de 37°C e comprimento de onda de 550 nm. O
aparelho efetuou as leituras das amostras fornecendo a o resultado final ja com
a subtracdo das amostras pelo branco e a comparou com a concentracéo
padrdo existente, fornecendo o resultado em mg/dL de birrubina total em cada

amostra de soro.

3.3.2.7-Determinacao de Célcio

A dosagem colorimétrica do célcio in vitro, presente no soro sanguineo
dos coelhos, sem desproteinacdo, é determinada pelo indicador azul de
metiltimol. Esta andlise é feita com a adicdo do 8-hidroxiquinoleina, para que se
possa evitar a interferéncia dos ions magnésio até uma concentracdo de 10
mg/dL.

Foi colocado no equipamento separadamente, uma solucdo acalina
contendo 8-hidroxiquinoleina, outra solucado do indicador azul de metimol e
soros sanguineos a serem analisados.

O equipamento foi programado para efetuar andlise promovendo a
mistura das solucbes mencionadas acima e os determinados soros, que foram
incubados a 37°C e analisados em um comprimento de onda de 612 nm. A
partir de célculos prévios o aparelho nos forneceu o valor direto da
concentracao de calcio presente em cada soro em mg/dL.

3.3.2.8. Determinacéo de Fésforo

Os ions fosfato em meio acido formam com o mobilidato de am6nio um
complexo fosfomolibidilico cuja absorcdo a 340 nm ¢é proporcional a
concentracao em fosfato na amostra.

Foi colocado no equipamento separadamente, uma solucéo do reativo 2
que contem &cido sulfarico a 200 mmol/L e o reativo mobilidato (hepta-
mobilidato de aménio 0,8 mmol/L) e soros sanguineos a serem analisados.

O equipamento foi programado para efetuar analise promovendo a

mistura das solucbes mencionadas acima e os determinados soros, que foram
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incubados a 37°C e analisados em um comprimento de onda de 340 nm. A
partir de calculos prévios o aparelho nos forneceu o valor direto da

concentracao de fésforo presente em cada soro em mg/dL.
3.3.2.9-Determinacdao de transaminase glutamico piravico (TGP)

A determinacédo cinética da atividade da TGP se baseou na conversao
da L-alanina e a cetoglutarato em piruvato e L-glutamato, mediado pela
enzima. O piruvato formado reagiu com o NADH e o ion hidrénio, produzindo L-
lactato e NAD", numa reacdo catalisada pela lactato desidrogenase (LDH),
segunda a reacgao:

L-alanina + alfa cetoglutarato JGR piruvato + L- glutamato

LDH
Piruvato + NADH + H === L-lactato + NAD

O equipamento foi programado para o comprimento de onda de 340 nm
com temperatura ajustada para 37°C. Foi colocado no equipamento uma
solucéo contendo 0,18 mmol\L de NADH, LDH 3 1200U\l e 15mmol\L de a
cetoglutarato, solubilizados com um tampéo contendo 100 mmol\L de tris pH
7,5, com 500 mmol\L de L-alanina e separadamente 0s soros sanguineos a
serem analisados. O equipamento promoveu a mistura das solu¢gdes acima
com os determinados soros. O aparelho subtraiu a absorvancia encontrada
com a leitura do branco (solu¢do tampéao das enzimas com soro fisioldgico) e a
comparou com a concentragao padrao existente, fornecendo o resultado em U\I
de TGP no soro sanguineo.

A formula geral para a converséo da absorvancia em U/l foi a seguinte:

U/l = absorvancia encontrada * 1746

3.1.2.10-Determinacao da transaminase glutamico oxalacético (TGO)

A determinacéo cinética da atividade da TGO se baseou na conversao

da L-alanina e a cetoglutarato em oxalacetato e L-glutamato, mediado por esta



enzima. O oxaloacetato formado reagiu com NADH e o ion hidrénio,
produzindo L-malato e NAD®, numa reacdo catalisada pela malato

desidrogenase (MDH) segundo as reacoes:

GOT
~——oxalacetato + L- glutamato

L-alanina + alfa cetoglutarato

Oxalacetato + NADH + H"MBH_ | jactato + NAD®

Foi colocado no equipamento uma solucdo contendo 0,18 mmol\L de
NADH, LDH 3 1200U\l, MDH 3500 U/l e 12 mmol\L de a cetoglutarato,
solubilizados com um tampao contendo 80 mmol\L de tris pH 7,8, com 200
mmol\L de L-aspartato e separadamente 0S soros sanguineos a serem
analisados.

O equipamento foi devidamente programado para promover a mistura
das solucdes contendo as enzimas acima mencionadas e separadamente os
soros a serem analisados a temperatura controlada de 37°C e comprimento de
onda de 340 nm. O aparelho efetuou as leituras das amostras fornecendo a o
resultado final ja com a subtracdo das amostras pelo branco (solu¢do tampéao
das enzimas com o soro fisiolégico) e a comparou com a concentracéo padrao
existente, fornecendo o resultado em U\l de TGP em cada amostra de soro.

A formula geral para a conversédo da absorvancia em U/l foi a seguinte:

U/l = absorvancia encontrada * 1746

3.1.2.11-Determinacdao cinética da atividade g Glutamil transferase (Gama-
GT)

L-g glutamil p nitranilido+glicilclicina —_9GT 5 Lg-glutamilglicilglicina + p-nitranilida

Foi colocada no equipamento uma solugdo contendo uma mistura de
enzima gGT 10s e enzima gGT 20s e separadamente 0S SOros sanguineos a
serem analisados. O padréo utilizado para construcdo da curva padréo foi o

zymotrol.
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O equipamento foi devidamente programado para promover a mistura
das solucdes contendo as enzimas acima mencionadas e separadamente os
soros a serem analisados a temperatura controlada de 37°C e comprimento de
onda de 405 nm. O aparelho efetuou as leituras das amostras fornecendo a o
resultado final j& com a subtracdo das amostras pelo branco (solu¢do tampéo
das enzimas com o soro fisiol6gico) e a comparou com a concentracdo padrao
existente, fornecendo o resultado em U\l de TGP em cada amostra de soro.

A férmula geral para a conversao da absorvancia em U/l foi a seguinte:

U/l = absorvancia encontrada * 1746(n*1111)

3.3-Testes estatisticos

Foram realizados experimentos casualizados onde se aplicou o teste de
turkey (comparacao entre as médias), teste de Dunnett (comparacdo de cada
grupo com 0S grupos controles) e teste F (comparacdo entre 0s grupos

controles).
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4-RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1-Caracterizacdo dos complexos do flavondéide rutina com

organoestanicos

4.1.1-Anélise de CHN

A analise de CHN ¢é efetuada na maioria dos processos de
caracterizacdo estrutural que envolva moléculas organicas. Este método
possibilita a determinacdo da formula minima de compostos produtos em
sinteses a partir da porcentagem de carbono, hidrogénio e nitrogénio presente

na molécula do produto final da reacéo.

Tabela 5- Caracterizacdo elementar e ponto de fusdo para os complexos do

flavonoéide rutina

Compostos %C %H PF°C
(53,11) (4,95)
Rutina (Rut) 203,7-203,8
(48,17) (4,35)
[SnCloPh(Rut)].H20 48.69 5,32 198-199
(48,95) (5,20)
[SnCIPhs(Rut)].6H,0 48.88 5,44 206,8-207,6
(46,21) (3.89)
[SnCIPh(Rut)].H.O 48,13 5,43 208-209
(41,63) (3,49)
[SnCI(Rut)].H,O 41,66 4,94 174d

* d= ponto de decomposicao

A tabela 5 apresenta a analise de CHN dos complexos sintetizados, que
foi efetuada apdés a secagem das amostras no dessecador, sob vacuo por
aproximadamente sete dias. A primeira andlise efetuada de CHN, onde as

amostras nao apresentaram nenhum tratamento que pudesse promover a
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secagem do material, apresentou porcentagem de C menores principalmente
para o composto [SnCIPhs(Rut)].6H,O (%C=42,40) sugerindo que estes
compostos sdo higroscopicos.

A analise de cloreto foi efetuada utilizando-se o método de Volhard. Este
método baseia-se na titulacdo com solucdes padronizadas de tiocianato de
potassio 0,5 mol/L, do excesso de nitrato de prata 05 mol/L (previamente
padronizado com cloreto de sdédio) colocado em amostras que contenham
cloretos. O método de Volhard consegue determinar a quantidade de cloretos
presentes em uma amostra desde que essa concentracdo ndo seja inferior a
10™. Provavelmente, houve perda de cloreto como HCl ou mesmo de Cl,
durante a abertura da amostra com acido nitrico inviabilizando o resultado,
apesar da literatura sugerir a utilizacdo deste procedimento (JEFFERY, P., 3
ed).

4.1.2-Espectroscopia no Infravermelho

A espectroscopia no infravermelho é um método bastante utilizado na
caracterizacdo de materiais uma vez que aspectos estruturais estéo
intrinsecamente relacionados com os modos vibracionais das moléculas que os
constituem. A caracterizagdo do flavondide rutina por infravermelho foi
realizada por outros pesquisadores (TOLEDO, T., 1994). A natureza quimica
dos compostos pode em algumas situacdes dificultar a atribuicdo de bandas
caracteristicas dos grupos funcionais pertencentes ao mesmo. Pequenas
variacdes decorrentes do suporte utilizado s&o comuns. Por exemplo,
absorcbes na regido de 1500 a 1600 cm™ sdo atribuidas a ligacdo C=C.
TOLEDO, T., 1994, atribuiu as ligacdes C=C do flavonodide rutina isolado as
bandas em 1600 e 1510 cm™. Uma sobreposicdo pode ser observada nesta
regido devido a utilizacao de nujol no procedimento da analise no infravermelho
uma vez que este que possui bandas bem caracteristicos nesta regido. Os
complexos sintetizados apresentaram absor¢cfes nesta faixa as quais foram
atribuidas ao estiramento assimétrico da ligagdo C=C nos compostos

preparados como mostra a tabela 6.
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Tabela 6-Absorcdes no infravermelho para os complexos com o Flavonéide
Rutina

Compostos n (C=C) n (C=0) n (Sn-C) n (Sn-0) n (Sn-Cl)
Rutina (Rut) 1597 1654
[SNCLPhy(Rut)].H.O | 1654 1654 361 435; 228:
484 231
[SNCIPhs(Rut)].6H,0 | 1657 1658 383 455 231
[SnCIPh(Rut)]. H,0 1602 1654 361 456 232
[SNCI(Rut)]. H,0 1596 1653 - 456 228

a-Absorcdes em cm™

Frequéncias de absorcdo na regido de 1500 a 1600 cm™ s&o
caracteristicas do grupamento carbonila em compostos organicos de modo
geral. TOLEDO, T., 1994, descreve em sua andlise das absor¢bes no
infravermelho frequéncias vibracionais de carbonila em compostos como a
Quercetina, quercetrina e morina. A frequéncia da carbonila destes compostos,
de estrutura bem similar ao ligante utilizado neste trabalho foi observada na
regidio de 1650 a 1670 cm™. A carbonila da rutina também teve sua freqiiéncia
vibracional descrita apresentando-se em torno de 1660 cm™ o que ndo esta
discrepante do valor mostrado na Tabela 2.

A analise para todos os complexos com o flavondide rutina mostra que a
banda correspondente a carbonila presente na estrutura do flavonéide néo
sofreu deslocamento significante para baixa freqiiéncia em relacdo ao ligante
livre (Tabela 2). Estes resultados sugerem que a complexacdo dos
organoestanicos com a rutina, em todas as rea¢des, ndo deve ter ocorrido na
regido onde o grupamento carbonilico esta presente, ou seja, via 0 oxigénio da
carbonila na estrutura da rutina. Deslocamentos nesta regido podem ser
caracteristicos ndo somente pela ligacao direta do atomo de Sn ao oxigénio

cetbnico. CARUSO F. et al. 1996, descreve um pequeno deslocamento na
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banda caracteristica de C=0 do composto (C;H7).Sn(Qg/)2 (onde QgH: QH=
1R’-3-metil-4-R”(C=0)-pirazol-5-ona e R’= CgHs, R"=r-Br-C¢H; de 1601 cm
para a faixa de 1588 cm™ caracterizando neste caso uma interacdo a partir da
formacdo de um anel quelato de 6 membros, em funcdo da ligacdo Sn-O,
obtido na sintese.

Os resultados de CHN em combinacdo com a andlise por
espectroscopia no infravermelho sugerem que todos os complexos sintetizados
possuam moléculas de H,O em sua composicdo. Determinadas absorcfes e
até mesmo, modificacbes na feicdo espectral dos espectros no infravermelho
podem ser atribuidos a presenca de moléculas de H,O na estrutura cristalina
destes complexos (dgua de rede) bem como ligadas ao centro metalico (H,O
coordenada). Bandas na regigo de 3550 a 3200 cm™ s&o atribuidas ao modo
vibracional “balanco”, d(H,O). A presenca de um alargamento das bandas na
faixa de 200 a 600 cm™ também é uma caracteristica marcante da presenca de
H,O de rede neste compostos (NAKAMOTO, K., 1997). O flavonéide rutina é
um composto altamente higroscépico. Na forma de cristais, este composto
pode apresentar até trés moléculas de agua (H,O de rede) na sua composicao
(MERCK INDEX., Tenth ed).

Os modos vibracionais da H,O de acordo com Stefov et al.(1993) sé&o
“wagging” (r w(H20)), “twisting” (r t(H20)), “rocking“(r r(H.0)).

N ~
A NA

Hp  oH H@éeH ’

/

Wagging Twisting Rocking
Figura 11- Modelos rotacionais da molécula de agua
Moléculas de agua coordenadas em complexos de Cr, Ni, Mn e Cu
apresentam bandas na regido de 800 a 450 cm™. Modos vibracionais do tipo

“rocking” (rr (H.0) e “wagging” (r w(H-O)) ocorrem na regido de 390-575 cm™.
Exemplos como os complexos de férmula [Cr(H20)6]Cl3)], [Ni(H20)sSiF¢],
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[MNn(H20)6SiFg] € [Cu(H20)4S04.H,0] sédo descritos na literatura (NAKAMOTO,
1997).

A atribuicdo de bandas caracteristicas de moléculas de H,O
coordenadas via infravermelho se torna dificil neste trabalho. Os espectros
obtidos dos compostos sintetizados possuem nesta regidao outras absorgcoes
inerentes ao ligante rutina e que se mantiveram apés a coordenacao. Este fato
pode ocasionar, caso algum dos compostos formados tenha moléculas de H,O
coordenadas, a sobreposicdo destas bandas impossibilitando a atribuicdo das
mesmas.

A identificacdo de compostos organicos via espectroscopia no
infravermelho ocorre na faixa de 4000 cm™ a 600 cm™. Entretanto a
identificacdo de compostos de coordenacéo ocorre em uma faixa de freqiiéncia
mais baixa. Observac¢des na faixa do infravermelho distante, que compreende a
faixa de 200 cm™ a 700 cm™, sdo de grande utilidade na determinagdo
estrutural de compostos de coordenacgao. As vibracdes ocorrem, por analogia
com uma molécula diatbmica, em fungéo da constante de forca de ligagéo, K e
da massa reduzida, m (MAIA, J., R. S., 1990). A equagé&o abaixo mostra como

a correlacao entre essas variaveis:

n= ndmero de onda

As vibragdes sdo funcédo do peso atbmico do metal em questédo, neste
caso o0 estanho, e da constante de forca da ligacdo metal-ligante. Desta
maneira a medida da constante de forca pode ser estimada uma vez que a
posicdo das bandas do espectro sao influenciadas por propriedades quimicas,
como a basicidade do sitio coordenante, a carga no metal, a posi¢do trans a
elementos eletronegativos, como o0 oxigénio, no caso dos compostos
sintetizados. Fatores externos podem também exercer influencia sobre estas
bandas. A regido de baixa freqiéncia pode ser (til na determinacdo de
isdmeros uma vez que nesta regido podemos determinar desdobramentos de

bandas vibracionais, devido ao abaixamento na simetria da molécula.
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Diversos trabalhos atribuem a ligacdo Sn-C, bandas na regido de 500 a
590 cm™. Neste caso a ligacdo observada é entre o atomo de Sn e carbono
alifdtico. Os Compostos como [(MezSnCly).(bip)], [(Et2SNnCl,)2(bip)],
[(EtoSNCLy(bip)], [Et2SnCly(bip.bip)], onde bip=2,2’bipirimidina, apresentam
absorcdes atribuidas a ligagdo Sn-C em torno de 577 cm™ para o composto
onde o grupo metila esta presente e 533 cm™ para os compostos onde o grupo
etila esta presente (CARUSO et al. 1996). Para os compostos como
[Me,SnCl,L], [EtsSnClo,L], [BuSnCl,L], onde L=2-(2'-piridil) quinoxalina, as
absorcdes atribuidas a ligacdo Sn-C apresentam-se em 579 cm™, 534 cm™ e
589 cm™ respectivamente, (GAROUFIS et al., 1999).

A literatura apresenta, a partir da analise de absorc6es no infravermelho
proximo que um deslocamento da ligacdo Sn-C para menor frequéncia é
observado quando os carbonos provem de um grupo aromatico. Os compostos
onde o estanho se encontra ligado ao carbono aromatico apresentam
absorcées na faixa de 350-250 cm™. Exemplos destas absorcées foram
observados em compostos como (CgHs)>Sn(Q’), (289 e 252 cm™, em nuijol),
(CeHs)2SN(Q™). (290 cm™, em nujol), (CeHs)-Sn(Qg,)> (300 e 290 cm'l, em
nujol) No mesmo trabalho descrito encontramos compostos como
[(CH3)2Sn(Q’)2] que apresentam absorcdes atribuidas a ligacdo Sn-C na regido
de 596 cm™ onde o atomo de Sn esta ligado a um atomo de carbono alifatico
(CARUSO et al. 1996).

A analise no infravermelho dos complexos sintetizados com o flavondide
rutina sugere que as absorcdes encontradas na faixa de 350 a 385 cm™
correspondem a ligagdo Sn-C do grupo fenila presente no reagente
organoestanico de partida.

De acordo com CARUSO et al., 1996, atribuiu-se a ligacdo Sn-O de
compostos de formula geral [(CeHs).Sn(Q’)2] (QH= 1R’-3-metil-4-R”(C=0)-
pirazol-5-ona; e R=R"=Cg¢Hs) bandas na regido de 500 a 400 cm™. Os
complexos obtidos neste trabalho apresentaram absor¢cdes nesta regido como
mostra a tabela 6, as quais foram atribuidas ao estiramentos da ligacdo Sn-O.

A freqUéncia de ligacao entre metal-fluor terminal (M-F) ocorre na regiao
de 400-200 cm™, metal-bromo (M-Br) na regido de 200-100 cm™ e a ligacdo
entre metal-cloro (M-CI) geralmente é observada na regido de 300-200 cm™

(NAKAMOTO, 1997). Varios fatores influenciam a posicao da frequéncia de
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vibracdo da ligacdo metal-X, como o estado de oxidagcdo bem como a simetria
do complexo de coordenacdo. De acordo com WHARF e SHRIVER (1969) a
constante de forca da ligacdo Sn-X (onde X=halogénio) de compostos
halogenoestanicos sdo proporcionais ao numero de coordenacdo do metal
dividido pelo nimero de coordenacdo do complexo. E interessante notar que o
n(Sn-Cl) do fon livre SnCls (289, 252,cm™) ocorre em freqiiéncias mais altas
em compostos heterobimetdlicos. Por exemplo, duas frequéncias de
estiramento n(Sn-Cl) do composto [Rh,Cl»(SnCls)4]? foram atribuidas em 339 e
323 cm™. De acordo com SHRIVER e JOHNSON (1967), a constante de forca
da ligagdo entre L-X , onde L=estanho e x=halogénio, aumenta
significativamente se X for mais eletronegativo do que L, apés a formacao da
ligacdo entre o estanho e um ion de metal de transicdo. No exemplo acima,
cloretos sdo mais eletronegativos do que o estanho. Para os compostos
sintetizados neste trabalho, n(Sn-Cl) é esperado em frequéncias mais baixas
uma vez que nao ha possibilidades de formacdo de compostos de natureza
quimica heterobimetalica.

Estiramentos caracteristicos da ligacao entre os atomos de estanho e
cloro (Sn-Cl) podem ser atribuidos em todos os complexos sintetizados (Tabela
2), em torno de 230 cm™. No composto [SnCl,Ph,Rut.]2H,O, um pequeno
desdobramento foi observado com absorces em 228 e 231lcm™
Desdobramentos desta natureza sdo caracteristicos de isomeria cis onde,
neste caso, os atomos de cloro estdo na posicdo cis ao atomo de Sn e
provavelmente trans aos atomos de oxigénio. A figura 12 abaixo apresenta

uma possivel estrutura para o complexo [SnCl,Ph,Rut].2H,0.

H FI)h Cl b I
C
Ru | / /O\ | 4
utina—O— Sn 2H O Rutina\ Sn
2H,0
N o’ | Nai ?
Ph |'4 Ph

Figura 12-Possiveis estruturas para o complexo [SnCl,Ph,Rut.]2H,0O
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Nos compostos [SnCIPh3(Rut)].6 HO, [SnCIPh(Rut)].H,O, [SnCI(Rut)].
H,O nao foi observado desdobramento da feicdo espectral em baixa
freqiiéncia, porem observou-se absorcbes em 231, 232 e 228 cm®,
respectivamente. Esta Unica banda em baixa freqiéncia sugere, no minimo
duas possibilidades para a ligacdo Sn-Cl. A primeira, o &tomo de cloro trans ao
atomo de oxigénio (estrutura Ill, Fig 13) ou trans ao grupo fenila. Neste caso, a
rutina estaria coordenada via modo bidentado, podendo ainda coordena-se via
modo monodentado (estrutura 1V, Fig 13). Geralmente compostos que
apresentam atomos de cloro na posicao trans a atomos mais eletronegativos,
como o de oxigénio, vao exibir em seus espectros de infravermelho absor¢des

do estiramento da ligacéo metal-cloro em freqiiéncia acima de 200 cm™.

5. 5 e
(0]
0N A N
Rutina Sn Rutlna\ y Sn\
N 6H O
\O/| on| 6HO o | en
I Il—l Ph | i H Ph |
i
Ph I
C
Y
Rutlna_O—Sn\ 6H O
| Ph
Ph
\V

Figura 13-Possiveis estruturas para o composto [SnCIPhz(Rut)].6 H,O

A literatura descreve estiramentos caracteristicos da ligacdo Sn-Cl de
compostos como [(Me,SnCl,).bip] (bip=2,2’bipirimidina), [(Et.SnCl,).bip],
[Et,SnClybip], [EtSnClobip.bip] na faixa de 240 a 280 cm™ (CARUSO et al,
1996).

A figura 14 mostra duas estruturas compativeis com o0s resultados

apresentados até o momento para o complexo derivado do reagente [SnCIzPh].
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Na estrutura V, o estanho tem um numero de coordenacao igual a 4 e simetria

tetraédrica. Na estrutura VI tem simetria de uma bipiramide trigonal.

j o]
Rutina—O— Sp—OH, Rutina Sn—OH,
o)
Cl Cl
\Y Vi

Figura 14-Possiveis estruturas para os compostos [SnCIPh(Rut).H,0]

Uma possivel estrutura para o composto [SnCIRut(H,O)] é mostrado na
figura 15 abaixo, onde os atomos de cloro formam uma ligacdo Sn-Cl
intermolecular de pseudohalogénio.

Cl
Rutina Sn |
o” i Ta G 4
Cl OO\
|/OH2/Sn /Rutlna
Runa SN OH, O
© CI Cl o
/O\ | OH2>Sn >Qutina
/ |
Rut@ /S“\ OH,cl ©
AN

VII

Figura 15- Possivel estrutura do composto [SnCIRutH,O]
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4.1.3- Anédlise de RMN de Sn**®

Os compostos sintetizados foram submetidos a analise de ressonéancia
magnética de Sn*'°. Esta técnica nos oferece informacées sobre a presenca do
atomo de estanho na molécula bem como a geometria apresentada por estes
compostos.

O deslocamento quimico do Sn**°

pode ser influenciado por varios
fatores como o numero de coordenagdo, efeitos de substituintes e multiplas

substituicdes, temperatura e o efeito isétopico (WRACKMEYER B., 1985).

4.1.3.1-Numero da coordenacao

O deslocamento significativo do sinal de ressonancia do atomo de *°Sn
para baixa frequéncia revela que uma mudanca na simetria do composto em
questdo. Por exemplo, para um composto supostamente tetraédrico o aumento
de seu numero de coordenagdo assumindo uma estrutura trigonal-piramidal ou
octaédrica acarretara no deslocamento do sinal de **°Sn para baixa freqiiéncia.
Isto ocorre em razdo do aumento da densidade eletrénica sobre o atomo de
estanho. Entretanto, é importante ressaltar o comportamento destes compostos
em solucdo, com interacbes do tipo soluto\solvente, autoassociacdo e/ou
coordenacao intramolecular.

Ha, naturalmente, outros fatores a serem considerados além do numero
e coordenacao. Estes sao relacionados principalmente a presenca de estados

excitados e a carga nuclear efetiva no &tomo de estanho.

4.1.3.2-Efeitos do substituinte e substituicao maultipla

A protecéo do nucleo de Sn é afetada significativamente pelo nimero de
substituintes presentes e por suas propriedades estéricas e eletrdnicas. Muito
freqientemente uma comparacao direta dos efeitos dos substituintes é
dificultada devido a presenca de grupos volumosos, ligados ao Sn como
atomos volumosos que possam esta presentes nos substituintes. A presenca

de grupos volumosos em compostos de coordenacdo com Sn deve ser
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previamente analisada uma vez que estes podem impedir a autoassociacgao,
por exemplo. alcoxidos e fluoretos. Uma comparacéo dos valores de d *°Sn
revela que ndo existe nenhum relacionamento 6bvio geral entre e d *°Sn com
qualquer outro parametro empirico. Em vez disso, um numero de influéncias
devem ser consideradas, como a eletronegatividade, energias da excitacao e
contribuicdbes de atomos vizinhos, (que é gerada pela presenca dos
substituintes). Ao que parece, a avaliagdo de contribuicées vizinhas constitui
um problema sério para a interpretacéo dos deslocamentos quimicos de *°Sn.

Hoje, muitos valores de d'°Sn com diversos grupos substituintes
encontram-se tabelados. Os espectros de'®Sn podem ser utilizados para
indicar a pureza de um composto de coordenagédo com Sn bem como investigar
o equilibrio deste com a outra espécie em solucdo e, naturalmente, suas
propriedades dinamicas em geral. Assim existe uma grande escala de
deslocamentos quimicos de Sn, uma vez que a técnica de ressonancia
magnética tem sido muito utilizada como uma ferramenta de caracterizacado de

espécies quimicas na atualidade.

4.1.3.3-Dependéncia da temperatura

Em conseqiéncia da autoassociacdo ou das interacbes com solventes,
a protecao do nucleo do atomo de Sn vai depender muito da temperatura.

Na auséncia destes, efeitos de protecdo nuclear depende basicamente
da rotacéo, da vibracéo, das interacdes eletrostaticas entre solvente e soluto, e
dos equilibrios conformacionais dentro do composto. Tem sido observado que
a blindagem do ''°Sn aumenta de maneira aproximada, linearmente com
temperatura. A interdependéncia depende muito do tipo de composto e,

possivelmente do solvente usado.
4.1.3.4- Efeitos de Is6topos
A diferenca observada entre deslocamentos de *'°Sn e *'Sn pode ser

com seguranca negligenciado. Entretanto, nenhum estudo sistemético recente

neste assunto foi realizado. O efeito de isdmeros pode se tornar insignificante
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se outros fatores como a influéncia do solvente e mudanca temperatura, forem
considerados. J& o efeito de *C e '*C em organoestanicos depende da
natureza dos substituintes. A substituicdo isotopica por &tomos mais pesados
desloca o sinal de d'*°Sn para baixa freqiiéncia ocorrendo o contrario com o
sinal de °C.

De acordo com a tabela 7 a analise dos espectros de ressonancia
magnética de *'°Sn revelou que o composto [SnCIPhs(Rut).6H,0] apresenta
um deslocamento quimico caracteristico de moléculas pentacoordenadas. Este
resultado sugere que o &tomo de estanho neste composto esteja ligado apenas
a uma das hidroxilas axiais da molécula de rutina, atuando, portanto, como um
ligante monodentado. A figura 16 apresenta a possivel estrutura do composto
[SNnCIPh3(Rut).6H,0].

Ph
o cl
Rutina—O—Sn

| Ph |-6HO
Ph

VI
Figura 16 estrutura provavel do composto [SnCIPh3(Rut)].6H,0
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Tabela 7-Deslocamentos quimicos de *°Sn dos complexos do flavonéide rutina

Compostos d *°Sn (ppm) d *°Sn (ppm)
[SNClPhs(Rut)].H20 _534; -546 -150,00
(SnClPhy)
[SNCIPhs(Rut)].6H20 -186 163,00
(SnCIPhs)
[SNCIPh(Rut)].H,0 534; - 546; - 572 -32,00
(SnClsPh)
[SNCI(Rut)].H20 _546; -622 -150,00
(SnCly)

Os compostos [SnCI,Ph,(Rut)].H20, [SnCIPh(Rut)H,O] e
[SnCI(Rut).H,O] apresentam deslocamentos quimicos caracteristicos de
estanho hexacoordenado. A literatura descreve compostos hexacoordenados
do tipo [Ph,Sn(acac),] que apresentam deslocamentos de *°Sn em freqiiéncia
mais baixa (514 ppm) cuja estrutura (Figura 17) € bem similar a sugerida para
0s compostos sintetizados. Neste trabalho estes compostos apresentam uma
disposicdo de carga similar a ressonancia observada na regido do anel
aromatico presente na rutina.

Uma possibilidade de coordenacdao da rutina ao estanho, via modo
bidentado deve envolver as hidroxilas 3 e 4’ (Figura 18) formando assim
ligagbes Sn-O com forca de ligagcdo variavel, em funcdo do carater acido do
estanho. Em consequéncia disto, havera perda de HCI o que demonstra a

analise elementar para alguns compostos.

H3C F|’h CHs
(@)
O\ /
H /Sn\ H
o | ©
e Ph CH,
IX

Figura 17-Estrutura do composto Ph,Sn(acac),
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Figura 18-Possivel estrutura do composto [SnCl,Phy(Rut)].H,O

Os compostos [SnCIPh(Rut)].H,0O e [SnCI(Rut)].H,O apresentaram mais
de um deslocamento quimico de '°Sn em seus espectros. Uma possivel
explicacdo para este fato seria a formagdo de no minimo, duas espeécies
guimicas de estanho hexacoordenado no estado sélido. Quando em solucéo os
sinais das espécies estariam em evidéncia. Outra possibilidade consiste na
formacado de estruturas poliméricas, via ligacdo de pseudohalogénio (Figura 19
e 20), no estado solido. Quando em solugcdo, espécies monomeéricas Sao
formadas e, portanto, varios sinais de *°Sn s&o observados.

Um exemplo classico deste compostos de estanho poliméricos consiste
no SnPh3Cl onde os atomos de cloro formam espécies com o estanho em
ponte. As espécies monoméricas sdo obtidas de reacdes com aminas, entre
outros ligantes (FILGUEIRAS, C. A., 1982).
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Figura 19-Estrutura proposta para o composto [SnCIPh(Rut)].H.O
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4.2- Primeiro ensaio biologico com duracdo de 30 dias. Efeito

hipolipidémico dos complexos do Flavondide rutina com organoestanicos

O primeiro experimento foi instalado no delineamento inteiramente
casualizado, no esquema em parcelas subdivididas, em que as parcelas foram
constituidas por oito grupos,: G1= racéo, G2= ragdo + &cido colico + colesterol
(RCAC), G3= RCAC + rutina, G4 = RCAC + SN1, G5 = RCAC + SN2, G6 =
RCAC + SN3, G7 = RCAC + SN4 e G8 = RCAC + medicamento e as
subparcelas, por trés tempos de avaliacdo (0, 15 e 30 dias). Cada grupo
apresentava 6 repeticoes.

Os dados de colesterol total, triacilgliceréis, HDL e LDL foram
submetidos a andlise de variancia e teste F a 5% e 1% de probabilidade.

O efeito do tempo foi estudado por meio do teste F (P<0,05). As dietas-
controle foram comparadas entre si pelo teste F (P<0,05) enquanto as dietas,
onde os coelhos foram tratados com substancias em estudo (D3 a D8) foram
comparadas entre si por meio do teste de Tukey a 5% de probabilidade. A
comparagcdo com as dietas-controle Gl (racdo) e G2 (grupo
hipercolesterolemico) com as demais dietas (G3 a G8) foi efetuada pelo teste
de Dunett (P<0,05).
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Quadro 1 — Valores médios de colesterol total séricos, em mg/dL, de coelhos

machos tratados com racao + substancia teste em capsulas

% de variacao

Tempo Dieta Colesterol total
(dias) (mg/dL) Racao RCAC

0 G; Racéo (R) 151,27 A
G2 R + (RCAC) 128,82 A -14,84
G3; RCAC + rutina 134,23 a -11,26 +4,20
G4 RCAC + SN1 163,53 a +8,10 +26,94
Gs RCAC + SN2 140,10 a -7,38 +8,76
Ges RCAC + SN3 124,45 a -17,73 -3,39
G7 RCAC + SN4 172,23 a +13,86 +33,70
Gg RCAC + medicamento 169,60 a +12,12 +31,66

15 G; Racéo (R) 99,20 B
G, R + (RCACQ) 1.012,22 A +920,38 *
G3 RCAC + rutina 986,70 a +894,66 * -2,52
G4 RCAC + SN1 751,95 ab +658,01* -2571*
Gs RCAC + SN2 900,66 ab +807,92* -11,02
Ges RCAC + SN3 788,65 ab +695,01* -22,09 *
G7 RCAC + SN4 633,07 b +538,18* -37,46 *
Gg RCAC + medicamento 615,84 b +520,81* -39,16 *

30 G; Racéo (R) 137,33 B
G, R + (RCACQ) 1.965,20 A +1331,01 *
G3 RCAC + rutina 1.512,17 a +1001,12 * -23,05*
G4 RCAC + SN1 1.342,00 a +877,21* -31,71*
Gs RCAC + SN2 1.476,20 a +974,93* -24,88 *
Ges RCAC + SN3 1.414,50 a +930,00 * -28,02 *
G7 RCAC + SN4 1.325,50 a +865,19 * -32,55*
Gs RCAC + medicamento 1.318,50 a +860,10 * -32,91 *

Em cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).

Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
* Estatisticamente diferente da dieta-controle pelo teste de Dunnett (P<0,05).
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No quadro 1 foram analisadas as concentracdes de colesterol-total,
apresentando a descricdo dos resultados estatisticos das 8 dietas diferentes
administradas durante todo o periodo de experimento.

A dosagem no tempo zero revelou que todos os coelhos apresentaram
valores de colesterol préximos a normalidade. Este resultado mostra que a
homogeneidade entre os animais foi estabelecida antes que fosse iniciado o
tratamento.

A indugé@o da hipercolesterolemia foi observada durante as dosagens
referentes aos 15 dias e 30 dias de tratamento. Estes resultados foram
confirmados a partir da analise do grupo 1 onde foi utilizado somente Racéo e
do grupo 2 onde foi administrado racao, colesterol (0,5%) e acido colico (0,1%).
Observou-se que a concentracao de colesterol-total do grupo 2 apresentou um
aumento de 920,38% aos 15 dias e 1331,01% aos 30 dias quando comparado
ao grupo 1 controle.

Na dosagem de 15 dias as dietas onde os compostos SN1, SN2, SN3,
SN4 e o medicamento atorvastatina calcica foram usados em cada grupo
isoladamente se diferiram dos grupos controle racdo e grupo controle racéo
+colesterol+ acido célico. Resultados estatisticamente significativos foram
observados somente nas dietas onde foram utilizados os complexos SN1, SN3,
SN4 e o principio ativo atorvastatina célcica. Aos 30 dias podemos observar
resultados estaticamente significativos para todos tratamentos, incluindo, como
ndo havia sido citado anteriormente, o flavondide rutina isoladamente bem
como o complexo SN2.

O principio ativo atorvastatina calcica, presente no medicamento Liptor
utilizado durante o experimento, e o complexo SN4 apresentaram as melhores
taxas de reducéo, sendo aos 15 dias de —39,16% e -37,46% e os 30 dias de —
32,55% e —32,91%, respectivamente. Estes resultados apresentam grande
importancia uma vez que o complexo SN4 apresenta efeito biolégico similar ao
medicamento, comprovando assim sua eficacia.

Flavondides tem revelado, em diversos estudos, a capacidade de
promover o aumento da atividade de receptores de LDL nos hepatdcitos e
conseqlientemente um aumento de sua endocitose, uma vez que o transporte

de colesterol do figado para os tecidos periféricos € efetuado pela lipoproteina
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colesterol-LDL. Esta propriedade vai explicar a reducédo dos niveis sanguineos
de colesterol total que ocorreu neste estudo (KIRK et al.,1998).

Outro mecanismo de acao dos flavonoides que a complexagédo pode ter
influenciado de forma benéfica é o efeito vasodilator e diurético. A excrecao do
colesterol bem como dos &cidos biliares se faz preferencialmente pela bile,
porém observa-se que parte destas substancias também é excretada pelos
rins. Uma vez que o flavondide possua um efeito vasodilatador e diurético este
podera promover uma maior excrecdo de colesterol pela urina e diminui assim
seus niveis plasmaticos (POURRAT et al., 1967).

Estudos com flavondides tém revelado que estes compostos sao
capazes de inibir a peroxidade lipidica tanto em sistemas enziméaticos (enzimas
envolvidas no metabolismo do acido araquidénico) bem como ndo enziméaticas
(exemplo em sistema &cido ascorbico-Fe*?).

O acido araquidbnico é um importante acido graxo insaturado precursor
de prostaglandinas prostaciclinas, tromboxanos e leucotrienos, sendo todos
estes compostos potentes mediadores intracelulares que controlam uma
variedade de complexos no organismo. A enzima prostaglandina
endoperoxidase sintetase formada por um complexo enzimatico que lhe atribui
tanto atividade ciclooxigenase como peroxidase, € responsavel pela conversao
do acido araquidénico hd PGG; (atividade ciclooxigenase) e a producdo de
PGH; a partir de PGG; (atividade peroxidase). Nesta ultima interconverséo, a
atividade das peroxidases promove a liberacdo de radicais livres os quais dao a
formagdo de oxigeno reativo e a peroxidacdo lipidica patolégica (GALVEZ,
1995).

Os flavondides podem atuar também no aumento da atividade da LCAT
(lecitina colesterol acil transferase) que esta presente na superficie dos HDL,
convertendo o colesterol presentes em quilomicrons, VLDL, LDL e tecidos
periféricos em ésteres de colesterol e assim tornando mais eficaz o transporte
destes para o figado para serem metabolizados (SUDHEESH et al., 1997).

Os flavonoides rutina e quercetina foram capazes de solubilizar
plaquetas no tecido endotelial da aorta de coelhos, prevenindo a agregacéao
plaguetaria e reduzindo a sintese de colageno no processo. Esse mecanismo

de acdo dos flavondides esta associado ao fato destes compostos serem
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capazes de se ligar a radicais livres, aumentar a sintese de prostaciclinas
(compostos que possuem acéao vasodilatadora) (GRYGLEWSKI et al., 1987).

A secrecdo de ésteres de colesterila presentes na lipoproteina VLDL
aumenta em células de figado de ratos com alta atividade da enzima colesterol
acil transferase. Em contraste, a secrecdo de VLDL é suprimida quando o
colesterol hepético é reduzido. Entédo, a atividade dessa enzima tem um papel
predominante em manter a homeostase do colesterol, sendo este um
determinante importante no nivel de colesterol sérico. A elevacdo na
concentracdo do nivel de colesterol é conhecida por aumentar o risco de
doencas cardiovasculares. Este estudo revela também que flavondides
impedem a formacao de maiores quantidades de LDL. Percebe-se, entdo, que
diminuindo a formacdo de ésteres de colesterila no figado, pela inibicdo da
enzima colesterol acil transferase por flavondides pode-se prevenir estas
doencas e explicar mais um mecanismo, de acao de flavondides sobre enzimas
envolvidas no metabolismo lipidico (YOTSUMOTO et al., 1997).

KELLIS e VICKERY, 1984 pesquisaram o efeito de flavondides sobre a
estrogénio sintetase citrocomo P-450, enzima responsavel pela catalise da
reacao de conversdo de androgeno para estrogénio. Diversos flavondides tém
acado inibidora sobre a aromatizacdo de androstenediona para estradiol.
Segundo estes pesquisadores, os flavondides podem competir com o0s
esterdides e sua interacdo com certas monoxigenases alteram o metabolismo
dos hormdnios esteroidais. Esta acdo é considerada de grande importancia
visto que os glicocorticdides aumentam a taxa de mobilizacdo de gordura a
partir do aumento da permeabilidade da membrana celular. Este mecanismo de
acdo evidéncia mais um papeldos flavondides e a complexacédo efetuada entre
estes compostos com organoestanicos possivelmente influenciou a atividade
destas enzimas, uma vez que muitas enzimas apresentam uma interacéo
expressiva com metais (como por exemplo, diversos cofatores enzimaticos que

sé8o metais).
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Figura 21 — Colesterol médio, em mg/dL, em coelhos tratados com racdo +

substancia-teste em capsulas, em funcao do tempo.

A figura 21 mostra que 0s grupos que receberam os compostos SN1,
SN2, SN3, SN4, Atorvastatina célcica e Rutina apresentaram resultados
estatisticamente significativos. As concentracdes de colesterol apresentadas
pelos grupos em que os compostos SN1, SN2, SN3, SN4, Atorvastatina calcica
e Rutina isoladamente foram administrados foram menores aos 15 e 30 dias
quando comparadas ao (grupo controle 2 que recebeu somente
racdo+colesterol 0,5% e &cido célico 0,1%. Isto indica que as substancias

tiveram um efeito hipolipidémico.
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Quadro 2 — Valores médios de Triacilglicerbis séricos, em mg/dL, de coelhos
machos tratados com ragao + substancias testes em capsulas

% de variacao

Tempo Dieta Triacilglicerdis
(dias) (mg/dL) Racao RCAC

0 G1 Racéo (R) 87,92 A : :
G2 R + (RCAC) 85,62 A -2,62
Gs3 RCAC + rutina 74,32 a -15,47 -13,20
G4 RCAC + SN1 116,78 a +32,83 +36,39
Gs RCAC + SN2 65,82 a -25,14 -23,13
Ges RCAC + SN3 107,17 a +21,89 +25,17
G7 RCAC + SN4 110,12 a +25,25 +28,61
Gg RCAC + medicamento 111,38 a +26,68 +30,09

15 G; Racéo (R) 72,57 A
G, R + (RCAC) 87,96 A +21,21
G3; RCAC + rutina 100,88 a +39,01 +14,69
G4 RCAC + SN1 87,76 a +20,93 -0,23
Gs RCAC + SN2 57,65 a -20,56 -34,46
Ges RCAC + SN3 67,27 a -7,30 -23,52
G7 RCAC + SN4 60,78 a -16,25 -30,90
Gg RCAC + medicamento 59,40 a -18,15 -32,47

30 G1 Racéo (R) 87,95 A
G, R + (RCACQ) 112,14 A +27,50
G3z RCAC + rutina 88,70 a +0,85 -20,90
G4 RCAC + SN1 88,16 a +0,24 -21,38
Gs RCAC + SN2 75,90 a -13,70 -32,32
Ges RCAC + SN3 117,78 a +33,92 +5,03
G7 RCAC + SN4 105,26 a +19,68 -6,14
Gg RCAC + medicamento 91,40 a +3,92 -18,49

Em cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05)

.Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

* Estatisticamente diferente da dieta-controle pelo teste de Dunnett (P<0,05).
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No quadro 2 foram analisadas o efeito das substancias-testes sobre a
concentracdo de triacilglicerol sérico apresentando a descricdo resultados
estatisticos das 8 dietas diferentes administradas durante todo o periodo de
experimento.

A dosagem no tempo zero revelou que todos os coelhos apresentaram
valores de triacilgliceréis préximos a normalidade. Este resultado mostra que a
homogeneidade entre os animais foi estabelecida antes que fosse iniciado o
tratamento.

A inducdo da hipertrigliceridemia ndo foi estatiscamente significativa
durante o periodo do experimento. Estes resultados foram obtidos a partir da
comparacao entre o grupo 1 controle onde foi somente administrado a ragcéo e
0 grupo 2 onde foi administrado racdo + colesterol+ acido cdlico, sugerindo
assim possiveis ajustes no tratamento que visa a indu¢cdo do aumento dos
indices deste parametro. Neste estudo utilizou-se colesterol 0,5% e acido colico
0,1%. Possivelmente a concentracdo de colesterol ndo foi suficiente para
induzir a hipertrigliceridemia. Estudos realizados por Lima 2001, mostraram que
colesterol a 1% e acido cdlico a 0,5% foram capazes de elevar a concentracao
de triacilgliceréis de 113,78 + 19,52 para 266,72 + 60,96.

Na dosagem realizada aos 15 dias de experimento nenhum dos grupos
apresentaram resultados estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (P<
0,05%) apesar da melhor taxa de variacdo a ser apresentada pelo o complexo
SN2 (-34,46%). Aos 30 dias este mesmo perfil foi observado revelando a néao
diferenciacao estatistica entre a dietas pelo teste de Tukey apesar do composto
SN2 exercer a taxa de -32,32%. Este resultado é consideravel, quando é
levado em conta o aspecto fisioldgico.

Diversos experimentos com a utilizagdo de flavonoides tém exercido um
efeito hipotrigliceridémico. Uma das possiveis explicacbes seria um aumento
na atividade da enzima lipase. O flavondide Rutina teve seu efeito
hipotrigliceridémico comprovado em diversos trabalhos nos quais foi relatada
sua capacidade de potencializar a atividade da lipase. Esta enzima hidrolisa os
triacilglicerdis ocasionando uma maior mobilizacdo dos &cidos graxos
sanguineos para o figado, o tecido muscular e o tecido adiposo (GOMES,
1998; LIMA, 1999).
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A eficiéncia do medicamento liptor no qual esta presente o principio ativo
atorvastatina calcica, apresenta uma reducédo do colesterol-total e suas fracoes,
maior do que quando aplicado a reducdo de triacilglicerdis. Uma pesquisa
realizada com dosagens de 10 a 80 mg deste principio ativo revelou a reducao
de 19 a 37 % nos niveis de triacilgliceréis enquanto esta mesma faixa de
dosagem revelou uma reducdo de 39 a 60% nos indices de colesterol total e
suas fracdes. Estes resultados estatisticos demonstram que a complexacéo do
flavondide rutina com organoestanicos ndo promoveu um aumento na reducao
na concentracao de triacilgliceréis (AVERT, 1998).

E importante ressaltar que os medicamentos pertencentes a classe das
estatinas como as provastatina, lovastatina, sinvastatina bem como o0 a
atorvastina calcica tém um efeito mais pronunciado sobre as concentracdes de
colesterol. Estes compostos atuam na inibicdo da atividade da b-
hidroximetilglutaril Céa. Estudos revelam que flavonéides também podem inibir
esta enzima. Os medicamentos mais utilizados no controle dos triacilgliceroéis
sao os fibratos como o benzofibrato, genfibrozil, fenofibrato e ciprofibrato
(GOODMAN, 1996).
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Figura 22 — Triacilglicerol médio, em mg/dL, em coelhos tratados com ragdo +

substancia-teste em capsulas, em fun¢édo do tempo.
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A figura 22 mostra que 0s grupos que receberam os compostos SN2,
SN3, SN4 e a atorvastatina calcica apresentaram valores de triacilgliceréis
estatisticamente significativos quanto ao tempo. Todos estes grupos
apresentaram uma reducdo na concentracdo de triacilgliceréis aos 15 dias e
um aumento deste constituinte aos 30 dias. Observou-se que as substancias
tiveram melhor efeito hipocolesterolémico do que hipotrigliceridémico.
Normalmente entre os medicamentos utilizados, os da linha vastatinas t6em
melhor efeito na reducdo de colesterol e os fibratos na reducdo dos

triacilglicerais.
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Quadro 3 — Valores médios de HDL, em mg/dL, em coelhos machos tratados

com racao + substancia-teste em capsulas

% de variacao

Tempo Dieta HDL
(dias) (mg/dL) Racao RCAC

0 G1 Racéo (R) 56,59 A
G, R + (RCACQ) 62,64 A +10,69
G3 RCAC + rutina 40,59 a -28,27 -35,20
G4 RCAC + SN1 57,38 a +1,40 -8,40
Gs RCAC + SN2 53,41 a -5,62 -14,73
Ges RCAC + SN3 42,61 a -24,70 -31,98
G7 RCAC + SN4 68,77 a +21,52 +9,79
Gg RCAC + medicamento 64,05 a +13,18 +2,25

15 G; Racéo (R) 42,70 B
G, R + (RCAC) 92,22 A +115,97 *
G3 RCAC + rutina 169,00 a +295,78* +83,26 *
G4 RCAC + SN1 113,71 abc +166,30* +23,30
Gs RCAC + SN2 153,62 a +259,77* +66,58 *
Ges RCAC + SN3 132,56 ab +210,44* +43,74*
G7 RCAC + SN4 87,33 bc +104,52 * -5,30
Gg RCAC + medicamento 57,98 c +35,78 -37,13

30 Gi Racéo (R) 18,52 B
G2 R + (RCAC) 95,52 A +415,77 *
G3 RCAC + rutina 116,53 a +529,21* +22,00
G4 RCAC + SN1 111,43 a +501,67* +16,66
Gs RCAC + SN2 106,48 a +474,95*  +11,47
Ges RCAC + SN3 104,36 a +463,50 * +9,25
G7 RCAC + SN4 124,57 a +572,62* +30,41
Gs RCAC + medicamento 156,72 a +746,22 * +64,07 *

Em cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

* Estatisticamente diferente da dieta-controle pelo teste de Dunnett (P<0,05).
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No quadro 3 foram analisadas as concentracbes de colesterol-HDL
apresentando a descricdo dos resultados estatisticos das 8 dietas diferentes
administradas durante todo o periodo experimental.

A dosagem no tempo zero revelou que todos os coelhos apresentaram
valores de colesterol-HDL préximos a normalidade. Este resultado mostra que
a homogeneidade entre os animais foi estabelecida antes que fosse iniciado o
tratamento.

A inducao da elevacédo da concentracéo de colesterol-HDL foi observada
durante as dosagens de 15 dias e 30 dias a partir da analise do grupo 1 onde
foi utilizado somente racdo e do grupo 2 onde foi administrado ragao, colesterol
(0,5%) e acido cdlico (0,1%).

Na dosagem aos 15 dias resultados estatiscamente significativos foram
observados nos grupos 3, 5 e 6. No grupo 3, onde foi utilizado o flavonoide
rutina isoladamente, uma taxa de aumento desta lipoproteina de 83,26% foi
observada. No grupo 5 onde foi administrado o composto SN2, a taxa de
elevacao desta lipoproteina foi de 66,58%. No grupo 6 onde o composto SN3
foi utilizado a taxa de elevacao desta lipoproteina foi de 43,74%. Aos 30 dias 0
grupo que apresentou resultados estatiscamente significativos e paralelamente
a melhor taxa de elevacao desta lipoproteina de 64,07% foi o grupo 8 onde foi
administrado o principio ativo atorvastatina calcica.

A oxidacdo aterogénica de LDL estimula o acumulo de colesterol em
macrofagos, gerando assim efeitos aterogénicos no sangue e nas células da
parede arterial. Deste modo a remocéo de LDL oxidado para o plasma ou para
0 espaco extracelular pelas células da parede arterial pode ser benéfica uma
vez que evitara o acumulo de colesterol e a formacédo de células espumosas.
Outros mecanismos que podem contribuir para a eliminacdo do LDL oxidado
aterogénico seriam o balanco entre a quantidade de LDL e sua associa¢cao com
pro e antioxidantes. O HDL plasmatico foi previamente apresentado como
inibidor da oxidacdo do LDL. O mecanismo da propriedade inibitéria desta
lipoproteina ndo foi bem elucidado. Sugeriu-se que a apolipoproteina humana
possua propriedade que possa afetar a peroxidacao lipidica do LDL.

Uma possibilidade adicional para o efeito inibitério do HDL na oxidacgéo
do LDL é a presenca da enzima paraoxonase (PON) no HDL plasmético. A

atividade da PON sérica apresentou-se menor em pacientes com
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aterosclerose, pacientes que sofreram infarto do miocardio, pacientes com
hipercolesterolemia familiar e pacientes com diabetes mellitus. Embora os
mecanismos fisiopatoldgicos exercidos por esta enzima ndo sejam bem
conhecidos, existem evidencias de que ocorre um efeito protetor da PON
contra lesbes oxidativas.

O consumo de flavonodides por animais de laboratério aumentou a
atividade da paraoxinase em até 75% em comparag¢do aos animais do grupo
controle. Estes resultados sugerem que a paraoxinase pode exercer um
importante mecanismo para a remocao e eliminacéo de lipoproteinas oxidadas
aterogénicas e assim ser considerada um composto anti-aterogénico (AVIRAM
M. e FUHRMAN B., 1998).

O colesterol esterificado pode ser transferido das lipoproteinas de
densidade baixa, por exemplo: quilomicrons, VLDL, e LDL, para HDL por meio
de uma proteina transferidora de ésteres de colesterol-CETP (transporte
reverso de colesterol), que é outra proteina do HDL. Assim a proteina permite a
transferéncia dos ésteres de colesterol da HDL para o figado via quilomicrons
remanescentes e VLDL ou via captacdo das LDL pelo figado. A HDL pode ser
captada diretamente pelo tecido hepatico, de tal forma que seu colesterol
possa ser eliminado pelas secrecdes biliares. O sistema LCAT esta envolvido
na remocdo do excesso de colesterol ndo esterificado das lipoproteinas e dos
tecidos. O figado, e possivelmente o intestino, parecem ser os sitios finais das
apoliproteinas das HDL (GINSBERG, 1994; GRUNDY, 1990; BREWER et al.,
1998; BOSTOM et al.,1996; FIELDING et al., 1995).

As concentragbes de HDL s&o inversamente relacionadas com a
incidéncia de aterosclerose coronariana, possivelmente porque refletem a

eficiéncia da remocéo de colesterol dos tecidos. (CHEUNG, 1994).
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Figura 23 — HDL médio, em mg/dL, em coelhos tratados com ra¢édo + substancia-

teste em capsulas em funcao do tempo.

A figura 23 mostra que as concentracdes de colesterol-HDL dos grupos
gue receberam os compostos Rutina, SN1, SN2, SN3, SN4 e a atorvastatina
calcica apresentaram resultados estatiscamente significativos quanto ao tempo.
Os grupos que receberam Rutina, SN1, SN2, SN3 apresentaram um aumento
maior desta lipoproteina aos 15 dias e concentracdes menores deste
parametro aos 30 dias. Os grupos que receberam os compostos SN4 e a
atorvastatina calcica apresentaram um aumento crescente desta lipoproteina
apresentando maiores concentracdes aos 30 dias. Esta lipoproteina transporta
o colesterol dos tecidos periféricos para o figado onde este sera metabolizado,

logo este aumento sera benéfico para o animal.
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Quadro 4 — Valores médios de LDL séricos, em mg/dL, em coelhos machos

tratados com racao + substancia-teste em capsulas

% de variacao

Tempo Dieta LDL
(dias) (mg/dL) Racao RCAC

0 G1 Racéo (R) 85,79 A
G2 R + (RCAC) 60,31 A -29,90
G3; RCAC + rutina 81,50 a -5,00 +35,14
G4 RCAC + SN1 84,03 a -2,05 +39,33
Gs RCAC + SN2 85,66 a -0,15 +42,03
Ges RCAC + SN3 72,32 a -15,70 +19,91
G7 RCAC + SN4 103,33 a +20,45 +71,33
Gg RCAC + medicamento 95,95 a +11,84 +59,09

15 G; Racéo (R) 56,62 B
G, R + (RCACQ) 869,26 A +1435,25*
G3 RCAC + rutina 740,80 a +1208,37* -14,78
G4 RCAC + SN1 602,70 a +964,46* -30,67 *
Gs RCAC + SN2 589,22 a +940,66* -32,22 *
Ges RCAC + SN3 603,36 a +965,63* -30,59 *
G7 RCAC + SN4 543,22 a +859,41* -37,51*
Gg RCAC + medicamento 593,35 a +947,95* -31,74~*

30 G; Racéo (R) 112,43 B
G, R + (RCACQ) 924,16 A +721,99 *
G3 RCAC + rutina 781,10 bc +594,74 * -15,48 *
G4 RCAC + SN1 880,70 ab +683,33 * -4,70
Gs RCAC + SN2 649,95 c +478,09 * -29,67 *
Ges RCAC + SN3 1.056,32 a +839,54*  +14,30
G7 RCAC + SN4 833,69 bc +641,52 * -9,79
Gg RCAC + medicamento 819,41 bc +628,82* -11,33

Em cada tempo, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

* Estatisticamente diferente da dieta-controle pelo teste de Dunnett (P<0,05).
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No quadro 4 foram analisadas as concentracdes de colesterol-LDL
apresentando a descricdo dos resultados estatisticos das 8 dietas diferentes
administradas durante todo o periodo de experimento.

A dosagem no tempo zero revelou que todos os coelhos apresentaram
valores de colesterol-LDL proximos a normalidade. Este resultado mostra que a
homogeneidade entre os animais foi estabelecida antes que fosse iniciado o
tratamento.

A inducédo da elevagéo dos indices de colesterol-LDL foi observada nas
dosagens de 15 e 30 dias a partir da analise do grupo 1 que recebeu somente
racado e do grupo 2 ao qual foi administrado racao, colesterol (0,5%) e acido
cOlico (0,1%).

Aos 15 dias foi observado pelo teste de Dunnet resultados
estatiscamente significativos para os grupos 4, 5, 6, 7, 8 correspondentes a
administracdo dos complexos SN1, SN2, SN3, SN4 e o medicamento
atorvastatina célcica respectivamente. Aos 30 dias somente o grupo 3 e 5 aos
quais foram administrados a rutina isoladamente e o complexo SN2
apresentaram os resultados obtidos foram estatiscamente significativos.

A melhor porcentagem de reducédo desta lipoproteina, aos 15 dias, foi
apresentada pelo grupo 7 onde foi administrado o complexo SN4 (-37,51%).

Aos 30 dias foi observado resultados estatiscamente significativos para
os grupos 3 e 5. O grupo 3, onde foi utilizado a rutina isoladamente, apresentou
uma porcentagem de reducédo desta lipoproteina de 15,48%. Ja no grupo 4 no
qual foi administrado o complexo SN2 a porcentagem de reducédo foi de
-29,67%.

Existem muitas evidencias epidemioldgicas que demonstram uma
correlacdo positiva entre o aumento da lipoproteina colesterol-LDL,
concentracdo de colesterol e aceleracdo da aterogénese. Em processos iniciais
de lesdes aterogénicas, as gorduras, os ésteres de colesterol acumulam nos
macrofagos para assim formar células espumosas imediatamente abaixo do
endotélio vascular. A origem do colesterol que se acumula nos macréfagos é
provavelmente proveniente do LDL, paradoxalmente, macréfagos tém poucos
receptores de LDL e estes sdo regulados quando a concentracdo de LDL se
encontra aumentada (MANGIAPANE et al., 1992).
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GOLDESTEIN et al. foram os primeiros a descrever a modificacao
quimica de particulas de LDL, que possibilitaria seu reconhecimento por parte
de receptores distintos em macrofagos. Estes receptores que capturam e
reconhecem o LDL quimicamente modificado estdo sendo isolados. Deste
modo, o LDL oxidado € quimioatraido por fatores quioestaticos que atraem 0s
macrofagos, estabelecendo sua deposicdo na intima, sendo citotéxico no
endotélio, quimioatraente para mondcitos e rapidamente acumulado por
macrofagos presentes no endotélio adrtico in vivo (MANGIAPANE et al., 1992).

Devido a todos os fatores descritos acima uma diminuicdo nos indices
do colesterol-LDL, bem como sua oxidac&o possibilitaria a reducao da leséo
aterosclerdtica e até mesmo a sua néo ocorréncia.

Os flavondides atuam mediante um mecanismo direto protegendo os
antioxidantes primarios, como o a-tocoferol, e também mediante a captacdo de
radicais livres. Essa acdo do flavonodide pode ser efetiva em retardar a
aterogénese a partir da diminuicdo da oxidacdo das LDLs. Na reducéo deste
constituinte sanguineo a propriedade antioxidante explica melhor seu
mecanismo de acdo (PEREIRA W. L., 1999).

Estudos em que mecanismos de acdo de flavondides sdo analisados
mostram que estes compostos também podem ativar os receptores de LDL no
figado, aumentando a captacdo de LDL, levando-o ao figado onde ele sera
metabolizado. Também € importante lembrar que a lipoproteina LDL libera
colesterol e ésteres de colesterol para a sintese de horménios esteroidais.
reduzindo assim suas concentracdes na circulacao (KIRK et al., 1998).

A complexacdo dos flavonoides efetuada neste trabalho pode ter
atenuado a propriedade da rutina de inibir lipooxigenases celulares, que desta

maneira vao influenciar no mecanismo de oxidacao destas moléculas.
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Figura 24 — LDL médio, em mg/dL, em coelhos tratados com racdo +

substancias-testes em capsulas, em fungéo do tempo.

A figura 24 mostra que o grupo controle Racao+colesterol+acido célico
bem como os grupos que receberam os compostos Rutina, SN1, SN2, SN3,
SN4 e a atorvastatina calcica apresentaram valores de LDL-colesterol
estatiscamente significativos quanto ao tempo. Todos 0s grupos que
receberam tratamentos diferenciados apresentaram valores da concentracéo
de colesterol-LDL menores do que 0 grupo que recebeu
racdo+colesterol+acido cdlico. Os grupos que receberam rutina e o composto
SN2 apresentaram uma elevacao mais significativa desta lipoproteina aos 15
dias e um pequeno aumento aos 30 dias. Os grupos que receberam os
compostos SN1, SN3, SN4 e a atorvastatina calcica apresentaram um aumento
crescente desta lipoproteina apresentando concentracbes maiores aos 30
dias.O grupo que recebeu o composto SN2 apresentou uma reducao 32,22%
aos 15 dias e 29,67% aos 30 dias desta lipoproteina. Este foi um resultado
satisfatorio uma vez que esta lipoproteina colesterol-LDL transporta o colesterol

do figado para os tecidos periféricos.
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A figura 25 esquematiza diversos mecanismos da acao de flavondides,
principalmente aqueles que estdo envolvidos nos processos de formacao de
placa aterosclerética. Nestes eventos, Os monossacarideos ao sofrerem auto-
oxidagdo, apresentam-se com a estrutura de cadeia aberta, ligados ao
colageno. Os acucares (tais como glicose, manose , galactose, xilose, frutose,
etc...) sdo os que se ligam frequentemente ao colageno. Ocorre uma glicacéao,
que € uma condensacao ndo enzimatica na qual um aglcar reage com uma
amina produzindo um glicato. Quando a reagao ocorre entre um carboidrato da
classe das aldoses e uma amina estes produtos sdo chamados de compostos
de Amadori. Entretanto quando a reacdo acontece entre um carboidrato da
classe das cetoses e uma amina estes produtos sdo chamados de produtos de
Heys. Os flavonoides podem atuar nesta etapa impedindo a glicacdo que pode
ocasionar a oxidacao do LDL (SHRAMM et al., 1996).

Logo ap6s a reacdo da glicacdo, os glicatos reagem com o LDL e ocorre
uma glico-oxidac&o. Nestas reac6es formam-se radicais livres e também o LDL
pode ser oxidado. Os produtos finais da glicacdo (AGE) se ligam a receptores
(RAGE) nas células endoteliais e fagocitos monucleares. Neste processo, 0s
flavondides podem atuar impedindo a oxidacao do LDL.

Nesta etapa também pode estar associada, uma replicacdo viral e\ou
uma replicacdo bacteriana que com seus componentes antigénicos e toxinas
inflamatorias sdo responsaveis pela ativacdo dos leucécitos, ocorre a adesao e
diapedese. Em seguida, ocorre a liberacdo de fatores inflamatoérios que véao
para as células musculares e hd um estimulo de formacdo de células em
espuma e proliferagcdo celular. Quando todos os processos associados
ocorrem, forma-se a placa aterosclerética com depdsito de colesterol, levando
a oclusdo de artéria resultando em isquemia e ativacdo de varias proteases.
Esta ativacdo das proteases local e sistémica induz a iniciacdo de formacédo de
placas e degeneracdo dos miocitos. Os flavonéides alem de inibirem a
glicacdo, oxidacdo do colesterol-LDL, atuam como agentes antibacterianos,
antivirgticos e antiinflamatorios, bem como ainda podem se ligar a receptores

de estrogénios, provocando efeitos benéficos na transducao de sinais.
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Figura 25-llustracéo dos eventos pelos quais os flavonoides podem bloquear

ou minimizar o aparecimento de doencas cardiovasculares
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4.3- Segundo ensaio biolégico com duracdo de 30 dias - Avaliacdo dos
efeitos toxicolégicos dos complexos do flavondide rutina com os

organoestanicos [SnCIPh3z] e [SnCl,]

O experimento foi instalado no delineamento inteiramente casualizado, no
esquema em parcela subdivididas, onde cada uma das parcelas foi constituida por
dois sexos e trés dietas: G1= racdo, G2= racdo + SN2 e G3=racdo + SN4 e as
subparcelas, por trés tempos de avaliagcao (0, 15 e 30 dias).

Os dados de colesterol total, triacilgliceréis, HDL, glicose, proteina,
albumina, acido Urico, uréia, bilirrubina total, gama-GT, TGP, TGO, calcio e fésforo
foram submetidos a analise de variancia. Os efeitos do sexo e de tempo foram
estudados por meio do teste F (P<0,05) e as dietas, comparadas por meio do teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
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Quadro 5 — Valores médios de Colesterol total, em mg/dL, de coelhos tratados

com racao + substancia-teste em capsulas

Machos Fémeas
Tempo Dieta
(dias) Média % de Média % de
variacao variacao
0 G; Racéo (R) 166,03 Aa 141,23 Aa
G, R+ SN2 206,60 Aa +24.,44 232,33 Aa +64,50
Gs; R+ SN4 190,36 Aa +14,65 176,10 Aa +24,69
15 G; Racéo (R) 94,60 Ab 103,56 Aa
G, R+ SN2 313,30 Aa +231,18 138,65 Ba +33,88
Gs; R+ SN4 313,30 Aa +231,18 101,66 Ba -1,83
30 G; Racao (R) 80,65 Ab 122,14 Aa
G, R+ SN2 264,13 Aa +227,50 158,76 Ba +29,98
G3 R+ SN4 83,46 Ab +3,48 135,85 Aa +11,22

Em cada dieta, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada sexo, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P>0,05).

O quadro 5 revela a andlise estatistica dos valores médios da
concentracao de colesterol-total encontrados nas dosagens realizadas durante
todo o periodo do experimento.

Os resultados dos experimentos realizados com coelhos controles
machos bem como os coelhos controles fémeas ndo apresentaram valores de
colesterol total estatiscamente significativos (P<0,05) quanto ao sexo bem com
as dietas. Resultado esperado em cada grupo uma vez que todos 0s animais
receberam somente racdo no tempo zero. A concentracdo de colesterol-total
apresentou-se proxima da normalidade.

Aos 15 dias, entre os coelhos machos onde foram administrados os

compostos SN2 e SN4, diferenciaram-se do grupo controle ragdo. Os
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resultados mostram que um aumento estatiscamente significativo de 231,18%
foi observado quando comparamos 0s grupos 2 e grupo 3 ao grupo 1 controle.
Os indices de colesterol do grupo controle racdo no tempo de 15 dias em
comparacdo ao mesmo grupo no tempo zero apresentaram-se reduzidos,
sugerindo a influéncia de fatores exdgenos na variacdo deste parametro.

Entre as fémeas a dosagem sanguinea aos 15 dias revelou a néo
diferenciacdo entre as dietas e ndo significancia estatistica, diferindo-se do
comportamento exercido pelo grupo dos machos.

A dose de 100 mg ndo exerceu efeitos redutores tao satisfatorios nos niveis
de colesterol apresentando valores proximos da normalidade para o grupo das
fémeas e indicando um aumento significativo para os machos.

No tempo de 30 dias o composto SN2 continuou apresentando resultados
estatiscamente significativos entre as dietas revelando um aumento significativo de
264,13% em relacdo ao grupo 1 controle que recebeu apenas racao. Entretanto o
grupo no qual o composto SN4 foi administrado revelou um comportamento
diferenciado, apresentando valores proximos ao grupo 1 controle que recebeu
apenas a racao, valores estes considerados proximos da normalidade.

Entre as fémeas entre todos os grupos e em todos os tempos (0, 15, 30
dias) ndo apresentaram resultados estatiscamente significativos. Apresentando
niveis proximos da normalidade quando comparados com os valores revelados no
grupo controle racgao.

A dose de 100 mg dos compostos SN2 e SN4 ndo apresentou eficiéncia na
reducdo na concentracdo do colesterol-total nem aos 15 dias nem aos 30 dias.
Sendo os resultados para o grupo dos machos bem diferentes uma vez que se
observou um aumento aos 15 dias para SN2 e SN4 e aos 30 dias somente para o
composto SN2. Ja o grupo das fémeas a tendéncia a valores préximos da
normalidade ocorre durante todo o tratamento para os dois compostos SN2 e SN4.

E importante ressaltar que a dose testada dos compostos SN2 e SN4 no
primeiro ensaio onde a hiperlipidemia foi induzida em coelhos machos foi de
5mg/dia/animal. Neste ensaio biolégico essa dose foi elevada para
100mg/dia/animal, observando-se que esta concentracdo foi considerada toxica
para o metabolismo lipidico.

Os estudos envolvendo doses diferentes das substancias-testes devem ser

realizados com a finalidade de avaliar as diferencas gradativas dos efeitos
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toxicoldgicos. A dose mais elevada pode produzir efeitos téxicos, sem, no entanto,
levar a mortalidade. A substancia serd tanto mais toxica quanto maior for a

distancia entre o valor obtido e o valor normal (BRITO, 1994).
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Figura 26 — Valores médios de colesterol total, em mg/dL, de coelhos tratados com

racdo + substancia-teste em cépsulas em funcdo do tempo.

A figura 26 mostra que o grupo de coelhos machos que recebeu o
composto SN4 apresentou resultados estatiscamente significativos em funcéo
do tempo. A concentracao de colesterol apresentada pelos grupos de coelhos
machos onde o composto SN4 foi administrado apresentou uma significativa
elevacdo aos 15 dias e um diminuicdo deste constituinte aos 30 dias. Os
demais grupos nao apresentaram resultados estatisticamente significativos em

funcéo do tempo.
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Quadro 6 — Valores médios de triacilglicerdis, em mg/dL, em coelhos tratados

com racao + substancia teste em capsulas

Machos Fémeas
Tempo Dieta
(dias) Média % de Média % de
variacao variacao
0 G; Racéo (R) 229,43 Aa 267,01 Aa
G, R + SN2 410,73 Aa +79,02 316,27 Aa +18,45
Gz R+ SN4 276,10 Aa +20,34 293,10 Aa +9,77
15 G; Racéo (R) 132,93 Ab 253,10 Aa
G, R + SN2 1.072,70 Aa  +706,97 441,86 Ba +74,58
Gz R + SN4 158,76 Ab +19,43 167,00 Aa -34,02
30 G; Racéo (R) 104,46 Aa 136,76 Aa
G, R + SN2 366,50 Aa  +250,85 302,30 Aa +121,04
Gz R+ SN4 116,85 Aa +11,86 131,72 Aa -3,69

Em cada dieta, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada sexo, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05).

O quadro 6 revela a andlise estatistica dos valores médios de concentracéo
de trigliceridios encontrados nas dosagens realizadas durante todo o periodo do
experimento.

A dosagem efetuada no tempo O dias ndo apresentou diferenciacdo entre
animais machos e fémeas, bem como em cada sexo entre as dietas. Resultado
satisfatorio uma vez que todos os animais em cada sexo receberam somente racao
em sua dieta.

Aos 15 dias, os resultados das dosagens sanguineas em coelhos machos e
fémeas apresentaram-se estatiscamente significativos. No grupo das fémeas
nenhum dos resultados, independente dos diferentes tratamentos, apresentaram-

se estatiscamente significativos, porem foi observado uma taxa de variacdo de
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74,58% revelando um aumento deste parametro quando a comparacdo entre o
grupo 2 que recebeu o composto SN2 e o grupo controle é estabelecida. Entre os
machos, o grupo 2, que recebeu o composto SN2, apresentou um aumento
estatiscamente significativo deste parametro de 706,97% em relagdo ao grupo 1
controle. O grupo 3 de coelhos machos que recebeu o composto SN4 apresentou
valores bem préoximos ao grupo controle, logo bem préximo a normalidade.

A dosagem aos 30 dias ndo apresentou diferenca estatistica entre coelhos
machos e coelhos fémeas. Em cada sexo e entre todas as dietas administradas
nao foram observados resultados estatiscamente significativos, apesar de se
observar um aumento na porcentagem de variacdo de 250,85% na concentracéo
de triacilgliceréis quando a comparagcdo do grupo 2 dos coelhos machos com o
grupo controle é efetuada. Entre as fémeas é observada uma taxa de variacdo de
121,04 % apresentando assim um aumento deste parametro quando comparado ao
grupo 1 controle das fémeas com o grupo 2 de fémeas que recebeu o composto
SN2.

Estes resultados sugerem que a utilizacdo da dose de 100 mg/dia/animal
promoveu no que diz respeito a concentracdo de triacilgliceréis um efeito

toxicoldgico para o metabolismo lipidico.
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Figura 27 — Valores médios de triacilglicerol, em mg/dL, em coelhos tratados com

racao + substancia-teste em capsulas , em funcéo do tempo.

A figura 27 mostra que o grupo de coelhos machos que recebeu o
composto SN2 apresentou resultados estatiscamente significativos em relacéo
ao tempo. A concentracdo de triacilglicerol apresentada pelo grupo de coelhos
machos onde o composto SN2 foi administrado apresentou uma significativa
elevacdo aos 15 dias e um diminuicdo deste constituinte aos 30 dias. Os

demais grupos nao apresentaram resultados estatisticamente significativos em
funcéo do tempo.
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Quadro 7 — Valores médios de colesterol-HDL, em mg/dL, em coelhos tratados

com racao + substancia teste em capsulas

Machos Fémeas
Tempo Dieta
(dias) Média % de Média % de
variacao variacao
0 G; Racéo (R) 52,60 Aa 64,73 Aa
G, R + SN2 58,25 Aa +10,74 59,03 Aa -8,81
Gz R+ SN4 82,22 Aa +56,31 124,86 Aa +92,89
15 G; Racéo (R) 70,88 Aa 35,43 Aa
G, R + SN2 158,15 Aa +123,12 75,03 Aa +111,77
Gz R+ SN4 52,60 Aa -25,79 37,51 Aa +5,87
30 G; Racéo (R) 22,06 Ab 28,66 Aa
G, R + SN2 201,54 Aa +813,60 24,73 Ba -13,71

Gz R+ SN4 28,06 Ab +27,20 32,35 Aa +12,88

Em cada dieta, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada sexo, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05).

O quadro 7 revela o resultado da analise estatistica dos valores médios de
concentragdo de colesterol-HDL encontrados nas dosagens realizadas durante
todo o periodo do experimento.

As dosagens realizadas no tempo zero revelaram que tanto os coelhos
machos quanto os coelhos fémeas ndo apresentaram resultados de colesterol-HDL
estatiscamente significativos. Este resultado foi satisfatorio uma vez que todos os
animais em cada sexo receberam somente racao antes da dosagem ser efetuada.

Aos 15 dias de experimento, ndo foi encontrada diferencgas significativas nas
concentracOes de colesterol-HDL entre os sexos assim como entre 0S grupos em
cada sexo. Estes resultados revelam niveis normais deste constituinte na condicédo
estudada. Ja aos 30 dias o grupo de coelhos machos que recebeu o composto SN4

apresentou um aumento de 813,60% na concentracdo de colesterol-HDL. Este
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resultado relaciona-se com aquele observado no constituinte colesterol-total,
também aumentado nos coelhos que receberam esta dieta. No grupo das fémeas,
neste periodo, os resultados obtidos com cada um dos tratamentos nao foram
estatiscamente significativos, revelando assim que esta dosagem de 100 mg dos
compostos SN2 e SN4 para as fémeas ndo alteraram os niveis desta lipoproteina
guando comparados ao grupo 1 controle.

N&o ha a ocorréncia de citacdes na literatura sobre até que concentracdo é
aceitadvel a elevacdo da concentracdo do colesterol-HDL uma vez que esta

lipoproteina apresenta um importante papel protetor em doencas cardiovasculares.
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Figura 28 — Valores médios de colesterol-HDL, em mg/dL, de coelhos tratados

com racao + substancia-teste em capsulas em funcéo do tempo.

A figura 28 mostra que o grupo de coelhos machos que recebeu o
composto SN2 apresentou resultados estatiscamente significativos em funcéo
do tempo. A concentracdo de colesterol-HDL apresentada pelos grupos de
coelhos machos quando o composto SN2 foi administrado apresentou uma
progressiva elevacdo deste constituinte aos 15 dias e 30 dias. Os demais
grupos néo apresentaram resultados estatisticamente significativos em funcéo

do tempo.
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Quadro 8 — Valores médios de Glicose, em mg/dL, de coelhos tratados com

racao + substancia-teste em capsulas

Machos Fémeas
Tempo Dieta
(dias) Média % de Média % de
variacao variacao
0 G; Racdo (R) 166,73 Aa 178,26 Aa
G2 R+ SN2 166,73 Aa 0 178,26 Aa 0

Gs R + SN4 133,23 Aa -20,09 136,26 Ab  -23,56

15  G;Racdo (R) 133,23 Aa 136,26 Aa
GR+SN2  15531Aa  +16,57  157,93Aa +15,90
GsR+SN4 138,33 Aa +3,83 142,60 Aa  +4,65

30 G;Racdo(R) 166,73 Ab 178,26 Aa

G2 R+ SN2 210,95 Aa +26,52 186,66 Aa  +4,71
Gz R+ SN4 175,20 Aab +5,08 185,05 Aa  +3,81

Em cada dieta, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada sexo, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P>0,05).

O quadro 8 revela a andlise estatistica dos valores médios de concentracao
de glicose encontrados nas dosagens realizadas durante todo o periodo do
experimento.

Durante todo experimento a concentracdo de glicose sangtiinea de coelhos
machos e fémeas ndo apresentou resultados estatiscamente diferentes.

A primeira dosagem no tempo 0 dias revelou que os coelhos machos néo
apresentaram resultados estatiscamente significativos, porém no grupo de fémeas,
0 grupo 3 que estava destinado a receber o composto SN4 apresentou-se diferente
estatiscamente dos demais grupos de fémeas revelando uma concentracdo de
glicose menor 23,56% em comparacdo ao grupo controle e o grupo que

posteriormente recebeu racdo e SN2.
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Na dosagem efetuada aos 15 dias, coelhos machos e fémeas néo
apresentaram concentracdes de glicose sanglinea diferentes estatiscamente bem
como em cada sexo nenhum dos tratamentos apresentou resultados
estatiscamente significativos.

J& aos 30 dias nos grupos dos machos observou-se uma diferenca entre os
tratamentos administrados sendo que o0 grupo que recebeu racdo + SN2
apresentou um aumento de 26,52% e o0 grupo que recebeu racdo + SN4 um
aumento de 5,08% quando comparados ao grupo 1 controle.

Podemos observar a partir deste resultado que a administracdo do composto
SN4 em coelhos fémeas, que no inicio do experimento apresentavam-se com
niveis de glicose menores do que o0 grupo controle, promoveu um pequeno
aumento deste parametro equiparando a concentracdo de glicose no decorrer de
todo restante do experimento, a niveis préximos da normalidade.

A glicose é o Uunico carboidrato circulante no sangue. Os demais
carboidratos podem ser encontrados temporariamente no sangue logo apés a
ingestdo de alimentos, porém de maneira rapida estes séo levados ao figado e
convertidos a glicose. A determinacdo de glicose sérica pode avaliar, de modo
geral o metabolismo de carboidratos em um individuo. Fatores como distlrbios
hereditarios (KOZMA et al.,, 1974) idade, hipertermia, medicamentos e dieta
(PEGORIER et al., 1987) podem influenciar a concentragéo de glicose em coelhos
normais.

Os niveis de glicemia séo regulados pela interacdo de diversos hormdnios,
sobressaindo, devido a sua maior atividade a insulina produzida pelas células beta
das ilhotas de Langerhans, cuja acdo reduz a taxa glicémica. Por outro lado a
epinefrina, a norepinefrina, o glucagon (produzido pelas células alfa das ilhotas do
pancreas e células recentemente observadas no intestino), os glicocorticoides, o
ACTH e o horménio do crescimento atuam antagogenicamente elevando a
glicemia. A atividade harmoniosa de todos estes fatores mantém as taxas
fisiologicas de glicose no sangue (LIMA, 1985).

Concentracdes elevadas de glicose sérica caracteriza uma condi¢ao
patolégica denominada diabetes mellitus (ROTH e CONAWA, 1982).

E importante lembrar que a ragéo utilizada na dieta dos coelhos contém em
torno de 80% de carboidratos. Evidéncias mostram que coelhos podem manter a

concentracdo de glicose durante pequenos periodos de jejum sendo variacfes
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observadas (FOX and LAIRD, 1970). Experimentos monstram que coelhos adultos
uma hora antes de se alimentarem apresentam a concentracao de glicose em torno
de 115 mg/dL e 3 horas ap0s se alimentarem essa concentracao passa para 130
mg/dL em coelhos fémeas e 145 mg/dL em coelhos machos (FOX e LAIRD, 1970).
Este parametro € influenciado pela racdo administrada. Os valores de glicemia
revelados por coelhos presentes no grupo controle do experimento descrito neste
trabalho apresentam a concentragéo de glicose acima da citada pela literatura.

A hipertermia em coelhos, quando a temperatura corporal fica em torno de
43,5 °C, resulta num elevado aumento da concentracdo de glicose sanguinea de
104 mg/dL para 349 mg/dL. Estes resultados sugerem que a hipertermia inibe a o
metabolismo de carboidratos e promove a protedlise como um processo alternativo
de producéao de energia (MARDER et al, 1990).

Em choques hemorragicos experimentais a concentracdo de glicose é
aumentada na propor¢cado da quantidade de sangue perdido e a pressao arterial
sofre um decréscimo significativo. Em choques traumaticos, ocorre um ligeiro
decréscimo da pressao arterial e um marcante aumento da concentracdo de
glicose sanglinea. Estes achados sugerem que a concentracdo de glicose
sanguinea pode fornecer uma prematura indicacdo do tipo e do grau do rigor do
choque (HOLZRICHTER et al., 1987).
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Figura 29 — Valores médios de glicose, em mg/dL, em coelhos tratados com racgéo

+ substancia-teste em capsulas, em funcéo do tempo.

A figura 29 mostra que o grupo de coelhos fémeas controle e o grupo
gue recebeu o composto SN4, bem como os grupos de coelhos machos os
quais os compostos SN2 e SN4 foram administrados, apresentaram resultados
estatiscamente significativos em funcéo do tempo. A concentracdo de Glicose
apresentada pelo grupo de coelhos fémeas controle apresentou um decréscimo
aos 15 dias e aos 30 dias um apreciavel aumento. Entre os grupos de coelhos
(machos e fémeas) para os quais o composto SN4 foi utilizado e coelhos
machos, para os quais o composto SN2 foi utilizado, um perfil bem similar a
dosagem no tempo O dias foi estabelecida aos 15 dias, entretanto aos 30 dias a
concentracao deste constituinte apresentou uma aumento. Os demais grupos
ndo apresentaram resultados de concentracdo de glicose sanglinea

estatisticamente significativos em fun¢éo do tempo.
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Quadro 9 — Valores médios de proteina total, em g/dL, de coelhos tratados com

racao + substancia teste em capsulas

Machos Fémeas
Tempo Dieta
(dias) Média % de Média % de
variacao variacao
0 G; Racéo (R) 71,27 Ab 69,94 Ab
G, R + SN2 78,97 Bab +10,80 107,40 Aa +53,56
Gz R+ SN4 85,03 Aa +19,31 82,49 Ab +17,94
15 G; Racéo (R) 58,26 Aa 57,83 Aa
G, R + SN2 57,65 Aa -1,05 63,16 Aa +9,22
Gz R+ SN4 63,03 Aa +8,19 54,76 Aa -5,31
30 G; Racao (R) 62,43 Aa 65,63 Aa
G, R + SN2 70,50 Aa +12,93 72,83 Aa +10,97
Gz R+ SN4 62,96 Aa +0,85 67,87 Aa +3,41

Em cada dieta, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada sexo, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05).

O quadro 9 revela a andlise estatistica dos valores médios da concentracao
de proteina total encontrados nas dosagens realizadas durante todo o periodo do
experimento.

No tempo zero foi observado diferencas entre 0os animais mesmo que
nenhum tratamento diferenciado tivesse sido utilizado. O grupo 2 ao qual
posteriormente foi administrado o composto SN2, logo apds a primeira dosagem
sangulinea, apresentou resultados estatiscamente significativos entre os sexos bem
como e em cada sexo entre os diferentes tratamentos utilizados. Entre os machos
este grupo apresentou niveis de proteina total 10,80% maiores do que o grupo 1

controle. O grupo 3 ao qual foi posteriormente administrado SN4 também

105



apresentou niveis de proteina total aumentados de 19,31% quando comparado ao
grupo 1 controle.

Entre as fémeas a concentracdo de proteina total sérica do grupo 2
apresentou-se 53,56% maior do que 0s niveis protéicos totais do grupo 1 controle.

Durante todo o restante do tratamento, as dosagens tanto aos 15 dias como
aos 30 dias ndo apresentaram valores de concentracdo proteinas totais
significativos estatisticamente. Os valores obtidos para machos e fémeas também
nao apresentaram diferentes estatisticamente. Estes resultados sugerem que o
tratamento com os compostos SN2 e SN4 em grupos distintos de coelhos machos
e fémeas ndo ocasionou efeitos toxicolégicos deste parametro e de maneira bem
satisfatéria permaneceu constante a medida que o tratamento foi efetuado, a
normalidade dos niveis de proteina totais em todos 0s grupos e entre 0s sexos.

A concentracdo de proteina total sérica em coelhos é similar a outras
espécies. Um coelho adulto possue em torno de 60-70 g/L de proteina total sérica.
O teor de proteina total pode se dividir a partir em quantidade relativas mencionada
de albumina (40-60%), a;-globulinas (5-10%), a»-globulinas (5-10%), b-globulinas
(5-15%) e gglobulinas (5-10%) (IRFAN, 1967; JAKUBOW and GROMADZKA-
OSTROWKSA, 1987; BORTOLOTTI et al., 1989).

A reducdo da concentracdo de proteinas totais, de modo geral esta
associada a desordens renais e do figado. O aumento da concentracdo de
proteinas totais ocorre em desidratacdo ou em choques (FOX, 1989). Também é
observado o aumento de proteinas totais e globulinas em hipertermia (MARDER et
al, 1990).

106



120

90

—&— R machos
—e— R+SN2 machos
—a— R+SN4 machos
—0—R fémeas
—o— R+SN2 fémeas

—— R+SN4 fémeas
0 } i

Proteina (g/dL)
3

30 +

0 15 30
Tempo (dias)

Figura 30 — Valores médios de proteina total, em g/dL, em coelhos tratados com

racao + substancia-teste em capsulas , em funcéo do tempo.

A figura 30 mostra que os grupos controles de coelhos machos e de
coelhos fémeas ndo apresentaram resultados de valores médios de proteina
total estatisticamente significativos em funcdo do tempo. Os grupo de coelhos
machos assim como de fémeas onde o composto SN2 foi administrado
obtiveram uma reducao deste constituinte aos 15 dias. Aos 30 dias as taxas
apresentadas foram similares a observadas na dosagem no tempo 0. Os
grupos onde o composto SN4 foi administrado apresentaram, entre os machos
uma reducdo aos 15 dias, com um perfil constante ao 30 dias, ja entre as
fémeas a reducdo também foi observada aos 15 dias porém aos 30 dias

apresentou um pequeno aumento deste constituinte.
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Quadro 10 — Valores médios de albumina, em mg/dL, em coelhos tratados com

racao + substancia-teste em capsulas

Machos Fémeas
Tempo Dieta
(dias) Média % de Média % de
variacao variacao
0 G; Racéo (R) 7,46 Ab 8,11 Ab
G, R + SN2 10,05 Aa +34,72 10,94 Aa +34,90
Gz R+ SN4 9,56 Aa +28,15 8,56 Bb +5,55
15 G; Racéo (R) 4,74 Ba 5,92 Aa
G, R + SN2 5,55 Aa +17,09 5,43 Aa -8,28
Gz R+ SN4 5,37 Aa +13,29 5,11 Aa -13,68
30 G; Racao (R) 4,75 Aa 4,89 Aa
G, R + SN2 4 .85 Aa +2,11 5,17 Aa +5,73
Gz R+ SN4 5,05 Aa +6,32 5,11 Aa +4.,50

Em cada dieta, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada sexo, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05).

O quadro 10 revela a andlise estatistica dos valores de concentracdo de
albumina sérica encontrados nas dosagens realizadas durante todo o periodo do
experimento.

A concentracdo de albumina sérica apresentou resultados estatiscamente
significativos na dosagem de tempo 0, antes que fosse efetuado qualquer
tratamento diferenciado. Coelhos machos do grupo 2 que apds a dosagem inicial
receberam o composto SN2 apresentaram indices de albumina 34,72% maiores do
que o grupo 1 controle. Os coelhos machos que apds a dosagem inicial receberam
o composto SN4 apresentaram niveis de albumina 28,15% maior em relacdo ao
grupo 1 controle. Ja entre as fémeas somente o grupo 2 que posteriormente iria

receber o tratamento com o composto SN2 apresentou resultados estatisticamente
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significativos. Devido a estes resultados foi observado também uma diferenca entre
os coelhos fémeas e machos do grupo 3 destinado a receber o composto SN4.

Aos 15 dias, os grupos controles machos apresentaram valores médios de
concentracdo de albumina sérica estatisticamente significativos em relacdo aos
grupos de fémeas. Porém entre os coelhos do grupo 2 que receberam o composto
SN2, bem como os coelhos do grupo 3 que receberam o composto SN4, néo
apresentaram resultados estatiscamente significativos. Aos 30 dias o resultado se
repetiu entre machos e fémeas e em cada tratamento e os resultados obtidos neste
periodo ndo foram estatisticamente significativos.

Estes resultados sugerem que o uso destes compostos na concentracdo de
100 mg/dia em coelhos machos e fémeas nao foi toxico para a concentracédo de
Albumina sérica. Os niveis deste constituinte ao final do experimento
apresentaram-se normais quando comparados ao grupo 1 controle.

O figado é o principal 6rgdo de producdo da albumina. Esta proteina tem
como fungdo promover o transporte de medicamentos, nutrientes e outros
constituintes quimicos. A hiperalbuminemia ocorre na desidratacdo. A reducao da
concentracdo desta proteina é observada em diversas situacbes, como na
sindrome nefrética pela perda macica do constituinte pelos rins e a diminuicdo da
capacidade de sintese pelo organismo, na insuficiéncia hepética avancada (cirrose,
colangite, figado cardiaco, hepatites crdnicas, neoplasias), no catabolismo exaltado
gue acompanha o diabete, a tireotoxicose, os estados febris prolongados e nas
hemorragias macicas. (LIMA, 1985).

Estudos de casos de esquistossomose apresentaram a reducdo dos niveis
de albumina sérica e nitido aumento de globulina (fracdes alfa-2 e gama).
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Figura 31 — Albumina média, em g/dL, em coelhos tratados com racdo +

substancia-teste em capsulas, em funcéo do tempo.

A figura 31 mostra que todos os grupos apresentaram resultados das
dosagens de albumina sérica estaticamente significativos em funcdo do tempo.
As concentracdes de albumina sofreram uma reducdo aos 15 dias e

mantiveram suas concentragdes constantes aos 30 dias.
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Quadro 11 — Valores médios de acido urico, em g/dL, em coelhos tratados com

racao + substancia-teste em capsulas

Machos Fémeas
Tempo Dieta
(dias) Média % de Média % de
variacao variacao
0 G; Racéo (R) 0,328 Aa 0,358 Ab
G, R + SN2 0,392 Ba +19,51 0,568 Aa +58,66
Gz R+ SN4 0,338 Aa +3,05 0,170 Bb -52,51
15 Gi; Racgdo (R) 0,210 Aa 0,198 Aab
G, R + SN2 0,270 Aa +28,57 0,352 Aa +77,78
Gz R+ SN4 0,216 Aa +2.,86 0,050 Ab -74,75
30 G; Racéo (R) 0,052 Aa 0,084 Aa
G, R + SN2 0,158 Aa +203,85 0,078 Aa -7,14
Gz R+ SN4 0,062 Ba +19,23 0,228 Aa +171,43

Em cada dieta, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada sexo, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05).

O quadro 11 revela a andlise estatistica dos valores médios da concentracéo
de acido Urico sérico encontrados nas dosagens realizadas durante todo o periodo
do experimento.

Os coelhos no tempo zero apresentaram algumas diferencas estatisticas no
que diz respeito a concentracdo de &cido Urico sanguineo. Machos apresentaram
resultados quanto a concentracdo de &cido Urico estatisticamente significativos
quando comparados aos apresentados pelas fémeas no grupo 2 destinado ao
tratamento com SN2 e o grupo 3 destinado ao tratamento com o composto SN4.
Porém o grupo 1 controle ndo revelou esta diferenciacdo entre os sexos. Esta
diferenca é aceitavel uma vez que os indices de &cido Urico podem ser diferentes
entre machos e fémeas. Mesmo que o tratamento com 0s compostos mencionados

nao tivesse sido iniciado observou-se no grupo de fémeas resultados
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estatiscamente significativos entre os coelhos do grupo 2 destinado ao tratamento
com SN2 sendo este 58,66% maior do que grupo 1 controle.

A dosagem aos 15 dias ndo apresentou resultados estatiscamente
significativos entre os sexos. No grupo dos machos nenhum tratamento ocasionou
resultados diferentes estatiscamente, o que nao é verdadeiro para 0s grupos de
fémeas. O grupo de fémeas tratado com o composto SN2 apresentou resultados
estatisticamente significativos quando comparado ao grupo 3 que recebeu o
composto SN4. Porém o0s grupos 2 e 3 nao apresentaram resultados
estatiscamente significativos quando comparados ao grupo 1 (controle).

Aos 30 dias o grupo de coelhos machos apresentou valores de concentracéo
de acido Urico estatiscamente significativos quando comparados ao grupo de
fémeas, apenas para os que receberam capsulas de SN4. Os grupos G; e G, das
fémeas ndo foram estatiscamente diferentes.

Numa analise do comportamento da concentracdo de &cido arico durante
todo periodo experimental observou-se, porém, uma reducédo elevada nos niveis de
acido arico dos coelhos do grupo controle o que nos sugere a existéncia de fatores
independentes aos tratamentos utilizados, que estaria promovendo esta reducéo
de modo generalizado. A relacéo entre os grupos tratados e 0s grupos controle em
cada sexo poderia estar sofrendo a influéncia destes fatores e assim modificando a
resposta do teste. E importante ressaltar que o composto SN4 na dose testada no
grupo de fémeas elevou a concentracdo de &cido urico em 171,43% aos 30 dias,
revelando assim téxico nesta dose. Enquanto entre os machos o composto SN2
aumentou a concentracdo de acido urico em 203,85%, que também indica toxidade
desta substancia nesta dose.

A taxa normal de acido Urico no soro ou plasma varia de 2 a 7 mg/dL nos
homens e 2 a 6,5 mg/dL, nas mulheres, antes da menopausa. Empregando se o
método com uricase 0s valores podem se apresentar um pouco superiores. Nos
homens o acido Urico é o principal produto final do metabolismo de purinas. A
elevacao dos niveis plasmaticos de acido urico se da pelo excesso de producao ou
reducao da excrecéao renal.

Diversas sindromes podem apresentar como um de seus sintomas a
hiperuricemia como na eclampsia, lesdes renais (pielonefrites, rins policisticos), na
insuficiéncia cardiaca congenitiva,na tuberculose e todas as formas de insuficiéncia

renal. Nas manifestacbes hematoldgicas (leucemia, policitemia, drepanocitose,
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talassemia, anemia hemolitica), na vigéncia de radioterapia em processos
neoplasicos, em transtornos neuroldgicos e mentais, na sindrome de Down, no
psoriase, no jejum prolongado observa-se também a elevacdo do acido Urico
(LIMA, 1985)

A gota, doenca caracterizada por um distlrbio do metabolismo das bases
purinicas e ocorre predominantemente no sexo masculino, onde as concentracées
de acido urico apresentam-se acima de 10 mg/dL devido a producdo excessiva do
acido urico e simultaneamente a reducdo da excrecdo através dos rins. A
hiperuricemia é pouco frequente e de significado clinico limitado ocorrendo, por
exemplo, na xantinUria hereditaria e disturbios tubulares (doenca de Wilson e
sindrome de Fanconi).

Na degradacdo das bases purinas inicialmente ocorre uma reacdo de
hidrolise catalisada por nucleotidases convertendo entdo nucleotidios a
nucleosideos. Em segunda etapa inicia-se a clivagem fosforolitica que vao
promover a conversao destes nucleosideos a bases livres e ribose 1 fosfato (ou
desoxirribose 1 fosfato). Esta etapa é catalisada por enzimas denominadas
nucleosideo fosforilases. Algumas das bases sado reutilizadas, formando
nucleotideos por vias de recuperacédo. A via de degradacdo, como o exemplo do
AMP inclui mais etapas ao processo (Stryer, 1996).

O catabolismo purinico se torna distinto nos animais a partir da xantina. Em
coelhos termina na alantoina diferindo-se, por exemplo, de macacos superiores,
aves e répteis terrestres onde este processo termina no acido urico (LIMA, L. R. P.,
2001).
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Figura 32— Valores médios de acido urico, em mg/dL, em coelhos tratados com

racdo + substancia-teste em cépsulas , em funcdo do tempo.

A figura 32 mostra que apenas o grupo de coelhos fémeas que recebeu
0 composto SN4 apresentou os resultados de valores médios de acido Urico
estatiscamente néo significativos em relacdo ao tempo. Os demais grupos
apresentaram uma reducdo progressiva deste parametro aos 15 e 30 dias, no
entanto o grupo de coelhos fémeas para os quais o composto SN2 foi

administrado apresentou a maior variagao deste constituinte.
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Quadro 12 — Valores médios de uréia, em mg/dL, em coelhos tratados com

racao + substancia-teste em capsulas

Machos Fémeas
Tempo Dieta
(dias) Média % de Média % de
variacao variacao
0 G; Racdo (R) 90,00 Aa 93,65 Aab
G2 R+ SN2 64,80 Bb -28,00 82,38 Ab -12,03
Gs R + SN4 98,65 Aa +9,61 111,20 Aa +18,74
15 G, Racdo (R) 47,96 Aa 52,10 Aa
G2 R+ SN2 45,30 Aa -5,55 45,50 Aa -12,67
Gz R + SN4 42,66 Aa -11,05 36,80 Aa -29,37
30 G; Racdo (R) 19,53 Aa 30,06 Aa
G2 R+ SN2 17,83 Aa -8,70 23,88 Aa -20,56
Gz R + SN4 17,83 Aa -8,70 21,30 Aa -29,14

Em cada dieta, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada sexo, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05).

O quadro 12 revela a andlise estatistica dos valores de concentracdo de
uréia sérica encontrados nas dosagens realizadas durante todo o periodo do
experimento.

Coelhos machos e fémeas apresentaram valores da concentracdo de uréia
estatisticamente significativos somente na dosagem de tempo inicial (tempo 0 dias)
entre os coelhos destinados ao tratamento com o composto SN2 + racao. Durante
todo periodo restante do experimento (dosagem aos 15 dias e dosagem aos 30
dias) os coelhos machos ndo apresentaram resultados estatisticamente diferentes
dos apresentados pelas fémeas.

No tempo O dias foi observado, para cada sexo, resultados estatiscamente

significativos, revelando uma ndo homogenidade destes animais no que diz
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respeito a este parametro. Entre os coelhos machos do grupo 2 destinados a
serem tratados com o composto SN2 apresentaram valores da concentracédo de
uréia sérica estatisticamente significativos quando comparados aos coelhos
machos do grupo 1. Os coelhos destinados a serem tratados com SN4,
apresentaram a concentracdo de uréia 28,00% menor que o controle. Ja entre as
fémeas o0s grupos 2 e grupo 3 apresentaram resultados estatisticamente
significativos porem ndo foram estatiscamente significativos quando comparados
ao grupo 1 controle. As dosagens em 15 dias como em 30 dias ndo apresentaram
resultados estatisticamente significativos entre os sexos, bem como em cada sexo
entre os tratamentos utilizados. Estes resultados sugerem que o tratamento com
estes compostos SN2 e SN4 na concentragdo de 100mg\dia ndo ocasionou efeitos
toxicos para este constituinte. A medida que o tratamento foi sendo efetuado
observou-se a partir das duas dosagens aos 15 dias e aos 30 dias se estabeleceu
uma tendéncia a normalidade deste parametro em cada grupo bem como em cada
sexo.

Observou-se ainda que os animais tratados com SN2 tiveram uma reducao
na concentracdo de acido Urico de 12,67% aos 15 dias e 20,56% aos 30 dias. Os
animais tratados com o SN4 tiveram uma reducéo de 29,37% aos 15 dias e 29,14%
aos 30 dias. Isto sugere que mesmo numa dose elevada, estes compostos nao
afetam o metabolismo de proteinas e aminoacidos e provavelmente podem nao ter
afetado o tecido hepatico dos coelhos.

No homem e nos mamiferos de modo geral, a uréia é o principal produto do
metabolismo protéico. Coelhos de uma maneira singular eliminam amdnia como
principal forma de excre¢éo nitrogenada. A taxa de uréia no sangue, em individuos
normais, varia de 20 a 40 mg/dL, sendo também aceitas taxas de 50 mg/dL sem
nenhuma patologia constatada. Em coelhos essa variacao se faz 12 a 34 mg/dL.

A uréia é formada no figado a partir de aminoacidos e do ion aménio (NH,),
este derivado, em grande parte, da acdo bacteriana no intestino grosso. O grupo
NH, dos aminoacidos que nédo é utilizado pelo organismo, é transformado em uréia.
A uréia representa cerca de 50% do azoto néo protéico (LIMA, 1985).

O figado é o 6rgdo de formacdo da uréia, mas a reducdo da azotemia
somente ocorre nas lesdes hepaticas muito extensas. A dosagem da uréia fornece

grande subsidio semiolégico, quando relacionada como sua excre¢ao urindria.
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A elevacdo deste constituinte no plasma ocorre em choques
traumaticos, choque hemorragico, desidratacdo aguda ou perda de eletrdlitos
(acidose diabética, doenca de Addison, desinteria aguda), descompensacao
cardiaca, infeccdo aguda e toxemia, glomurulite, nefrosclerose, hemoglobinuria,
tumores compressivos de bexiga bem como em sindromes que possam causar a
reducdo da eliminacdo renal em combinacdo com o aumento do catabolismo
protéico. A taxa de uréia se encontra reduzida, na insuficiéncia hepatica aguda
(atrofia amarela do figado, necrose hepatica toxica devido a solventes como o
tetracloreto de carbono e cloroférmio) e na inanicdo (LIMA, 1985).

Pelo ciclo da uréia um dos atomos de nitrogénio da uréia sintetizada por
essa via é proveniente de um aminoacido: o aspartato. O outro &tomo de nitrogénio
e o atomo de carbono sédo derivados de NH," e CO,. A ornitina é o carregador
desses atomos de carbono e nitrogénio. O percussor imediato da uréia é a
arginina, que é hidrolisada a uréia e ornitina pela arginase. As outras reacfes do
ciclo de uréia levam a sintese de arginina a partir da ornitina. Primeiro, um grupo
carbamila é transferido a ornitina para formar citrulina, em uma reacéo catalisada
pela ornitina transcarbamilase. O doador de carbamila nessa reacao € o carbamil
fosfato, que tem alto potencial de transferéncia de grupamentos devido sua ligacao
anidrido. A argininossuccinato sintetase catalisa, entdo, a condensacao de citrulina
e aspartato. Essa sintese de argininossuccinato € impelida pela clivagem de ATP
em AMP e pirofosfato e pela subsequente hidrolise de pirofosfato. Finalmente, e
arginossuccinase cliva o argininossuccinato em arginina e fumarato. Essas
reacoes, que transferem a amina do aspartato para formar arginina, preservam o

esqueleto carbonado do aspartato, na forma de fumarato (STRYER, 1996).
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Figura 33 — Valores de uréia, em mg/dL, em coelhos tratados com racao +

substancia-teste em capsulas, em funcao do tempo.

A figura 33 mostra que todos 0s grupos apresentaram resultados

estatiscamente significativos em funcdo do tempo. A concentracdo de uréia

sérica apresentou de modo geral uma reducado progressiva aos 15 e 30 dias.
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Quadro 13 — Valores médios de Bilirrubina total, em mg/dL, em coelhos

tratados com racao + substancia-teste em capsulas

Machos Fémeas
Tempo Dieta
(dias) Média % de Média % de
variacao variacao
0 G; Racéo (R) 0,152 Aa 0,158 Aa
G, R + SN2 0,048 Ab -68,42 0,062 Ab -60,76
Gz R+ SN4 0,168 Aa +10,53 0,152 Aa -3,80
15 G; Racgdo (R) 0,152 Aa 0,158 Aa
G, R + SN2 0,178 Aa +17,11 0,170 Aa +7,59
Gz R+ SN4 0,168 Aa +10,53 0,152 Aa -3,80
30 G; Racao (R) 0,048 Aa 0,062 Aa
G, R + SN2 0,070 Aa +45,83 0,058 Aa -6,45
Gz R+ SN4 0,036 Aa -25,00 0,070 Aa +12,90

Em cada dieta, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada sexo, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05).

O quadro 13 revela a andlise estatistica dos valores de concentracdo de
bilirrubina-total sérica encontrados nas dosagens realizadas durante todo o periodo
do experimento.

Durante todo experimento coelhos machos e coelhos fémeas né&o
apresentaram valores de concentracdo de bilirrubina total estatisticamente
significativos comparando-se 0s sexos.

Na dosagem no tempo zero, para cada sexo, 0 grupo 2 onde posteriormente
o composto SN2 foi administrado apresentou resultados estatisticamente
significativos quando comparado ao grupo controle. Isto sugere a nao
homogeneidade entre os animais. O grupo 2 que foi destinado a administracao do

composto SN2 logo apds a primeira dosagem ter sido efetuada, apresentou entre
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as fémeas uma reducao de 60,76% na concentracdo de bilirrubina total em relacao
ao grupo 1 controle enquanto que entre o grupo 2 dos machos a reducéo
observada foi de 68,42% também em comparac¢ao ao grupo 1 controle.

Durante as dosagens de 15 e 30 dias os resultados obtidos foram
estatiscamente néo significativos entre os grupos, tanto entre machos como entre
as fémeas. Os resultados obtidos demonstram que as variacdes dos valores de
bilirrubina total apresentaram-se 7,59% maiores aos 15 dias e 12,90% aos 30 dias
para 0s animais tratados com o composto SN2 na dose de 100mg. No entanto os
valores obtidos ainda estavam dentro da faixa de valores normais demonstrando
gue possivelmente ndo houve aumento no catabolismo da hemoglobina.

A concentracdo normal de bilirrubina total em coelhos € aceitavel até a faixa
de 0,1 a 0,40mg/dL. Para humanos esta faixa 10 mg/L. A bilirrubina origina-se no
sistema primario do reticuloendotelial pelo catabolismo da hemoglobina para a
biliverdina, que € convertida a bilirrubina. A bilirrubina € transportada para o figado
onde esta € conjugada pela glicoroniltransferase e secretada na bile (NOTTER,
1985). A bilirrubina é um produto heme final excretado na forma de bile pela
maioria dos mamiferos. Entretanto, os coelhos excretam aproximadamente 70% de
biliverdina e 30% de bilirrubina, aproximadamente 90% da bilirrubina na bile é
conjugada. Bilirrubina secretada pelo figado de coelho é excretada
predominantemente sob a forma de um monoconjugado enquanto na maioria dos
outros mamiferos essa excrecdo ocorre na forma de diconjugados (BRUSS et.al.,
1983; GONZALES et al., 1983; MUNOZ et al., 1987).

Em coelhos praticamente toda a bilirrubina plasmética é conjugada
(GONZALES et al., 1983). Biliverdina € aparentemente ausente do sangue de
coelhos normais (MUNOZ et al., 1987). Ndo sido encontradas diferencas
significativas da concentracdo de bilirrubina total quando se associa a fatores como
0 sexo ou raca (FOX et al.,, 1974). A administracdo de glicose para coelhos em
jejum leva ao aumento de excrecdo de bilirrubina, e um decréscimo da
concentracdo de bilirrubina plasmatica e um correspondente decréscimo na
concentracdo de bilirrubina ndo—conjugado no figado. Isto se deve a aumento da
atividade das enzimas envolvidas na conjugacao de bilirrubina, e muitos autores
sugerem que glicose exégena modifica 0 processo de conjugacdo hepatica da
bilirrubina (MUNOZ et al., 1987).
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Figura 34 — Valores médios de Bilirrubina-total, em mg/dL, em coelhos tratados

com racao + substancia-teste em capsulas, em funcdo do tempo.

A figura 34 mostra que todos 0s grupos apresentaram resultados de
concentracdo de bilirrubina total estatisticamente significativos em funcdo do
tempo. Os grupos controles bem como os grupos que receberam o composto
SN4 apresentam a concentracdo de bilirrubina total constante aos 15 dias e
um significativo decréscimo aos 30 dias. Ja os grupos que receberam o
composto SN2 apresentaram uma elevacdo deste constituinte aos 15 dias

acompanhado de uma acentuada reducéo aos 30 dias.
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Quadro 14 — Valores médios de gama-GT, em Ul, em coelhos tratados com

racao + substancia-teste em capsulas

Machos Fémeas
Tempo Dieta
(dias) Média % de Média % de
variacao variacao
0 G; Racéo (R) 17,00 Aa 19,66 Aa
G, R+ SN2 17,00 Aa 0 19,66 Aa 0
Gz R+ SN4 17,00 Aa 0 19,00 Aa -3,36
15 G; Ragdo (R) 17,00 Aab 19,66 Aa
G, R + SN2 7,50 Ab -55,88 19,00 Aa -3,36
Gz R+ SN4 26,66 Aa +56,82 14,67 Aa -25,38
30 G; Racéo (R) 14,66 Aa 13,66 Aa
G, R + SN2 13,00 Aa -11,32 18,00 Aa +31,77

Gz R+ SN4 17,33 Aa +18,21 25,50 Aa +86,68

Em cada dieta, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada sexo, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05).

O quadro 14 revela a analise estatistica dos valores médios de concentracao
de gama-GT encontradas nas dosagens realizadas durante todo o periodo do
experimento.

Durante todo o experimento coelhos machos os resultados obtidos para os
grupos de coelhos machos nao foram estatiscamente significativos quando
comparados aos grupos de coelhos fémeas. Bem como na dosagem inicial (tempo
0 dias) dentro de cada sexo, quando se compara os diferentes tratamentos.
Demonstrando a homogenidade entre os animais no que diz respeito a esse
parametro. A dosagem efetuada aos 15 dias revelou resultados estatisticamente
significativos quando comparamos o grupo 2 com grupo 3. Entretanto quando a

comparacao destes grupos com o grupo 1 é efetuada observa-se resultados
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estatiscamente ndo significativos entre os machos. Ja entre as fémeas nao foi
obtido resultados estatiscamente significativos para nenhum grupo. Aos 30 dias
tanto entre coelhos machos como entre coelhos fémeas ndo foi obtido nenhum
resultado estatiscamente significativo. Entretanto o grupo 3 das fémeas onde o
composto SN4 foi administrado apresentou um taxa de variacdo de 86,68% maior
do que a concentracao revelada pelo grupo 1 controle

A gama glutamil transferase (E.C 2322) estd relacionada com a
membrana plasmatica e com a catalise efetuada por enzimas que atuam sobre
a gama cistenil glicina, produzindo gama glutamil aminoacido e cistenil glicina
que resulta na transferéncia de residuo de glutamil do glutation para o
aminoacido que esta penetrando no citoplasma celular. Esta reacdo é um
exemplo de translocacédo de grupos no qual o substrato transportado aparece
numa forma quimica diferente dentro da célula. Todo este processo representa
uma forma de entrada dos aminoacidos para o interior da célula (LEHNINGER,
1995). Uma alteragcdo acentuada na concentracdo normal desta enzima gama
glutamil transferase pode afetar este transporte de aminoacidos para o interior
das células. Desta forma, poderia haver alteracdes da sintese protéica a nivel

de reticulo endoplasmatico rugoso e, ou, polirribossomo.
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Figura 35- Valores médios de gama-GT, em Ul, em coelhos tratados com racao

+ substancia-teste em capsulas, em funcao do tempo.

A figura 35 mostra que todos os grupos ndo apresentaram resultados
estatiscamente significativos em funcdo do tempo. Isto sugere que o0s
compostos testados na dose de 100mg n&do afetaram o transporte dos

aminoacidos.
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Quadro 15 — Valores médios de TGP, em Ul, em coelhos tratados com racdo +

substancia-teste em capsulas

Machos Fémeas
Tempo Dieta
(dias) Média % de Média % de
variacao variacao
0 G; Racdo (R) 192,00 Aa 120,00 Aa
G, R + SN2 86,53 Aa -54,93 87,17 Aa -27,36
Gz R + SN4 192,00 Aa 0 120,00 Aa 0
15 G; Racdo (R) 229,00 Aa 130,33 Aa
G, R + SN2 80,00 Aa -65,07 135,33 Aa +3,84

Gz R+ SN4 298,66 Aa +30,42 286,00 Aa +119,44

30 GiRacdo (R) 133,00 Aa 140,33 Aa
G, R + SN2 63,00 Aa -52,63 72,66 Aa -48,22
GsR+SN4  156,33Aa  +17,54 139,50 Aa -0,59

Em cada dieta, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada sexo, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05).

O quadro 15 revela a andlise estatistica dos valores de concentracdo de
TGP durante todo o periodo do experimento.

Durante todo o experimento coelhos machos n&o apresentaram resultados
estatiscamente significativos em relacdo a coelhos fémeas. Os valores médios de
TGP para o grupo de coelhos machos néo foram estatisticamente significativos nos
tempos 0, 15 e 30 dias, quando comparados as fémeas e dentro do mesmo sexo
quando se compara os diferentes tratamentos os resultados também ndo sao
estatisticamente significativos. No entanto taxas de variagbes expressivas foram
encontradas para os coelhos fémeas do grupo SN4 aos 15 dias. Um aumento de
119,44% neste parametro foi observado quando comparado o grupo 3 das fémeas

com o grupo 1 controle. Aos 30 dias o grupo 2 de coelhos machos onde o
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composto SN2 foi administrado apresentou uma reducdo de 52,63% na
concentracdo deste constituinte entre os coelhos machos quando comparado ao
grupo 1 controle, ja entre os coelhos fémeas no grupo 2 foi observado uma reducao
um pouco menor de 48,22% da concentracdo de TGP quando comparado ao grupo
1 controle.

As transaminases sdo enzimas que promovem a transferéncia do grupo NH
dos aminoé&cidos para cetoacidos.

A alanina-aminotransferase também denominada transaminase glutamico-
piruvica (TGP) promove a interconversdo do acido piravico+ acido glutamico a
alanina + acido alfa-cetoglutéario.

De maneira similar as aspartato aminotrasferase, a enzima alanina
animotransferase possue seu mecanismo de acdo dependente da coenzima
piridoxal-fosfato, um derivado da vitamina Be que esta presente de modo geral em
muitas reac6es envolvendo a-aminoacidos. Como ja citado anteriormente o piroxal-
fosfato funciona como um carreador dos grupos-amino dos aminoacidos. Esta
coenzima € reversivelmente transformada da sua forma aldeidica para a forma
aminada (BHAGAVAN, 1977).

A enzima TGP é considerada especifica para o figado e seus niveis séricos
sdo 6timos indicadores de injurias hepaticas. Em coelhos concentracdes elevadas
de TGP também estdo presentes no musculo cardiaco (HOFFMANN, et al., 1989).

Em experimentos com inducdo de necrose hepatica por norepinefrina é
observado o aumento dos niveis de alanina aminotrasferase de niveis de 19 U/L
para 200 U/L. apds 48 horas de infusdo (Lee at al., 1989).

O valores normais das transaminases no soro de humanos podem oscilar
entre 5 e 20 U/mL. Mitruka e Rawnsley (1981) demonstraram que em coelhos os
valores de TGP apresentam-se entre 65,70 U/L para coelhos machos e 62,50 U/L
para coelhos fémeas.

De acordo com a literatura todos os valores de TGP obtidos apresentaram-
se acima dos indices normais, sendo mais elevados nos grupos onde o composto
SN4 foi administrado, tanto entre macho como entre fémeas na dosagem aos 15 e
30 dias.
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Figura 36- Valores médios de TGP, em Ul, em coelhos tratados com ragédo +

substancia-teste em capsulas, em funcdo do tempo.

A figura 36 mostra que todos 0s grupos nao apresentaram resultados de

concentracao de TGP estatiscamente significativos em funcédo do tempo.
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Quadro 16 — Valores médios de TGO, em Ul, em coelhos tratados com racdo +

substancia-teste em capsulas

Machos Fémeas
Tempo Dieta
(dias) Média % de Média % de
variacao variacao
0 G; Racéo (R) 57,22 Aa 54 58 Aa
G, R + SN2 57,22 Aa 0 54 57 Aa -0,02
Gz R+ SN4 40,00 Aa -30,09 60,00 Aa +9,93
15 G; Racdo (R) 436,33 Aa 123,66 Aa
G, R + SN2 156,00 Aa -64,25 156,00 Aa +26,15

Gz R+ SN4 681,67 Aa +56,23 464,33 Aa +275,49

30 GiRacdo (R) 69,66 Aa 130,00 Aa
G, R + SN2 55,50 Aa -20,33 23,67 Aa -81,79
GsR+SN4  161,00Aa  +131,12 22900 Aa  +76,15

Em cada dieta, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada sexo, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05).

O quadro 16 revela a analise estatistica dos valores de concentracdo de
TGO encontrados nas dosagens realizadas durante todo o periodo do experimento.

Durante todo o experimento coelhos machos ndo apresentaram resultados
estatisticamente significativos quando comparados a coelhos fémeas. Os valores
médios de TGO nao foram estatiscamente significativos quando se comparou
machos e fémeas e dentro do mesmo sexo quando se comparou os diferentes
tratamentos. Porém aos 15 dias, pela analise da taxa de variagcdo os coelhos
fémeas do grupo 3 onde o composto SN4 foi administrado apresentaram um
aumento de 275,49% deste parametro quando comparada ao grupo 1 controle. No
grupo de machos onde esta mesma subst6ancia foi utilizada observou-se um
aumento de 56,23%, demonstrando assim valores de TGO elevados. Aos 30 dias

os grupos de coelhos machos e fémeas que foram tratados com o composto SN4
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continuaram apresentado niveis elevados de TGO. O grupo 3 de machos
apresentou um aumento deste parametro em 131,12% quando comparado ao
grupo 1 controle. J& no grupo das fémeas que receberam este mesmo tratamento o
aumento observado foi de 76,15%.

As transaminases sdo enzimas que promovem a transferéncia do grupo NH
dos aminoacidos para cetoacidos. A Aspartato aminotransferase também
denominada glutamato-oxaloacetato  transaminase (TGO) promove a
interconversdo do acido L-glutamico + acido oxaloacético a acido alfa cetoglutarico
+ acido L-aspartico (BHAGAVAN, 1977).

As reacdes de transaminacado possuem seu mecanismo de acdo dependente
da coenzima piridoxal-fosfato, um derivado da vitamina Bg que esta presente de
modo geral em muitas reacbes envolvendo a-aminoacidos. O piroxal-fosfato
funciona como um carreador dos grupos-amino dos aminoacidos. Esta coenzima é
reversivelmente transformada da sua forma aldeidica para a forma aminada.
(figura) (BHAGAVAN, 1977).

Esta enzima é encontrada no figado, coracdo, musculos esqueléticos, rins e
pancreas, sendo que o aumento da atividade plasmatica desta enzima é um
indicador de injurias em células e tecidos bem como em 6rgéos.

A determinacado da transaminase glutamico oxaloacética fornece elementos
de grande significacdo para a determinacéo do diagndstico a partir da diferenciacao
entre enfarte do miocardio e insuficiéncia coronaria, bem como a confirmacédo do
enfarte do miocardio quando as alteracdes do ecocardiograma ndo sdo bem
definidas, podem avaliar assim a extensdo do enfarte. Na anemia aguda, na
necrose renal e no cateterismo cardiaco, aumento nos niveis de TGO sé&o
observados (Lima, 2001).

O valores normais das transaminases no soro de humanos podem oscilar
entre 5 e 20 U/mL. Mitruka e Rawnsley (1981) demonstraram que em coelhos os
valores de TGO apresentam-se entre 72,3 Ul/L para coelhos machos e 68,1 UI/L
para coelhos fémeas.

Em coelhos em qualquer idade, experimentalmente infectados com E.
stiedae, teve as concentracdes de aspartato aminotransferase aumentadas sem
gue fosse observado o aumento da alanina aminotrasferase (ABDEL-GHAFFAR et
al., 1990).

129



Trabalhos experimentais onde a hipertermia foi induzida em coelhos adultos
onde a temperatura retal média se encontrava em torno de 43,5°C causando
estresse revelou que a concentracédo de aspartato aminotranferase variou de 29,60
U/L para 100,90 U/L (MARDER et al, 1990). Logo pode-se observar que os valores
obitidos pelos grupos foram muito acima do normal encontrado na literatura. Estas
substancias na dose de 100 mg podem esta afetando a transaminacdo de

aminodacidos, produzida na presenca destas enzimas.
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Figura 37 - Valores médios de TGO, em Ul, em coelhos tratados com racao +

substancia-teste em capsulas, em funcao do tempo

A figura 37 mostra que somente o grupo de coelhos machos que recebeu o
composto SN4 apresentou resultados estatiscamente significativos em funcéo do
tempo. A concentracdo de TGO sérica apresentou um aumento acentuado aos 15
dias retornando, aos 30 dias a valores proximos aos encontrados na dosagem no

tempo O.
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Quadro 17 — Valores médios de Ca, em mg/dL, em coelhos tratados com racéo

+ substancia-teste em capsulas

Machos Fémeas
Tempo Dieta
(dias) Média % de Média % de
variacao variacao
0 G; Racéo (R) 20,36 Aa 27,23 Aa
G, R + SN2 11,95 Aa -41,31 14,20 Aa -47,85
Gz R+ SN4 20,36 Aa 0 27,23 Aa 0
15 G; Racéo (R) 20,36 Ab 27,23 Aa
G, R + SN2 36,25 Aa +78,05 30,10 Aa +10,54
Gz R+ SN4 30,10 Aab +47,84 35,27 Aa +29,53
30 G; Racao (R) 11,95 Aa 14,20 Aa
G, R + SN2 9,72 Aa -18,66 12,83 Aa -9,65
Gz R + SN4 11,48 Aa -3,93 11,70 Aa -17,61

Em cada dieta, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada sexo, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey (P>0,05).

O quadro 17 revela a andlise estatistica dos valores das concentracfes de

calcio encontrados nas dosagens

experimento.

Durante todo o ensaio biologico, coelhos machos ndo apresentaram

realizadas durante todo o periodo do

resultados estatisticamente significativos quando comparados a coelhos fémeas.

A dosagem efetuada no tempo O dias, revelou resultados estatiscamente
ndo significativos entre as dietas. Este resultado foi satisfatério uma vez que
nenhum dos animais havia recebido dietas diferentes no periodo antecedente a

dosagem bem como revela a homogenidade destes animais no que se diz respeito

a concentracao de Calcio sanguineo.
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A dosagem de 15 dias pode revelar valores de concentracdo de calcio
estatisticamente significativos no grupo de coelhos machos entre os diferentes
tratamentos administrados. O grupo de coelhos machos que recebeu o
composto SN2 incorporado a sua dieta apresentou concentracdo de calcio
maiores 78,05% em comparacao ao grupo controle. No grupo de machos onde
foi administrado o composto SN4 apresentou uma taxa de variacdo 47,84%
maior quando comparado ao grupo controle.

Entre as fémeas ndo foram observados resultados estatiscamente
significativos quando comparados ao grupo 1 controle. No entanto o grupo de
fémeas que recebeu o composto SN4 apresentou um aumento na taxa de
variacao de 29,53% quando comparado ao grupo controle. Ao 30 dias pode se
observar que todos os grupos nao apresentaram resultados estatiscamente
significativos quando comparados ao grupo 1 controle, e revelando parametros
préximos a normalidade no final do experimento.

Diversos processos anormais a um organismo saudavel tais como
hiperparatireodismo, hipervitaminose D, neoplasias, fraturas 6sseas, sindrome
nefrética, etc... Podem ser revelados a partir da observacdo de alterac6es nas
taxas plasmaticas de célcio. Desta forma sua analise torna-se um parametro de
suma importancia para em ensaios biologicos toxicoldgicos.

O mineral célcio sofre a influéncia de horménios como o paratireddico, a
calcitonina e 1,25 diidroxicolecalciferol. Estes uma vez promovem o controle do
fluxo de Ca*® entre os liquidos extracelulares e intracelulares, através das
membranas celulares especificas e membranas de organelas intracelulares
(SMITH e BANKS, 1986)

O calcio esta presente principalmente no esqueleto humano constituindo
cerca de 1,5 a 2% do peso corporeo, porém, este também desempenha
numerosas funcdes ndo relacionadas a estrutura 6ssea. A concentracdo de
Ca*? no liquido intracelular é de cerca de 0,2 g/kg de tecido, enquanto varia de
8,8 a 10,4 mg/dl no sangue.

A presenca do ion calcio na atividade de numerosos sistemas
enzimaticos lhe confere um grau de suma importancia em processos como 0s
responsaveis pelas propriedades de contracdo muscular, transmissao de
impulsos nervosos, resposta a atividade neural, mecanismo de coagulacdo

sanguinea e a regulacdo de batimentos cardiacos. Muitos destes efeitos séo
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mediados por uma proteina especifica de ligacdo do célcio, a calmodulina. A
concentracdo intracelular de Ca*? também desempenha um importante papel
na modulacdo de secrecdo de varios hormonios e na liberacdo de certas
enzimas, como por exemplo a amilase das glandulas salivares (SMITH, et al.,
1998).

Um aumento significativo de célcio sérico pode causar insuficiéncia cardiaca
ou respiratoria, uma diminuicdo pode resultar em tetania. O célcio ionizado, ao
iniciar a formacdo da coagulacdo sanguinea, estimula a liberacdo de

tromboplastina das plaquetas do sangue (MAHAN, 1995).
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Figura 38 —Valores médios de calcio , em mg/dL, em coelhos tratados com racao +

substancia-teste em capsulas, em funcao do tempo.

A figura 38 revela que apenas o grupo controle de coelhos machos néo apresentou
resultados estatiscamente significativos. O grupo controle de coelhos fémeas
apresentou uma reduc¢éo acentuada na concentracdo de calcio aos 30 dias. Os
demais grupos apresentaram um aumento deste constituinte aos 15 dias e uma

reducdo acentuada aos 30 dias.
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Quadro 18- Valores médios P, em mg/dL, em coelhos tratados com racédo +

substancia-teste em capsulas

Machos Fémeas
Tempo Dieta
(dias) Média % de Média % de
variacao variacao
0 G; Racéo (R) 7,81 Aa 6,74 Aa
G, R + SN2 7,16 Aa -8,32 6,92 Aa +2,67
Gz R+ SN4 7,98 Aa +2,18 5,57 Ba -17,36
15 G; Racéo (R) 9,05 Aa 8,12 Aa
G, R + SN2 5,92 Bb -34,59 8,25 Aa +1,60
Gz R + SN4 8,91 Aa -1,55 8,69 Aa +7,02
30 G; Racao (R) 7,16 Aa 6,92 Aa
G, R + SN2 6,04 Aa -15,64 7,07 Aa +2,17
Gz R + SN4 6,41 Aa -10,47 7,14 Aa +3,18

Em cada dieta, A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada sexo, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05).

O quadro 18 revela a andlise estatistica dos valores de concentracdo de
fésforo encontrados nas dosagens realizadas durante todo o periodo do
experimento.

No tempo O dias observou-se resultados estatiscamente significativos
quando a comparacdo entre coelhos machos sdo comparados a coelhos fémeas
somente no grupo 3 onde posteriormente foi administrado o composto SN4. Em
cada sexo as dietas ndo apresentaram resultados estatisticamente significativos.
Estes resultados foram satisfatérios uma vez que nenhum dos animais havia
recebido tratamento diferenciado até que fosse efetuada essa dosagem.

Aos 15 dias a dosagem efetuada revelou que em cada tratamento, somente

0 grupo 2 que recebeu o composto SN2 apresentou resultados estatiscamente

134



significativos quando comparados ao grupo 3 de coelhos fémeas. Em cada sexo,
0s tratamentos apresentaram resultados estatiscamente significativos entre os
coelhos machos. Os animais pertencentes ao grupo 3 que recebeu o composto
SN2 apresentaram a concentracdo de fésforo sérica 34,59% menor quando
comparada a concentracdo observada do grupo controle. Entre as fémeas néao foi
observado resultados estatiscamente significativos entre os diferentes tratamentos
administrados. Aos 30 dias ndo foram observados resultados estatisticamente
significativos entre as dietas, em cada sexo bem como em cada dieta entre os
Sexos.

O fésforo no organismo se encontra preferencialmente no interior da célula.
Fosforo sérico existe principalmente na forma inorganica de fosfato. A
concentracao sérica de fosforo inorganico € influenciada pela de vitamina D, niveis
de calcitonina e paratormonio, dieta, balanco acido base, funcdo renal e
concentracdo de ions calcio presente. Diferentes niveis de fosforo podem ser
encontrados em animais de sexos diferentes bem como racas diferentes. Valores
da concentracdo de fésforo, descritos na literatura, variam entre 1 a5 mg/dL para
coelhos (YU et al., 1979; CAISEY and KING, 1980). Em nosso trabalho este valor
encontra-se um pouco maior nos grupos controles, este fato pode ser explicado
como por exemplo, pela diferenga de dieta administrada. Os valores obtidos néo

foram considerados toxicos.
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Figura 39 — Valores médios de fosforo, em mg/dL, de coelhos tratados com

racao + substancia-teste em capsulas, em funcdo do tempo.

A figura 39 mostra que apenas 0s grupos que receberam o composto SN4
apresentaram resultados estatisticamente significativos em funcdo do tempo. A
concentracdo de fésforo apresentou um aumento aos 15 dias e uma pequena

reducdo aos 30 dias nestes grupos.
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5-CONCLUSOES GERAIS

A complexacédo do flavondide rutina com os organoestanicos [SnCl,Ph;],
[SnCIPhg], [SnCI3Ph], [SnCls] originou os complexos de formula igual a
[SnCI,Ph,(Rut)].H-0, [SNnCIPh3(Rut)].6H,0, [SNnCIPh(Rut)].H0,
[SnCI(Rut)].H,O, respectivamente. A caracterizacdo destes compostos foi
efetuada a partir da analise elementar (CHN), ponto de fusdo, espectroscopia
no infravermelho, ressonancia magnética nuclear de *'°Sn. Os resultados de
CHN em combinacdo com a andlise por espectroscopia no infravermelho
sugerem que todos os complexos sintetizados possuam moléculas de H,O em
sua composicao.

Em posse dos complexos sintetizados promoveu-se a realizacao de dois
ensaios biolégicos. O primeiro ensaio efetuou a analise do potencial
hipolipidémico destas substancias. Para fins de comparacdo e avaliagdo do
efeito hipolipidémico, utilizou-se também neste ensaio, o flavonoide rutina
isoladamente e o principio ativo atorvastatina calcica presente no medicamento
liptor. Estes compostos foram encapsuladas utilizando talco farmacéutico como
veiculo.

Os complexos, bem como o flavondide rutina e a atorvastatina célcica
foram testados no metabolismo de coelhos machos da raca Nova Zelandia
Branco, com hiperlipidemia induzida por colesterol (0,5%) + acido colico (0,1%)
(administrados na racao dos animais).

A dosagem estabelecida para todos os animais foi de 5mg/dia das
substancias em questéao.

Todos os complexos foram eficientes na reducdo de colesterol total,
sendo o mais eficiente o complexo [SnCI(Rut)].H,O. Seus resultados puderam
ser comparados com o0s apresentados pela atorvastatina calcica, principio ativo
muito utilizado no mercado farmacéutico.

A lipoproteina colesterol-HDL apresenta um efeito cardioprotetor
satisfatorio, portanto a elevacéo deste constituinte € desejada. O complexo que
promoveu um maior aumento deste parametro foi o [SnCIPh3(Rut)].6H,O aos
15 dias de tratamento. Entretanto um efeito contrario em relagdo a lipoproteina

colesterol-LDL é esperado, uma vez que este constituinte promove o transporte
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do colesterol do figado para os tecidos, sendo um forte determinante nos
processos de formacado da placa ateriosclerdtica. O complexo [SnCI(Rut)].H.O
apresentou maior reducdo deste constituinte aos 15 dias e aos 30 dias o
melhor resultado foi apresentado pelo complexo [SnCIPhz(Rut)].6H20.

Quanto a reducdo na concentracdo de triacilgliceréis, estes compostos
nao apresentaram resultados muito satisfatérios. Este fato indica que estes
complexos possivelmente seriam mais apropriados na utilizagdo como agentes
hipocolesterolémicos.

No segundo ensaio biolégico foram avaliados os efeitos téxicos dos
complexos [SnCIPhs(Rut)].6H,O. e [SnCI(Rut)].H,O. Utilizaram-se coelhos
machos e fémeas para efetuar o teste de cada substancia na concentracéo de
100 mg/dia.

Os constituintes do colesterol total, triacilgliceréis, colesterol-HDL,
glicose, proteinas totais, albumina, bilirrubina total, uréia, acido urico, fésforo,
calcio, gama glutamil transferase (Gama-GT) e as transaminase glutamico-
piruvica (TGP) e transaminase glutdmico oxaloacética (TGO) foram dosados
neste ensaio bioldgicos. Nesta dosagem estas substancias ndo apresentaram
efeitos hiperlipidémicos. As concentracdes lipidica sanguinea apresentaram
uma elevacao consideravel. As concentracdes das transaminase glutamico-
piruvica (TGP) e transaminase glutamico oxaloacética (TGO) apresentaram-se
elevadas. Este resultado sugere que estes compostos podem estar afetando a
transaminacdo de aminoacidos. A concentracdo de acido Urco também foi
elevada. Para os outros constituintes, estes compostos ndo apresentaram
efeitos toxicos.

Este trabalho demonstrou os efeitos benéficos dos complexos
sintetizados. A complexdo da rutina com organoestanicos promoveu um
aumento nas propriedades hipolipidémicas deste flavonéide, porem, novas
pesquisas devem ser realizadas para que estes compostos possam ser

utilizados como medicamentos.
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Quadro 1 — Resumo da analise de variancia dos dados de colesterol,

triacilglicerois, HDL e LDL, de coelhos tratados com diferentes dietas

e avaliados aos 0, 15 e 30 dias

Quadrado médio

FV GL

Colesterol Triacilgliceréis HDL LDL
Dietas (D) 7 1.264.183,00 ** 1.900,87 ns 8.260,65 ** 491.095,30 **
Residuo-A 40 54.595,05 2.143,19 1.494,08 16.274,70
Tempo (T) 2 16.242.490,00 ** 7.146,83 ** 39.166,70 ** 5.826.470,00 **
DxT 14 433.437,50 ** 1.522,82 ns 6.733,88 ** 164.708,80 **
Residuo-B 80 27.307,34 1.044,21 1.339,63 14.797,12
CV parcela (%) 32,11 52,39 43,57 27,03
CV subparcela (%) 22,71 36,57 41,26 25,67

** | significativo a 1% de probabilidade.
ns F ndo-significativo a 5% de probabilidade.

Quadro 2 — Desdobramento das dietas D1 e D2 dentro de tempo, para o

colesterol, triacilgliceréis, HDL e LDL, de coelhos tratados com diferentes dietas

e avaliados aos 0, 15 e 30 dias

Quadrado médio

FV GL
Colesterol Triacilglicerdis HDL LDL
D1 vs D2/ tempo O 1 1.512,01 ns 15,87 ns 109,81 ns 1.948,20 ns
D1 vs D2/ tempo 15 1 2.500.780,00 ** 710,40 ns 7.357,19 * 1.981.167,00 **
D1 vs D2/ tempo 30 1 10.023.290,00 ** 1.755,47 ns 17.790,01 ** 1.976.684,00 **
Residuo combinado 106 36.403,24 1.410,54 - -
Residuo combinado 119 - - 1.391,11 15.289,65

** | significativo a 1% de probabilidade.
* F significativo a 5% de probabilidade.
ns F ndo-significativo a 5% de probabilidade.
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Quadro 3 — Desdobramento de tempo dentro de dietas, para o colesterol,

triacilglicerois, HDL e LDL, de coelhos tratados com diferentes

dietas e avaliados aos 0, 15 e 30 dias

Quadrado médio

FV GL
Colesterol Triacilgliceréis HDL LDL

Tempo/ dieta 1 2 4.358,62 ns 471,96 ns 2.227,10 ns 4.676,45 ns
Tempo/ dieta 2 2 5.060.876,00 ** 1.293,65 ns 1.967,32 ns 1.403.656,00 **
Tempo/ dieta 3 2 2.901.515,00 ** 1.061,10 ns 25.009,80 ** 925.738,80 **
Tempo/ dieta 4 2 2.083.177,00 ** 1.661,62 ns 6.099,64 * 980.995,40 **
Tempo/ dieta 5 2 2.694.860,00 ** 501,43 ns 15.082,67 ** 575.692,70 **
Tempo/ dieta 6 2 2.497.079,00 ** 4.256,25 * 12.699,02 ** 1.455.442,00 **
Tempo/ dieta 7 2 2.021.855,00 ** 4.436,16 * 4.845,05 * 811.315,30 **
Tempo/ dieta 8 2 2.012.831,00 ** 4.124,40 * 18.373,27 ** 821.916,30 **
Residuo-B 80 27.307,34 1.044,21 1.339,63 14.797,12

** | significativo a 1% de probabilidade.
* F significativo a 5% de probabilidade.
ns F ndo-significativo a 5% de probabilidade.
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Quadro 4 - Resumo da analise de variancia do colesterol, triacilglicerois, HDL, glicose, proteina, albumina e acido Urico de

coelhos avaliados aos 0, 15 e 30 dias

Quadrado médio

FV GL

Colesterol Triacilglicerois HDL Glicose Proteina Albumina Acido Urico
Sexo (S) 1 26.965,72 ** 51.936,79 ns 9.954,95 ** 182,7487 ns 151,9734 ns 0,5745 ns 0,000896 ns
Dietas (D) 2 45.864,33 ** 526.607,40 ** 12.223,49 ** 2.728,8760 * 532,3405 ** 4,6766 ** 0,080891 **
SxD 2 10.375,32 * 139.385,20 ** 12.148,56 ** 178,1014 ns 267,8294 * 1,3435* 0,013857 ns
Residuo-A 12 1.703,42 18.510,74 863,73 439,7908 42,2806 0,3432 0,008415
Tempo (T) 2 10.203,86 ns 144.570,10 ** 1.625,85 ns 7.245,5100 ** 2.561,6540 ** 94,4494 ** 0,278946 **
TxS 2 22.184,05 * 37.594,25 ns 7.167,17 ns 105,6202 ns 96,8196 ns 0,0128 ns 0,004891 ns
TxD 4 5.698,86 ns 128.519,30 ** 7.822,06 ns 996,4183 ns 178,1358 * 3,2862 ** 0,029374 *
TxSxD 4 11.635,75 ns 59.213,92 ns 3.494,46 ns 235,8811 ns 132,9753 * 0,6087 ns 0,036352 *
Residuo-B 24 4.385,61 22.688,81 3.838,69 377,4837 44,7851 0,3393 0,009804
CV parcela (%) 24,58 47,30 43,78 12,90 9,36 9,04 40,34
CV subparcela (%) 39,44 52,37 92,28 11,95 9,63 8,99 43,54

** | significativo a 1% de probabilidade.
* F significativo a 5% de probabilidade.
ns F ndo-significativo a 5% de probabilidade.
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Quadro 5- Resumo da andlise de variancia de uréia, bilirrubina total, gama-GT, TGP, TGO, célcio e fésforo de coelhos

avaliados aos 0, 15 e 30 dias
Quadrado médio
FV GL
Uréia Bilirrubina total Gama-GT TGP TGO Célcio Fésforo

Sexo (S) 1 486,2397 * 0,000150 ns 78,2407 ns 6.613,44 ns 29.274,14 ns 125,6446 ns 0,2243 ns
Dietas (D) 2 410,7624 * 0,003941 ns 89,5417 ns 56.979,18 * 167.056,30 ns 58,6464 ns 2,6381 ns
SxD 2 29,6944 ns 0,000089 ns 58,2546 ns 7.015,22 ns 6.117,83 ns 38,7604 ns 4,6064 *
Residuo-A 12 89,8209 0,001337 94,7778 11.876,47 103.645,00 51,4151 0,9990
Tempo (T) 2 21.588,3700 ** 0,051780 ** 6,6806 ns 28.831,09 ns 400.977,80 ** 1.445,8430 ** 9,2490 **
TxS 2 161,1867 ns 0,000406 ns 12,5046 ns 2.615,79 ns 57.967,83 ns 17,5271 ns 4,1780 *
TxD 4 638,0591 ** 0,008932 ** 43,1597 ns 7.920,87 ns 72.483,28 ns 172,0244 * 1,5435 ns
TXSxD 4 51,0295 ns 0,000653 ns 92,9144 ns 2.439,76 ns 18.646,40 ns 25,1450 ns 1,1891 ns
Residuo-B 24 84,9461 0,000323 45,8750 12.603,40 68.400,71 49,8606 1,1483
CV parcela (%) 18,09 32,00 55,45 73,70 192,51 34,65 13,66
CV subparcela (%) 17,59 15,73 38,58 75,92 156,39 34,12 14,65

** | significativo a 1% de probabilidade.
* F significativo a 5% de probabilidade.
ns F ndo-significativo a 5% de probabilidade.
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Quadro 6 — Desdobramento de tempo dentro de dietas e de sexo, para o colesterol, triacilglicerois, HDL, creatinina, glicose,

proteina e albumina de coelhos avaliados aos 0, 15 e 30 dias

Quadrado médio

FV GL

Colesterol Triacilglicerois HDL Glicose Proteina Albumina Acido arico
T/ D1 machos 2 6.293,82 ns 13.055,19 ns 1.824,59 ns 1.122,2500 ns 132,1944 ns 7,3893 ** 0,056433 **
T/ D2 machos 2 8.556,19 ns 496.437,60 ** 16.197,46 * 2.590,2610 ** 345,6036 ** 23,9224 ** 0,042033 *
T/ D3 machos 2 39.681,79 ** 20.442,34 ns 2.206,19 ns 1.573,4440 * 485,4711 ** 19,0251 ** 0,056033 **
T/ D1 fémeas 2 1.062,35 ns 15.345,13 ns 1.108,71 ns 1.764,0000 * 113,0341 ns 8,0947 ** 0,055300 **
T/ D2 fémeas 2 7.298,55 ns 17.732,37 ns 1.981,13 ns 654,8041 ns 1.622,4430 ** 31,9180 ** 0,181078 **
T/ D3 fémeas 2 4.164,44 ns 21.618,31 ns 8.107,97 ns 2.110,9640 * 581,9474 ** 11,9025 ** 0,024411 ns
Residuo-B 24 4.385,61 22.688,81 3.838,69 377,4837 44,7851 0,3393 0,009804

** | significativo a 1% de probabilidade.
* F significativo a 5% de probabilidade.
ns F ndo-significativo a 5% de probabilidade.
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Quadro 7 — Desdobramento de tempo dentro de dietas e de sexo, para a uréia, bilirrubina total, gama-GT, TGP, TGO, calcio e

fosforo de coelhos avaliados aos 0, 15 e 30 dias

Quadrado médio

FV GL

Uréia Bilirrubina total Gama-GT TGP TGO Calcio Fésforo
T/ D1 machos 2 3.770,4010 ** 0,011378 ** 5,4445 ns 7.033,0000 ns 139.163,10 ns 70,8964 ns 2,7641 ns
T/ D2 machos 2 1.670,2670 ** 0,014411 ** 68,2500 ns 422,7512 ns 9.930,35 ns 649,7255 ** 1,3954 ns
T/ D3 machos 2 5.141,0800 ** 0,017778 ** 90,3333 ns 16.454,3300 ns  348.735,50 * 260,2075 * 4,7878 *
T/ D1 fémeas 2 3.127,3550 ** 0,008711 ** 36,0000 ns 310,1111 ns 5.273,44 ns 169,8678 * 1,6918 ns
T/ D2 fémeas 2 2.490,3680 ** 0,012133 ** 2,1111 ns 3.228,6940 ns 14.388,19 ns 276,4078 * 1,5870 ns
T/ D3 fémeas 2 6.928,2620 ** 0,006944 ** 89,1944 ns 24.699,2500 ns  123.714,10 ns 430,6033 ** 6,6662 **
Residuo-B 24 84,9461 0,000323 45,8750 12.603,4000 68.400,71 49,8606 1,1483

** [ significativo a 1% de probabilidade.
* F significativo a 5% de probabilidade.
ns F ndo-significativo a 5% de probabilidade.
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