3. MATERIAIS E METODOS

A parte experimental deste trabalho foi realizada no Laboratério de
Nutricdo Experimental do Departamento de Nutricdo e Saude, e as dosagens
foram efetuadas nos Laboratérios de Quimica Analitica do Departamento de
Quimica, Laboratério de Bioquimica da Vila Gianetti, pertencente ao
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, todos na Universidade
Federal de Vigosa-UFV (MG).

Cinco experimentos foram realizados para avaliar efeitos dos
flavonéides, medicamentos e corantes naturais isoladamente e associados. Os
flavondides testados foram: morina, quercetina, rutina e naringenina. Os
medicamentos testados foram acido nicotinico e colestiramina. Os corantes
naturais, antocianinas de uvas e Monascus.

3.1. Origem e alojamento dos animais

Foram utilizados ratos machos, albinos, da raca Wistar, pesando em
média 180 -200 g, fornecidos pelo Departamento de Nutrigdo e Satde da UFV.
No periodo de adaptagéo (cinco dias) e durante todos os ensaios biolégicos,
0s animais foram mantidos em gaiolas individuais (Figura 13), em ambiente
com ciclos de claro/escuro de 12 h, com temperatura controlada (cerca de

22°C), recebendo ragao e agua a vontade.
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Figura 13 - Gaiolas onde os animais permaneceram durante os experimentos.

3.2. Delineamento experimental

Os experimentos 1, 3 e 5 foram instalados no delineamento inteiramente
ao acaso, com 11 tratamentos, em oito repetigdes.

O experimento 2 foi instalado no delineamento inteiramente ao acaso,
com 7 tratamentos, em oito repeticdes.

O experimento 4 foi instalado no delineamento inteiramente ao acaso,
com 14 tratamentos, em oito repeticées.

Os tratamentos foram constituidos pelos controles e pelos grupos
tratados.

3.3. Corantes naturais testados

Os corantes utilizados neste trabalho foram fornecidos pela Christian
Hansen Ind. e comércio Ltda., com as seguintes especificacoes.
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Corante monascus

Pé fino para preparagéo de alimentos asiaticos. O produto fornece uma
coloragéo vermelho-tipica, resultado da fermentagéo do amido de arroz pelo
microorganismo Monascus purpureus. O preparado ¢é utilizado como
condimento em alimentos, na dosagem de 0,5-1 a/kg.

Legislagdo: produto incluido na nomenclatura de substancias sem
quaisquer objegdes.

Corante natural antocianina em pé

Corante em p6 hidrossoluvel, produzido a partir da extragdo aquosa da
casca de uva. O extrato & concentrado por evaporagao a vacuo, durante a qual
as impurezas sdo removidas. Em valores de pH abaixo de 5,0, fornecem
tonalidades que variam de rosa-clara a vermelho-framboesa. Em valores de pH
maiores que 5,0, variam de vermelho-azulada a azul.

Legislagéo: isento de registro no Ministério da Saude, conforme
Decreto-Lei n® 986, de 21 de outubro de 1969, capitulo X, artigos 57 e 58.

Em todos os experimentos, foram analisados os efeitos das varias
associagdes nas concentragbes séricas de colesterol total, colesterol-HDL e

triacilglicerois.

3.4. Flavonodides testados

Foram testados os seguintes flavonéides: morina, quercetina,
naringenina e rutina puros da marca SIGMA.

3.5. Medicamentos testados

Foram testados os seguintes medicamentos: &cido nicotinico e

colestiramina provenientes da SIGMA.
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3.6. Experimentos conduzidos

Experimento n® 1

Os animais foram distribuidos em 11 grupos experimentais, contendo
oito animais cada um, ao acaso, sendo que os animais receberam os
seguintes tratamentos:

Grupo 1- (Ragéo);
Grupo 2- (Ragéo + Triton);

Grupo 3- (Ragéo + Triton + Morina);

Grupo 4- (Ragéo + Triton + Quercetina);

Grupo 5- (Ragéo + Triton + Naringenina);

Grupo 6- (Ragéo + Triton + Rutina);

Grupo 7- (Ragéo + Triton + Acido Nicotinico);

Grupo 8- (Ragéo + Triton + Morina + Acido Nicotinico);
Grupo 9- (Rag&o + Triton + Quercetina + Acido nicotinico);
Grupo 10- (Ragéo + Triton + Naringenina + Acido Nicotinico); e
Grupo 11- (Rag&o + Triton + Rutina + Acido nicotinico).

Para induzir a hiperlipidemia, foi administrado, por via intraperitoneal,
Triton na dose de 300 mg/kg de peso corporal, dissolvido em solugdo
fisiolégica de NaCl a 0,9%. Essa dose tem demonstrado em trabalhos
cientificos ser capaz de causar hiperlipidemia em ratos (MATHUR, et al.,
1964). Depois de 24 h da administragdo do Triton, os flavonéides (morina,
quercetina, naringenina, rutina) e o medicamento acido nicotinico foram
administrados isoladamente e também suas respectivas associagdes
(flavondides e &cido nicotinico). A via de administragédo e o veiculo foram os
mesmos. Os animais receberam uma Gnica dose desses compostos na
concentragéo de 5,0 mg/kg de peso corporal.

Decorridas 24 h, os animais foram anestesiados com éter etilico, por via

inalatéria (Figura 14).
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As amostras de sangue foram retiradas por pungé@o cardiaca (Figura
15). Essas foram centrifugadas a 7.000 G, por 15 min, obtendo-se o soro para
a dosagem de colesterol, colesterol-HDL, triacilgliceréis, utilizando-se para
isso Kits enziméaticos da marca Laborlab®, e para as quantificagdes utilizou-se
espectrofotdémetro da marca Hitachi (2.000). Também foi retirado o figado dos
mesmos animais, os quais em seguida foram lavados em solugdo de NaCl
(0,9%) e armazenados adequadamente a -20°C, para posterior dosagem de
colesterol total, utilizando-se kits enzimaticos da marca Laborlab®.

Figura 14 - Animal sendo anestesiado por via inalatéria.
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Figura 15 - Animais sendo sacrificados.

Andlise dos figados

Os figados dos mesmos animais foram macerados e colocados em
cartuchos de soxhlet. Em seguida, foram inseridos no analisador de gordura,
contendo éter etilico. A extracao se procedeu por seis horas. Apés, a amostra
foi concentrada, e armazenada a -20°C.

A essa mistura foi adicionado propanona realizando-se a filtracdo a
seguir. No filtrado, determinou-se o colesterol total, utilizando-se para isso kits
enzimaticos da marca Laborlab® e espectrofotdmetro Hitachi.

Experimento n® 2
Para o desenvolvimento adequado do ensaio, foram constituidos sete

grupos experimentais, contendo, cada um deles, oito animais, que receberam

os seguintes tratamentos:
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Grupo 1- (Ragéo);
Grupo 2- (Rag&o+ Triton);

Grupo 3- (Racéo + Triton + Morina);

Grupo 4- (Ragéo + Triton + Quercetina);

Grupo 5- (Ragéo + Triton + Colestiramina);

Grupo 6- (Ragéo + Triton + Morina + Colestiramina); e
Grupo 7- (Ragéo + Triton + Quercetina + Colestiramina).

Os tratamentos foram constituidos pelos controles e pelos grupos
tratados conforme descrigdo acima. Para induzir a hiperlipidemia, administrou-
Se, por via intraperitoneal, triton, na dose de 300 mg/kg de peso corporal
dissolvido em solugdo de NaCl| 0,9%. Essa dose tem demonstrado, em
trabalhos cientificos, ser capaz de causar hiperlipidemia em ratos (MATHUR,
et al., 1964). Imediatamente apés ser fornecido o triton, os compostos morina,
quercetina, e colestiramina foram administrados na dose de 5,0 mg/kg de peso
misturados a ragdo. Decorridas 24 h dessas aplicagdes, foram retiradas
amostras de sangue por pungéo cardiaca, sendo centrifugadas a 7.000 G por
15 min para a separagdo do soro. A seguir, foram dosados colesterol,
colesterol-HDL e triacilglicerois, utilizando-se kits enzimaticos da marca
Laborlab®.

Anilise dos figados
A metodologia utilizada nesse experimento foi idéntica a do

experimento 1.

Experimento n® 3

No desenvolvimento desse ensaio, foi utilizada a metodologia do
experimento 1. Além disso, 0s grupos constituidos foram os mesmos, mas
utilizando-se duas doses. A primeira dose, logo apés a administrag&o do triton:
€ a segunda dose, 20 h depois. Os animais foram sacrificados 43 h apés a
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aplicagéo qp ;n‘;on para serem realizadas as dosagens de lipideos no soro e
no figado dos gnimais.

Andlise dos figados

As quantificagbes de constituintes lipidicos foram realizadas pelo
mesmo método utilizado no experimento 1.

Experimento n*4

Foram constituidos 14 grupos experimentais, contendo, cada um, oito
animais que receberam os seguintes tratamentos:
Grupo 1- (Ragéo);

Grupo 2- (Ragéo + Triton);

Grupo 3- (Ragéo + Triton + Morina);

Grupo 4- (Ragéo + Triton + Quercetina);

Grupo 5- (Ragéo + Triton + Naringenina);

Grupo 6- (Ragéo + Triton + Rutina);

Grupo 7- (Rag&o + Triton + Morina + Monascus);
Grupo 8- (Ragéo + Triton + Morina + Antocianina);
Grupo 9- (Ragéo + Triton + Quercetina + Monascus);
Grupo 10- (Ragéo + Triton + Quercetina + Antocianina);
Grupo 11- (Ragéo + Triton + Naringenina + Monascus);
Grupo 12- (Ragéo + Triton + Naringenina + Antocianina);
Grupo 13- (Ragéo + Triton + Rutina + Monascus); e
Grupo 14- (Ragao + Triton + Rutina + Antocianina).

Para induzir a hiperlipidemia, foi administrado triton, por via
intraperitoneal, na dose de 300mg/kg de Peso corporal. Essa dose tem
demonstrado, em trabalhos cientificos, ser capaz de causar hiperlipidemia em
ratos (MATHUR, et al., 1964).

Os flavonéides (quercetina, morina, naringenina, rutina) e os corantes
naturais Monascus e antocianina foram fornecidos isoladamente e também
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associados a flavondides, na dose de 5,0 mg/kg de peso corporal, por via
intraperitoneal, e utilizando-se propilenoglicol como veiculo. Apés 20 h, o
tratamento foi repetido com todas as substancias testadas. Apbs 43 h da
aplicagdo de uma Unica dose de triton, os ratos foram anestesiados com éter
etilico, por via inalatéria, sendo retiradas as amostras de sangue por pung¢io
cardiaca, e centrifugadas a 7.000 G, durante 15 min, para obtengdo do soro.
As dosagens sorolégicas foram efetuadas utilizando kits enzimaticos da marca
laborlab®.

Andlise de figados
As andlises do figado foram idénticas as do experimento 1.

Experimento n®5

Foram constituidos 11 grupos experimentais, contendo, cada um, oito
animais, que receberam os seguintes tratamentos:
Grupo 1- (Ragéo);
Grupo 2- (Ragéo + Colesterol + Acido Célico);
Grupo 3- (Ragao + Colesterol + Acido Célico + Quercetina;
Grupo 4- (Ragao + Colesterol + Acido Célico + Rutina);
Grupo 5- Ragéo + Colesterol + Acido Célico + Morina);
Grupo 6- (Ragéo + Colesterol + Acido Célico + Naringenina);
Grupo 7- (Ragéo + Colesterol + Acido Célico + Colestiramina):
Grupo 8- (Ragéo + Colesterol + Acido Célico + Colestiramina + Quercetina);
Grupo 9- (Ragéo + Colesterol + Acido Célico + Colestiramina + Rutina);
Grupo 10- (Ragdo + Colesterol + Acido Célico + Colestiramina + Morina);
Grupo 11- (Rag#o + Colesterol + Acido célico + Colestiramina + Naringenina).
Para induzir a hiperlipidemia, foram administrados, por via oral,
colesterol e &cido célico, nas doses de 1,0 e 0,1%, respectivamente.
Imediatamente ap6s, administraram-se os compostos morina, quercetina,
rutina e naringenina, na dose de 30mg; e colestiramina, na dose de 10mg, por
via oral, na ragéo. Esses tratamentos foram repetidos durante 30 dias. No 31°
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dia, os animais foram anestesiados por via inalatéria (utilizando éter etilico).
Foram retiradas amostras de sangue por pungdo cardiaca, sendo
centrifugadas a 7000 G, por 15 min, para a separagéo do soro. A seguir, foram
dosados colesterol, colesterol-HDL e triacilgliceréis, utilizando-se, para isso,

Kits enzimaticos da marca Laborlab®.

3.7. Estruturas de todos os compostos testados

Flavondides

OH O OH O
morina quercetina
OH
OH OH
HO ‘ 0 . HO
O—Rutinose
OH o H
naringenina rutina

Medicamentos

..._m_a_b__m_a.b_...

" cooH s+ = Hy G CH— N'(CHp)a -

acido nicotinico colestiramina
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Substéncias utilizadas para induzir a hiperlipidemia

_OH OH _OH
CH,CH; CI—I2CH/ CH2CH2

ch2CH20) 9CH2CH20) ;CHzCHzO)n

H;C—C—CH,

H30=C~CH2 H3C——C-—CH2
2

CH (I:HZ ?Hz
C__ =t
i } HC—C—CH, H;C—C—CH,
CH, |
H; CH,
m=7-9
n<6
triton
OOH
H
HO HO b OH
colesterol acido coélico

Corantes naturais utilizados

O corante Monascus é uma mistura dos seguintes pigmentos:
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B e e T~ ——

O corante antocianina, extraido da uva, € uma mistura de varios
pigmentos tais como: Malvidina (Mv), Delfinidina (Pp), Petunidina (PY),

Cianidina (Cy), Peonidina (Pn) e Pelargonidina (Pg).

Cation flavilium

Estruturas de antocianinas mais comuns (Quadro 5)

Substituicso (R)
Antocianina 3 5 6 7 ¥ 5
Pg OH OH H OH H H
Cy OH OH H OH OH H
Dp OH OH H OH OH OH
Pn OH OH H OH OMe OH
My OH OH H OH OMe OMe
Pt OH OH H OH OMe OMe

Fonte: HARBORNE (1994).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento n® 1

Os resultados de colesterol total, colesterol-HDL e triacilgliceréis
obtidos do soro sangiiineo de ratos machos Wistar, com hiperlipidemia
induzida por triton (modelo de hiperlipidemia artificial, usado para
experimentos de curta duragéo) e os niveis de colesterol total no figado dos
mesmos animais, se encontram nos Quadros 6, 7, 8, 9 respectivamente.

Quadro 6 - Médias de colesterol (+ erro-padréo)

Grupos Colesterol (mg/di) % de
Variacao

1 Ragdo 26,36 + 0,70 -

2 Rag#o + Triton 262,11 + 13,96 -
3 Ragéo + Triton + Morina 88,58 + 1,74 ab 66,21 *
4 Ragéo + Triton + Quercetina 8361+189 b 68,10 *
5 Ragé&o + Triton + Naringenina 4757+190 c -81,85*
6 Ragéo + Triton + Rutina 103,09 + 2,52 ab -60,67 *
7 Rag#o + Triton + Acido Nicotinico 4181+£1,00 ¢ -84,05 *
8 Ragéo + Triton + Ac.Nicotinico + Morina 90,58 + 2,16 ab 65,44 *
9 Rag&o + Triton + Ac.Nicotinico + Quercetina 108,57 + 1,57 a -58,58 *
10 Rag&o + Triton + Acido Nicotinico + Naringenina 54,53+ 1,07 ¢ 79,20 *
11 Rag&o + Triton + Acido Nicotinico + Rutina 3968+0,98 ¢ -84,86 *

Médias seguidas de mesma letra minudscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (ragéo + triton) pelo teste de Dunnett (P<0,05).
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Pelo Quadro 6, pode-se observar que todos os tratamentos
apresentaram um percentual de redugdo muito bom. O tratamento com a
morina (grupo3), por exemplo, teve um menor percentual de redugéo entre os
tratamentos efetuados, mas pode ser considerado bastante significativo, pois
os melhores medicamentos reduzem o colesterol em aproximadamente 30%.
O grupo que recebeu somente &cido nicotinico (grupo 7) foi o que apresentou
maior percentual de redugéo (84,05%), quando comparado ao controle.

O acido nicotinico demonstra seus efeitos hipolipidémicos por inibir a
lipdlise de tecido adiposo, como é mostrado na Figura 16 (SEED et al., 1993).

Com relagéo a estrutura-atividade de flavonodides, determinou-se que a
presenca de hidroxilas na posicdo do C-3, tanto na morina como na
quercetina, conferem-lhe maior atividade, pois, quanto maior o n® de hidroxilas
ligadas ao anel, maior sera seu poder antioxidante. Registra-se, ainda, seu
efeito inibitério sobre a peroxidacéo lipidica. A ligagdo dupla entre o C-2 e o
C-3 confere menor efeito peroxidativo & morina.

Exportagéo e Importagdo Hepaticas de Lipides

Fonte: OPIE, 1997.

Figura 16 - Mecanismo de agéo do acido nicotinico e dos fibratos.
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Os flavonéides como a quercetina e a morina, que tém grupo carbonila
no C-4 e hidroxiladas em C-3 ou C-5, possuem a capacidade de sequestrar
ions metalicos, prevenindo assim a formagao de radicais livres.

DE WALLEY et al. (1990) tém mostrado que os flavonéides s&o capazes
de inibir a oxidagdo do LDL induzido pelo estresse oxidativo ou por
macréfagos, prevenindo a citotoxicidade correlacionada com LDL oxidada
(NEGRE-SALVAYRE e SALVAYRE, 1992). Provavelmente, os flavondides
inibem a modificagdo oxidativa do LDL por inibicdo da geragcdo de
hidroperéxidos e por proteger o a-tocoferol presente em lipoproteinas oxidadas
(JESSUP et al., 1990).

Dessa forma, pode-se perceber que a absorg&o de lipideos esta sendo
afetada por esse efeito dos flavonoides.

Quadro 7 - Médias de colesterol-HDL (+ erro-padréo)

Grupos Colesterol-HDL(mg/dL) % de
Variacdo
1 Ragéo 22,25+ 0,79 -
2 Rag&o + Triton 64,20 + 0,18 -
3 Ragéo + Triton + Morina 30,51 + 1,31 d -52,48 *
4 Ragao + Triton + Quercetina 29,51 + 1,67 d -54 03 *
5 Ragéao + Triton + Naringenina 46,61+2,06a -27,40 *
6 Ragéo + Triton + Rutina 40,62+ 064 b -36,73 *
7 Ragdo + Triton + Acido Nicotinico 30,33+0,50 d 52,76 *
8 Ragédo + Triton + Ac.Nicotinico + Morina 38,50+ 1,38 bc -40,03 *
9 Ragdo + Triton + Ac.Nicotinico + Quercetina 33,76 +1,32 cd 47.41*
10 Rag&o + Triton + Acido Nicotinico + Naringenina 22,31+ 1,38 e £5,25 *
11 Ragdo + Triton + Acido Nicotinico + Rutina 3996+1,31 b -37,76 *

Médias seguidas de mesma letra mintiscula n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (ragdo + triton) pelo teste de Dunnett (P<0,05).

Os valores de colesterol-HDL mostrados no Quadro 7 evidenciam que o
melhor tratamento foi o realizado com naringenina (grupo 5), pois esse
tratamento apresentou menor percentagem de redugéo (27,40%). Isso é uma
vantagem, uma vez que o colesterol-HDL é o responsavel pelo transporte de
colesterol dos tecidos periféricos para o figado, onde sofre metabolizagao.

81



Portanto, a substancia que o reduziu menos € mais interessante para este
estudo.

Sabe-se que a capacidade de absorver colesterol varia segundo a
espécie. Os dados mostram que de 2,0 a 4,0 mg/kg de peso corporal sdo
absorvidos pelo homem, pelos cies e roedores, que podem absorver 35 a 50
vezes mais (RUDNEY e SEXTON, 1986: LEITE, 1993).

DI CARLO et al. (1992) mostram o efeito da administracao
intraperitoneal de alguns flavonéides, dentre eles naringenina e rutina, nas
doses de 12,5 e 50 mg/kg de Peso corporal. Os autores mostram que um dos
mecanismos de ag&o desses flavonéides seria a inibicdo da motilidade
intestinal mediada por receptores o, adrenérgicos e calcio.

Assim, observa-se que os flavondides afetam a absorgéo de colesterol,
de forma que essa taxa de absor¢so pode diminuir, levando a menores teores
desse lipideo.

Segundo SEED et al. (1993), o acido nicotinico aumenta os niveis de
colesterol-HDL. Seu mecanismo de agao é conhecido por inibir a lipélise do
tecido adiposo, reduzindo a esterificacdo de triacilglicerdis e aumentando a
atividade da lipase lipoprotéica no figado.

Quadro 8 - Médias de triacilglicerois (+ erro-padrao)

Grupos Triacilgliceréis (mg/dL) % de
Variacéo
1 Ragdo 160,68 + 2,68 -
2 Ragéo + Triton 308,90 + 2,82 -
3 Ragéo + Triton + Morina 98,46 + 1,56 b 68,13 *
4 Rag&o + Triton + Quercetina 126,50 + 1,90 a -59,05 *
5 Rag&o + Triton + Naringenina 105,06 + 1,03 b -65,99 *
6 Ragéo + Triton + Rutina 7241+143 d -76,56 *
7 Rag#o + Triton + Acido Nicotinico 102,75+ 0,54 b 66,74 *
8 Ragédo + Triton + Ac.Nicotinico + Morina 88,56 + 1,76 ¢ -71.33*
9 Racgéo + Triton + Ac.Nicotinico + Quercetina 119,62 + 246 a 61,28 *
10 Ragéo + Triton + Acido Nicotinico + Naringenina 101,13+ 1,56 b 67,26 *
11 Ragéo + Triton + Acido Nicotinico + Rutina 119,92+ 1,19 a 61,18 *

Médias seguidas de mesma letra mindscula n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (ragfo + triton) pelo teste de Dunnett (P<0,05).
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No Quadro 8, s&o apresentados os resultados de triacilgliceréis do soro
sanglineo de ratos. Todos os tratamentos realizados foram muito eficientes,
pois reduziram significativamente os niveis desse lipideo.

Entre os tratamentos, o que apresentou maior percentual de redugéo
(76,56%) foi a rutina (grupo 6).

-GOMES (1998) testou trés doses de morina (5,0,10 e 15 mg) e verificou
que a dose de 5,0 mg foi suficiente Para uma consideravel percentagem de
redugéo no nivel de triacilgliceréis. Nesse mesmo estudo, foi testado o efeito
desse flavondide sobre a atividade da lipase, mostrando que essa enzima teve
sua atividade aumentada.

BAGAVAN (1977) relata que o efeito de flavondides sobre o horménio
tireoideano, influenciando atividade da 5’ deiodinase, inibe a reacdo de
conversdo do AMP . em 5' AMP, fazendo com que O AMP; ative a proteina
quinase, conforme Figura 19,

«Os flavonéides inibem a agregacéo plaquetéaria, mantém a integridade
vascular, inibem a peroxidagao lipidica e a atividade das enzimas lipoxigenase,
fosfolipase A,, fosfofrutoquinase, inibem, ainda, a oxidagdo de LDL, e
promovem efeitos vasodilatadores (FORMICA e REGELSON, 1995).

A naringenina e a rutina, dentre outros flavondides, sdo potentes
inibidores de eicosandides e potencializam a atividade antiagregatéria PGI,,
bloqueando, também, os receptores de tromboxanas sobre as plaquetas.

O acido nicotinico tem agées diversas, que afetam o metabolismo
lipidico, diminuindo a liberagdo de acidos graxos para o figado, a sintese de
triacilgliceréis e o transporte de triaci Igliceréis-VLDL (GOODMANS, 1996).

Os resultados encontrados no Quadro 9 demonstram que o tratamento
com naringenina e acido nicotinico (grupo 11) apresentaram maior percentual
de redugdo (68,54%). Destaca-se também o efeito sinérgico acentuado dos
flavondides com &cido nicotinico.

Em células do figado de mamiferos pode ocorrer sintese e degradagéao
de lipideos. Pelos resultados obtidos, observa-se que os compostos testados
estdo afetando a sintese do colesterol. A regulagdo da sintese de colesterol,
no figado, pode ser feita via inibico de enzimas da rota de sintese, bem como
regulagédo da sintese de receptores de LDL.
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Quadro 9 - Médias de colesterol total (+ erro-padréao) no figado

Grupos Colesterol total % de
(mg/dL) Variagdo
1 Ragéo 50,39 + 3,70 -
2 Ragéo + Triton 106,42 + 5,21 3
3 Rag&o + Truton + Acido Nicotinico 71,58 + 4,45 a -32,74 *
4 Ragdo + Triton + Quercetina 57,02 + 3,94 ab -46,42 *
5 Racéo + Triton + Naringenina 53,66 + 4,27 abc -49,58 *
6 Ragéo + Triton + Morina 66,41 £ 5,96 a -37,60 *
7 Ragéo + Triton + Rutina 67,33+ 534 a -36,73 *
8 Racgéao + Triton + Acido Nicotinico + Quercetina 44,04 + 3,47 bc -58,62 *
9 Ragéo + Triton + Acido Nicotinico + Naringenina 42,33 + 4,65 be 60,22 *
10 Ragé#o + Triton + Acido Nicotinico + Morina 36,17+ 3,30 ¢ -66,01 *
11 Ragdo + Triton + Acido Nicotinico + Rutina 33,48+4,47 ¢ 68,54 *

Médias seguidas de mesma letra minGscula n&o diferem entre'si pelo teste de Tukey (P>0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (rag&o + triton) pelo teste de Dunnett (P<0,05).

»KIRK et al. (1998) observaram que flavondides fornecidos a ratos
mostraram um potente efeito ativador sobre os receptores de LDL. Os
flavondides testados foram genisteina (0,027g/100g) e daidzeina
(0,009¢/100g). Este estudo mostra um dos mecanismos de agédo de
flavondides na redugéo de colesterol. Ao aumentar a atividade de receptores
de LDL, que séo sintetizados no reticulo endoplasmatico do figado, esses
podem sofrer degradacédo lisossomal causando decréscimo da sintese de
HMG-CoA-redutase (enzima da rota de sintese do colesterol) e aumento da
atividade da acil-coA:colesterol transferase (ACAT). O LDL contém 1.500
moléculas de éster de colesterol e 500 moléculas de colesterol. Esse processo

é demonstrado na Figura 17.
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Fonte: VOET e VOET (1995).

Figura 17 - Receptores de LDL mediando a ;
e
mamiferos. ndocitose em células de
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Experimento n® 2

Os valores obtidos no experimento 2, para o colesterol, colesterol HDL e
triacilgliceréis no soro sangiineo e colesterol total do figado de ratos machos
Wistar, tendo a hiperlipidemia induzida por triton (modelo de hiperlipidemia
artificial, usado para experimentos de curta duragéo) e com as substancias
administradas, por via oral, na ragéo, constam dos Quadros 10, 11, 12 e 13.

Quadro 10 - Médias de colesterol (+ erro-padrao)

Grupos Colesterol (mg/dL) % de Variagéo

1 Ragéo 26,36 + 0,70 -

2 Ragéo + Triton 262,11 + 13,96 -

3 Ragé&o + Triton + Morina 229,11+ 4,80 a 12,59 *
4 Ragéo + Triton + Quercetina 220,27 + 1,47 a -15,96 *
5 Ragéo + Triton + Colestiramina 21566 +4,31a S TT2*
6 Ragéo + Triton + Colestiramina + Morina 72,57 +£0,59 b -72,31*
7 Ragé&o + Triton + Colestiramina + Quercetina 229,04 +2,75a -12,62 *

Médias seguidas de mesma letra mintiscula n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (rago + triton) pelo teste de Dunnett (P<0,05).

De acordo com os resultados obtidos no tratamento com a colestiramina
(5), pode se comparar 0 grupo 1 ao grupo 2, observando-se a indugéo da
hiperlipidemia nos animais experimentais. Pode-se observar, ainda, que os
menores niveis de colesterol foram os obtidos no soro sangiiineo dos animais
que receberam colestiramina associada a morina (grupo 6), e cujas
percentagens de redugéo foram de 72,31% em comparagéo ao grupo 2, que s6
recebeu triton. Os demais tratamentos utilizados também reduziram os niveis
de colesterol, mas esses niveis foram menores.

E importante salientar que, neste experimento, o triton foi fornecido aos
animais e, imediatamente apés, foram administrados os diferentes tratamentos.
Observa-se que as percentagem de redugéo dos grupos 3, 4, 5 e 7 foram
menores pois, provavelmente, os compostos testados ndo tenham um efeito
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imediato, impedindo a agdo de o triton causar - hiperlipidemia. Neste
experimento, pode-se verificar que o efeito do triton ndo foi influenciado por

esses tratamentos.

Quadro 11 - Médias de colesterol-HDL (+ erro-padrao)

Grupos Colesterol-HDL (mg/dl) % de Variagdo

1 Ragédo 22,25+ 0,79 -

2 Ragdo + Triton 64,20 + 0,18 -

3 Ragéo + Triton + Morina 61,21+423¢ -4,66

4 Ragdo + Triton + Quercetina 62,65+ 4,13 ¢ -2,41

5 Ragdo + Triton + Colestiramina 60,39+ 3,16 ¢ -5,93

6 Ragdo + Triton + Colestiramina + Morina 178,22+ 1,59 a +177,60 *

7 Ragéo + Triton + Colestiramina + Quercetina 121,50+ 1,41 b +89,25 *

Médias seguidas de mesma letra mindscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (ragéo + triton) pelo teste de Dunnett (P<0,05).

Pelo Quadro 11, pode-se constatar novamente que este mesmo
tratamento foi capaz de elevar os niveis de colesterol-HDL para 177,60%,
quando comparado aos tratamentos com triton (grupos 2), colestiramina e
morina (grupo 6). Isso & uma vantagem, uma vez que o colesterol-HDL
mobiliza o colesterol dos tecidos periféricos para o figado onde é
metabolizado. Também a associagédo colestiramina-quercetina (grupo 6) foi
eficiente, uma vez que aumentou os niveis de colesterol-HDL para 89,25%.

O Quadro 12 mostra os efeitos sobre os niveis de triacilglicerdis,
podendo-se observar que a colestiramina foi o mellhor tratamento, pois foi o
unico que teve um efeito sobre a reducéo de 9% desse lipideo. Neste estudo,
pode-se constatar-se que 0s animais que receberam os flavondides e a
colestiramina, imediatamente apés o fornecimento do triton, nao parecem
afetar diretamente o triton na indug&o da hiperlipidemia.
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Quadro 12 - Médias de triacilglicerois (+ erro-padrao)

Grupos Triacilgliceréis % de

(mg/di) Variacédo

1 Ragéo 160,68 + 2,68 -

2 Ragao + Triton 308,90 + 2,82 e

3 Ragéo + Triton + Morina 375,38+ 4,85b +21,52 *

4 Ragéo + Triton + Quercetina 355,29+ 3,65¢ +15,02 *

5 Ragéo + Triton + Colestiramina 281,11+ 3,03 e -9,00 *

6 Ragdo + Triton + Colestiramina + Morina 41585+ 3,33 a +34,62 *

7 Ragéo + Triton + Colestiramina + Quercetina 32554 +272d +5,39 *

Médias seguidas de mesma letra mintscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (rag&o + triton) pelo teste de Dunnett (P<0,05).

O efeito de colestiramina sobre os niveis de triacilglicerois
aumentaram em pequenas quantidades nos primeiros dias de tratamento, e
depois atingiram valores normais em alguns pacientes.

Quadro 13 - Valores médios de colesterol total (xerro-padréo) no figado

Grupos Colesterol total % de Variagdo
(mg/di)

1 Ragéo 50,39 + 3,70 -

2 Rag#o + Triton 106,42 + 5,21 -

3R+ T+ Morina 86,11 + 5,12 abc -19,08

4 R + T + Quercetina 81,29 + 4,41 abc -23,61*
5R + T + Colestiramina 90,60 + 3,85 ab -14,87

6 R + T + Colestiramina + Morina 74,91 + 4,63 abc -29,61*

7 R + T + Colestiramina + Quercetina 69,70 + 4,75 bc -34,50 *

Médias seguidas de mesma letra mintscula n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (rag&o + triton) pelo teste de Dunnett (P<0,05).

De acordo com o Quadro 13, pode-se observar que a maior
percentagem de reducdo foi obtida com a associagio do grupo 7,
colestiramina e quercetina (34,50%).
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Experimento n® 3

Os resultados do colesterol, colesterol-HDL, e triacilgliceréis de soro
sangliineo e colesterol total no figado de ratos machos Wistar, com
hiperlipidemia induzida por triton (modelo de hiperlipidemia artificial, usado
para experimentos de curta duragéo), quando foram administradas duas doses
das substancias, por via intraperitoneal, sdo apresentados nos Quadros 14,
15, 16 e 17.

Quadro 14 - Médias de colesterol (+erro-padréo)

Grupos Colesterol (mg/dL) % de
Variacéo
1 Ragdo 26,36 + 0,70 -
2 Ragéo + Triton 262,91 + 13,96 -
3 Ragéo + Triton + Morina 71,52 +2,35 cde 72,80 *
4 Ragé&o + Triton + Quercetina 83,22 + 2,07 bed 68,35 *
5 Ragé&o + Triton + Naringenina 90,79 + 2,37 abc 65,36 *
6 Ragdo + Triton + Rutina 102,65 + 1,45 ab -60,84 *
7 Ragéo + Triton + Acido Nicotinico 104,62 + 2,28 a 60,21 *
8 Ragao + Triton + Acido Nicotinico + Morina 60,58 +2,12 e 76,96 *
9 Ragdo + Triton + Acido Nicotinico + Quercetina 66,48 + 1,68 de -74,71 *
10 Ragéo + Triton + Acido Nicotinico + Naringenina 72,66 + 2,52 cde -72,28*
11 Rag&o + Triton + Acido Nicotinico + Rutina 81,46 + 3,21 bede -68,92 *

Médias seguidas de mesma letra mintscula nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (ragéo + triton) pelo teste de Dunnett ( P<0,05).

No Quadro 14, todos os tratamentos apresentaram percentuais de
reducdo muito significativos, destacando-se o tratamento acido nicotinico e
morina (grupo 8), com um percentual de redugéo significativo, sendo, também,
evidenciado um efeito sinérgico dos flavonsides com o 4cido nicotinico.

Flavonoides tém demostrado inibir a sintese de eicosanodides por
inibicdo da atividade das lipoxigenases (YOSHIMOTO et al, 1993;
KOSHUARA et al., 1983) e da ciclooxigenase (MORONEY et al., 1988),
inibindo também a peroxidagdo n&o-enzimatica de Acidos graxos
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poliinsaturados, requerendo, para isso, a ativagdo dessas oxigenases
(SWAIN,1986), como demostrado na Figura 18.

Estudos com &cido nicotinico também mostram seus efeitos sobre os
niveis de colesterol, com uma percentagem de 25% de redugdo na dose de
4,0g/dia (YESHURUNA e GOTTO, 1995).

NAGEM et al. (1993) relatam o efeito hipolipidémico de morina em ratos
experimentais. Mecanismos de agdo dos flavonéides (tais como a morina)
mostram que estes doam hidrogénios para enzimas que se ligam a tocoferéis,
prevenindo assim a modificagdo oxidativa do LDL, a migragéo de macréfagos e
a formagé&o de celulas em espuma (FORMICA e REGELSON, 1995).

Outro mecanismo de agédo, citado por AFANAS et al. (1989) para
flavondides, mostra que esses podem reagir com ions superdxido, via
transferéncia de um elétron com abstragdo simultanea de O, e um atomo de

hidrogénio e um préton proveniente do grupo hidroxil.
Reagodes propostas
ROO' + FIOH ROOH + FI-O

HO' + FIOH H,0 + FIO

Fe'"+H,0, ——— Fe'**+HO +HO

A literatura registra que um dos mecanismos de acaéo de flavondides
consiste em aumentar a excregdo de colesterol e sais biliares (GOMES, 1998).

,Uma das formas de eliminagio do colesterol é pela formagéo de sais
biliares, possibilitando a redugéo de seus niveis,. Em ratos, além dos acidos
biliares colico e quenodesoxicélico, um terceiro &cido biliar € o Acido
murocélico. Esse & formado a partir de uma hidroxilagao na posigéo 6 do acido
quenodesoxicdlico. No hepatécito, sdo conjugados a taurina e a glicina
(RIOTTOT, 1987; LEITE, 1993), facilitando a excregéo de colesterol.
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Fonte: FORMICA e REGELSON (1995).

Figura 18 - Geragéo e disposigao do acido araquidénico.
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Os niveis de colesterol sdo reduzidos, pois, em ratos, cerca de 80 a
90% da eliminagéo do colesterol enddgeno se faz pela transformagao desses
em acidos biliares (LUTTON, 1990: LEITE, 1993). JA4 no homem, essa
eliminagéo ocorre em torno de 50%, sendo o restante feita pela excrecdo de
colesterol biliar (LINSCHEER e VERGOESEN, 1988).

Quadro 15 - Médias de colesterol-HDL (+ erro-padrao)

Grupos Colesterol-HDL (mg/dL) % de
Variagdo
1 Ragdo 22,25 + 0,79 -
2 Ragéo + Triton 64,20 + 0,18 .
3 Ragéo + Triton + Morina 76,09 + 2,50 ab +18,52 *
4 Racéo + Triton + Quercetina 60,57 +1,35 d -5,65
5 Ragéo + Triton + Naringenina 74,38 + 1,65 ab +15,86 *
6 Ragéo + Triton + Rutina 64,45+ 1,19 cd +0,39
7 Ragéo + Triton + Acido Nicotinico 69,55+ 1,80 bc +8,33 *
8 Ragéo + Triton + Acido Nicotinico + Morina 71,66 + 1,82 abc +11,62*
9 Ragéo + Triton + Acido Nicotinico + Quercetina 78,65+ 1,82a +22,51 *
10 Ragéo + Triton + Acido Nicotinico + Naringenina 74,50 + 3,12 ab +16,04 *
11 Ragéo + Triton + Acido Nicotinico + Rutina 68,42 + 2,96 bced +6,57

Médias seguidas de mesma letra mintscula néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (rag@o + triton) pelo teste de Dunnett (P<0,05).

Para os niveis de colesterol-HDL, apresentados no Quadro 15, verifica-
se que o melhor tratamento foi &cido nicotinico e quercetina (grupo 9), que
reverteu em maior percentagem de variagdo (+22,51%), j& que esta
lipoproteina, em niveis maiores, é vantajosa, por ser responsavel pelo
transporte de colesterol dos tecidos periféricos para o figado.

Constatou-se, também, um efeito sinérgico nos tratamentos acido
nicotinico associado aos seguinte flavonodides: morina, quercetina e
naringenina. Em ratos, o figado pode secretar lipoproteinas similares a LDL,
sendo sua degradagéo muito rapida. Isso justifica os baixos niveis de LDL em
ratos, sendo certas fragées de HDL responsaveis pelo transporte de colesterol
aos tecidos (MATHE e LUTTON, 1984: SPARKS e MARSH, 1981; LEITE,
1993). O fato de essa espécie possuir HDL;, HDL, e HDL; facilita o seu
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transporte, o que pode justificar as reducées obtidas nos niveis de colesterol
(EISENBERG, 1984).

Quadro 16 - Médias de triacilglicerois (+ erro-padrao)

Grupos Triacilgliceréis (mg/dL) % de
Variacado
1 Ragéo 160,68 + 2,68 -
2 Ragéo + Triton 308,90 + 2,82 -
3 Ragéo + Triton + Morina 93,15+229 b -69,84 *
4 Ragéo + Triton + Quercetina 98,23 + 1,34 ab -68,20 *
5 Ragéo + Triton + Naringenina 69,99 + 1,99 cd -77,34 *
6 Ragédo + Triton + Rutina 71,48 +1,29 cd -76,86 *
7 Ragéo + Triton + Acido Nicotinico 104,56 + 1,69 a 66,15 *
8 Ragéo + Triton + Acido Nicotinico + Morina 50,52 + 1,69 f -83,65 *
9 Ragé&o + Triton + Acido Nicotinico + Quercetina 79,65+ 1,69 ¢ -74,21*
10 Rag&o + Triton + Acido Nicotinico + Naringenina 58,37 +2.93 ef -81,10 *
11 Ragdo + Triton + Acido Nicotinico + Rutina 63,48 + 2,86 de -79,45*

Médias seguidas de mesma letra mintscula néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (rag&o + triton) pelo teste de Dunnett (P<0,05).

Os resultados de triacilgliceréis, do soro sangliineo de ratos, sdo
apresentados no Quadro 16.

Todos os tratamentos realizados foram muito eficientes pois reduziram
significativamente os niveis desse lipideo.

Entre os tratamentos efetuados, o que apresentou um percentual de
redugé@o maior foi (grupo 6) a rutina (76, 86%).

O acido nicotinico pode diminuir a liberagdo dos &cidos graxos livres
para o figado e a sintese de triacilgliceréis. Portanto, seu efeito &
potencializado pela morina e provoca redugdes nos niveis plasmaticos de
triacilglicer6is (GOODMANS et al., 1996).

Um dos mais potentes mecanismos de agéo dos flavonéides & o que se
refere & inibicdo mediada pela AMP  que estimula a adenil ciclase ou inibe a
atividade da AMP, fosfodiesterase. O AMP; age sobre a proteina quinase, por
ser um modulador positivo da lipase. A lipase, por sua vez, hidrolisa os
triacilglicerdis, conforme mostrado na Figura 19 (BAGAVAN, 1977).
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Figura 19 - Regulagéo hormonal da lip6lise do tecido adiposo.
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. Além desse mecanismo de agdo dos flavonodides, verifica-se também
que suas estruturas estéo relacionadas as dos horménios esteroidais, e esses
possuem agbes semelhantes as dos estrogénios. Em ratos, certos estrogénios,
fornecidos em doses farmacoldgicas, induzem os receptores de lipoproteinas
hepaticas responsaveis pela remogao do VLDL e LDL do plasma. Aumento no
n® de receptores de lipoproteinas no figado leva a maior eficiéncia na remogéo
das lipoproteinas do plasma (KIRK et al., 1998).

Quadro 17 - Médias de colesterol total (+ erro-padrao) no figado

Grupos Colesterol total (mg/dL) % de
Variacéo
1 Ragéo 50,39 + 3,70 -
2 Ragéo + Triton 106,42 £ 5,21 =
3 Ragéo + Triton + Quercetina 4547 + 2,77 ab -57,27*
4 Ragéo + Triton + Morina 48,23 + 5,03 ab -54,68 *
5 Ragdo + Triton + Naringenina 39,60 + 3,45 b 62,79 *
6 Ragdo + Triton+ Rutina 4561+ 4,89 ab -57,14*
7 Rag&o + Triton + Acido Nicotinico 57,23+ 3,52a -46,22 *
8 Rag#o + Triton + Acido Nicotinico + Morina 31,80 + 4,02 bc -70,12*
9 Ragé&o + Triton + Acido Nicotinico + Quercetina 33,78 + 2,84 be -68,26 *
10 Ragéo + Triton + Acido Nicotinico + Naringenina 27,72+262c¢ -73,95*
11 Rag&o + Triton + Acido Nicotinico + Rutina 2245+330¢ -78,90 *

Médias seguidas de mesma letra mintscula n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (rag&o + triton) pelo teste de Dunnett (P<0,05).

De acordo com os resultados do Quadro 17, verificou-se que o acido
nicotinico associado a rutina (grupo 11) apresentou os melhores efeitos sobre
os niveis de colesterol no figado. A percentagem de reducdo obtida foi de
78,90%. Na@o se pode deixar de destacar o efeito sinérgico de todos os
flavonoides (grupos 8, 9, 10 e 11) associados ao acido nicotinico.

No mecanismo de agéo do acido nicotinico, esse inibe a produgéo do
AMP., que, por sua vez, ativa a proteina quinase e inibe a secregdo de
lipoproteina no figado, incluindo o componente rico em triacilgliceréis-VLDL
(OPIE, 1997).

Quanto ao mecanismo de agdo, os flavondides podem inibir varios

estadios de iniciagdo da aterosclerose: lesdo do endotélio; ativagdo de
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leucdcitos; adesdo; secregcdo e agregagéo plaquetaria. Flavondides tém sido
estudados por diminuir os niveis de lipideos e colesterol (GABOR, 1988),
podendo, ainda, aumentar os receptores de LDL no figado, permitindo, assim,
a redugao dos niveis de colesterol (KIRK et al., 1998).

Os flavondides podem aumentar a excregdo de sais biliares nas fezes,
além de possuir a capacidade de aumentar a atividade do sistema
microssomal (sistema enzimatico metabolizador de drogas) hepatico,
aumentando, consequentemente, o metabolismo lipidico (MACDONALD et al.,
1983).

O efeito dos flavonodides e do acido nicotinico na redugéo dos lipideos
em figados de ratos mostram as possibilidades dos seguintes mecanismos de
acgao:

- Aumento da atividade dos receptores de LDL.

- Aumento na conversao de colesterol em acido célico, quenodesoxicélico
e muricélico (RIOTTOT, 1987).

- Aumento na excrec¢ao de sais biliares.

Em ratos, 70% da sintese global de colesterol provém dos intestinos
(MATHE e LUTTON, 1984). Portanto, essa é mais uma explicagdo para seus
niveis no figado ndo se apresentarem elevados.

Na Figura 20 é demonstrado o transporte de colesterol e triacilgliceréis
em humanos.
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Fonte: (VOET e VOET, 1995).
Figura 20 - Modelo do transporte de colesterol e triacilgliceréis em humanos.
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Experimento n® 4

Nos Quadros 18, 19, 20 e 21, respectivamente, estio os valores para o
colesterol, colesterol-HDL, e triacilgliceréis de soro sangliineo e colesterol total
no figado de ratos machos Wistar, com hiperlipidemia induzida por triton
(modelo de hiperlipidemia artificial, usado para experimentos de curta
duragéo), resultante de duas doses administradas das substancias, por via

intraperitoneal.

Quadro 18 - Médias de colesterol total (+ erro-padréo)

Grupos Colesterol total (mg/dL) % de
Variacéo
1 Ragédo 26,36 + 0,70 -
2 Ragéo + Triton 262,11 + 13,96 -
3 Rag&o + Triton + Morina 88,24 + 1,06 a -66,33 *
4 Ragéo + Triton + Quercetina 9727+1,52a -62,89 *
5 Ragé&o + Triton + Naringenina 90,80+2,37a -65,36 *
6 Ragdo + Triton + Rutina 102,65+ 1,45 a - 60,84
7 Ragéo + Triton + Morina + Monascus 67,54+1.32 b -74,23*
8 Ragéo + Triton + Morina + Antocianina 58,85+1,74 bed -77,55*
9 Ragéo + Triton + Quercetina + Monascus 65,22+'1,30 be -75,12*
10 Ragéo + Triton + Quercetina + Antocianina 64,18 + 1,61 bed 75,51 *
11 Rag@o + Triton + Naringenina + Monascus 45,63+1,47 de -82,59*
12 Ragéo + Triton + Naringenina + Antocianina 39,12+ 1,45 e -85,07 *
13 Ragéo + Triton + Rutina + Monascus 47,75+0,84 cde -81,78*
14 Racéo + Triton + Rutina + Antocianina 52,79 + 1,50 bcde -79,86 *

Médias seguidas de mesma letra mintiscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (rag&o + triton) pelo teste de Dunnett (P<0,05).

De acordo com os resultados mostrados no Quadro 18, os animais que
receberam triton tiveram os seus niveis de colesterol aumentados de
26,26+0,70 para 262,11+13,96. Esses animais hipercolesterolémicos tiveram
os seus niveis de colesterol reduzidos em todos os tratamentos, sendo que
mais significativo foi naringenina e antocianina (grupo 12), com percentual de
redugédo de 85,07%.

A literatura registra testes biolégicos envolvendo a classe de compostos

chamada monacolina, que atualmente vem sendo utilizada na producdo do
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medicamento lovastatina, muito usado no controle do colesterol (FRANCIS,
1987). Existem 38 patentes associadas com corantes Monascus desenvolvidos
nos ultimos 15 anos. As monacolinas séo produzidas pelo mesmo fungo do
Género Monascus, fungos estes também capazes de sintetizar o corante
Monascus, e que, pelos ensaios deste trabalho, demonstram atividade
hipolipidémica. Diversas publicagées envolvendo fungo Monascus ruber e
produgédo de substancias com atividade hipolipidémica s&o citadas por ENDO
(1975 e 1980); ENDO e KASUMI (1985); ENDO et al. (1985); ENDO et al.
(1986a,b).

Outro aspecto a ser considerado, em relacdo ao uso do corante
Monascus, € que outra espécie de fungo do género Monascus, Monascus
ruber, produz, como resultado do seu metabolismo, monacolina K, um
composto com agdo hipocolesterolémica que inibe a enzima HMG-CoA
redutase (VALENTE, 1998).

No estudo com testes realizados com corantes naturais em coelhos que
receberam antocianinas glicosiladas na dose de 25 mg/kg de peso corporal,
foram observados efeitos diuréticos e vasodilatadores em artérias sangiineas
(POURRAT et al.,1967).

Y UGARAN et al. (1992) mostraram efeito hipolipidémico de quercetina e
morina em ratos alimentados com dieta rica em gordura Os animais tratados
com esses flavondides apresentaram redugé@o dos niveis de colesterol total,
colesterol-LDL e triacilglicerois.

Ao se analisar o Quadro 19, observa-se, entretanto, que, para os niveis
de Colesterol-HDL, os melhores resultados foram obtidos com os tratamentos
no Grupos 3, uma vez que esse tratamento foi o0 mais adequado em elevar o
nivel de Colesterol-HDL para 16,06%. Esse resultado é o mais satisfatério,
uma vez que o colesterol-HDL mobiliza o colesterol dos tecidos periféricos
para o figado onde & metabolizado.
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Quadro 19 - Médias de colesterol-HDL (+ erro-padrao)

Grupos Colesterol-HDL (mg/dL) % de
Variacdo
1 Ragédo 22,36 + 0,70 -
2 Ragéo + Triton 64,20 + 0,18 &
3 Ragéo + Triton + Morina 7451+152a +16,06 *
4 Ragédo + Triton + Quercetina 61,62 + 1,79 bed 4,17 *
5 Ragéo + Triton + Naringenina 7438+ 165a +15,86 *
6 Ragéo + Triton + Rutina 64,45+ 1,19 be +0,39*
7 Ragéo + Triton + Morina + Monascus 54,52+1.79 ef -15,08*
8 Ragéo + Triton + Morina + Antocianina 60,18+1,65 cde 6,26 *
9 Ragdo + Triton + Quercetina + Monascus 38,66+'1,71 g -39,78*
10 Ragéo + Triton + Quercetina + Antocianina 38,27+132¢g -40,39 *
11 Ragéo + Triton + Naringenina + Monascus 47 62+1,23 de -25,83*
12 Ragéo + Triton + Naringenina + Antocianina 56,39+ 1,45 de -12,17 *
13 Ragéo + Triton + Rutina + Monascus 68,45+1,56 ab +6,62**
14 Ragéo + Triton + Rutina + Antocianina 36,21+1,79g 43,60 *

Médias seguidas de mesma letra mintscula n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (rag&o + triton) pelo teste de Dunnett (P<0,05).

Quadro 20 - Médias de triacilglicerol (+ erro-padrao)

Grupos Triacilglicerol (mg/dL) % de
Variagcédo
1 Ragéo 160,68 + 2,68 -
2 Ragéo + Triton 308,90 + 2,82 -
3 Ragéo + Triton + Morina 95,59+ 1,80b -69,05 *
4 Racgao + Triton + Quercetina 99,93+1,34b 67,65 *
5 Racgao + Triton + Naringenina 69,99 + 1,99 cdef 77,34 *
6 Rag&o + Triton + Rutina 71,48+ 1,29 cde - 76,86*
7 Ragéo + Triton + Morina + Monascus 62,28+1.91 f -79,34*
8 Ragé&o + Triton + Morina + Antocianina 76,29+1,33 ¢ -75,30 *
9 Ragéo + Triton + Quercetina + Monascus 65,79+'1,73 ef -78,70*
10 Ragéo + Triton + Quercetina + Antocianina 50,39+161g -83,69*
11 Ragao + Triton + Naringenina + Monascus 66,28+1,49 def -78,54*
12 Ragéo + Triton + Naringenina + Antocianina 127,92+ 1,26 a -58,59 *
13 Ragéo + Triton + Rutina + Monascus 98,78+1,41 b -68,02*
14 Ragéo + Triton + Rutina + Antocianina 74,66 + 1,33 cd -75,83 *

Médias seguidas de mesma letra minGscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (ragéo + triton) pelo teste de Dunnett (P<0,05).
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Para os niveis de triacilgliceréis, apresentados no Quadro 20, observa-
se que todos os tratamentos foram muito eficientes, sendo que o melhor
tratamento foi quercetina e antocianina (grupo 10) por ter apresentado o maior
percentual de redugao (83,69%).

O uso de duas doses de antocianinas (40 e 80 mg/kg) misturadas 2
ragao tiveram efeito hipolipidémico em estudo realizado por VALENTE (1998).

Estudo envolvendo metabolismo de flavondide mostram seus efeitos
coleréticos (BOHM, 1967).

VERKMAN (1980) mostrou a habilidade de os flavonoides penetrarem
na bicamada lipidica de membranas celulares.

Quadro 21 - Médias de colesterol total (+ erro-padrao) no figado

Grupos Colesterol total % de
(mg/dL) Variacédo
1 Ragéo 50,39 + 3,70 -
2 Ragéo + Triton 106,42 + 5,21 "
3 Ragéo + Triton + Quercetina 4546 +2,77 a -57,28 *
4 Ragéo + Triton + Naringenina 3960+345a 62,79 *
5 Ragéo + Triton + Morina 48,23 +5,03 a -54,68 *
6 Ragéo + Triton + Rutina 45,61 +4,89a -57,14 *
7 Ragéo + Triton + Quercetina + Monascus 3291+369a -69,08 *
8 Ragéo + Triton + Quercetina + Antocianina 37,79+435a 64,49 *
9 Ragéo + Triton + Naringenina + Monascus 40,86 + 6,39 a -61,60 *
10 Ragéo + Triton + Naringenina + Antocianina 4260+521a -59,97 *
11 Ragéo + Triton + Morina + Monascus 36,71 +4,67a -65,50 *
12 Ragéo + Triton + Morina + Antocianina 4131+6,14a 61,18 *
13 Ragéo + Triton + Rutina + Monascus 3426+ 517 a -67,81*
14 Rag&o + Triton + Rutina + Antocianina 28,83+422a -72,91*

Médias seguidas de mesma letra minuscula n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (rago + triton) pelo teste de Dunnett (P<0,05).

Todos os tratamentos foram eficientes na reducdo dos niveis de
colesterol no figado, interferindo de alguma forma em sua sintese ou
degradagao.

A acgdo de flavondides interferem no mecanismo de ativagdo de

linfécitos e na fungdo de macréfagos. Esses fendmenos sao provavelmente
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causados pela habilidade de os flavonsides se ligarem a radicais livres, quelar
ions metalicos, inibir enzimas que convertem o AMP, — 5’AMP, e também as
fosfodiesterases.

A Figura 21 mostra algumas interagdes do figado, tecido adiposo e
outro tecido extra-hepatico no metabolismo lipidico em humanos.
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Figura 21 - Algumas interagdes do figado, tecido adiposo e de outros tecidos
extra hepaticos no metabolismo lipidico.
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Experimento n®5

Os valores obtidos para colesterol total, colesterol-HDL e triacilglicerol
do soro sangiineo de ratos machos Wistar, com hiperlipidemia induzida por
dieta, utilizando colesterol e acido cdlico, sendo as substancias administradas

por via oral, na dieta, constam nos Quadros 22,23 e 24.

Quadro 22 - Médias de colesterol total (terro-padrao)

Grupos Colesterol total % de Variagéo
(mg/dL)

1 Ragéo (R) 36,54 + 3,90 -

2 R+ Colesterol (C) + Acido célico (AC) 167,82 + 4,49 -

3 R+C+AC+ Quercetina 116,90 + 4,87 bed -30,34 *
4 R+C+AC+ Rutina 130,89 + 5,84 abc -22,01 *
5 R+C+AC+Morina 135,88 £ 5,27 ab -19,03
6 R+C+AC+Naringenina 129,28 + 5,54 abc 22,97 *
7 R+C+AC+colestiramina(CL) 143,11+ 6,69 a -14,72
8 R+C+AC+colestiramina + Quercetina 86,96 + 4,69 e 48,18 *
9 R+C+AC+(CL)+ Rutina 104,95 + 5,09 de -37,46 *
10 R+C+AC+(CL)+ Morina 107,53 + 5,95 cde -35,93 *
11 R+C+AC+(CL)+ Naringenina 96,08 + 4,78 de 42,75 *

Médias seguidas de mesma letra minuscula n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (rag@o + triton) pelo teste de Dunnett ( P<0,05).

Os valores obtidos no Quadro 22 diferem daqueles dos experimentos
constantes nos Quadros 6 a 21. Nos anteriores, os animais tiveram a
hiperlipidemia induzida por triton e os testes foram realizados pelo periodo
maximo de 48 h. Nos dados do Quadro 22, os animais tiveram a hiperlipidemia
induzida por colesterol e cido colico, administrados por via oral, misturados a
ragao, por um periodo de 30 dias.

Dos tratamentos realizados, a colestiramina e quercetina (grupo 8),
apresentou maior percentagem de redugéo (48,18%).

As micelas s&o formadas pelos 4cidos graxos livres, monoacilglicerdis,
diacilglicerois, triacilglicerdis e sais biliares.

Em ratos, a absorgéo do colesterol dietético se faz, preferencialmente,
na metade distal do intestino (SIPERSTEIN, 1985). A solubilizagdo do
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colesterol em micelas é essencial para sua absor¢do. Quando estas
desaparecem, o colesterol precipita-se,incorrendo em diminuicdo da taxa de
absorgéo do colesterol, ja que sua propria absorgéo é mais distal, permitindo
maior tempo de solubilizagdo ao longo do intestino delgado. O colesterol
também é forte estimulador e co-fator da colesterol esterase, sendo, assim,
adjuvante na digestao (LEITE,1993).

Na Figura 22 é mostrada a absorgéo intestinal de gorduras da dieta.

A agéo de flavonéides como quercetina e rutina foi capaz de disparar
trombos plaquetérios no tecido endotelial da aorta de coelhos, prevenindo a
agregacao plaquetaria e reduzindo a sintese de colageno no processo. Esse
mecanismo de agéo dos flavondides est4 associado ao fato de eles poderem
se ligar a radicais livres, aumentar a sintese de prostaciclinas e inibir a
peroxidagéo lipidica que leva a agregacao plaquetéaria (GRYGLEWSKI et al.,
1987).

Estudos também relatam que diversos flavondides atuam ativando
sistemas multi enzimaticos, tipo citocromo P450 e b5 (LASCKER et al., 1984).
A agdo de induzir a ativagdo desses complexos multienzimaticos afeta o
metabolismo como um todo, j4 que esses sistemas estdo envolvidos no
metabolismo de xenobidticos, incluindo farmacos, inseticidas, poluentes,
podendo ter importancia crucial na farmacologia e toxicidade.

O mecanismo de agao da colestiramina como hipolipidémica esta
associado a troca de anions (fons CI ) pelos acidos biliares negativamente
carregados. Como as resinas n&o sio absorvidas, o efeito final & promover a
excrecéo de acidos biliares. A inibigio do retorno de acidos biliares no figado
resulta em aumento na conversiao de colesterol em &acidos biliares.
Provavelmente, ha também uma leve diminuicdo na reabsorgdo do esterol,
pela perda de acidos biliares, bem como de esterdides neutros, levando a um
aumento compensatério do numero de receptores hepaticos de LDL e a
indugéo da atividade de HMG CoA-redutase. Assim, o contetdo de colesterol
do hepatécito & restaurado pelo aumento da Captagdo de LDL do plasma,
mediado pelo aumento da expressdo do receptor de LDL e pelo aumento da

biossintese de colesterol endégeno. Isso resulta tanto na diminuicdo dos niveis
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de LDL do plasma, quanto na restauragéo da produgdo de 4cidos biliares
(GOODMANS, 1996).

BASCOUL et al. (1990) relatam o aumento da atividade de 7q
hidroxicolesterol em soro sanglineo de humanos, como mais um dos
mecanismos de acéo da colestiramina.

Quadro 23 - Médias de colesterol-HDL (terro-padrao)

Grupos Colesterol-HDL % de
(mg/dL) Variagio
1 Ragéo (R) 25,18 + 2,27 =
2 R+ Colesterol (C) + Acido cdlico (AC) 55,70 + 3,29 B
3 R+C+AC+ Quercetina 50,94 + 2 45 ab -8,55
4 R+C+AC+ Rutina 51,74 + 2,08 a -7,11
5 R+C+AC+Morina 43,67 + 3,42 ab -21,60 *
6 R+C+AC+Naringenina 53,74 +4,14 a -3,52
7 R+C+AC+colestiramina(CL) 35,71+ 364b -35,89 *
8 R+C+AC+colestiramina + Quercetina 5355+4,94 a -3,86
9 R+C+AC+(CL)+ Rutina 52,20+ 3,83 a -6,28
10 R+C+AC+(CL)+ Morina 48,76 + 3,14 ab -12,46
11 R+C+AC+(CL)+ Naringenina 57,76 + 3,78 a +3,70

Médias seguidas de mesma letra mindscula néo diferem entre si pelo teste de Tukey ( P>0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (ragdo + triton) pelo teste de Dunnett (P<0,05).

O Quadro 24 mostra que o melhor tratamento foi colestiramina e
naringenina (grupo 11), com um percentual de acréscimo de +3,70%, o que é
satisfatério, porque, nesse parametro, quanto mais altos estiverem os niveis,
melhor para o organismo animal, levando-se em consideragdo que o HDL é
considerado o bom colesterol, tendo como fung¢do conduzir o colesterol da
circulagéo para o figado para ser metabolizado.

O colesterol-HDL em ratos é o principal responsavel pelo transporte de
colesterol aos tecidos, ja que, em ratos, este e o LDL se degradam muito

rapidamente, restando pequenas proporgées de LDL (MATHE e LUTTON,
1984).
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AGL = écido graxo livre;

AGCL = 4cido graxo de cadeia longa (14 carbonos ou mais);
AGCM = écido graxo de cadeia média (10 carbonos ou mais);
a-GP = a-glicerolfosfato;

CE = éster de colesterol; e

AcCoA = Acil - coA.

Fonte: BAGAVAN, 1977.

Figura 22 - Absorgéo Intestinal de gorduras da dieta.
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Por ativar sistemas multienzimaticos, como cit P450 e cit b5, os
flavonéides tém possiveis efeitos no metabolismo de constituintes lipofilicos
normais, no corpo, como os esterdides e os acidos biliares, sendo bastante
consideraveis os seus efeitos no metabolismo lipidico.

Ainda, aumentam a excrecao de acidos biliares, pois as enzimas do cit
P450 ligam compostos a estes para que sejam eliminados. E importante
lembrar que essas substancias se formam a partir do colesterol (GOMES,
1998; LASCKER et al., 1984).

Quadro 24 - Médias de triacilgliceréis (+erro-padrao)

Grupos Triacilglicerois % de
(mg/dL) Variagéo
1 Ragédo (R) 80,91 + 6,51 -
2 R+ Colesterol (C) + Acido célico (AC) 173,78 + 3,98 -
3 R+C+AC+ Quercetina 98,00 + 5,32 ab -43,61 *
4 R+C+AC+ Rutina 88,82+474b 48,89 *
5 R+C+AC+Morina 86,94 + 496 b -49,97 *
6 R+C+AC+Naringenina 98,47 + 4,58 ab -43,34 *
7 R+C+AC+coIes!irarnina(CL) 118,95+ 8,41 a -31,56 *
8 R+C+AC+colestiramina + Quercetina 7722+265b -55,56 *
9Ragdo+C+AC+(CL)+ Rutina 83,40+ 3,88b 52,01 *
10 R+C+AC+(CL)+ Morina 81,98+ 3,67b -52,83 *
11 R+C+AC+(CL)+ Naringenina 88,16 + 5,56 b 49,27 *

Médias seguidas de mesma letra minuscula néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
* Estatisticamente diferente do controle (rag&o + triton) pelo teste de Dunnett (P<0,05).

Os niveis de triacilgliceréis foram reduzidos por todos os tratamentos
utilizados.

A maior percentagem de redugdo para o nivel de triacilgliceréis
(55,56%) foi obtida com o tratamento colestiramina e quercetina (grupo 8).

Estudos realizados por KATO e TOSA (1983) mostram o efeito similar
para o flavondide quercetina que, adicionado a dieta durante 15 dias, resultou
em decréscimo nos niveis de triacilgliceréis em ratos.

Os flavondides podem ativar a sintese de AMP,. Esse pode ativar a

proteina quinase, enzima responsavel pela ativagéo da lipase. Essa enzima,
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por sua vez, aumenta a hidrélise dos triacilgliceréis, facilitando assim a sua
redugdo no soro e figado (BAGAVAN, 1977).

Além disso, GOMES (1998) relata o efeito de diversos flavonodides
ativando a enzima lipase pancreatica, aumentando, assim, a hidrélise de
triacilgliceréis e permitindo também a sua redugao.

Os flavondides também ativam os receptores de LDL que contém em
sua estrutura 7-10% de triacilgliceréis (KIRK et al., 1998).

Enquanto a colestiramina exerce sua agao em nivel da luz intestinal,
sequestrando sais biliares, os flavonéides (morina e quercetina) possivelmente
contribuem na redugéo dos niveis de lipideos, por agir aumentando a atividade
enzimatica (de cit b5 e P450) ou aumentando a excregao de colesterol e sais
biliares. O efeito de sinergismo observado pela associagdo de colestiramina
com os flavonéides pode estar associado a inibicdo de HMG-CoA redutase,
uma vez que estudos demonstram que ocorre conseqiiente redugdo da
biossintese de colesterol e agdes, tais como aumento da excregdo de

colesterol e acidos biliares pelas fezes de animais experimentais.
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5. RESUMO E#ONCLUSOES

Foram realizados cinco ensaios biolégicos, com o objetivo de avaliar o
efeito hipolipidémico e sinérgico de flavondides (quercetina, morina,
naringenina e rutina), isoladamente e associados a medicamentos (&cido
nicotinico e colestiramina), sendo ainda realizados ensaios com os mesmos
flavondides associados a corantes naturais (Monascus e antocianina)
investigando os mesmos efeitos.

Verificou-se, em todos os ensaios biolégicos, que os resultados foram
bastante satisfatérios quanto aos efeitos hipolipidémico e sinérgico. Os trés
parametros analisados foram nivel de colesterol total, colesterol-HDL e
triacilgliceréis, no soro sanglineo de ratos machos Wistar, hiperlipidémicos,
analisando-se, ainda, colesterol total no figado dos mesmos animais.

Os propésitos foram alcangados com bastante éxito.

Perspectivas Futuras

Sugere-se que novos estudos sejam realizados, verificando novos
mecanismos de agao para essas substancias, testando o efeito dos compostos

sobre enzimas responsaveis pela sintese dos lipideos.
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Novas doses deverdo ser testadas até se detectar as menores doses
possiveis.

Os efeitos toxicolégicos envolvendo toxidez aguda, subaguda,
teratogenicidade, mutagenicidade, efeitos carcinogénicos devem ser
verificados.

Sugere-se que sejam realizados os seguintes testes em diferentes
especies animais:

- Testes envolvendo a associagao flavondides com outros medicamen-
tos e outros corantes.

- Testes envolvendo animais com e sem receptores de LDL.

- Testes envolvendo animais germ-free.

- Testes em que se realizem modificagbes na estrutura dos flavonédides
para potencializar os seus efeitos.

Todos esses estudos devem ser conduzidos para que no futuro essas
substéncias possam ser utilizadas como farmacos para o controle do
metabolismo lipidico.
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