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RESUMO

ALVIAREZ GUTIERREZ, Eliana, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2015. Efeito hipocolesterolémico do extrato fendlico de inflorescéncia de capim
gordura (Melinis minutiflora) em coelhos. Orientador: Paulo Cesar Stringheta.
Coorientadores: Sergio Luis Da Matta e Tania Toledo de Oliveira.

O consumo de alimentos com compostos fendlicos tem aumentado na reducao de risco
de doencas como cancer, diabetes, hipercolesterolemia. Na procura de novas fontes com
potencial terapéutico, este trabalho teve como um dos objetivos quantificar os compostos
fendlicos presentes no extrato da inflorescéncia de capim gordura mediante a
guantificacdo de fendis totais por Follin ciocalteu, antocianinas totais e determinacéo
antioxidante pelo método ABTSA capacidade para reduzir o nivel de colesterol sérico

foi feita por meio da avaliagdo do perfil lipidico no plasma sanguineo e mediante a
histomorfometria foi determinada sua capacidade hepatoprotetora nos coelhos de raca
Nova Zelandia. No estudo foram utilizados 25 coelhos de raca Nova Zelandia que tiveram
um periodo de adaptacdo de 5 dias e mantidos em condicfes controladas, e foram
divididos em 5 grupos que receberam os seguintes tratamentos: Grupo 1 (R), 125g de
racdo e agua a vontade; Grupo 2 (RCA), 125¢g de racdo contendo 1% de colesterol, 0,1%
acido colico e agua a vontade; Grupo 3 (RE), 125g de ra¢éo, agua a vontade e 2mL de
extrato (0,88mg/2mL); Grupo 4 (RCAE1), 1259 de racdo contendo 1% de colesterol,
0,1% &cido cdlico, agua a vontade e 2mL de extrato de capim gordura (0,88mg/2mL);
Grupo 5 (RCAE2), 1259 de racao contendo 1% de colesterol, 0,1% acido cdlica, &gua
vontade e 1mL de extrato de capim gordura (0,44mg/1mL). Foram realizadas trés coletas
de sangue antes de iniciar o experimento (dia 0), nos dias 30 e 60, na ultima coleta foi
feita a coleta do figado dos animais. As analises sanguineos foram realizadas mediante
método colorimétrico e se avaliaram os parametros de colesterol total, colesterol de baixa
densidade (LDL), colesterol de alta densidade (HDL), colesterol de muito baixa
densidade (VLDL), triacilglicerdis, proteinas totais, albumina, creatinina, glicose,
aspartato aminotransferase (AST), alanina transferase (ALT), gamma GT e fosfatasse
alcalina. Na analise histologica foi realizada a histomorfometria do figado.

O extrato da inflorescéncia de capim gordura apresentou um teor de fendis totais de 603
mg AGE.100¢}, para antocianinas foi de 99,4 mg.180ganidina 3 glicosideos e a

atividade antioxidante do extrato foi de 3672 pMTrolox. 1@ inflorescéncia sendo
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valore similares a frutos de consumo diario. Na avaliacdo do efeito hipocolesterolémico
se observou que os tratamentos que tiveram dieta com colesterol e adicdo do extrato
fendlico da inflorescéncia de capim gordura, apresentaram diminuicdo do colesterol total
e LDL de 59 e 60% aos 30 dias do experimento respectivamente. Além disso, se observou
gue os tratamentos com dieta rica em colesterol e extrato fendlico, tiveram efeito
hepatoprotetor.

Com estes resultados obtidos o extrato fendlico da inflorescéncia de capim gordura, pode

se considerar uma nova fonte natural de antioxidante com aplicacao industrial e clinica.
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ABSTRACT

ALVIAREZ GUTIERREZ, Eliana, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February
2015. Hipercolesterolemic effect of Phenolic extract of Capim gordura’s
Inflorescence (Melinis minutiflora). Adviser: Paulo Cesar Stringheta. Co-advisers:
Sergio Luis Da Matta and Tania Toledo de Oliveria.

The consumption of foods with phenolic compounds has increased in reducing risk of
diseases like cancer, diabetes, hypercholesterolemia. The search for new sources with
therapeutic potential, this work aimed to quantify the phenolic compounds present in the
capim gordura’s inflorescence (Melinis minutifiora) by the total phenols quantification

by Follin Ciocalteu, anthocyanin quantification and antioxidant determination by the
ABTS™. Was determined the ability to reduce serum cholesterol level by assessing the
lipid profile in blood plasma and was determined its hepatoprotective capacity by
histomorphometry in New Zealand white rabbits.

Were used 25 male New Zealand rabbits, had an adaptation period of five days, under
controlled conditions, and were divided into five groups to the following treatments:
Group 1 (R), 125g of food and water; Group 2 (RCA), 125g diet containing 1%
cholesterol, 0.1% cholic acid and water; Group 3 (SR), 125g of feed, 2 mL of extract and
water (0.88mg/2mL); Group 4 (RCAE1) 125¢g diet containing 1% cholesterol, 0.1%
cholic acid, 2ml of extract and water (0.88mg/2mL); Group 5 (RCAEZ2), 1259 diet
containing 1% cholesterol, 0.1% cholic acid, water and 1 mL of extract (0,44mg/ 1mL).
These were submit to three-blood samples collection; before to starting the experimental
study (0 days), to 30 days and 60 days, on the last collection in addition the liver tissues
was collect. Blood analyzes were performed by colorimetric method and evaluated the
parameters of total cholesterol, low density cholesterol(LDL), high density lipoprotein
cholesterol (HDL), very low density lipoprotein cholesterol (VLDL), triglycerides, total
protein, albumin, creatinine, glucose, aspartate aminotransferase (AST), alanine
transferase (ALT), gamma GT and alkaline phosphatase. The histological analysis was
performed morphometric of the liver.

The inflorescence extract presented a total phenol content of 603 mg AGE.100g-1 for
anthocyanins was 99.4 mg.100g-1 cyanidin 3 glycosides and the antioxidant activity of
the extract was 3672 uMTrolox. 100 g-1 inflorescence being value similar to fruit daily

consumption.
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In assessing the hypocholesterolemic effect was observe that the treatments had high
cholesterol diet and phenolic extract addition, showed a decrease in total and LDL
cholesterol of 59 and 60% at 30 days of the experiment respectively. Furthermore, it was
observe that the treatment with a high cholesterol diet and phenolic extract had
hepatoprotective effect.

With these results, the inflorescence extract, can be considered a new source of natural

antioxidant that could have industrial and clinical application.
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1.INTRODUCAO

Varias pesquisas tém sido focadas na identificacdo e avaliacdo dos compostos
antioxidantes presentes em alimentos, principalmente em frutas e hortalicas, que contém
um alto teor de compostos fenélicos com capacidditexidante (HASSAN & ABDEL-

AZIZ, 2010; CONTRERAS-CALDERON et al, 2011).

O consumo desses compostos esta relacionado com a reducao de radicais livres
que provocam doengas crénicas ndo transmissiveis como alguns tipos de cancer, doencas
neurodegenerativas, cardiovasculares, entre outras (ESPIN et al, 2007; BARBOSA et al,
2008). Dentre os compostos fendlicos estudados, as antocianinas possuem elevada
capacidade antioxidante (YI et al, 2006).

Estudos tém associado que o consumo moderado de vinho tinto, tem efeito neuro-
nefroprotetor, contra o estresse oxidativo e a hipercolesterolemia, devido ao alto teor de
antocianinas, (MONTILLA et al, 2006; TEIXEIRA, 2011).

Outros estudos tém demonstrado que os compostos fendlicos, principalmente as
antocianinas, tém acao anti-inflamatéria como reportado por Xia et al. (2009), auxiliam
na inibicdo da oxidagédo do LDL (CHANG et al. 2006)a diminuigdo dos riscos de
doencas cardiovasculares (WALLACE 2011), apresentando ajuda na propriedade anti-
obesidade (TSUDA et al., 2003) e na diminuicdo de cancer (MUNOZ-ESPADA &
WATKINS, 2006). ARABLOU et al., (2014) reportou que os compostos fendlicos
presentes no extrato de gengibre tém capacidade redutora na diabetes, glicose e no
colesterol total.

Os extratos fendlicos da Opuntia ficus-indica (PADILLA- CAMBERO et al.,
2015), o extrato de Vitex montevidensis (ARANEGA 2014), o extrato e folhas de videira
organica, da variedade Bordd (Mtis labrusca, L.) (LACERDA 2014), extrato de alecrim
(Rosmarinus officinalis) (AFONSO et al., 2013), microemcapsulado de 6leo da semente
de kenaf (Hibiscus cannabinus L.) (KAl et al., 2015) apresentaram capacidade

hipocolesterolémica.

O capim gordura, considerada uma planta invasora agressiva e utilizada como uma
espécie forrageira; apresenta um elevado teor de compostos fendlicos, destacando-se as

antocianinas que correspondem cerca de 25% do total dos fendlicos do capim gordura



sendo uma fonte com potencial de reducédo no risco de doencas relacionadas com o
aumento dos radicais livres (OLIVEIRA, 2011).

Objetiva-se com o presente trabalho quantificar os compostos fendélicos presentes
no extrato da inflorescéncia de capim gordura e determinar sua capacidade para reduzir o
nivel de colesterol sérico através da avaliagdo do perfil lipidico no plasma saregaineo

avaliacao do efeito hepatoprotetor em coelhos.



OBJETIVOS

1.1. Objetivo geral

Quantificar os compostos fendlicos totais presentes na inflorescéncia do capim
gordura e avaliar a capacidade antioxidante e hipocolesterolémica em coelhos de raca

Nova Zelandia.

1.2. Objetivos especificos

. Determinar o teor de compostos fendlicos e de antocianinas no extrato de capim

gordura (Melinis minutiflor

. Determinar a capacidade antioxidante do extrato de Capim gordura pelo método
de ABTS;
. Avaliar o perfil lipidico no plasma sanguineo de coelhos alimentados com dietas

contendo extratos de antocianinas de capim gordura,

. Avaliar a histomorfometria dos figados dos coelhos alimentados com dietas

contendo extratos de antocianinas de capim gordura.



REVISAO DE LITERATURA

3.1. Capim Gordura (Melinis minutiflora)

A Melinis minutiflora, conhecida comumente como capim gordura, € uma
graminea perene de origem africana, que se reproduz tanto por semente como
vegetativamente, apresenta folha e talos cobertos por tricomas glandulares e tem ramos
de inflorescéncia de cor roxa (Figura 1), tem sido introduzida nos paises tropicais como
uma espécie forrageira (MARTINS et al., 2004). E muito sensivel & geada e esta adaptada
as regides tropicais e subtropicais desenvolvendo-se também em solos de fertilidade baixa
(PRATES et al., 1993).

Figura 1. Capim Gordura (Melinis minutiflora)

Fonte. http://sitiodapk.blogspot.com.br/2010/06/conceitos-pargrdim.htmi

O capim gordura é caracterizado por apresentar uma secrecao oleorresinosa por
tricomas longos e numerosos presentes em suas folhas e caules, responsaveis por um forte
odor de melago e utilizada como repelente e acaricida (HERNANDEZ, PARRA &
AHUMADA, 1989; PRATES, LEITE, CRAVEIRO & OLIVEIRA, 1998; MURO-
CASTREJON, CRUZ-VASQUEZ, FERNANDEZ & MOLINA, 2004)

Segundo as pesquisas de Baruch et al., (1985) e Pivello et al., (1999), as gramineas
no Brasil foram introduzidas acidentalmente ou para fins comerciais, e se espalharam por

amplas extensfes dos ecossistemas naturais, competindo com espécies nativas.
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Atualmente encontra-se em grande parte do territério brasileiro, sendo identificadas 305
espécies de gramineas no Distrito Federal, das quais 0 20% total representa as espécies
exoticas (FILGUEIRAS 1991). O capim gordura é considerado uma espécie naturalizada
no Brasil (SARAIVA et al., 1993).

3.2. Compostos Bioativos

Os compostos bioativos sdo metabdlitos secundarios que se encontram
naturalmente em plantas, sdo produzidos numa fase subsequente ao crescimento e nao
tém funcdo no crescimento. S&o produzidos por certos grupos taxonémicos restritos de
microrganismos, tém estruturas quimicas usuais, e muitas vezes sdo formados como
misturas de membros de uma familia quimica. A producdo de metabdlitos secundarios
nas diferentes espécies é devido as necessidades especiais de cada espécie (AZMIR,
ZAIDUL, et al., 2013). Entre os metabdlitos secundarios, algumas destas substéncias té
efeitos farmacoldgicos ou toxicolégicos sobre os sistemas biol6gicos em humanos e
animais (BERNHOFT, 2010).

Segundo Croteau et al. (2000), os metabdlitos secundarios podem-se dividir em:
terpenos e terpenoides, alcaloides e compostos fendlicos. Esses compostos sao
sintetizados em diferentes vias, como via do acido chiquimico e via do acido malbénico.
Os alcaloides sédo produzidos pelos aminoacidos aroméaticos (vém da via do acido
chiquimico) e pelos aminoacidos alifaticos (vém do ciclo do acido tricarboxilico) e os
terpenos sao produzidos através da via do acido mevalbnico caminho e a via nao
mevalonatdAZMIR, ZAIDUL, et al., 2013). Na Figura 2, pode-se observar as diferentes

vias de biossinteses dos compostos bioativos.
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Figura 2. Vias da biossintese dos compostos bioativos
Fonte. AZMIR, ZAIDUL, et al., (2013)

3.3. Compostos Fendlicos

Entre os compostos fendlicos estdo os flavonoides, &acidos fendlicos,
benzoquinonas, &acidos hidroxibenzdicos, xantonas e estilbenos. Os flavonoides
constituem a maior parte dos compostos fendlicos das plantas e séo divididos nas classes
flavondis, flavonas, flavanonas, flavonoides, isoflavonas e antocianidinas (Figura 3)
(MARTINS et al., 2011).
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Figura 3. Estrutura quimica dos principais flavonoides. No centro a estrutura Bésftavonoide
mostrando os anéls, B e C e os numeros para as diferentes posi¢cdes na estrutura flavan.
Fonte. FRAGA & OTEIZA, 2011

Os compostos fendlicos estdo presentes em frutas, legumes, folhas, castanhas,
sementes, flores e cascas de vegetais. Além disso, os flavonoides (antocianinas) e acidos
fendlicos apresentam a capacidade de reduzir doencas cronicas como diabetes, cancer e
cardiovasculares (SELLAPPAN et al., 2002; KIM et al., 2009).

A atividade antioxidante dos compostos fenélicos é devido a sua capacidade de
estabilizar os radicais livres, doando &tomos de hidrogénio, elétrons ou complexando-se
com cations metalicos. Nesse sentido, a estrutura dos compostos fendlicos é um fator
determinante na sua atividade antioxidante, referido como relagdo estrutura-atividade
(REA). No caso dos acidos fendlicos, por exemplo, a atividade antioxidante depende do
namero e da posi¢ao dos grupos hidroxilas (SAMMAN, et al., 2006).

Segundo SAMMAN, et al.,, (2006), nos flavonoides, a complexidade das
estruturas é devido a natureza das substituicbes nos anéis B e C que determinam a

atividade antioxidante (figura 4):



Figura 4. Estrutura geral de um flavonoide
Fonte. MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002.

e O grau de hidroxilacédo e as posicdes dos grupos -OH no anel B, em particular uma
estrutura o-dihidroxil do anel B (grupo catecol) resulta em atividade mais elevada,
pois confere maior estabilidade ao radical aroxilo por deslocalizacéo de elétrons, ou
atua como sitio preferencial para ligacdes de metais.

e A presenca de grupos hidroxila nas posicdes 3°, 4" e 5" de anel B (um grupo pirogalol)
tem sido relacionada com o aumento da atividade antioxidante dos flavonoides em
comparacdo com aqueles que tém um unico grupo hidroxila. No entanto, sob certas
condicdes, tais compostos podem atuar como pro-oxidantes, compensando assim o
efeito antioxidante.

e Aligacao dupla entre C-2 e C-3, conjugado com o grupo 4-oxo no anel C aumenta a
capacidade de eliminacao de radicais;

e Uma ligacao dupla entre C-2 e C-3, combinado com um 3-OH no anel C,

e também melhora a capacidade de eliminacdo dos radicais;

e Substituicdo de grupos hidroxila no anel B por grupos metoxil reduz o potencial redox

e, consequentemente, a capacidade antioxidante.

Dos flavonoides, principalmente, destaca-se as antocianinas, que sao encontradas
principalmente em frutas vermelhas e hortalicas escuras. A estrutura geral das
antocianinas possui um anel aromatico (A) ligado a um anel heterociclico (C) que contém
oxigénio, ligado a um segundo anel aromatico (B) (Figura 5) (KONCZAK & ZHANG,
2004).

Devido aos diferentes niumeros de grupos hidroxilicos, a natureza dos carboidratos
(acucares) ligados a sua estrutura, aos carboxilados alifaticos ou aromaticos ligados ao
acucar e a posicao dessas unides, se tem diferentes tipos de antocianinas )(Figura 5
(KONG et al., 2003).
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Figura 5- Estrutura quimica das antocianinas
Fonte: MALACRIDA & MOTA, (2006).

Os estudos reportam mais de 500 diferentes antocianinas (ANDERSEN &
JORDHEIM, 2006) e 23 antocianidinas (KONG et al., 2003; REIN, 2005; ANDERSEN
& JORDHEIM, 2006), dos quais s6 seis sdo as mais comuns nhas plantas vasculares,
pelargonidina, peonidina, cianidina, malvidina, delfinidina e petunidina (CLIFFORD,
2000). Dependendo do tipo pH e da presenca de ions de metal quelante, as antocianinas
apresentam diferentes cores, como azuis, violeta, laranja ou vermelha, contribuindo
substancialmente para a coloragéo natural de uma infinidade de alimentos (FERNANDES
et al., 2010).

Nas antocianinas, a atividade antioxidante, se relaciona com a presenca de grupos
hidroxila nas posigdes 3' e 4' do anel B, que conferem alta estabilidade ao radical formado.

Os grupos hidroxila livres em posi¢éo 3 do anel C e na posi¢éao 5 do anel A, em conjunto
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com o grupo carbonilo na posicéo 4 sdo dadores de elétrons (KUSKOSKI, 2004). Outro
fator € a posicdo e os tipos de grupos quimicos nos anéis aromaticos, variando assim a
capacidade de aceitar elétrons desemparelhados de moléculas de radicais (GALVANNO,
2004).

Tem sido demostrado que a concentracdo de antocianinas no plasma é
aproximadamente 1% da quantidade consumida, devido a absorcéo intestinal, altas taxas
de absorcao celular, metabolismo e excregémdem contribuir para uma baixa
biodisponibilidade de antocianimérigura 6) (FERNANDES et al., 2013).
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Figura 6. Vias hipotéticas da absorcéo, distribuicdo, metabolismo excrecédo das antoianmipase na
informacéo
Fonte. (FERNANDES et al., 2013)

ApOs a ingestédo, as antocianinas sao facilmente detectadas no plasma na sua forma
original, possivelmente como resultado da sua absorcao por difusdo facilitada atraves da
parede gastrica. Tal fato € confirmado por estudos que determinaram suas concentracdes
no estdmago, entretanto as antocianinas nativas e metiladas seriam encontradas em outros
orgaos como: jejuno, figado e rim (FERNANDES et al., 2013).
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A absorcéo das antocianinas depende das interacdes que possam ocorrer: com as
proteinas dos alimentos, com as proteinas salivares, com as enzimas digestivas, sendo
algumas antocianinas absorbidas no estbmago. A fragdo de antocianina que ndo é
absorvida no estbmago atinge o intestino delgado. Uma vez que as antocianinas estdo em
condicfes basicas no intestino delgado séo rapidamente absorvidas, onde pode envolver
uma transportadora glicose especifico, como a proteina transportadora de sodio-glicose
(SGLT1), como é sugerido para outros flavonoides, ou pode ser hidrolisada pela acéo da
lactase floridzina hidrolase (LPH). As antocianinas que n&do sédo absorvidas sao excretadas

na urina tanto na forma intacta ou metabolizadas (FERNANDES et al., 2013).

3.3.1. Biodisponibilidade de Compostos Fendlicos
A biodisponibilidade de compostos fendlicos depende de fatores como: o efeito

sinergistico da mistura dos fendis contidos na matriz alimenta séo fatores ambientais,
como a exposicao ao sol, chuva, os tipos de cultura, a quantidade de producao de frutos,
etc. Além disso, o grau de maturacao das frutas e hortalicas afeta as concentracdes e as
proporces dos compostos fendlicos de diferentes maneiras, pois geralmente as
concentracbes deles diminuem durante a maturacdo, enquanto as concentracdes de
antocianinas aumentam. Por outro lado, os tratamentos térmicos, o armazenamento e a

interacdo com outros compostos afetam o teor dos fenolicos (D’ARCHIVIO et al., 2010).

Outro fator importante € a estrutura quimica do composto. Na maioria dos
alimentos, os compostos fendlicos estdo como aglicona ou ligados a um agucar (glicona),
estes Ultimos por tanto, devem ser hidrolisados pelas enzimas gastrointestinais ou pela
microbiota do cdlon antes da absor¢AbARCHIVIO et al., 2010).

Por tanto, ao inicio da digestao, na cavidade oral, no processo de mastigacéo
trituracdo dos alimentos, os compostos fendlicos séo liberados da matriz alimentar,
continuando no estomago e o intestino delgado que pela acdo das enzimas
gastrointestinais, vai facilitar a difusdo através da camada superficial do enterdcito e
posteriormente estara disponivel para absorcao (FiQufeaEWWANDOWSKA, et al.

2013; NEILSON & FERRUZZI, 2013).
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Figura 7. Processos digestivos e de absorcao envolvidos na biodigfamgtde fendis.
Fonte. NEILSON & FERRUZZI, (2013).

A porc¢ao do fenol que atinge a superficie do intestino delgado esta disponivel para
absorcao pelos enterdcitos. Os fendis devem passar através dos enterdcitos, para acessar
o fluxo sanguineo e ter uma distribuicdo sistémica. Embora a identificacdo de sistemas
de transporte especificos dos fendis seja motivo de pesquisa, ainda acredita-se que a
absorcao de fendis nos enterdcitos ocorre através da acdo do &cido monocarboxilico
(MCT), por difuséo facilitada (NEILSON & FERRUZZI, 2013). A difusteilitada
parece contribuir de forma significativa para a absor¢cdo de alguns flavonoides
(isoflavonas e flavanonas), devido a sua lipofilicidade que parece estar altamente
correlacionada com a permeabilidade intestinal (CRESPY, et al., 2003), mas esta difuséo
contribui pouco para a absorcao de outros flavonoides, especialmente aqueles que sao
altamente hidroxilados (NEILSON & FERRUZZI, 2013).

ApOs de atingir o interior dos enterdcitos, compostos fendlicos séo transportados
pela veia porta para o figado, onde eles sofrem outras reacdes de acoplamento, de forma
semelhante a outros xenobioticos. A principal fungéo das rea¢es de acoplamento € para
limitar a acdo dos compostos quimicos e facilitar a sua eliminacdo na bile e urina,
causando um incremento em sua solubilidade. No figado, as principais reacbes de
acoplamento sao sulfatacdo, metilacdo, e (em menor escala) glucuronidagcéo
(LEWANDOWSKA, et al. 2013).

No figado, @ compostos fendlicos atuam como substratos de desintoxicagéo do
corpo, desenhados para reduzir a toxicidade de compostos estranhos, metabolizando-os

para que sejam eliminados rapidamente. Este sistema de desintoxicacéo consiste de trés
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atividades principais, chamados metabolismos de fase I, fase Il e fase Ill. O metabolismo
de fase | é realizado pelos membros do citocromo P450 (CYP) e enzimas quenenvolve
a hidroxilacdo (LEWANDOWSKA, et al. 2018IEILSON & FERRUZZI, 2013).

O metabolismo de fase Il envolve reacbes de conjugacdo em que um grupo
hidroxila no xenobi6tico é modificado pela adicdo de um sulfato, &cido glucurénico, ou
um grupo metila. A glucuronizacdo € realizada por uridina difosfato glucuronil-
transferase (UDPGT), a sulfatacao é realizada por sulfotransferase (SULT) ou fenol sulfo-
transferase (PDT), e a O-metilacao € efetuada pelo catecol-O-metil-transferase (COMT)
(Figura 8). Os produtos destas reacdes podem também ser substratos para 0 metabolismo
de fase Il ou podem ser excretados pela bile ou na urina (NEILSON & FERRUZZI, 2013).
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Figura 8. A conjugacao pode ocorrer numa variedade de posi¢cdes na molécula.
Fonte. NEILSON & FERRUZZI, (2013)

O metabolismo fase Ill, envolve o fluxo de ambos xenobidticos nativos e seus
metabolitos em fase I/l do enterdcito como um meio para diminuir a sua concentracao
intracelular. Devido a sua hidroxilagéo, os fendis ndo sédo substratos para a ativacao pela
CYP fase I. Os fendis séo rapidamente submetidos a conjugacao da fase Il, em diferentes
tecidos, particularmente o epitélio intestinal, figado e rins (Figura 9). (NEILSON &
FERRUZZI 2013).
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Os fendis que sdo absorvidos a partir do limen intestinal pelos enterdcitos sao sujeitos a
reacOes da fase Il de desintoxicacao no interior da célula, os conjugados formados na fase
Il, sdo jogados na corrente sanguinea e posteriormente no figado antes da circulagcéo
sistémica, os fendis que ndo sédo absorbidos sédo excretados na urina (Figura 9) (NEILSON
& FERRUZZI 2013).
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Figura 9. Esquema dos processos que afetam a biodisponibilidadécsigt@mmetabolismo dos fenois
na dieta. As linhas pontilhadas indicam metabolismo/ metabolitos.
Fonte. NEILSON & FERRUZZI, (2013)

3.4. Colesterol

O colesterol é o mais abundante dos compostos esterdis. E um componente
estrutural essencial das membranas de células animais que tem como fungéo estabelecer

7

a permeabilidade da membrana adequada e fluidez. Também é um composto muito
importante no interior das células, funcionando como um precursor para a biossintese de
horménios esteroides, aldosterona, corticosterona, os acidos biliares, e vitamina D

(MORZYCKI, 2014).

Anormalidades na biossintese ou metabolismo do colesterol e acido biliar estdo
associados com a formacédo de calculos biliares e doencgas cardiovasculares (PARISH et
al. 2002).

A biossintese do colesterol € iniciada pela condensacdo de duas moléculas de acetil-
CoA, formando acetoacetil-CoA. O acetoacetil-CoA mais uma acetil-coA sao

convertidos em 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA) pela acdo da HMG-CoA
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sintetase. A HMG-Co0A é convertida em mevalonato pela acdo da HMG-CoA redutase.

O mevalonato é convertido a uma molécula de isoprendide, o pirofosfato de isopentenilo
(PP), com a perda do GOO geranil-PP e farnesil-PP sao produzidos a partir de
isopentenil-PP. Duas subunidades faitre® sdo combinados para formar esqualeno. O
esqualeno é convertido em lanosterol e por mudancas na cadeia, sdo eliminados os grupos
metilo em C4 e C14 para formar o 14-desmetil lanosterol e depois o zimosterol. A dupla
ligacdo do C8-C9 muda para a posicdo C5-C6, e forma o desmosterol, e por ultimo é
eliminado a dupla ligacdo da cadeia lateral e gera o colesterol (figura 10) (BOTHAM &
MAYES, 2003; VAN DER WULP et al., 2013).

AcAc-CoA
iy
l €——————— | HMG- CoAsynthase

16—«—6—

Mevalonate
(Ce)

1
v @ Zymosterol
(C) (C )
Isopentenyl-PP =
(C)

4 ~
‘_.’ ] N, a Lathosterol Desmosterol
(c17) (C17)
Geranyl-PP Farnesyl-PP Squalene
(cw) (C 15) (cm)
+ Cholesterol
C.
Farnesyl-PP ()
(Cys)

Figura 10. Biossinteses do colesterol
Fonte. VAN DER WULP et al., 2013

3.4.1. Lipoproteinas

As lipoproteinas sdo encarregadas de transportar o colesterol, sendo idastificad
quatro principais lipoproteinas citoplasmaticas que séo os quilomicrons, Lipoproteinas de
muito baixa densidade (VLDL), Lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e Lipoproteinas
de alta densidade (HDL) (BOTHAM & MAYES, 2003).

A estrutura de uma lipoproteina baseia-se por um centro apolar formado
principalmente por triacilglicerdéis e ésteres de colesterol, que se encontram rodeados por

uma superficie formada de moléculas de fosfolipidios e colesterol. (Figura 11), as quais
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estdo orientadas de maneira que seus grupos polares estdo o lado de fora (médio aquoso)
(BOTHAM & MAYES, 2003).

Apoproteina periférica

Fosfolipidios
Ester de colesterol

& E

Centro de lipidios

nao polares.
Apoproteina - Monocamada de lipidios

integral anfipaticos.

Figura 11 Estrutura geral de uma lipoproteina plasmatica.
Fonte. BOTHAM & MAYES, D03

As apoproteinas tem varias funcdes: formar parte da estrutura das lipoproteinas,
cofatores das enzimas e pode ainda atuar com ligagfes para as interacdes com receptores
de lipoproteinas nos tecidos (BOTHAM & MAYES, 2003).

3.4.2.Quilomicrons

Sao derivados da absorcao intestinal do triacilglicerol e outros lipidios, sendo a
apoproteina B-48 sua principal proteina estrutural. A funcdo dos quilomicrons é
transportar todos os lipidios da dieta até a circulacdo (BOTHAM & MAYES, 2003;
SALES et al., 2003).

3.4.3. Lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL)

Séo produzidas do figado, sdo estdo compostas de apoproteina B-100, mas contém
também apoproteina C-Il e apoproteina E na sua superficie. Sdo encarregadas de
transportar os triacilglicerois até os tecidos extra-hepaticos (BOTHAM & MAYES, 2003;
SALES et al., 2003).
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3.4.4. Lipoproteinas de baixa densidade (LDL)

As lipoproteinas LDL, possuem o nucleo central composto de ésteres de colesterol

e na superficie s6 uma proteina: apo B-100 (SALES et al., 2003).

3.4.5. Lipoproteinas de alta densidade (HDL)

Sao um grupo heterogéneo de particulas compostas por um nucleo de ésteres de
éster de colesterol e triacilglicerdis, rodeado por uma camada anfipatica de colesterol
livre, fosfolipidios e apolipoproteinas (BOES et al.,, 2009). Estdo encarregadas de
transporte do colesterol no metabolismo de LDL e dos quilomicrons (BOTHAM &
MAYES, 2003).

As moléculas de HDL apresentam multiplos efeitos antiaterogénico e as
concentragdes de colesterol HDL mostram uma forte correlag&o inversa com o risco de
doenca arterial coronariana (BOES et al., 2009). O HDL também tem outras propriedades
ateroprotetoras como a inibicdo da oxidacao do LDL, capacidade anti-inflamatoria pela
inibicdo da sinteses e expressdo de moléculas de adesdo endoteliais, acdo citoprotetora,
acao vasodilatadora e acao antitrombética (CORRAL & SCHREIER, 2014).

3.5. Hiperlipidemia

Hiperlipidemia ou dislipidemia, é caracterizada pelo aumento das lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) / lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) / triglicerideos
e reducéo do nivel de lipoproteina de alta densidade (HDL). Além disso, desempenha um
papel importante no desenvolvimento de aterosclerose e estd amplamente conhecido
como fator de risco para doencas cardiovasculares (DCV) e infarto do miocardio, causa
comum de mortalidade (KAUP et al., 2011).

3.5.1. Hipercolesterolemia

Representa altos niveis de colesterol no sangue, principalmente colesterol-LDL
(LDL-c) sendo responséavel pelas doencas cardiovasculares (KAUP et al., 2011). As
pesquisas tém identificado a hipercolesterolemia como o principal fator de risco para as
doencas cardiovasculares (BOIX & PICO 2005; SHANMUGANAYAGAM et al. 2007).
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Hipercolesterolemia leva ao aumento da atividade plaquetaria acima dos niveis normais
e reforca o papel das plaguetas em DCV. O aumento nos niveis de LDL aumenta a
sensibilidade de plaquetas para agentes de ativagdo através da cascata decsinalizaca
mediada pelo receptor e a troca de lipidios entre as particulas de LDL e a membrana
plasmatica (SHANMUGANAYAGAM et al. 2007).

Tem-se estudos que sugerem gue 0 aumento do consumo de antocianinas reduz o
risco de doencas cardiovasculares (DCV). O consumo de frutas e hortalicas tem sido
associado a reducdo das doencas DCV, devido ao alto teor de compostos bioativos
(WALLACE, 2011; TEIXEIRA, 2011). Os compostos fendlicos tém capacidade para
reduzir os niveis de colesterol no plasma sanguineo, como reportado por Thilakarathna et
al., (2013), (PADILLA- CAMBERO et al., 2015), (ARANEGA 2014). Foi determinada
a capacidade das cascas de macd, de inibir a oxidacdo do colesterol-LDL noigistema
vitro. J& o estudo de Shanmuganayagam et al. (2007) foi verificado que o consumo de
suco de uva, rico em compostos fendlicos pode inibir a agregacdo plaquetaria,
hipercolesterolemia, pressdo sanguinea, colesterol total no soro e o desenvolvimento de

ateroma em coelhos.

Na figura 12, se pode observar o mecanismo de a¢do dos compostos fendlicos, na

reducao dos lipidios:

1. A reducéo da atividade proteina de transferéncia microssomal (MTP) e acil-

Coa, colesterol aciltranferase (ACAT);
2. Degradacao da Apo B-100;
3. Diminuicao da sintese e da secrecao do VLDL;
4. alteracdo da cascata de delipidacéo;

5. Diminuicdo da Apo E, que leva a um aumento da atividade da lipoproteina
lipase (LPL), e por tanto, se da uma diminuicdo da concentracdo de VLDL e

triacilglicerois no plasma;

6. Reducdo da atividade da proteina de transferéncia de colesterol esterificado
(CETP);

7. A diminuicdo do VLDL, leva a uma diminuicdo da concentracao do LDL.
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Figura 12. Mecanismo de acéo dos Compostos fendlicos sobre o cblester
Fonte. ZERN & FERNANDEZ, 2005

3.76. Efeito dos Compostos Fendlicos na Saude

Os fendis tém propriedades antioxidantes, vasodilatadoras, anti-inflamatorios,
anti-fibrose e antiapoptose. Eles tém efeito nos vasos sanguineos, células endoteliais e
aumentam os fatores vaso protetores reduzindo o estresse oxidativo vascular e a
hipertensdo (MOHAMED, 2013). Os fendis como os flavonoides, resveratrol, quercetina,
epigalocatequina-3-galato e curcumina, podem retardar o armazenamento elevado da

gordura, presséo arterial e glicemia (CHERNIACK, 2011).

3.7. O Figado

O figado é a maior glandula do corpo humano, € um 6rgdo multilobado (4
I6bulos), localizado na cavidade abdominal. O figado é fornecido por dois vasos
sanguineos, a veia porta que transporta sangue dos intestinos, baco e pancreas; e a artéria
hepética, encarregada de fornecer a sangue oxigenada para o figad® gasareerias
interlobares e interlobulares (BERNE et al., 2009; KIERSZENBAUM & TRES, 2012).

O figado, é o primeiro local de processamento da maior parte dos nutrientes

absorvidos, também secreta acidos biliares. Além disso, armazena e produz substancias

19



como glicose, aminoacidos e proteinas do plasma. Também é fundamental na conversao
de substancias residuais em substancias que possam ser excretadas (BERNE et al., 2009;
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013; KIERSZENBAUM & TRES, 2012).

O I6bulo hepatico € a unidade estrutural e funcional do figado, esta constituido
por corddes de hepatdcitos anastomosados, organizados de forma radial e sdo separados
dos capilares sinusoides pelo espaco de disse. A veia central se encontra localizada no
centro de cada um dos lobulos hepaticos, que contém uma mistura de sangue originado
pelos ramos da veia porta dos ramos da artéria hepatica, estes dois ultimos formam a
triade portal que € encontrada e, cada um dos espacos porta que envolve o I6bulo hepético
em formato hexagonal (Figura 13) (KIERSZENBAUM & TRES, 2012

Veia centrolobular

Placas de hepatocitos

Sinusoides

Ramo da artéria Ducto Ramo da
l hepatica biliar  veia porta I

|
Triade portal

Figura 13. Esquema de um Iébulo hepatico.
Fonte. JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013

Segundo o KIERSZENBAUM & TRES (2012), os hepatdcitos tém dois dominios
celulares, o dominio basolateral, que contem Microvilos e esta volteado para o espaco
disse, este dominio participa da absor¢do das substancias que chegam do sangue e da
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secrecao das proteinas plasmaticas, como albumina, fibrinogénio e fatores de coagulacéo.
O dominio apical, encontrasse volteado para a formacdo do canaliculo biliar, esta
revestido por microvilos e apresenta uma grande quantidade de juncdes de ocluséo para
impedir o vazamento da bile. O reticulo endoplasmatico rugoso dos hepatdcitos, estao
encarregados das sinteses de proteinas plasmaticas, e o reticulo endoplasmatico liso estéo

associados as sinteses de glicogénio, lipidios e aos mecanismos de desintoxicacao.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. LOCAL DO EXPERIMENTO

O experimento foi realizado na Universidade Federal de Vicosa, nos laboratorios
de Compostos Bioativos e Pigmentos Naturais, do Departamento de Tecnologia de
Alimentos (DTA), Biofarmacos, do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular
(DBBM) e Biologia Estrutural do Departamento da Biologia Geral (DBG).

4.2. PREPARACAO DO EXTRATO DO CAPIM GORDURA ( Melinis minutiflora)

Foi utilizada a inflorescéncia do capim gordura coletadas no municipio de Vigosa,
Minas Gerais. Os compostos fendlicos foram extraidos com uma solucéo de etanol- agua
(70:30), seguido de homogeneizacédo. A mistura foi deixada no escuro sob refrigeracéo
(7 £ 1°C) durante 24 horas e ap0s este tempo essa mistura foi filtrada a vacuo em papel
Whatman n° 1, em funil de Blichner. O extrato foi concentrado até eliminacéo total do
solvente em evaporador rotativo (MA, 120 Marconi) a 40 °C.

4.3. Anélise dos compostos fendlicos

4.3.1.Determinacao de fendlicos totais

A determinacao de fendlicos totais foi realizada segundo a metodologia descrita
por Singleton e Rossi (1965), mediante a utilizagdo do reagente Folin Ciocalteau.
Para isto, foram adicionados 600 pL do extrato e 3 mL do reagente de Folin Ciocalteau
diluido 10 vezes com agua destilada, sendo o tubo de ensaio agitado vigorosamente.
Foram colocados em repouso durante 3 minutos, e posteriormente adicionados 2,4 mL de
solucéo de carbonato de sédio (7,5%). Os tubos permaneceram no escuro por uma hora a
temperatura ambiente (£25°C). A absorbancia foi lida a 760nm em espectrofotdmetro
UV-1601 PC Shimadzu.
A quantificacdo de fendlicos totais foi determinada mediante a interpolacdo da curva
padrdo de acido galico, os resultados foram expressos em mdOBGE amostra

(miligramas equivalentes de acido galico por 100 gramas de amostra).
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4.3.2. Determinacdo de antocianinas totais

Para a determinag&o das antocianinas totais, foi realizada a metodologia descrita
por Lees e Francis (1972), baseada no método de pH Unico.

Para a determinacéo foi utilizada uma aliquota do extrato obtido que foi diluida
em etanol: HCI 1,5 mol L (85:15) v/v e a leitura foi feita no espectrofotdmetro UV-1601
PC Shimadzu a um comprimento de onda de 535 nm. Para a quantificacdo de antocianinas
presentes no extrato, foi determinado mediante a equacao seguinte:

A= gem*b*C (Equacéo 5)
Em que:

A - Absorbancia em 535 nm
€1m - Coeficiente de absortividade (98,2 Légt) cianidina 3-glicosidio

C - Concentracgéo (gh
b - caminho 6ptico (1 cm)

Os resultados serdo expressos em mg de cianidina-3-glucb8lgbde amostra.

4.3.3. Determinacédo da capacidade antioxidante

4.33.1. Teste de estabiliza¢do do radical ABTS (2,2’-azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-
sulfonado)

A metodologia foi feita segundo o descrito por Re et al. (1999). O radical’ ABTS
foi formado a partir da reacdo entre ABTS (7 mM) e de persulfato de potassio
(2,45mmoll?) (1:1). Esta solugdo foi incubada a temperatura ambiente (25 + 1°C) no
escuro durante 12 a 16 horas. Apés esse tempo, a solucéo foi diluida em etanol até obter
leitura da absorbancia de 0,700 (+ 0,05) no comprimento de onda de 734 nm.

Para ter a reacdo do padrao Trolox com o radical ABI@am adicionados em
seguida 0,5 mL do extrato num tubo de ensaio e 3,5 mL da solugéo do radical. ABTS
Esta solugé&o foi colocada no escuro durante 6 minutos e em seguida foi lida a absorbancia
a 734 nm em espectrofotbmetro (UV-1601 PC Shimadzu). O mesmo procedimento de
reacao foi realizado no Trolox e utilizado na amostra. Na realizacdo do ensaio com o
radical ABTS', foram realizadas diluigcGes do extrato, para obter uma curva com a relacéo

concentracdo vs absorbancia.
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A curva analitica foi feita com o Trolox em diferentes concentracdes, e a partir da
equacgao obtida pela curva padrdo com o Trolox foi obtida a capacidade redutora do
radical ABTS', pelo extrato nas diferentes concentracdes. Os resultados foram expressos

em pmoll?! equivalente de Trolox por grama de amostra (umdliolox g?).

4.4. ENSAIO ANIMAL

Foram utilizados 25 coelhos machos de raca Nova Zelandia com idade entre 80-
85 dias de vida, adquiridos no setor de Cunicultura do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal de Vicosa. Segundo as exigéncias do Comité de ética da
Universidade Federal de Vigosa (Processo 102/2013).

Os coelhos foram acondicionados em gaiolas individuais, onde permaneceram por
cinco dias em periodo de adaptacdo, mantidos em ambiente com controle de temperatura
e umidade e com ciclos de luz/escuros por um periodo de 12 horas. Foram alimentados
com 125 g diarios de racao comercial para coelhos e agua ad libitum. Depois do periodo
de adaptacado os coelhos foram divididos em cinco grupos e o experimento foi realizado

durante 60 dias.

A hipercolesterolemia foi induzida fornecendo aos coelhos diariamente durante
60 dias uma racao preparada de 125 g de racdo mais 1% de colesterol cristalino e 0,1%
de acido célico, para todos os grupos exceto do grupo 1 e 2. Aracao hipercolesterolémica
foi preparada na fabrica de racdo do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal
de Vicosa. Para isto, o colesterol (SIGMA Aldrich) foi adicionado a racdo da purina
(marca Presence) dos coelhos e posteriormente submetido ao processo de peletizacao e
secagem. Os extratos foram fornecidos aos animais pelo processo de gavagem oral. Os
animais foram submetidos a trés coletas do sangue nos dias 0, 30 e 60 dias, apos de deixar
0sS animais em jejum por 12 horas. Aos 60 dias foi feito o sacrificio (eutanasia) dos

coelhos com coleta de figado, rins, prostata, coracdo e intestino para estudos posteriores.

e Grupo 1(R). Controle negativo (CN, n=5). Foram alimentados com 120g
de racdo e agua a vontade.
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e Grupo 2 RE). (n=5). Foram alimentados com 120g de racdo, agua a
vontade e 2mL de extrato (0,88mg/2mL).

e Grupo 3. (RCA). (n=5). Foram alimentados com 120g de racédo contendo
1% de colesterol, 0,1% acido colico e agua a vontade.

e Grupo 4 (RCAEL1). (n=5). Foram alimentados com 120g de rac&o contendo
1% de colesterol, 0,1% &acido cdlico, agua a vontade e 2mL de extrato de
capim gordura (0,88mg/2mL).

e Grupo 5 (RCAE2). (n=5). Foram alimentados com 120g de rac&o contendo
1% de colesterol, 0,1% &acido cdlico, agua a vontade e 1mL de extrato de
capim gordura (0,44mg/1mL).

4.5. DETERMINACOES BIOQUIMICAS

4.5.1. Determinacdes bioquimicas

Foram determinados no plasma sanguineo dos coelhos mediante os métodos
enzimaticos colorimétrico, usando kit comercial (Bioclin, Brasil), o colesterol total, o
HDL, LDL, o triacilglicerol, a creatinina, as proteinas totais e albumina. Para isto, foram
coletados aproximadamente 3 mL de sangue em tubos heparinizadosjgeiarginal
da orelha, ap6s 12 horas de jejum. Em seguida foram centrifugados a 7100 xG por 15
minutos para separacdo do plasma. Posteriormente foram tomadas aliquotas de 1mL e
diluicdes com solucgdes salina (0,9%). Foram realizadas preparacdes dos reagentes de
acordo ao indicado por cada kit e a leitura foi realizada no analisador multiparamétrico

de bioquimica- Alizé.

4.5.2. Determinagfes das enzimas plasmaticas

As determinacdes das enzimas plasmaticas aspartato amino transferase (AST),
alanina amino transferase (ALT), a glutamiltranspeptidase (y-GT) e a enzima fosfatasse
alcalina no plasma sanguineo foram feitas pelo método cinético mediante o uso do kit
comercial (Bioclin, Brasil).

Foram coletados aproximadamente 3 mL de sangue em tubos heparinizados, pela

via marginal da orelha, apés 12 horas de jejum. A amostra foi centrifugada a 7100 xG por
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15 minutos para separacdo do plasma, apds foram tomadas aliquotas de 1mL do
sobrenadante as diluicbes foram realizadas com solu¢des salina (0,9%). A preparacao dos
reagentes foi feita de acordo ao indicado por cada kit e a leitura foi realizado no analisador

multiparamétrico de bioquimica- Alizé.

4.6. Avaliagao histologica e morfolégica do figado

4.6.1. Eutanasia
No final do experimento, foram administrados os anestésicos Xilazina (3mgkg
e Cetamina (20 mgkQ por via muscular, e se realizou a exsanguinagdo (pungéo

cardiaca).

4.6.2. Inclusdo em resina

O lobo esquerdo do figado foi dissecado e analisado histologicamente apés os 60
dias do experimento. Para isto, foi fixado em solucéo paraformaldeido durante 24 horas
e transferido para alcool ao 70%. Para a desidratacdo, os fragmentos hepaticas passar
por uma serie etanolica crescente (80%, 90%, 95% e 100%), com trocas cada 30 minutos,
realizando-se a inclusdo em glicol-metacrilato (Historesin®, Leica).

Seccdes de 3um de espessura foram obtidas utilizando micr6tomo rotativo (Leica)
e navalhas de vidro. As preparacdes foram coradas com azul de toluidina/borato de sédio
1% (m/v) e montadas com Entellan® (Merck) sendo as imagens obtidas pelo uso do
fotomicroscopio.

4.6.3. Morfometria do figado

Foi realizada a quantificacdo dos elementos constituintes do figado em cortes
histoloégicos com destaque para hepatocitos, grandes vasos, capilares sinusoides,
infiltrados leucocitarios, goticulas de gordura, células degeneradas, ndcleo e citoplasma
de hepatocitos. Apds a obtencdo do didmetro nuclear, foram calculados o volume nuclear,
volume citoplasmatico e volume total dos hepatdcitos. Para a quantificagdo se utilizou
uma grade de 494 pontos.

O diametro nuclear foi medido em 10 nucleos esféricos de hepatdcitos por corte

histologico. Foram feitas cinco repeticfes por animal para todos as analises. Para calcular
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os volumes do nucleo, citoplasma e total do hepatécito, foram utilizadas as seguintes

equacoes 6,&8:

volume nuclear = %* mr3 (Equacéo 6)

%citoplasmaxvolume nuclear

volume citoplasmatico = (Equacéo 7)

%nucleos

volume celular (hepatdcito) = volume nuclear + volume citoplasmatico (Equacéo 8)

Estas analises morfométricas foram realizadas mediante o programa Image Pro Plus 4.0

(Media Cybernects) ajustado para o aumento utilizado.

4.7. ANALISES ESTATISTICAS

Para a analises da atividade antioxidante foram realizados nos ensaios
quadruplicado de cada concentracdo para cada material. Cada réplica foi analisada
individualmente e os dados foram registrados como a média das quatro determinacgdes (n
= 4x4) DP (n = 4x4). Foram também analisadas as correlacfes entre os fendis e as
antocianinas totais com a atividade antioxidante por meio de analise multivariada de
componentes principais, com correlagdes significativas (r) para aqueles tiveram um valor
de p <0,05.

Para o0 ensaio animal, a andlise estatistica foi realizada mediante parcelas
subdivididas, onde as parcelas foram os grupos e as subdivisdes foram os tempos num
delineamento inteiramente casualizado com 5 repeticdes. Os dados foram analisados
mediante analises de variancia. A comparacao entre a média de cada tratamento com a

média do tratamento positivo e negativo foi feito pelo teste SNK, contaum 5

Na analise estatistica da morfometria do figado, também foi realizado o teste SNK,

mediante a comparacao das medias dos diferentes tratamentos.

27



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Quantificacdo de compostos fendlicos
5.1.1. Fendlicos totais

O valor dos fendis totais na inflorescéncia do capim gordura pelo método de Folin
Ciocalteu, foi de 603,5 mg AGHEO ¢! da inflorescéncia de capim gordura. Este
resultado foi superior ao reportado por REBOUCAS (2011) 519,79 mglAGH*;
além disso o valor foi maior para frutas como a pitanga (141,38 mglAGH?), a
carambola (127,26 mg AGEO0 g%), o morango (178,56 mg AGEO0 g%, a goiaba
(83,43 mg AGELO0 ¢') (BATISTON et al. 2013), a jaca (29 mg AGHO g%
(ALMEIDA et al. 2011), mas foi inferior ao de frutas como jamboldo (635,32 mg
AGE100 g% e acerola (675,73 mg AGEO0 g*) (BATISTON et al. 2013).

Se tem sabido que os fendis naturais tém beneficios na doenca cardiovascular,
doenca coronaria, diminui¢do de certos tipos de cancer (ZERN & FERNANDEZ 2005).
Com este resultado, os compostos fendlicos presentes no extrato da inflorescéncia de

capim gordura, poderiam ser considerados uma nova fonte de compostos bioativos.

5.1.2. Antocianinas

A quantificacdo de antocianinas pelo método de pH Unico, para o extrato
concentrado da inflorescéncia de capim gordura apresentou um teor de 99,40 mg de
cianidina 3-glicosidid00g* inflorescéncia de capim gordura. Este resultado é superior
ao encontrado por TEIXEIRA et al (2008) em frutas como acai (21,23 mg/100g amostra),
e morango (21,69 mg/100g amostra), sendo similar ao reportado na inflorescéncia de
capim-gordura (96,90 mg/100g amostra) mas inferior ao reportado por REBOUCAS
(2011) (163,65 mg de cianidina 3-glicostdi@0g* capim gordura). Além disso, o extrato
da inflorescéncia de capim gordura teve resultados maiores a outros frutos como
jabuticaba (58,1 m00g fruta) e jamboldo (93,3 mPOgifruta) (RUFINO et al. 2010).

As antocianinas sao conhecidas por possuir uma elevada atividade antioxidante e por ter
propriedades anticancerigenas, anti-inflamatéria, antiobesidade (GALVANO et al. 2007),
portanto, estes resultados indicam que o extrato da inflorescéncia de capim gordura

poderia ser uma nova fonte alternativa para diminuir este tipo de doencas.
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5.2. Determinacao de atividade antioxidante pelo método ABTS

A capacidade de inibir o radical ABTSlo extrato fendélico da inflorescéncia de
capim gordura foi de 3672 pMTrolog00 g' de inflorescéncia, sendo similar ao
reportado por REBOUCAS (2011). Mediante o analise de componentes principais se
encontrou uma alta correlacdo entre os fendis totais e a atividade antioxidante (p<0,05),
0 que indica que os fendis presentes na inflorescéncia do capim gordura sdo 0s
responsaveis pela capacidade antioxidante do extrato da inflorescéncia de capim gordura.
A capacidade antioxidante pelo método ABTS do extrato da inflorescéncia de capim
gordura foi superior em relacao a frutos como uva, acai, goiaba, morango, cupuacu, mas
o resultado foi inferior que na acerola (KUSKOSKI et al. 2005), acai, camu camu e murici
(RUFINO et al. 2010).

5.3. Efeito do extrato fendlico de capim gordura nos niveis do colesterol plasmatico

Os resultados mostram que o extrato fendlico de inflorescéncia de Capim gordura
favoreceu aos coelhos durante os 60 dias, aparentemente ndo apresentou efeitos toxicos,

pois nao foi observado nenhum sintoma de toxicidade durante o experimento.

Além disso, ndo se observaram diferencas entre os tratamentos na primeira coleta de
sangue em nenhum dos parametros avaliados. Depois de iniciada a alimentacdo dos
tratamentos com dieta rica em colesterol, na segunda coleta se evidenciou o aumento do

colesterol nos tratamentos que tinham adicao deste.

5.3.1.Colesterol total

O colesterol € um componente primordial nas estruturas das membranas
biol6gicas, ajuda na sintese de &cido biliar, na produgédo de hormonas esteroide e da
vitamina D; no entanto, seu aumento no plasma sanguineo do organismo pode levar a
aumentar o risco de desenvolver doengas cardiovasculares (ZOU & WEI, 2005), como é
a ateroscleroses (RAFIEIAN-KOPAEI, et al. 2011); assim € importante a procura de

fontes naturais que ajudem na reducéo do Colesterol sem ter danos adversos.
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Na tabela 1 se mostra os resultados do colesterol total do tratamento que so teve adicéo

de extrato da inflorescéncia de capim gordura (RE), onde os valores do colesterol total

foram similares ao tratamento controle (R) durante todo o experimento.

Tabela 1. Valores médios do colesterol total (mg/dL) no soro sanguineo dos coelhos

com racao normal e extrato fendlico da inflorescéncia de capim gordura

Te_mpo Tratamentos N Colesterol total Porcgntggem de
(dias) (mg/dL) variacéo (R)
0 R 5 41,78+11,15 -
RE 5 35,64+7,37 -14,69
30 R 5 37,72+14,08 }
RE 5 29,02+7,3% -23,06
60 R 5 40,06+19,91 }
RE 5 34,56+5,51 -13,73

R. Racdo; RE. Racédo + Extrato (0,88mg/2mL). n =ndimero de repetMésma letra na coluna ndo tem
diferenca ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de SNK.

Na seguinte tabela, se encontram os valores dos tratamentos que tiveram dieta
com colesterol e extrato fendlico da inflorescéncia de capim gordura. Se observa que aos
30 dias do experimento os tratamentos RCAE1 e RCAE2 apresentaram uma diminui¢cao
significativa em relacdo ao tratamento controle com colesterol, com uma porcentagem de

variacdo de 59,91% e 59,31% respetivamente.

Tabela 2. Valores médios do colesterol total (mg/dL) no soro sanguineo dos coelhos

dos tratamentos com colesterol e extrato fendlico da inflorescéncia de capim gordur

Tgmpo Grupos n Colesterol total Por_cerltagem de
(dias) (mg/dL) variacdo (RCA)
RCA S 35,38+7,96 -
0 RCAEL 5 | 49,86+22,7% 40,03
RCAE2 5 49,50+7,17 39,91
RCA 5 3214,07+£853,002 -
30 RCAEL 5 | 1288,62+287,63 59,01
RCAE?2 5 1307,70+221,46 -59,31
RCA 5 1417,76+383,552 )
60 RCAE1 5 1066,26+189,642 -24,79
RCAE?2 5 1232,28+265,412 -13,08

RCA. Racao+ Colesterol (1%) + acido cdlico (0,1); RCAE1. Racao+ ColestétpH acido célico (0,1)
+ Extrato (0,88mg/2mL); RCAE2. Racao+ Colesterol (1%) + acido colicd {OEktrato (0,44mg/2mL).

n =namero de repeticeBlesma letra na coluna nao tem diferenga ao nivel de 5% de probabilidade pelo
Teste SNK.
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Aos 60 dias do experimento se observa que o colesterol total do RCAE1 e RCAE2
apresentaram valores em menor proporcao respeito ao RCA, com uma porcentagem de
variacao de 24,79 e 13,08% respetivamente. Além disso, se observou que o RCA baixou
em quase um 50% em relacdo aos 30 dias, possivelmente a adaptacdo do metabolismo
dos coelhos e também a que os coelhos desse tratamento diminuiram sua alimentacao.

Resultados similares foram reportados por autores como GHUF&AR
MUSHTAQ (2014), LAKSHMI et al., (2011), DJERROUA et al., (2011) e PARK et al.,
(2014).

5.3.2. Colesterol LDL e HDL

Na tabela 3, se observam os valores das medias do colesterol LDL e HDL
plasmaticos, nas trés coletas de sangue dos coelhos dos tratamentos R e RE. Durante todo
0 experimento, os valores entre estes dois tratamentos foram similares, o que indica que
o extrato da inflorescéncia de capim gordura ajuda a manter os niveis de colesterol LDL
e HDL.

Tabela 3. Valores médios dos parametros de colesterol LDL e HDL (mg/dL) no soro
sanguineo dos coelhos com racdo normal e extrato fendlico da inflorescéncia de
capim gordura

Tempo Grupos | n Colesterol LDL | Porcentagem de Co|I_|eDs|t_eroI Porcentagem de
(dias) (mg/dL) variacao (mg/dL) variacao
0 R 5 11,56+2,0% - 15,44+3,922 -
RE 5 35,64+7,372 208,30 12,93+2,562 -16,25
30 R 5 11,94+4,112 - 14,67+4,0a -
RE 5 10,70+3,922 -10,38 10,91+3,102 -25,63
60 R 5 3,51+2,512 - 25,94+12,813 -
RE 5 2,18+2,522 -37,90 24,78+3,742 -4,47

T1. Racgdo (R); T2. Racao + Extrato (0,88mg/2mL) (RE). n =nucherepeticdesMesma letra na coluna
nao tem diferenca ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de SNK.

Os resultados do colesterol LDL e HDL, para os tratamentos RCA, RCAEL1L e
RCAE2, sdo mostrados na tabela 4. Destaca-se que os tratamentos RCAEL1 e RCAE2,
apresentaram uma reducdo do LDL com uma porcentagem de variagdo significativa
respeito ao tratamento controle com colesterol, com 60,62 e 59,78% respetivamente.
Embora na terceira coleta os valores do colesterol LDL foram similares para os trés

tratamentos.
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O LDL é o responsavel do deposito do colesterol nas paredes das artérias,
reduzindo o fluxo sanguineo, a parte de ser um risco para as doengas coronarias (ZOU &
WEI, 2005; KLASSA, B. et al. 2013). Sua diminuicdo neste estudo, pode ser porque 0s
compostos fendlicos presentes no extrato fendlico da inflorescéncia de capim gordura
aumentaram a acao dos receptores LDL que resulta na degradacédo do colesterol LDL
(LIMA et al. 2010) ou também devido a funcao dos flavonoides respeito a diminaicao n
secrecdo da apoproteina B levando a uma reducdo da atividade da enzima acil-COA
(OLIVEIRA et al 2002; LIMA et al, 2010).

Tabela 4. Valores médios dos parametros de colesterol LDL e HDL (mg/dL) no soro
sanguineo dos coelhos dos tratamentos com colesterol e extrato fendlico da

inflorescéncia de capim gordura

Tempo Grunos | n Colesterol LDL | Porcentagem de Coll_|el§|t_erol Porcentagem de
(dias) P (mg/dL) variacao (mg/dL) variacao
RCA 5 8,90+5,932 - 17,86+3,902 -
0 RCAEL | 5 3,68+3,272 -58.65 17,46+4,092 224
RCA 5 | 3111,53+823,679 - 56,64+0 4 -
30 RCAEL | 5 1225,36+259,95 -60,62 22,00+3,7% -57.19
b
RCA 5 | 1417,76+£3835 - 3459+9,95 -
60
RCAE1 | 5| 1066,26+189,643 2479 41,73+9,82 16,56
RCAE2 | 5| 1232,2&265,412 -13,08 37586322 6.87

RCA. Racao+ Colesterol (1%) + acido colico (0,1); RCAEL. Racao+ ColestétpH{ &cido colico (0,1)

+ Extrato (0,88mg/2mL); RCAE2. Ragdo+ Colesterol (1%) + &cido colicy tOFktrato (0,44mg/2mL).

n =namero de repeticdellesma letra na coluna ndo tem diferenca ao nivel de 10% de probabilidade pelo
Teste de Tukey. As médias com asterisco sdo diferentes do controle ao nivid pieoh@bilidade pelo

teste de Dunnett.

Aos 30 dias se observou um aumento do colesterol HDL nos trés tratamentos, no
entanto o teor em RCAE1l e RCAE2 foi menor ao encontrado no RCA. Embora o
aumento do colesterol HDL nao foi significativo, respeito ao tratamento com colesterol,
se observou na tabela 2 a capacidade do extrato fendlico da inflorescéncia de capim

gordura na reducdao total do colesterol.
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Estes resultados foram similares ao reportado por Lima et al. (2010), onde a
guercetina, a crisina e a rutina apresentaram diminuicdo do HDL, embora tiveram uma

boa reducéo do colesterol total.

Os valores médios encontrados do HDL, sdo similares ao reportado pelo Plate, e
Aréas (2002), avaliaram o efeito do amaranto em coelhos hipercolesterolémicos, durante
21 dias e determinaram que o extrato de amaranto extrusado ajudou a diminuicdo do
colesterol total, o LDL, triglicerideos, VLDL em um 43,7%, do LDL e um aumento do
HDL em 17%. O aumento moderado do HDL nosso estudo pode estar relacamado,
aumento moderado dos triacilglicerdis existindo uma correlagdo entre o aumento dos
reportado (SCHIAVO,

triacilglicerdis e a diminuicio do HDL, similar ao

LUNARDELLI, & OLIVEIRA 2003).

5.3.3. Colesterol VLDL e Triacilglicerois

Na tabela 5, se observam os valores médios do colesterol VLDL e triacilglicerois
para os grupos R e RE. Os resultados do VLDL foram proporcionais aos resultados
encontrados nos triacilglicer6iSe mostra que o RE apresentou menor propor¢ao de

variacdo de 33,33 e 28,37% nos 30 e 60 dias em relacdo ao R.

Tabela 5. Valores médios dos parametros de colesterol VLDL e triacilglicerois
(mg/dL) no soro sanguineo dos coelhos com racdo normal e extrato fendlico da

inflorescéncia de capim gordura

Tempo Grunos | n Colesterol Porcentagem | Triacilglicerois Porcentagem
(dias) P VLDL (mg/dL) de variagéo (mg/dL) de variacdo
R 5 20 50+14.912 ) 147,48+74,532 )
o 7 - L
RE 5 15,32+9,902 -48,06 76,44+49,472 48,17
R 5 11,13+9,032 ) 55,56+45,072 )
30
RE 5 7,4211,916‘ -33,33 37,08+9,622 -33,26
R 5 10,61+5,012 ) 53,06+25,062 ;
60
RE |5]| 7,60+1542 -28,37 38,007,687 -28,38

T1. Racéo (R); T2. Racao + Extrato (0,88mg/2mL) (RE). n =nucherepeticdesMesma letra na coluna
nao tem diferenca ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de SNK.

O aumento do VLDL, é dependente do aumento dos triacilgliceréis disponiveis

no figado. Na tabela 6 se pode observar que a diminuicdo do VLDL foi similar a
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diminuicao dos triacilglicerdéis para os tratamentos que tiveram adicéo de extrato fenolico
da inflorescéncia de Capim gordura em maior concentracdo (RCAE1) aos 60 dias do
experimento, embora estes resultados foram similares ao grupo RCAE; portanto se pode
dizer que o extrato fendlico da inflorescéncia de Capim gordura nao influenciou os

resultados do colesterol VLDL e dos triacilglicerois.

Tabela 6. Valores médios dos parametros de colesterol VLDL e triacilglicerois
(mg/dL) no soro sanguineo dos coelhos dos tratamentos com colesterol e extrato
fendlico da inflorescéncia de capim gordura

Tempo Grunos | n C(\jllfétfml Porcentagem de| Triacilglicer6is | Porcentagem de
(dias) P (mg/dL) variacao (mg/dL) variacao
RCA 5 8,82+4,022 - 44,04+20,212 -
0 RCAE1 | 5| 33:6%26,23 280,95 168,12+131,152 281.74
RCAE2 | 5| 20.22+8,65 129.25 101,16+43,262 129.70
RCA 5 | 45,30+2801% - 226,4%140,0” -
30 RCAEL | 5 41,26+32,46 -8.92 206,28+162,032 -8.92
RCA 5 | 35,15+28,22% - 175,74+141,122 -
60
RCAE2 | 5 39,95+36,40a 13,65 197,76+181,402 12,53

RCA. Racao+ Colesterol (1%) + acido colico (0,1); RCAEL. Racao+ Colegtétph acido colico (0,1)

+ Extrato (0,88mg/2mL); RCAE2. Racdo+ Colesterol (1%) + acido colicd {OEktrato (0,44mg/2mL).

n =namero de repeticeBlesma letra na coluna ndo tem diferenca ao nivel de 5% de probabilidade pelo
Teste de SNK.

De forma geral, se pode dizer, que o efeito hipocolesterolémico apresentado pelo
extrato fendlico da inflorescéncia de capim gordura nos coelhos avaliados, foi devido a
seu mecanismo de acdo. Segundo o ZERN & FERNANDEZ (2005), consiste na reducéo
da atividade da ACAT, que inibe a esterificacdo do colesterol e do MTP, levando a
degradacéo da apoproteina B, principal componente do colesterol LDL, além de ter uma
reducao na sinteses e secrecao do VLDL. Essas alteracdes, ativam a LPL encarregada da
diminuicdo das concentracdes de triacilglicerois, quilomicrons e VLDL no plasma.

Além disso, a diminuicdo obtida do colesterol total e LDL, se viu influenciado,
pelo aumento dos receptores do LDL, que atuaram como antioxidantes do LDL e

consequentemente uma diminuicdo do colesterol intracelular.

34



Devido a estas acfes, o extrato fendlico da inflorescéncia de capim gordura,
alcancou em trinta dias uma diminuicdo de colesterol total de 60% comparado com o
grupo RCA. Além, estes resultados, sdo similares ao reportado com o uso da estatina,
medicamento atualmente utilizado para a diminui¢do do colesterol total, embora tem se
descoberto que o uso excessivo deste medicamente leva a ter danos no organismo
(CARRASCOSA et al., 2004).

5.4. Efeito do extrato fendlico de capim gordura nas proteinas plasmaticas

5.4.1. Proteinas totais
As proteinas totais constituem 7- 7.5 g/dL no plasma do ser humano, sdo uma
mistura de proteinas simples, conjugadas, como glicoproteinas e lipoproteina,

principalmente sao sintetizadas no figado (MURRAY et al. 2012).

Nas tabelas 7 e 8 se observam que em relacdo com este parametro ndo houve
diferenca estatisticamente significativa pelo teste SNK, ao nivel de 5% de probabilidade.
O que indica que o extrato fendlico da inflorescéncia de capim gordura nao teve efeito
em relacao ao teor das proteinas totais. No entanto, os valores obtidos de proteinas totais
nos grupos avaliados se encontram dentro dos valores normais de proteinas plasméticas
no ser humano, segundo o reportado por MURRAY et al. (2012) e em coelhos que é de
54a75 g/L (VARGA 2013.

Tabela 7. Valores médios das proteinas totais (g/L) no soro sanguineo dos coelhos
com racdo normal e extrato fendlico da inflorescéncia de capim gordura

Tempo . : Porcentagem de
ias variacéo
di Tratamentos n | Proteinas totais (g/L) c30 (R
0 R 5 68,394,542 -
RE 5 66,307,662 -3,06
30 R 5 67,505,702 -
RE 5 63,68+1,762 -5,66
R 5 56,56+16,882 -
60
RE 5 72,00+3,78 27.30

R. Racdo; RE. Ragédo + Extrato (0,88mg/2mL). n =nimero de repetiésma letra na coluna ndo tem
diferenca ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de SNK.
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Tabela 8. Valores médios dos parametros das proteinas totais (g/L) no soro
sanguineo dos coelhos dos tratamentos com colesterol e extrato fendlico da
inflorescéncia de capim gordura

Tempo Grupos n Proteinas totais Porcentagem de
(dias) P (g/L) variagio (RCA)
RCA 5 68,70+3,89° ]
0 RCAE1 5 69,06+5,93° 0.52
RCAE2 5 69,84+5,217 1,70
RCA s 84,06+8,223 }
30 RCAE1 5 93,24425,112 10,92
RCA s 86,70+6,49° }
60 RCAE1 5 81,0046,64 -6,60
RCAE2 5 79,8016,24% -7,96

RCA. Racao+ Colesterol (1%) + acido colico (0,1); RCAEL. Racado+ ColestétpH{ &cido colico (0,1)

+ Extrato (0,88mg/2mL); RCAE2. Racgao+ Colesterol (1%) + &cido cdlicy {OEktrato (0,44mg/2mL).

n =namero de repeticeBlesma letra na coluna ndo tem diferenca ao nivel de 5% de probabilidade pelo
Teste de SNK.

5.4.2. Creatinina

A creatinina € um composto nitrogenado, encontrado no sangue e na urina, €
considerada como um indicador da funcéo renal, junto com a ureia sdo excretadas na urina
(MIZOI, et al. 2008). O aumento da creatinina pode indicar dano renal e pode se indicador
de uma doenca cardiovascular ja que estao relacionados (CARDA BARRIO, et al. 2007).

Na tabela 9, se mostra os valores médios da creatinina para o grupo com dieta
normal (R) e o grupo com dieta normal, mais adi¢cdo de extrato fendlico de inflorescéncia

de capim gordura (RE), sem encontrar se uma diferenca estatisticamente significativa.

36



Tabela 9. Valores médios da Creatinina (mg/dL) no soro sanguineo dos coelhos com

racado normal e extrato fendlico da inflorescéncia de capim gordura

Tempo Creatinina Porcentagem de
(dias) Tratamentos n (ma/dL) variacio (R)
0 R S 1,18+0,142 -
RE 5 1,211'0,133‘ 2,54
R 5 1,02+0,062 ;
30 .
RE 5 0,99+0,05 294
R 5 1,27+0,243 i
60 .
RE 5 1,23+0,02 315

R. Racéo; RE. Ragdo + Extrato (0,88mg/2mL). n =nimero de repetMésma letra na coluna ndo tem
diferenca ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de SNK.

Os valores médios da creatinina para 0s grupos que tiveram uma dieta com
colesterol e acido cdlico, sado observados na tabela 10. O grupo que teve adicdo de extrato
fendlico de inflorescéncia de capim gordura mais concentrado (RCAEL), foi menor em
uma porcentagem de 66,67% em relacdo ao grupo RCA aos 30 dias do experimento e
uma porcentagem menor de 10 e 12,33% aos 30 e 60 dias respetivamente em relagdo ao
RCA.

Tabela 10. Valores médios dos parametros da Creatinina (mg/dL) no soro

sanguineo dos coelhos dos tratamentos com colesterol e extrato fendlico da
inflorescéncia de capim gordura

Tgmpo Grupos n Creatinina Por_cerltagem de
(dias) (mg/dL) variacdo (RCA)
RCA 1,13+0,082 -
0 RCAE1 5 1,22+0,09% 7,96
RCAE2 5 1,16£0,20° 2,65
RCA 5 0,60+0,382 -
30 RCAEL1 5 0,20+0,39° -66,67
RCAE2 5 0,54£0,50% -10,00
RCA 5 1,460,282 -
60 RCAE1 5 1,46:0,212 0,00
RCAE?2 5 1,280,222 112,33

RCA. Racao+ Colesterol (1%) + acido colico (0,1); RCAEL. Racao+ ColestétpH{ acido colico (0,1)

+ Extrato (0,88mg/2mL); RCAE2. Racgao+ Colesterol (1%) + acido colicd {0Fktrato (0,44mg/2mL).

n =nimero de repeticdeblesma letra na coluna ndo tem diferen¢a ao nivel de 5% de probabilidade pelo
Teste de SNK.
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5.4.3. Albumina

A albumina é a principal proteina plasmatica no ser humano (3,4 a 4,7 g/dL), é
sintetizada no figado como uma preproteina. A diminuicdo das sinteses da albumina,
principalmente no figado, é devido a aparicdo de doencas hepaticas, produzindo uma

baixa proporcéo entre albumina e globulina (MURRAY et al. 2012).

Nas tabelas 11 e 12, se observa os valores médios da concentracdo plasmatica de
albumina. Aos 60 dias do experimento, o grupo RE, teve uma maior concentracao de
albumina em relacdo ao grupo R (P<0,05). Para os grupos RCAE1 e RCAE2, se observa
que no final do experimento, seus valores foram menores em 2,14% e 4,60%,

respetivamente, em relagao ao grupo RCA.

Os niveis da albumina obtido neste estudo foram maiores ao reportado pelo
reportado por RIBEIRO et al. (2006), no entanto, nossos resultados foram similares ao
tratamento controle (R), o que indica que o extrato fendlico da inflorescéncia de capim
gordura ndo ocasionou alteracfes significativas nos valores da albumina dos coelhos

avaliados.

Tabela 11. Valores médios da albumina (g/dL) no soro sanguineo dos coelhos com
racdo normal e extrato fendlico da inflorescéncia de capim gordura

Igirgg)o Tratamentos n Albumina (g/dL) P(\)/;cr?;égge(g)de
0 R 5 5,54+0,332 -
RE 5 4,88+0,862 -11,91
30 R 5 5,55+0,382 -
RE 5 5,38+0,162 -3,06
60 R 5 5,25+0,352 -
RE 5 5,65+0,16 7,62

R. Racdo; RE. Racgéo + Extrato (0,88mg/2mL). n =nimero de repetésma letra na coluna ndo tem

diferenca ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de SNK.
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Tabela 12. Valores médios dos parametros da Albumina (g/dL) no soro sanguineo
dos coelhos dos tratamentos com colesterol e extrato fendélico da inflorescéncia de
capim gordura

Tempo Grupos n Albumina Porcentagem de
(dias) P (gldL) variagio (RCA)
RCA 5 5,090,523 i
0 RCAEL1 5 5,52%0,30% 8,45
RCAE2 5 5,430,317 6,68
RCA c 6,05:0,23° i
30 RCAEL 5 6,20+0,25% 2,48
RCAE2 5 5,84+0,56% 3,47
RCA c 6,080,417 i
o0 RCAEL 5 5,95:0,35% 2,14
RCAE2 5 5,800,287 4,60

RCA. Racao+ Colesterol (1%) + &cido colico (0,1); RCAEL. Racédo+ Cole&tétp+ 4cido cdlico (0,1)
+ Extrato (0,88mg/2mL); RCAE2. Racao+ Colesterol (1%) + acido colicd {OEktrato (0,44mg/2mL).

n =namero de repeticeBlesma letra na coluna ndo tem diferenca ao nivel de 5% de probabilidade pelo
Teste de SNK.

5.5. Efeito do extrato fenélico de capim gordura na Glicose

A média da glicose dos tratamentos avaliados € mostrada nas Tabelas 13 e 14.
Observa se que durante o experimento ndo se encontraram diferengas significativas entre
os grupos (P>0,05).

Os valores normais da glicose nos coelhos sédo de 75,6-144 g/dL (VARGA 2014),
portanto, os valores obtidos foram maiores nos grupos, possivelmente o aumento dos

niveis da glicose nos coelhos, deve-se ao estresse apresentado na hora da coleta de sangue.
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Tabela 13. Valores médios da Glicose (mg/dL) no soro sanguineo dos coelhos com

racado normal e extrato fendlico da inflorescéncia de capim gordura

Tempo . Porcentagem de
(dias) Tratamentos n Glicose (mg/dL) variacio (R)
R 5 163,80+10,852 -
0
RE 5 174,86+20,752 6,75
R 5 162,36+11,772 -
30 -
RE 5 155,10+4,28 447
R 5 154,14+23,782 -
60
RE 5 164,68+23,452 6.84

R. Racéo; RE. Ragdo + Extrato (0,88mg/2mL). n =nimero de repetMésma letra na coluna ndo tem

diferenca ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de SNK

Tabela 14. Valores médios dos parametros da Glicose (mg/dL) no soro sanguineo
dos coelhos dos tratamentos com colesterol e extrato fendlico da inflorescéncia de

capim gordura

Tempo Grunos n Glicose Porcentagem de
(dias) P (mg/dL) variagio (RCA)
RCA 5 174,06+34,172 i
0 RCAEL 5 163,16+9,472 6.26
RCAE?2 5 164,80+3,482 532
RCA 5 128,19+21,802 -
RCAE2 5 | 14452%12,70% 12,74
RCA 5 157,14+24,272 }
60 RCAEL 5 157,74+8,562 0,38
RCAE2 5 | 19882£7,95° 1,07

RCA. Racao+ Colesterol (1%) + acido colico (0,1); RCAEL. Racao+ Colestétph{ &cido colico (0,1)

+ Extrato (0,88mg/2mL); RCAE2. Racao+ Colesterol (1%) + acido colicp {OEktrato (0,44mg/2mL).

n =nimero de repeticdeblesma letra na coluna nédo tem diferen¢a ao nivel de 5% de probabilidade pelo
Teste de SNK.
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5.6. EFEITO DO EXTRATO DE CAPIM GORDURA NAS ENZIMAS
HEPATICAS

5.6.1. Aminotranferases Alanina trasnferase (ALT) e Aspartato aminotransferase
(AST)

As aminotransferases a alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) sédo encontradas no figado, musculos e cérebro, encarregadas de
catalisar a transferéncia de uma amina para um cetoacido, principalmente op

cetoglutarato e sdo encarregadas de indicar lesdes celulares hepaticas (&L\2808;
RIBEIRO et al. 2006

Nas tabelas 15 e 16, se pode observar os valores obtidos na enzima AST. A partir
da segunda avaliacdo da enzima AST, ficaram dentro do rango permitido (10-98 U/L)
segundo o descrito por VARGA (2014) e foram similares ao reportado por RIBEIRO et
al. (2006) e LIMA (2000).

Segundo o LIMA (2000), citado por RIBEIRO et al. (2006), alguns flavonoides
nao alteram significativamente a atividade da AST em coelhos machos albinos da raca

Nova Zelandia.

Tabela 15. Valores médios dos parametros de Aspartato aminotransferagAST)
(U/L) no soro sanguineo dos coelhos com racdo normal e extrato fendlico da
inflorescéncia de capim gordura

Tempo Tratamentos n AST (U/L) Porcgntggem de
(dias) variacédo (R)
R 5 54,60+25,352 -
0
RE 5 82,40+38,812 50,92
R 5 54,004£28,012 -
30 -
RE 5 61,80+26,31 14.4
R 5 59,60+47,962 -
60 =

R. Racdo; RE. Ragdo + Extrato (0,88mg/2mL). n =nimero de repetldésma letra na coluna ndo tem
diferenca ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de SNK.
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Tabela 16. Valores médios dos parametros de Aspartato aminotransferasa (AST)
(U/L) no soro sanguineo dos coelhos dos tratamentos
fendlico da inflorescéncia de capim gordura

com colesterol e extrato

Tempo Porcentagem de
(dias) erupos " AST (UIL) variacdo (RCA)
RCA 5 81,60+79,562 _
0 RCAE1 5 135,60£79,902 66.18
RCAE2 5 148,00+93,782 81,37
RCA 5 33,60+19,602 -
30 RCAE1 5 12,00+16,02° 64.20
RCAE2 5 97,20£155,332 189,29
RCA 5 57,00+9,952 -
60 RCAE1 5 54,60+31,642 421
RCAE2 5 37,80+9,392 33.68

RCA. Racao+ Colesterol (1%) + acido colico (0,1); RCAEL. Racado+ ColestétpH{ &cido colico (0,1)
+ Extrato (0,88mg/2mL); RCAE2. Racao+ Colesterol (1%) + acido colicd {OEktrato (0,44mg/2mL).

n =namero de repeticeBlesma letra na coluna ndo tem diferenca ao nivel de 5% de probabilidade pelo
Teste de SNK.

A alanina aminotransferase (ALT), é utilizada como indicador de dano hepético,
e seu grau de aumento, esta correlaciona com a gravidade da doenca hepatica ou doencas

no cérebro ou musculo. (RIBEIRO et al., 2006; VARGA 2014).

Os valores médios da enzima ALT, sdo mostrados nas tabelas 17 e 18. Para o
grupo RE, os valores foram normais durante todo o experimento, o que indica que o

extrato fendlico da inflorescéncia de capim gordura em organismos sadios ndo apresentou

alteracbes nesta enzima.
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Tabela 17.Valores médios dos parametros de Alanina aminotransferase (ALT)
(U/L) no soro sanguineo dos coelhos com racdo normal e extrato fendlico da
inflorescéncia de capim gordura

Te_mpo Tratamentos n ALT (U/L) Porcgntzilgem de
(dias) variacdo (R)
R 5 91,20+36,782 -
0
RE 5 123,20£73,272 3508
R 5 73,80+22,452 -
30 )
RE 5 92,20+44,16 2493
R 5 82,80+46,202 -
60 -
RE 5 95,80+25,59 15,70

R. Racéo; RE. Ragdo + Extrato (0,88mg/2mL). n =niimero de repeti@sma letra na coluna ndo tem
diferenca ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de SNK.

Tabela 18.Valores médios dos parametros de Alanina aminotransferasa (ALT)
(U/L) no soro sanguineo dos coelhos dos tratamentos com colesterol e extrato
fendlico da inflorescéncia de capim gordura

Tempo Porcentagem de

(dias) Grupos n ALT (UIL) variacdo (RCA)
RCA 5 96,80+37,692 -
RCAE2 5 164,2033,7° 69,63
RCA 5 57,00+21,842 -
30 RCAE1 5 45,00£14,232 -21.05
RCA 5 63,60+20,172 -
60 RCAE1 5 63,60+26,102 0,00

RCA. Racao+ Colesterol (1%) + acido colico (0,1); RCAEL. Racao+ ColestétpH{ acido colico (0,1)

+ Extrato (0,88mg/2mL); RCAE2. Ragéo+ Colesterol (1%) + &cido colid) f0Extrato (0,44mg/2mL).

n =namero de repeticeBlesma letra na coluna nao tem diferenca ao nivel de 5% de probabilidade pelo
Teste de SNK.

Na tabela 18, se observa que aos 30 dias do experimento o grupo RCAE2, foi maior o
valor da enzima ALT, em uma porcentagem de 82,1%, o que poderia indicar que a baixa

concentracdo do extrato fendlico da inflorescéncia de capim gordura ndo estava
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apresentando um efeito protetor no tecido hepatico. Embora, os valores da enzima ficaram

nos rangos normais segundo o descrito por VARGAS (2014).

O aumento dos niveis da ALT, € um indicador especifico de uma doenca hepatica
(OCKNER, 1993, citado por RIBEIRO et al., 2006), isto indica que o extrato fendlico da
inflorescéncia de capim gordura teve um efeito hepatoprotetor.

5.6.2. Gama glutamil tranferase (y-GT)

A enzima y-GT, encontra-se no tecido hepatico e renal. E utilizado como um
indicador de doenca hepatobiliar, associada com danos no figado a longo prazo. Embora
ay-GT, é encontrado também em altas concentra¢gdes na tubular renal (VARGAS 2014).

Na tabela 19, observa se os valores médios da enzima y-GT, dos grupos R e RE.
Os valores do grupo RE, foram normais durante todo o experimento, indicando que o
extrato fendlico da inflorescéncia de capim gordura ndo alterou essa enzima, nem teve

um efeito toxico no organismo.

Tabela 19. Valores médios dos parimetros de Gamma (y-GT) (U/L) no soro
sanguineo dos coelhos com ragdo normal e extrato fendlico da inflorescéncia de
capim gordura

Tempo . Porcentagem de
(dias) Tratamentos n v-GT (U/L) variacio (R)
R 5 11,20+3,632 -
0
RE 5 12,205,502 8,92
R 5 12,60+1,522 -
30 -
RE 5 10,40i3,85 -17,46
R 5 8,80+2,772 -
60 -
RE 5 10,60+3,05 20,45

R. Racéo; RE. Racgéo + Extrato (0,88mg/2mL). n =nimero de repetidésma letra na coluna ndo tem
diferenca ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de SNK.

Os grupos que tiveram uma dieta rica em colesterol, apresentaram valores altos da
enzima (Tabela 20), provavelmente pode estar associado a uma doenca hepatobiliar,
como a colestase intra ou extra-hepatica ou pode estar relacionado a uma doenca renal
(ALVES et al. 2003; MOTTA 2003; RIBEIRO et al. 2006EMANUELLI et al., 2008)
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Porém, o extrato fendlico da inflorescéncia de capim gordura ndo teve efeito na protecao

desses tecidos.

Tabela 20. Valores médios dos parametros de Gamma (y-GT) (U/L) no soro
sanguineo dos coelhos dos tratamentos com colesterol e extrato fendlico da
inflorescéncia de capim gordura

Tempo ) Porcentagem de
(dias) Grupos n v-GT (UL) variacio (RCA)
RCA 5 10,60+3,292 .
0 RCAE1 5 11,20+2,682 5,66
RCAE2 5 12,20+3,032 15,09
RCA 5 415,63+137,15% -
30 RCAE1 5 | 399,12+281 5% 3.07
RCAE2 5 | 69,00£120,07 83,40
RCA 5 301,92+216,742 .
60 RCAE1 5 427,60+206,102 41,63
RCAE2 5 148,20+67,60 5091

RCA. Racao+ Colesterol (1%) + acido colico (0,1); RCAE1. Racdo+ ColegtétdH 4cido célico (0,1)

+ Extrato (0,88mg/2mL); RCAE2. Racdo+ Colesterol (1%) + acido colicd {OEktrato (0,44mg/2mL).

n =namero de repeticeBlesma letra na coluna ndo tem diferenca ao nivel de 5% de probabilidade pelo
Teste de SNK.

5.6.3. Fosfatase alcalina

A fosfatase alcalina estd amplamente distribuida no corpo, encontrando-se
principalmente no osso, figado e na parede intestinal. Na tabela 21, estdo os valores
médios, para o grupo que teve uma dieta normal e um grupo que teve adicdo de extrato
fendlico da inflorescéncia de capim gordura. Nao se evidenciaram diferencias
significativas entre os grupos, além disso, segundo o reportado por MURRAY et al.
(2012), os valores encontrassem dentro do permitido entre 33-96 U/L, indicando que o
extrato fenolico da inflorescéncia de capim gordura, manteve 0s niveis normais da

enzima, sem evidenciar um efeito toxico nos tecidos hepaticos.
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Tabela 21.Valores médios dos parametros de fosfatasse alcalina (U/L) no soro

sanguineo dos coelhos com racdo normal e extrato fendlico da inflorescéncia de

capim gordura

Tempo Fosfatasse Porcentagem de
(dias) Tratamentos " | alcalina(UiL) variacio (R)
R 5 92,60+£23,962 -
0
RE 5 83,00127,54a _10’37
R 5 74,60+20,772 -
30 -
RE 5 64,80+10,40 -13,14
R 5 43,4046,952 -
60 -
RE 5 47,40+10,45 9,22

R. Racdo; RE. Racédo + Extrato (0,88mg/2mL). n =nimero de repetidésma letra na coluna ndo tem
diferenca ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de SNK.

Tabela 22.Valores médios dos parametros de fosfatasse alcalina (U/L) no soro
sanguineo dos coelhos dos tratamentos com colesterol e extrato fendlico da
inflorescéncia de capim gordura

Tempo Grunos n Fosfatasse Porcentagem de
(dias) b alcalina(U/L) variacdo (RCA)
RCA 5 68,60+14,212 ;
0 RCAEL s 101,00+25,842 4723
RCAE2 5 88,00+27,922 28,28
RCA c 46,20+24,792 )
30 RCAE1 5 72,60+28,57 57,14
RCAE2 5 66,00+19,09 42,86
RCA s 37,20+6,572 ]
60 RCAE1 5 70,80+36,78 90,32
RCAE2 5 72,60£19,26 95,16

RCA. Racao+ Colesterol (1%) + acido colico (0,1); RCAE1. Racdo+ Colestésph{Acido colico (0,1)

+ Extrato (0,88mg/2mL); RCAE2. Racao+ Colesterol (1%) + acido célicd {OFktrato (0,44mg/2mL).

n =nimero de repeticdeblesma letra na coluna ndo tem diferenca ao nivel de 5% de probabilidade pelo
Teste de SNK.

Na tabela 22, sdo mostrados os valores médios da fosfatase alcalina, para os
grupos que tiveram uma dieta rica em colesterol (1%), acido cdlico, e extrato fendlico da
inflorescéncia de capim gordura. Durante todo o experimento os niveis da fosfatasse

alcalina estiveram dentro do rango normal.
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Na terceira coleta de sangue, se observa que os grupos RCAE1l e RCAEZ2,
aumentaram significativamente em um 90,32% e 95,16% respetivamente, em relacdo ao
grupo que soO teve uma dieta rica em colesterol (1%) e &cido célico (P< 0,05). Este
aumento embora foi alto, encontra-se dentro do teor normal, porém, pode influenciar no
aumento da atividade osteoblastica que leva a formacdo Ossea (GALI 2001;
EMANUELLI, et al., 2008)

5.7. AVALIACAO MORFOLOGICA DO FIiGADO NOS DIFERENTES
TRATAMENTOS

Na figura 14, se apresenta a estrutura do figado nos diferentes grupos avaliados.
Pode se observar que na figura 14.1, a estrutura dos hepatécitos nao sofreu alteragéo no
grupo controle (R), ao igual que se observa na figura 14.11, o grupo que teve ragédo normal
e adicdo de extrato da inflorescéncia do capim gordura (88 mg/mL), indicando que em
condicBes normais o extrato ndo apresentou alteracéo toxica no tecido hepatico, exibindo
por tanto uma estrutura similar ao reportado por CHAGAS (2002), TEIXEIRA Y2011

No grupo que teve uma dieta com colesterol (1%) e acido célico (RCA), a figura
14.111, mostra uma grande quantidade de goticulas de gordura e a degeneracgao na estrutura
de hepatdcitos, que pode levar a esteatose, caracterizada pelo acumulo de gordura no
parénquima hepatico (KARNIKOWSKI et al., 2007).

Para os grupos que tiveram colesterol (1%), acido célico na racdo e adicdo de
extrato fenolico da inflorescéncia do capim gordura RCAEL (88 mg/mL) e RCAE2 (44
mg/mL), se observa acumulos de gordura, em menor proporcdo do que o grupo RCA
(Figura 14.1V, 14.V), portanto, pode indicar que o extrato da inflorescéncia do capim
gordura, ajudou na protecao do tecido hepatico no aumento do colesterol.
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Figura 14. Estrutura do figado. A. Grupo R. B. Grupo RE. C. Grupo RCA. D. Grupo RCAEL. E.
Grupo RCAE2. a. hepatdcito; b. célula de Kupffer; c. célula endotelial; d. sinusogt#jcula
de gordura; f. veia porta.

Os resultados da morfometria no figado dos coelhos para os diferentes grupos, sao
mostrados na tabela 23. Nao se encontraram diferencas significativas entre o volume do
nucleo entre os grupos avaliados. Mas se observou também, que o volume citoplasmatico
e volume do hepatdcito do grupo RCA, foi maior em comparagcao com 0S outros grupos
avaliados.
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Essas alteracdes no tamanho dos hepatdcitos sdo devido ao aumento da atividade
metabdlica de origem patoldgico segundo o reportado por BRAUNBECK et al. (1990).

Se observa que os grupos RCAE1l e RCAE2, apresentaram valores similares nestes
parametros aos valores do grupo R, confirmando que a adicdo de extrato fendlico da
inflorescéncia de capim gordura nesses grupos, ajudou a ter um efeito protetor no tecido

hepatico.

Tabela 23. Valores médios da morfometriado hepatécito no figado dos coelhos

Volume Volume Volume
Grupos Dieta nacleo citoplasma hepatdcito
(pm3) (um3) (um3)
1 Racio (R) 1580,47 21752.60 23333,08
2 R+ Ex”at?R(g)’%mg/ 2mb)| 133235 1977429 21106,63
3 | R+ CO'eSt?é‘gA; acido colic{ 1569 gg 36512.97 38082,95
4 o Sgﬁg/;nfi‘)”(aé% ap | 112160 18790.98 1991258
5 o 43%/;”%”(&%% ) | 134430 23896,77 2524107

Mesma letra na coluna ndo tem diferenca ao nivel de 5% de probabilidade pelo Bé#te de
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6. CONCLUSOES

+ Os compostos fendlicos presentes na inflorescéncia de capim gordura,
apresentaram uma reduc¢ao do colesterol total de 59% e 60% na diminuicdo do
colesterol LDL, aos 30 dias de experimento. Por tanto, o capim gordura,
considerada uma espécie invasora, agora pode ser considerada uma nova fonte

natural de compostos fendlicos que poderia ter aplicagédo industrial e clinica.

« O extrato fendlico da inflorescéncia de capim gordura em organismos sadios, ndo
apresentou alteracbes na estrutura hepatica. Se observou na avaliacdo
morfometrica, que os grupos com dieta com colesterol e adicdo do extrato, houve

um efeito hepatoprotetor.
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7. SUGESTOES

Os coelhos alimentados com colesterol e de &cido colico na ragéo, este ultimo
facilitou uma méaxima absorgéo. Por tanto, se sugere para proximos estudos nédo ter adicdo

de acido célico na racéo.

Diminuir a 30 dias de experimentacdo, jA que se observou que é um tempo
suficiente para obter bons resultados; além disso, se recomenda so fazer duas coletas de
sangue durante o experimento (dia zero e final do experimento), para evitar aumentar o

estresse nos coelhos.
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APENDICE A

Aceite do comité de ética

MINISTERIO DA EDUCACAQ
UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

/ COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA
Campus Universitario - Vigosa, MG - 36570-000 - Telefone: (31) 3899-3783

Vigosa, 10 de dezembro de 2013

Ilmo. Prof.

Paulo César Stringheta
Coordenador do projeto
DTA/UFV

Sr. Coordenador

Apds avaliagio da Metodologia utilizada no Projeto de Pesquisa intitulado
“Compostos fenélicos, atividade antioxidante e efeito anti-hipercolesterolémico de
extrato de capim gordura (Melinis minutiflora) em coelhos”, aqui nomeado Processo
102/2013, a CEUA/UFV emite parecer favoravel ac protocolo de utilizagdo de animais
proposto, baseado nas Normas para o uso de animais no ensino, pesquisa ¢ extenséo do
DVT, no Cédigo de Etica Profissional do Médico Veterinario, nas Normas da SBCAL
(Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio) e a legislagdo vigente.

Acresce a esse Parecer a exigéncia de Relatorio Final de Atividades conforme
itens a seguir:

RESUMQ DOS RESULTADQOS FINAIS OB S A A ERIMENTQS ENVOLVEND!
UTILIZACAQ DE ANIMAIS NO PROJETO DE PESQUISA

1 Numero do protocolo de submiss@io do projeto de pesquisa a CEUA/UFV:
2 Metodologia completa obrigatoriamente com:
- Local (is) Geral e especifico oficial (is) onde ocorreu a experimentacéo;
- O nome cientifico do animal em questéo;
- Namero Total de Animais Utilizados na Pesquisa.
3 Resultados:
4 Nome do Coordenador do Projeto:
Assinatura:
5 Nome do Responsavel Técnico:
Assinatura:
Inscrigio em CRMV:

Udem e
Prof. Claudio César Fonseca

Coordenador
Comisséo de Etica no Uso de Animais - CEUA/ UFV
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APENDICE B

Curva padrao de 4cido galico para determinacdo de compostos fendlicos

Curva padrio de Acido Galico
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APENDICE C

Curva padrao de Trolox para determinacdo da atividade antioxidante pelo método
ABTS

Curva padrao de Trolox para ABTS
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APENDICE D
Coleta 2. Teste SNK, Colesterol total

Error: 162,2725 gl: 4

fator Medias n E.E.
Racdo 2mL extrato 29,02 5 5,70 A
Racéo 37,72 5 5,70 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Error: 240593,2249 gl: 8

fator Medias n E.E.
Racdo colesterol 2mL extra.. 1288,062 5 219,36 A
Racdo colesterol 1mL extra.. 1307,70 5 219,36 A
Racdo colesterol 3214,07 5 219,36

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Coleta 2. Teste SNK, Colesterol LDL

Error: 24,3065 gl: 4

fator Medias n E.E.
Racdo 2mL extrato 10,70 5 2,20 A
Racéo 11,94 5 2,20 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Error: 220467,9176 gl: 8

fator Medias n E.E.
Racdo colesterol 2mL extra.. 1225,36 5 209,98 A
Racdo colesterol 1mL extra.. 1251,46 5 209,98 A
Racdo colesterol 3111,53 5 209,98

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Coleta 2. Teste SNK, Colesterol HDL

Error: 19,3695 gl: 4

fator Medias n E.E.
Racdo 2mL extrato 10,92 5 1,97 A
Racéo 14,67 5 1,97 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Error: 59,6403 gl: 8

fator Medias n E.E.
Racdo colesterol 1mL extra.. 21,70 5 3,45 A
Racdo colesterol 2mL extra.. 22,00 5 3,45 A
Racdo colesterol 56, 64 5 3,45

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Coleta 2. Teste SNK, Colesterol VLDL

Error: 48,8344 gl: 4

fator Medias n E.E.
Racdo 2mL extrato 7,42 5 3,13 A
Racéo 11,13 5 3,13 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Error: 925,5971 gl: 8

fator Medias n E.E.
Racdo colesterol 1mL extra.. 34,54 5 13,61 A
Racdo colesterol 2mL extra.. 41,26 5 13,61 A
Racdo colesterol 45,30 5 13,61 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Coleta 2. Teste SNK, Triacilglicerol

Error: 1216,6560 gl: 4

fator Medias n E.E.
Racdo 2mL extrato 37,08 5 15,60 A
Racdo 55,56 5 15,60 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Error: 23138,7014 gl: 8

fator Medias n E.E.
Racdo colesterol 1mL extra.. 172,68 5 68,03 A
Racdo colesterol 2mL extra.. 206,28 5 68,03 A
Racdo colesterol 226,49 5 68,03 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Coleta 2. Teste SNK, Creatinina

Error: 0,0029 gl: 4

fator Medias n E.E.
Racdo 2mL extrato 0,99 5 0,02 A
Racdao 1,02 5 0,02 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Error: 0,1887 gl: 8

fator Medias n E.E.
Racdo colesterol 2mL extra.. 0,20 5 0,19 A
Racdo colesterol 1ImL extra.. 0,54 5 0,19 A
Racdo colesterol 0,60 5 0,19 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Coleta 2. Teste SNK, Proteinas totais

Error: 20,0860 gl: 4

fator Medias n E.E.
Racdo 2mL extrato 63,68 5 2,00 A
Racédo 67,50 5 2,00 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Error: 357,6195 gl: 8

fator Medias n E.E.
Racdo colesterol 84,06 5 8,46 A
Racdo colesterol 1ImL extra.. 89,28 5 8,46 A
Racdo colesterol 2mL extra.. 93,24 5 8,46 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Coleta 2. Teste SNK, Glicose

Error: 44,2990 gl: 4

fator Medias n E.E.
Racdo 2mL extrato 155,10 5 2,98 A
Racédo 162,306 5 2,98 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Error: 269,0894 gl: 8

fator Medias n E.E.
Racdo colesterol 128,19 5 7,34 A
Racdo colesterol 2mL extra.. 133,50 5 7,34 A
Racdo colesterol 1mL extra.. 144,52 5 7,34 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Coleta 2. Teste SNK, TGO/ASAT
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Error: 295,6000 gl: 4
fator Medias n E.E.
Racéo 54,00 5 7,69 A
Racdo 2mL extrato 61,80 5 7,69 A
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Error: 8161,8000 gl: 8
fator Medias n E.E.
Racdo colesterol 2mL extra.. 12,00 5 40,40 A
Racdo colesterol 33,60 5 40,40 A
Racdo colesterol 1mL extra.. 97,20 5 40,40 A
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Coleta 2. Teste SNK, TGP/ALT
Error: 868,1500 gl: 4
fator Medias n E.E.
Racao 73,80 5 13,18 A
Racdo 2mL extrato 92,20 5 13,18 A
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Error: 878,4000 gl: 8
fator Medias n E.E.
Racdo colesterol 2mL extra.. 45,00 5 13,25 A
Racdo colesterol 57,00 5 13,25 A
Racdo colesterol ImL extra.. 103,80 5 13,25 B
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Coleta 2. Teste SNK, Fosfatase alcalina
Error: 367,8500 gl: 4
fator Medias n E.E.
Racdo 2mL extrato 64,80 5 8,58 A
Racédo 74,60 5 8,58 A
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Error: 170,5500 gl: 8
fator Medias n E.E.
Racdo colesterol 46,20 5 5,84 A
Racdo colesterol 1mL extra.. 66,00 5 5,84 B
Racdo colesterol 2mL extra.. 72,60 5 5,84 B
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Coleta 2. Teste SNK, Gamma GT
Error: 5,1000 gl: 4
fator Medias n E.E.
Racdo 2mL extrato 10,40 5 1,01 A
Racédo 12,60 5 1,01 A
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Error: 87639,6060 gl: 8
fator Medias n E.E.
Racdo colesterol 1ImL extra.. 69,00 5 132,39 A
Racdo colesterol 2mL extra.. 333,60 5 132,39 A
Racdo colesterol 588,36 5 132,39 A
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Error:

0,1420 gl:
fator

Coleta 2. Teste SNK, Albumina

Medias
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Racdo 2mL extrato 5,38 5 0,17 A
Racéo 5,55 5 0,17 A
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Error: 0,1752 gl: 8

fator Medias n E.E.
Racdo colesterol 1mL extra.. 5,84 5 0,19 A
Racdo colesterol 6,05 5 0,19 A
Racdo colesterol 2mL extra.. 6,20 5 0,19 A
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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APENDICE E
Coleta 3. Teste SNK, Colesterol total

Error: 212,3800 gl: 4

fator Medias n E.E.
Racdo 2mL extrato 34,56 5 6,52 A
Racéo 40,06 5 6,52 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Error: 68818,6607 gl: 8

fator Medias n E.E.
Racdo colesterol 2mL extra.. 1066,26 5 117,32 A
Racdo colesterol 1mL extra.. 1232,28 5 117,32 A
Racdo colesterol 1417,76 5 117,32 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Coleta 3. Teste SNK, Colesterol LDL

Error: 8,6022 gl: 4

fator Medias n E.E.
Racdo 2mL extrato 2,18 5 1,31 A
Racao 3,51 5 1,31 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Error: 66440,9889 gl: 8

fator Medias n E.E.
Racdo colesterol 2mL extra.. 994,55 5 115,27 A
Racdo colesterol 1mL extra.. 1154,75 5 115,27 A
Racdo colesterol 1347,94 5 115,27 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Coleta 3. Teste SNK, Colesterol HDL

Error: 67,6615 gl: 4

fator Medias n E.E.
Racdo 2mL extrato 24,78 5 3,68 A
Racédo 25,94 5 3,68 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Error: 56,0065 gl: 8

fator Medias n E.E.
Racdo colesterol 34,59 5 3,35 A
Racdo colesterol 1ImL extra.. 37,58 5 3,35 A
Racdo colesterol 2mL extra.. 41,73 5 3,35 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Coleta 3. Teste SNK, Colesterol VLDL

Error: 18,0721 gl: 4

fator Medias n E.E.
Racdo 2mL extrato 7,60 5 1,90 A
Racéao 10,61 5 1,90 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Error: 771,1401 gl: 8

fator Medias n E.E.
Racdo colesterol 2mL extra.. 29,98 5 12,42 A
Racdo colesterol 35,15 5 12,42 A
Racdo colesterol 1mL extra.. 39,95 5 12,42 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Coleta 3. Teste SNK, Triacilglicerol

Error: 451,8015 gl: 4

fator Medias n E.E.
Racdo 2mL extrato 38,00 5 9,51 A
Racéo 53,006 5 9,51 A
Medias

con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Error: 19100,3370 gl: 8

fator Medias n E.E.
Racdo colesterol 2mL extra.. 149,88 5 61,81 A
Racdo colesterol 175,74 5 61,81 A
Racdo colesterol 1ImL extra.. 197,76 5 61,81 A
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Coleta 3. Teste SNK, Creatinina

Error: 0,0284 gl: 4
fator Medias n E.E.
Racdo 2mL extrato 1,23 5 0,08 A
Racédo 1,27 5 0,08 A
Medias con una letra comiun no son significativamente diferentes (p >

Error: 0,0743 gl: 8

fator Medias n E.E.
Racdo colesterol 1ImL extra.. 1,28 5 0,12 A
Racdo colesterol 1,46 5 0,12 A
Racdo colesterol 2mL extra.. 1,46 5 0,12 A

Medias

con una letra

comin no son significativamente diferentes (p >

Coleta 3. Teste SNK, Proteinas totais

Error: 123,0940 gl: 4

fator Medias n E.E.
Racéao 56,56 5 4,96 A
Racdo 2mL extrato 72,00 5 4,96 A

Medias

con una letra comun no son significativamente diferentes (p >

Error: 58,8075 gl: 8

fator Medias n E.E.
Racdo colesterol 1mL extra.. 79,80 5 3,43 A
Racdo colesterol 2mL extra.. 81,00 5 3,43 A
Racdo colesterol 86,70 5 3,43 A
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p >

Coleta 3. Teste SNK, Glicose

Error: 200,0215 gl: 4
fator Medias n E.E.

Racéo 156,14 5 6,32 A

Racdo 2mL extrato 164,68 5 6,32 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >
Error: 241,3215 gl: 8

fator Medias n E.E.

Racdo colesterol 157,14 5 6,95 A
Racdo colesterol 2mL extra.. 157,74 5 6,95 A
Racdo colesterol ImL extra.. 158,82 5 6,95 A
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p >
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Coleta 3. Teste SNK, TGO/ASAT

Error: 1442,8500 gl: 4

fator Medias n E.E.
Racdo 2mL extrato 49,40 5 16,99 A
Racéo 59,60 5 16,99 A
Medias

con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Error: 429,4500 gl: 8

fator Medias n E.E.
Racdo colesterol 1ImL extra.. 37,80 5 9,27 A
Racdo colesterol 2mL extra.. 54,60 5 9,27 A
Racdo colesterol 57,00 5 9,27 A
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Coleta 3. Teste SNK, TGP/ALT

Error: 731,7500 gl: 4

fator Medias n E.E.
Racéo 82,80 5 12,10 A
Racdo 2mL extrato 95,80 5 12,10 A

Medias

con una letra

comin no son

significativamente diferentes (p >

Error: 325,6500 gl: 8

fator Medias n E.E.
Racdo colesterol 63,60 5 8,07 A
Racdo colesterol 2mL extra.. 63,60 5 8,07 A
Racdo colesterol 1ImL extra.. 65,40 5 8,07 A
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p >

Coleta 3.
Error: 141,7500 gl: 4
fator Medias n E.E.
Racéao 43,40 5 5,32
Racdo 2mL extrato 47,40 5 5,32

A
A

Medias

con una letra

comin no son

Teste SNK, Fosfatase alcalina

significativamente diferentes (p >

Error: 526,8000 gl: 8

fator Medias n E.E.
Racdo colesterol 37,20 5 10,26 A
Racdo colesterol 2mL extra.. 70,80 5 10,26 A
Racdo colesterol 1mL extra.. 72,60 5 10,26 A
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >

Coleta 3. Teste SNK, Gamma GT

Error: 4,3500 gl: 4

fator Medias n E.E.
Racéo 8,80 5 0,93
Racdo 2mL extrato 10,60 5 0,93

A
A

Medias

con una letra comin no son significativamente diferentes (p >

0,05)

0,05)

0,05)

0,05)

0,05)

Error: 20056,7667 gl: 8

fator Medias n E.E.
Racdo colesterol ImL extra.. 148,20 5 63,34 A
Racdo colesterol 264,60 5 63,34 A
Racdo colesterol 2mL extra.. 427,60 5 63,34
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Coleta 3. Teste SNK, Albumina
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Error: 0,1107 gl: 4

fator Medias n E.E.
Racéo 5,25 5 0,15 A
Racdo 2mL extrato 5,65 5 0,15 A
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Error: 0,1719 gl: 8

fator Medias n E.E.

Racdo colesterol 1ImL extra.. 5,80 5 0,19 A
Racdo colesterol 2mL extra.. 5,95 5 0,19 A
Racdo colesterol 6,08 5 0,19 A
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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APENDICE F

Morfometria do figado pelo Teste SNK. Volume nucleo

Alfa 0.05
Error de grados deriad 35
Error de cuadrado raedil03546.1

SNK Agrupamiento  Media N trat

A 1580.58 1
A
A 1570.08 2
A
A 134438 5
A
A 1332.38 3
A
A 112168 4

Morfometria do figado pelo Teste SNK. Volume citoplasma

Alfa 0.05
Error de grados deriad 35
Error de cuadrado medi99848824
SNK Agrupamiento MediaN trat
A 365138 2
238978 5
217538 1

197748 3

oW www

187918 4

Morfometria do figado pelo Teste SNK. Volume hepatdcito

Alfa 0.05
Error de grados deriad 35
Error de cuadrado roedil.0286E8
SNK Agrupamiento MediaN trat
A 380838 2
252418 5
233338 1

211078 3

oW www

199138 4
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